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RESUMEN PREVIO

Cada vez es mas evidente la relacion entre células madre y cancer, sugiriéndose que
el cancer tiene su origen en una poblacion de células madre. Esta teoria se
fundamenta mayoritariamente en dos explicaciones bioldgicas: i) las células madre
viven y crecen durante largos periodos de tiempo por lo que son mas susceptibles a
acumular lesiones genéticas a lo largo de los afios y ii) debido a su escasez, a su
estado de quiescencia y a la expresion de proteinas de resistencia a drogas son
dificilmente destruidas con agentes citotoxicos, es decir, con ciclos de quimioterapia

ylo radioterapia.

La leucemia del lactante (nifios < 1 afio) representa mayoritariamente una leucemia
linfoblastica aguda (LLA) de linfocitos en estadio pro-B. La LLA pro-B del lactante
MLL-AF4+, se caracteriza por su extremada corta latencia y gran agresividad. En los
ultimos afios hemos avanzado vertiginosamente en la comprension de la etiologia de
dicha LLA del lactante. El desencadenante molecular de dicha leucemia es el
reordenamiento del gen MLL (localizado en el cromosoma 11g23). Dicho gen, se
rompe entre el exén 6-9 y se reordena por NHEJ (non-homologous end joining) con el
factor de transcripcion AF4. En consecuencia, en las células sanguineas del embrion
o feto se origina el gen de fusion MLL-AF4. Dicha fusidn origina la proteina de fusion
MLL-AF4 que pasa a ser un dominante negativo y represor transcripcional de todo el

programa de diferenciacion hematopoyeético.

En esta memoria se desarrolla la metodologia para determinar la estabilidad
gendmica de las hESCs mediante técnicas de citogenética convencional y molecular.
Aquellas hESCs cariotipicamente euploides seran expuestas a bajas dosis de
etopdsido para analizar si el etopdsido es capaz de promover rupturas en el locus
MLL en estas células madre pluripotentes pre-natales. Dada la corta latencia de la

LLA-B pro-B MLL-AF4+ del lactante, su comportamiento bifenotipico y su origen pre-



natal, pretendemos analizar también si puede tener un origen pre-hematopoyético de
forma que el oncogén de fusion MLL-AF4 ya esté presente al diagndstico en células

no hematopoyéticas de la medula 6sea, en concreto MSCs.

Aunque se reconoce el origen pre-natal de la fusion MLL-AF4, desconocemos por
completo el origen jerarquico de MLL-AF4. En realidad, el origen celular a nivel
jerarquico donde ocurre dicha aberracion cromosomica es dificil de descifrar debido a
que el impacto funcional del oncogén de fusion y la expansion clonal resultante puede
ocurrir aguas abajo del propio origen fisico de la translocacién. Lo que si parece
evidente y constituye parte de la hipétesis perseguida en este trabajo es que la célula
diana donde aparece dicho oncogén de fusiéon debe de ser una célula madre con
capacidad de auto-renovacion, diferenciacién a multiples lineas y proliferacion a largo

plazo.

Objetivos:

(i) Determinar la estabilidad gética de las hESCs mediante técnicas de citogenética
convencional y molecular. Determinar en que grado la predisposicion a inestabilidad
cariotipica en hESCs es debida a las condiciones de cultivo empleadas o a

propiedades intrinsecas de cada linea celular.

(i) Determinar si a bajas dosis de etopdsido son capaces de romper y provocar
reordenamientos del locus hESCs y célula CD34+ de cordon umbilical y si dichos
reordenamientos son suficientes para inducir transformacion oncogénica en las
hESCs.

(ii)Analizar en distintos subtipos citogenéticos de leucemias agudas si las
translocaciones cromosomica presentes en los blastos estan también presentes en el
estroma medular, sugiriendo que la translocacién cromosomica tendria un posible

origen pre-hematopoyeético.
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Introduccion

INTRODUCCION

A pesar de los innumerables avances acontecidos en las cuatro ultimas décadas, el
cancer continta siendo una enfermedad compleja que encierra numerosos enigmas
aun hoy sin descifrar. La investigacién biomédica nos ofrece la posibilidad de
desentrafiar algunos de estos enigmas y avanzar en el conocimiento de su origen y
progresion. Cada vez existe una relacion mas estrecha entre cancer infantil, células
troncales y desarrollo. Es importante destacar que nuestro conocimiento sobre
aspectos etiolégicos del cancer es limitado si trabajamos con muestras primarias
procedentes de pacientes, ya que en el momento del diagndstico, todos los eventos
oncogeénicos responsables estan ya presentes, impidiéndonos descifrar los factores
que desencadenan la aparicion de dichos eventos, asi como la patogénesis y la
evolucion de la enfermedad. Es por ello necesario desarrollar modelos in vivo e in
vitro que de alguna manera reproduzcan la enfermedad, con el objetivo de ampliar
nuestros conocimientos sobre la etiologia y fisiopatologia de la enfermedad y permitir

el desarrollo de futuros tratamientos.

La mayoria de estudios oncoldgicos se centran en tumores de origen adulto, en parte
porque su incidencia es mayor. Sin embargo, el cancer infantil presenta unas
caracteristicas biolégicas y epidemiologicas distintas a las de los adultos, lo que hace
que sea necesario su estudio como un grupo aparte. Estos nifios no desarrollan la
enfermedad como respuesta a una exposicién inadecuada a agentes carcinogénicos
medioambientales o dietéticos (alcohol, tabaco, alimentacion inadecuada o incluso
por la exposicion prolongada a radiaciones), sino que por el contrario, mas del 75%
de los nifios con cancer ya presentan en el momento del nacimiento los eventos
oncogeénicos ocurridos en el utero. Ademas, en algun subtipo de cancer infantil la
edad en la que irrumpe es dramaticamente temprana, avalando la idea de que el
cancer infantil puede ser el resultado de una alteracion en el desarrollo embrionario
(Greaves, 2002).
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Existen dificultades éticas y logisticas para estudiar los eventos oncogénicos que
alteran el desarrollo mesodérmico y hematopoyético embrionario humano in situ. Es
factible sin embargo, disefiar modelos humanos o murinos para estudiar el cancer
adulto utilizando células troncales adultas. Sin embargo, estas células troncales
adultas no representan una diana terapéutica ideal para reproducir el cancer infantil.
Si partimos de la hipotesis de que el cancer infantil tiene un origen embrionario/fetal
(Greaves, 2005), necesitariamos utilizar células en estadios ontogénicos muy
tempranos como son las células troncales embrionarias humanas (en adelante,
hESC, siglas inglesas de Human Embryonic Stem Cells), fetales o neonatales, y asi
poder estudiar y poder llegar, incluso, a reproducir esta enfermedad en células en un

estadio de desarrollo muy cercanas al origen celular/temporal del cancer infantil.

En este trabajo introducimos primero las células troncales o stem cells, y los tipos y
caracteristicas de cada una de ellas. Asi también, presentamos los diferentes
métodos de estudio que se han empleado en esta tesis para estudiar la estabilidad
genética de estas células en diferentes condiciones de cultivo, con objeto de poderlas
utilizar como una herramienta sélida en el estudio de leucemias infantiles, que

abordaremos en la segunda parte de esta memoria.
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1. CELULAS TRONCALES O STEM CELLS

1.1 Caracteristicas de las células troncales o stem cells

Llamamos células troncales o stem cells a un tipo especial de células indiferenciadas
que tienen la capacidad de dividirse indefinidamente sin perder sus propiedades de
diferenciacién a multiples estirpes celulares tanto morfolégica como funcionalmente
(Weissman, 2000a, b). Las células troncales poseen una serie de rasgos que permite
identificarlas, como la expresion de ciertos marcadores de superficie celular, la
expresion de factores de transcripcion especificos, y receptores de factores de
crecimiento. Mientras algunas caracteristicas son comunes a distintos tipos de células
troncales, en general, las células stem de distintos tejidos poseen caracteristicas
especificas que permiten distinguirlas. A pesar de su diferente origen tisular y
ontogénico, todas las células troncales comparten las dos caracteristicas comunes

mencionadas aunque pueden expresarlas en distinto grado (Liew et al., 2005):

Capacidad _de auto-renovacion: Capacidad que poseen las células de

perpetuarse a través de sucesivas divisiones mitoticas simétricas dando lugar a
células hijas con caracteristicas idénticas a las de su progenitora. Esta caracteristica
es la que permite a las células troncales mantenerse en estado indiferenciado durante
tiempo ilimitado, actuando de reservorio ante distintas necesidades
fisiologicas/homeostaticas. Este hecho convierte a la célula troncal en una fuente

importante para la generacion de distintos tipos celulares (Figura1)

Célula Madre

Célula
diferenciada

Figura 1: Divisién de una Célula Madre o troncal.
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Capacidad de diferenciacion: Las células troncales son capaces de diferenciarse

a multiples tipos celulares bajo diferentes estimulos. En un momento determinado,
abandonan su estado indiferenciado y mediante un proceso de diferenciacion
regulado, dan lugar a distintos tipos celulares de su tejido o de otros tejidos
adquiriendo las caracteristicas morfologicas y funcionales correspondientes. Por
ejemplo, ante condiciones fisiologias adversas como dafio tisular, las células
troncales comienzan un proceso de divisidn asimétrica produciendo una célula
idéntica a la célula progenitora y otra diferente que inicia el proceso de diferenciacidn
celular (Inaba and Yamashita, 2012). Este proceso es complejo y esta mediado por
multiples factores tanto a nivel molecular como a nivel de microambiente celular.
Mediante este proceso las células troncales van produciendo progenitores con
capacidad pluripotente decreciente que poco a poco van perdiendo su capacidad de
auto-renovacién convirtiéndose en células funcionales maduras (Merok and Sherley,
2001).

A medida que la célula troncal prolifera y se diferencia, va perdiendo esta capacidad
pluripotente, siendo esta mas restringida y comprometiéndose a diferentes linajes. En
este sentido, cuando el balance entre proliferacién y diferenciacion se altera puede
desencadenar la aparicion de cancer, situacion caracterizada por un bloqueo de la

diferenciacién y un aumento de la proliferacién de manera descontrolada (Figura 2).

O
Dario celular sin reparar W= /\

Apoptosis O O N

\ a2 COCOLPOECE

—@ B NSO

Division celular normal Division celular sin control
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Figura 2: Division celular normal (izquierda) y division incontrolada de una célula tumoral que ha
perdido la capacidad de diferenciacion y aumentado la de proliferaciéon (derecha). El proceso de
division de las células esta regulado por una serie de mecanismos de control que indican a la célula
cuando comenzar a dividirse 0 mantenerse quiescente. Cuando estos mecanismos de control se
alteran en una célula, ésta y sus descendientes pueden iniciar una divisién incontrolada.

Las primeras evidencias cientificas de que en el organismo humano habia células
troncales, provienen de experimentos realizados por Till y McCulloch a finales de los
afos 50, centrados en las células troncales hematopoyéticas (en adelante, HSCs,
siglas inglesas de Haematopoietic Stem Cells) (McCulloch and Till 1960; Till and
McCulloch 1961). En clinica, se han explotado las propiedades de las células
troncales adultas, en concreto de las HSCs, desde hace mas de 50 afios. Prueba de
ello es el trasplante de progenitores hematopoyéticos de médula 6sea, realizado con
éxito por primera vez por el Prof. E. Donnall Thomas (galardonado con el Premio
Nobel de Medicina en 1990), quien demostré el potencial de las HSCs para
reconstituir la hematopoyesis de pacientes afectados de leucemia (Figura 3). El
trasplante de progenitores hematopoyéticos lejos de constituir un tratamiento curativo,
representa en la actualidad una terapia de rescate de inmenso valor para reconstituir
el sistema linfohematopoyético de pacientes aplasiados tras el tratamiento con

citostaticos.

Obtencion de células madre 6
hematopoyeéticas
R

_) o )
. L Acondicionamiento ‘ I
Tratamiento (destruccion de la
hematopoyesis)
DIAGNOSTICO REMISION TRANSPLANTE
COMPLETA HEMATOPOYETICO

Figura 3. Imagen representativa del primer trasplante de médula 6sea realizado con éxito del
Profesor E. Donnall Thomas.
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El interés en las células troncales ha crecido de forma exponencial a partir de la
identificacidn, caracterizacion, y aislamiento de las hESCs (Thomson et al., 1998), y
también del potencial de uso de las mismas como alternativa terapéutica en multitud
de patologias. Las hESCs, ademas de su posible aplicacién clinica en el futuro, hoy
en dia, representan una herramienta biolégica de inmenso valor para aplicaciones
mas inmediatas, como screening de moléculas y toxicidad embrionaria, biologia del

desarrollo y desarrollo de modelos de enfermedad.

1.2. Tipos de células troncales
Como ya se ha descrito, la célula troncal se caracteriza por dos propiedades
fundamentalmente: auto-renovacion y capacidad de diferenciacién (Jordan et al.,

2006). Estas células ademas, se pueden clasificar segun su capacidad o potencial de

diferenciacién en cuatro tipos, (Prosper and Verfaillie, 2003):

» (Célula troncal totipotente: célula capaz de originar un organismo completo,

tanto los componentes embrionarios, como tejidos extraembrionarios. Se

puede considerar que el zigoto es la unica célula troncal totipotente.

o Célula troncal pluripotente: aquella que puede formar cualquier tipo de célula

procedente de las tres capas embrionarias (endodermo, ectodermo y

mesodermo), pero no tejido extraembrionario, trofoectodermo.

o Célula troncal multipotente: aquella que sélo puede generar células de su

misma capa o linaje embrionario. Por ejemplo, una célula troncal sanguinea
sera capaz de originar diferentes tipos celulares maduros y funcionales

hematopoyeéticos.

» Célula troncal unipotente o progenitor: célula que forma Unicamente un tipo

de célula particular (Sell, 2004). A medida que las células troncales van

8



Introduccion

perdiendo potencial y se van comprometiendo a una linea especifica se

conocen como progenitores.

También, se puede hacer otra clasificacion de las células troncales atendiendo al

momento de desarrollo (ontogenia):

Célula troncal embrionaria: esta célula deriva de la masa celular interna del

blastocisto (hasta dia 14 de desarrollo). Son células pluripotentes y pueden

dar origen a todos los tejidos del embrion.

Célula_troncal fetal: Este tipo celular estd presente en multiples tejidos

durante el desarrollo fetal (entre el dia 14 hasta el momento del nacimiento).

Por ejemplo, las células hematopoyéticas son muy activas en el higado fetal.

Celula troncal neonatal: son las células troncales obtenidas de la sangre del

cordén umbilical y/o placenta. Existen evidencias cientificas de que hay
diferentes tipos de células troncales en el corddén umbilical, siendo por tanto
una de las fuentes mas aceptadas para la obtencion de células con
capacidad regenerativa de multiples tejidos, puesto que no plantea

controversia ética alguna.

Celula_troncal adulta: son aquellas células obtenidas de diferentes tejidos

adultos como médula 6sea, cerebro, piel, glandula mamaria, colon, grasa
etc. Las células troncales adultas regeneran tejidos que estan sometidos a

un continuo desgaste fisioldgico.

Mencion aparte merece la pena que tengamos en cuenta un tipo de célula con

capacidad pluripotente de enorme valor en el campo de la investigacion y cuya

utilizacion se ha extendido ya por todo el mundo en los Ultimos afios, son las células
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troncales pluripotentes inducidas (en adelante, iPSCs, siglas inglesas de induced

pluripotent stem cells). Quizas, estas células junto con las hESCs son las unicas

células troncales que se pueden considerar pluripotentes. Las iPSCs constituyen un
tipo de células troncales pluripotentes derivadas a partir de una célula diana somatica
que inicialmente no es pluripotente. El procedimiento por el cual se obtienen estas
células, es estocastico en general. Sobre una célula adulta diferenciada procedente
de un tejido adulto, se induce la expresidn ectopica de varios factores de
transcripcion, tales como Oct3/4, Sox2, c-Myc y Klf4, capaces de de-diferenciarla. Las
células iPSCs son capaces de de-diferenciarse a células de tejidos pertenecientes a
las tres capas germinales (pluripotentes) y de formar teratomas in vivo (Yamanaka
and Takahashi, 2006). Se denomina reprogramacion a esta de-diferenciacion, y los
factores de transcripcion utilizados pueden variar en funcion del grado de maduracion
de la célula que se quiere reprogramar, y parece que cuanto mas inmadura sea la
célula de partida menor nimero de factores de “reprogramacion” son necesarios. Los
factores de transcripcion ectdpicos deben estar silenciados posteriormente para
conseguir que la capacidad de diferenciacion de las iPSCs no se vea restringida y
que las iPSCs sean reales y no dependientes de factores exdgenos (Ramos-Mejia et
al., 2012).

1.2.1. Células troncales adultas

Las células troncales adultas son células indiferenciadas con capacidad de auto-
renovacion y con posibilidad de diferenciarse hacia tipos celulares especializados del
tejido origen (Clarke and Frisen, 2001; Weissman, 2000a). Esta subpoblacion de
células que se encuentra en los tejidos adultos, son las encargadas de mantener una
reserva funcional para reemplazar a células diferenciadas sometidas a un desgaste
continuo. Se han identificado y caracterizado células troncales adultas en la mayoria
de tejidos aunque en un porcentaje muy pequefo. En condiciones de homeostasia
fisioldgica, las células troncales adultas se encuentran en estado latente hasta que

proliferan en respuesta a un estimulo fisiolégico. Las células troncales adultas tienen

10
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capacidad de renovacion y de diferenciacién hacia otros tipos celulares, pero en
general de su mismo linaje embrionario (multipotentes). Sin embargo, existen varios
estudios que aportan datos sugiriendo que la potencialidad de algunos tipos de
células troncales adultas es mayor que la que en un principio se esperaria. Por
ejemplo, las HSCs han demostrado capacidad para diferenciarse hacia diversos
tejidos como hepatocitos (Lagasse et al., 2000), musculo cardiaco (Orlic et al., 2001),
endotelio o tejidos derivados de las tres capas embrionarias (Daley et al., 2003; Grant
et al., 2002; Krause et al., 2001; Priller et al., 2001). Este fendmeno por el que una
célula troncal adulta de un tejido especifico se diferencia a células de tejidos de otras
capas germinales, se conoce como transdiferenciacion o plasticidad celular, y no esta
exento de controversia, ya que mientras algunos estudios lo apoyan, otros trabajos
cuestionan la existencia de dicha versatilidad celular, inclinandose por la idea de que
es el resultado de fusiones celulares (Alvarez-Dolado et al., 2003; Terada et al., 2002;
Vassilopoulos et al., 2003; Wang et al., 2003; Ying et al., 2002). Esta capacidad
también se ha demostrado en el caso de las células troncales mesenquimales (en
adelante, MSCs, siglas inglesas de Mesenchymal stem cells) ya que las MSC han
sido diferenciadas a tejido no mesodérmico como hepatocitos o células del sistema

nervioso central (Brazelton et al., 2000; Mezey et al., 2003).

A pesar de que existen células troncales en la gran mayoria de tejidos adultos, las
células troncales adultas que mejor se conocen y que se usan en la actualidad en

terapias celulares son las HSCs y MSCs.

1.2.1.1. Células troncales hematopoyéticas

La hematopoyesis es el proceso fisioldgico por el cual se produce la sintesis de todos
los tipos celulares que componen la sangre. Su funcionamiento correcto permite la
formacién de células responsables del transporte de oxigeno, coagulacién sanguinea

y de la inmunidad. Es un sistema celular organizado jerarquicamente (Figura 4),
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dénde las HSCs se encuentran en la cuspide, en los niveles intermedios se
encuentran los progenitores hematopoyéticos (en adelante, HPCs, siglas inglesas de
Hematopoietic Progenitor Cell), y en la base las células maduras de los diferentes

lingjes.
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Figura 4: Esquema representativo de la hematopoyesis. La HSCs tiene capacidad de auto-
renovacion y comprende a las células troncales hematopoyéticas con capacidad de repoblacion a
largo plazo (en adelante, LT-HSC, siglas inglesas de Long Term Hematopoietic Stem Cell), y a corto
plazo (en adelante, ST-HSC, siglas inglesas de Short Term Hematopietic Stem Cell), que
constituyen los progenitores multipotentes. Los progenitores multipotente tienen menor capacidad
de auto-renovarse y se diferencian a progenitor linfoide comun (CLP) y progenitor mieloide comun
(CPM) que a su vez originan progenitores granulocito-monociticos (GMP) y progenitores eritroides
megacariociticos (MEP), los cuales contintan con su proceso de diferenciacion generando las
células maduras circulantes: eritrocitos, megacariocitos, mastocitos, eosinofilos, neutrofilos,
monocitos, linfocitos B y linfocitos T (Adaptada de Stuart H Orkin y Leonard |. Zon, Cell 2008, Vol
132, pg 712).

Las HSCs son las que tienen mayor capacidad de auto-renovacion y de
diferenciacién, son capaces de generar todas las clases de HPCs y de células
maduras de los dos linajes principales de células hematopoyéticas: mieloide y

linfoide. Sin embargo, su tasa de proliferacién es baja ya que son los progenitores los

12



Introduccion

que tienen una alta capacidad proliferativa que va disminuyendo en estadios

maduros.

Las HSCs se utilizan en clinica desde hace décadas en trasplantes de progenitores
hematopoyéticos provenientes de médula 6sea, sangre periférica movilizada y sangre
de corddn umbilical, ya que como hemos sefialado, contribuyen a reconstruir todos
los linajes celulares hematopoyéticos. Son células multipotentes, las unicas
responsables de regenerar a largo plazo el sistema hematopoyético del receptor post
transplante, por ello se denominan LT-HSCs. Habitualmente se reconocen por un
perfil de marcadores de superficie consistente en la expresion de la molécula CD34 y
la falta de expresion del antigeno CD38, y de marcadores de distintos linajes (Lin), es
decir son Lin-CD34+CD38-. El CD34 es uno de los antigenos mejor caracterizados
que se expresa en las HSCs, en el 0,1% al 2% de las células de la médula 6sea
normal, incluyendo las unidades formadoras de colonias de todos los linajes y sus
precursores, Yy esta expresion se va perdiendo durante el desarrollo hematopoyeético,
de tal modo que no aparece en las células maduras de sangre periférica (Civin et al.,
1984; Greaves et al., 1985; Katz et al., 1985; Menendez et al., 1998; Satterthwaite et
al., 1990). Las HSCs son capaces de contribuir a la angiogénesis y vasculogénesis in
vivo, de tal manera que la fraccion celular CD34+ no sblo contiene progenitores
hematopoyéticos, sino también células progenitoras endoteliales (Yoder and Ingram,
2009). Existen evidencias solidas que apoyan la hipdtesis de His, que ya por el afio
1900 defendia la existencia de un precursor comun hematopoyético y endotelial
denominado hemangioblasto, [His, Abhandl. Math.-Phys. Ges. Wiss., 26:171 (1900)].
Este término actualmente se usa de forma similar al término precursor hemogénico,
que parece ser una célula mesodérmica embrionaria capaz de originar el endotelio
vascular y células hematopoyéticas. Este precursor hemogénico es temprano en el
desarrollo y es capaz de originar de forma clonal linaje hematopoyético y endotelial
(Menendez et al., 2004; Rafii and Lyden, 2003; Wang et al., 2004, Wang et al,,
2005b).
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1.2.1.2. Células troncales mesenquimales

Las MSCs han sido definidas como células multipotentes presentes en la médula
dsea que constituye una fuente de progenitores mesodérmicos (Pittenger et al.,
1999). Los primeros estudios que se llevaron a cabo con estas células, comenzaron
en la década de los sesenta y se extendieron hasta los setenta con los trabajos
realizados por Friedenstein y colaboradores. (Friedenstein et al., 1970; Friedenstein et
al., 1978; Friedenstein et al., 1968). Este grupo utilizé ratones para describir por vez
primera una poblacion de células adherentes de la médula 6sea que formaban parte
del estroma medular y que daba origen al microambiente hematopoyético. A estas
células se les denomin6 por primera vez unidades formadoras de colonias de

fibroblastos (en adelante, CFU-F, siglas inglesas de Colony Forming Units Feeders).

La caracterizacion de estas células se realiza en base a criterios morfologicos,
funcionales y fenotipicos propuestos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular
(en adelante, ISCT siglas inglesas de International Society for Cellular Therapy )
(Dominici et al., 2006). Segun estos criterios, las poblaciones de MSCs deben: i)
adherirse al plastico cuando se mantienen en cultivo; ii) expresar los marcadores de
superficie CD105, CD73, CD90, CD166, y no expresar marcadores
hematoendoteliales tales como CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79b, HLA-DR y
CD19; y iii) ser capaces de diferenciarse in vitro a osteoblastos, adipocitos vy
condroblastos (Pittenger et al., 1999). Ademas de las MSCs derivadas de la médula
Osea, existen células que cumplen estas propiedades en muchos otros tejidos. Asi, se
han podido aislar o derivar MSCs a partir de tejido adiposo, cordén umbilical, higado,
musculo, pulpa dental o hESCs, (da Silva Meirelles et al., 2006; Gonzalez-Rey et al.,
2009; Kern et al., 2006; Sanchez et al., 2011; Yanez et al., 2006). En cualquier caso,
parecen existir importantes diferencias entre propiedades de diferenciacion in vivo de
las MSCs derivadas de médula 6sea y de otros tejidos (Bianco et al., 2008).

Igualmente, no esta claro aun si todas ellas mantienen el mismo potencial
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inmunogénico/inmunomodulador.

El uso potencial de las MSCs en terapia celular, radica en algunas caracteristicas
claves: i) la capacidad de diferenciarse en células de varias estirpes, esta establecido
que las MSCs tiene capacidad de diferenciacion osteogénica, adipogénica vy
condrogénica, (Pittenger et al., 1999), y ademas, esta reportado que pueden
diferenciarse a otros tejidos mesodérmicos como musculo esquelético, miocardio o
tejido endotelial (Mosna et al., 2010; Salem and Thiemermann, 2010), e incluso se ha
descrito la capacidad de algunas sub-poblaciones de MSCs para diferenciarse a
tejido no mesodérmicos como higado, pancreas y cerebro, (Dezawa et al., 2004),
aunque este hecho es controvertido; ii) propiedades inmunomoduladoras de las
MSCs con capacidad inmunosupresiva, ya que son capaces de inhibir la respuesta
inmune generada en un organismo por otra causa (Le Blanc and Mougiakakos, 2012);
iii) falta de inmunogenicidad, es decir, apenas provoca respuesta inmune, es decir
son capaces de escapar al reconocimiento del sistema inmune de un organismo
(Ringden et al., 2006); iv) capacidad de expansion ex vivo; v) capacidad para secretar
factores solubles que modulan la capacidad proliferativa y la diferenciacion de un
amplio espectro de otras células diana y, vi) habilidad de migrar e injertar en tejidos
dafiados o tumorales. Todas estas caracteristicas y sus propiedades inmuno-
privilegiadas estan siendo explotadas para distintas aplicaciones clinicas en terapia
génica y celular, incluyendo la reparacion de tejidos, el tratamiento de la enfermedad
injerto contra huésped o de enfermedades autoinmunes, asi como su uso como
vehiculo para drogas antitumorales (Garcia-Castro et al., 2008; Rodriguez et al.,
2012).

Por ofra parte, la obtencién y cultivo de las MSCs puede llevarse a cabo sin
demasiada dificultad en laboratorios con experiencia en cultivos celulares. Sin
embargo, la estabilidad genética de estas células puede verse afectada tras

permanecer en cultivo in vitro de forma prolongada. La estabilidad genética es crucial
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a la hora de utilizar las MSCs en aplicaciones clinicas concretas, ya que posibles
alteraciones genéticas podrian comprometer su empleo con fines terapéuticos. En
principio, fueron muchas las evidencias que ponian de manifiesto que estas células
se mantienen euploides después de largo tiempo de cultivo, no detectandose
anomalias cromosomicas ni mediante citogenética convencional ni tampoco por
arrays de hibridaciéon gendmica comparada (en adelante, aCGH, siglas inglesas de
arrays Comparative Genomic Hybridization) (Bernardo et al., 2007). No obstante,
también se han reportado casos de aneuploidias dependientes de donante en el
cultivo a largo plazo de MSCs, sin observarse en cualquier caso signos de
transformacion celular (Tarte et al., 2010). Incluso, trabajos que inicialmente
describian transformaciones espontaneas en cultivos de MSCs de médula ésea o
tejido adiposo (en adelante, ASCs, siglas inglesas de Adipose Stem Cells)
determinaron que las alteraciones descritas en estos estudios se debieron a
contaminaciones cruzadas de los cultivos de MSCs con lineas celulares epiteliales
(Garcia et al., 2010; Torsvik et al., 2010). Por tanto, en principio todo ello sugeriria
que el cultivo ex vivo de MSCs se mantiene estable sin que existan evidencias sélidas
de transformacion espontanea de las células in vitro, lo que apoyaria el uso seguro de
las MSCs en aplicacion clinica. Sin embargo, hoy en dia este aspecto resulta
controvertido, pues estudios recientes revelan la aparicion de alteraciones
cromosdmicas en cultivos in vitro de MSCs a partir del quinto pase (Ferreira et al.,
2012) y alteraciones en los cromosomas 6, 8 y 11 en cultivo de MSCs a partir del
pase once y doce (Nikitina et al., 2011), por lo que numerosos trabajos sugieren que
es necesario realizar analisis mas completos para asegurar el empleo de estas

células en terapia génica y celular (Binato et al., 2013).

1.2.2. Células troncales embrionarias humanas
Las primeras ESCs se derivaron en 1981 a partir de blastocitos murinos (Evans and
Kaufman, 1981; Martin, 1981), sentando las bases biolégicas y metodolégicas para la

derivacion de hESCs en 1998 a partir de la masa celular interna (en adelante, ICM,
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siglas inglesas de Inner Cell Mass) de embriones sobrantes de ciclos de fecundacién
in vitro (Thomson et al., 1998) (Figura 5). Este hecho cobr6 gran relevancia en toda la
comunidad cientifica puesto que albergaba esperanza para la curacién de
enfermedades que hasta el momento no tenian tratamiento. Este grupo consiguio
derivar cinco lineas de hESCs utilizando un cultivo de fibroblastos de origen murino
(en adelante, MEFs, sigla inglesa de Mouse Embryonic Fibroblast), como capa de
células de soporte o tambien llamados feeders. Las cinco lineas denominadas H1,
H7, H9, H13 y H14, fueron caracterizadas mediante técnicas fenotipicas y
moleculares en estudios funcionales tanto in vivo como in vitro (Thomson et al.,
1998).

Las hESCs constituyen una herramienta bioldgica sin precedentes no sblo para
posibles aplicaciones en terapia celular, sino tambien para el screening de farmacos,
modelo de estudio en el desarrollo embrionario y especificacion tisular, y para el
estudio de la etiologia y patogénesis de enfermedades que se desarrollan en estadios
prenatales (Jones and Thomson, 2000; Menendez et al., 2006; Reubinoff et al., 2000;
Thomson and Odorico, 2000).

Figura 5: A. Colonia de células derivadas de la masa celular interna sobre fibroblastos de raton
ocho horas antes de disociarla por primera vez. B. Colonia celular de la linea embrionaria H9. C.
Detalle de las células de la linea embrionaria H9 escalada a 50 um. D. Células diferenciadas de la
linea embrionaria H9 a los cinco dias de ser cultivadas sin fibroblastos de ratén. (Adaptada de
Thomson et al 1998 Science, Vol. 282)

17



Introduccion

Las hESCs que se originan de cultivos celulares derivados a partir de la ICM del
blastocisto ademas de la capacidad de auto-renovacién, tienen capacidad de
diferenciarse hacia células de cualquier linaje, lo que en definitiva significa, capacidad
de formar las células de todos los tejidos del organismo (pluripotencia). Las hESCs
ademas, deben de cumplir una serie de requisitos para que puedan ser consideradas
como pluripotentes. Estos requisitos los podemos resumir en: i) capacidad para
propagarse en estado indiferenciado, pudiendo experimentar un nimero ilimitado de
divisiones simétricas sin diferenciarse; y ii) demostrar capacidad de diferenciacion
hacia todos los tejidos pertenecientes a las tres capas germinales, tanto in vitro, como
in vivo. En cuanto a la capacidad de diferenciacion in vitro, la forma comdn es
mediante formacion de cuerpos embriodes (en adelante, EB, siglas inglesas de
Embryoid Bodies). In vivo se manifiesta la capacidad de diferenciacion mediante la
formacion de teratomas al inyectar las hESCs en ratones inmunodeprimidos. Esta
metodologia demuestra la capacidad de las células para diferenciarse hacia las tres
capas embrionarias, mesodermo, endodermo y ectodermo (Reubinoff et al., 2000). En
la actualidad ya hay grupos trabajando en el desarrollo de una metodologia basada
en plataformas bioinformaticas para medir la expresion de ciertos MRNAs
caracteristicos en células pluripotentes, como es el caso del “Pluritest’, que consiste
en un plataforma bioinformatica que predice el grado de pluripotencialidad de un
cultivo celular sin necesidad de generar teratomas. Este ensayo cada vez esta mas

consolidado en el campo (Muller et al., 2008).

Ademas, cobra importancia en la derivacion, el mantenimiento y la estandarizacion de
los cultivos de hESCs, mantenerlos estables genéticamente tras cultivarlos durante
largos periodos, ya que si no es asi las hESCs no resultarian seguras en el posible
uso terapeutico o al ser utilizadas como herramienta para modelos de enfermedad
(Draper et al., 2004a; Menendez et al., 2006). Las hESCs crecen en colonias con una
morfologia epitelial y presentan positividad para los antigenos de pluripotencia SSEA-
3, SSEA-4, TRA1-60, TRA1-81. Ademas, expresan factores de transcripcion que
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demuestran su estado pluripotente como son Oct3/4, Nanog, Rex-1, DMNT1 y Sox-2
(Chambers et al., 2003; Nichols et al., 1998; Niwa et al., 2000).

La ausencia de alteraciones genéticas es una cualidad buscada en las hESCs para
cualquiera de sus posibles aplicaciones. En alguna de las lineas celulares con las que
se trabaja en la actualidad, a nivel mundial, se han observado cambios cromosémicos
gruesos, como trisomias, y en muchas otras se han observado alteraciones mas finas
como microdeleciones, amplificaciones, o variaciones en el numero de copias de un
gen. Estos cambios genéticos menores se conocen como variacion en el numero de
copias (en adelante, CNV, siglas inglesas de Copy Number Variation). Algunas de
estas alteraciones se han relacionado con fénomenos de oncogénesis (Draper et al.,
2004b), mientras que la relevancia funcional de muchas otras hoy en dia se
desconoce. Estas alteraciones se han asociado a la adaptacion de las células a las
condiciones de cultivo (con o sin feeder) (Figura 6) o al uso de diferentes métodos

enzimaticos en las practicas de cultivo (Imreh et al., 2006).

Figura 6: A. Colonias de hESCs cultivadas sobre feeders. B. Colonia de hESCS cultivadas en un
sistema libre de feeders. Ambos tipos de colonias son de la linea celular AND1, derivada en el
Banco Andaluz de Células Madre (BACM) en el afio 2008. (Imagen cedida por el BACM).
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Por todo ello, es importante controlar la estabilidad cariotipica y genética de las
células tanto in vivo como in vitro, estableciendo protocolos de actuacidn con todas
aquellas técnicas a nuestro alcance que nos permitan obtener la mas precisa
informacion del estatus genético de las hESCs (Meisner and Johnson, 2008; Zucchelli
etal., 2012).

1.3. Estabilidad genética de las hESCs

Las hESCs han supuesto un considerable avance, no sélo en medicina regenerativa y
terapia celular, sino también en biologia basica. El potencial uso terapéutico y como
herramienta biolégica de las hESCs requiere garantias de calidad, seguridad y
trazabilidad mediante la implantacion de exhaustivos programas de control de calidad,
como quedd de manifiesto en las directrices propuestas por una iniciativa
internacional de banqueo de células troncales (en adelante, ISCBI siglas inglesas de
International Stem Cell Banking Initiative) (Adewumi et al., 2007). Esta directrices
tenian como objeto establecer unos estandares de calidad de aplicacion mundial en el
ambito de las hESCs, para la derivacién, caracterizacion, y mantenimiento de las

mismas para su uso en investigacion (Andrews et al., 2009).

Uno de los principales problemas de las hESCs es la aparicion de alteraciones
cromosdémicas e inestabilidad gendmica tras periodos de cultivo extenso (Cowan et
al., 2004; Draper et al., 2004b; Imreh et al., 2006; Inzunza et al., 2004; Maitra et al.,
2005; Menendez et al., 2005a; Menendez et al., 2005b; Mitalipova et al., 2005; Moralli
et al., 2010; Ringden et al., 2003; Rosler et al., 2004). Por esta razon es necesario
analizar el estatus cromosdmico y, por supuesto, emplear técnicas de alta resolucion
para su evaluacion. De otro modo, dificimente podremos desarrollar modelos de
enfermedad fiables, entender mecanismos reales que regulen el balance entre
pluripotencia y especificacidn celular, o avanzar hacia futuras aplicaciones
terapéuticas con hESCs o su progenie (Buzzard et al., 2004; Mandal et al., 2006;

Ringden et al., 2003). No debemos olvidar que las anomalias genéticas pueden
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actuar como eventos oncogénicos que cooperan con las mutaciones o genes de

fusion ectdpicos que se pretenden estudiar.

La estabilidad cromosdmica en una linea celular consiste, en el mantenimiento de un
cariotipo normal tanto numérica como estructuralmente. Muchas hESCs desarrollan,
tras sucesivos pases en cultivos, aberraciones cromosomicas, adquiriendo un estatus
genético inestable (Allegrucci and Young, 2007; Andrews et al., 2005; Baker et al.,
2007; Brimble et al., 2004; Caisander et al., 2006; Cowan et al., 2004; Draper et al.,
2004b; Hanson and Caisander, 2005; Inzunza et al., 2004; Laurent et al., 2011;
Ludwig et al., 2006; Maitra et al., 2005; Mitalipova et al., 2005; Moon et al., 2011;
Moore et al., 2010; Moralli et al., 2010; Narva et al., 2010; Rosler et al., 2004; Spits et
al., 2008; Stephenson et al., 2010; Zucchelli et al., 2012). Esto podria deberse a las
caracteristicas propias del cultivo de las hESCs. Algunos trabajos han revelado sin
embargo, la posibilidad de que esto ocurra debido al método de sub-cultivo utilizado,
de forma que, la diseccién mecanica de las células preservaria su integridad genética
mejor que los métodos enzimaticos (Brimble et al., 2004; Buzzard et al., 2004; Cowan
et al.,, 2004; Meisner and Johnson, 2008; Mitalipova et al., 2005), aunque se ha
encontrado alguna aneuploidia esporadica en cultivos sometidos a pases mecanicos
(Buzzard et al., 2004; Caisander et al., 2006). No podemos obviar que estas
alteraciones cromosémicas mas 0 menos groseras que se han descrito en las hESCs
no son exclusivas en células humanas, y en iPSCs, ya que también se ha descrito la
aparicion de alteraciones cromosoémicas en ESCs derivadas de embriones de ratdn,
lo cual demuestra que las células troncales de otras especies también son
susceptibles de generar inestabilidad genética (Cortes et al., 2008; Guo et al., 2005;
Miura et al., 2006; Rebuzzini et al., 2008).

En muchos casos las alteraciones cromosdmicas que adquieren las hESCs afectan a
unos cromosomas en concreto. Es el caso de los cromosomas 12, 17 y X, cuyas

aneuploidias han sido reportadas de modo recurrente (Blum and Benvenisty, 2009;
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Brimble et al., 2004; Cowan et al., 2004; Draper et al., 2004b; Hanson and Caisander,
2005; Inzunza et al., 2004; Lakshmipathy et al., 2004; Maitra et al., 2005; Mitalipova et
al., 2005; Rosler et al., 2004). Es importante resaltar, que las alteraciones
cromosdmicas observadas en hESCs, son comunes a las observadas en sus
homologos tumorales, las células madre de carcinoma embrionario (Brimble et al.,
2004; Clark et al., 2004). De hecho, el extra cromosoma 12p, es comun en células
primitivas de teratocarcinoma (Clark et al., 2004; Draper et al., 2004b; Skotheim et al.,
2002) y la amplificacion del 17q, esta asociada a un tumor infantil con posible origen
prenatal, el neuroblastoma (Westermann and Schwab, 2002). Ademas, genes que
controlan la auto-renovacion, pluripotencia, diferenciacion y apoptosis tales como,
STELLAR, NANOG, GDF3, GRB2, BIRC5 y NT3, estan localizados en estos
cromosomas (Burdon et al., 2002; Clark et al., 2004; Chiou et al., 2003; Pyle et al.,
2006), y el cultivo in vitro como in vivo puede posibilitar la seleccién de las células con

mayor numero de copias de estos genes.

Otros estudios revelan la aparicion de anomalias cromosomicas en aproximadamente
el 20% de las células que componen el cultivo, apareciendo en la mayoria de los
casos alteraciones en mosaico (Hoffman and Carpenter, 2005). Es posible, incluso,
que los métodos enzimaticos puedan favorecer la seleccion de clones portadores de
mutaciones 0 translocaciones cromosomicas que les confiera alguna ventaja
proliferativa (Mikkola et al., 2006). Sin embargo, las hESCs expandidas por cultivo
mecanico mantenidas de forma prolongada han sido cromosémicamente estables
después de procesos de congelacidn-descongelacion tras mas de 35 meses (Hanson
and Caisander, 2005). Otros autores proponen que los cultivos con disgregacion
mecanica, deberian usarse inicialmente para los primeros 20-30 pases, para
asegurarse de este modo, el establecimiento de un stock de congelacion
cromosdmicamente correcto (Crook et al., 2010). Sin embargo, no podemos olvidar
que las caracteristicas intrinsecas de la linea celular desde el momento de la

derivacion pueden jugar un importante papel en el mantenimiento de la estabilidad
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cromosdmica, ya que lineas diferentes sometidas a las mismas condiciones de
cultivo, pueden manifestar distinto grado de inestabilidad indicando variaciones en
cuanto a la adaptacion al medio y diferentes grados de predisposicion a adquirir cierta
inestabilidad cromosomica. Incluso, el origen del embrion del que procede la linea,
puede condicionar esta inestabilidad, ya que entorno al 50% de los embriones
generados por fecundacién in vitro (en adelante, FIV), tienen alteraciones
cromosdmicas como aneuploidias, poliploidias y haploidias (Hanson and Caisander,
2005; Harper et al., 1995; llic et al., 2010; Marquez et al., 2000; Munne et al., 1994;
Voullaire et al., 2002; Wilton, 2002), y muchas de estas alteraciones no son

compatibles con el desarrollo embrionario.

Por tanto, con los datos recopilados hasta ahora (Tabla 1), parece que existen
alteraciones  cromosdémicas capaces de tener una relevancia en la
homeostasis/estabilidad de los cultivos, pero en el caso de otras alteraciones,
principalmente las pequefias deleciones, amplificaciones o CNVs, el efecto sobre la
homeostasis y el fenotipo de los cultivos estaria aun por determinar. Algunos trabajos
publicados describen alteraciones genéticas de las hESCs determinadas mediante
técnicas de alta resolucion (Elliott et al., 2010; Narva et al., 2010; Wu et al., 2008;
Zucchelli et al., 2012). Sin embargo, no se establece el efecto directo de dichas
alteraciones en el comportamiento de las lineas de hESC estudiadas. Puede ser que
afecten el genotipo de las células, alterando la regulacién de secuencias concretas
mediante la amplificacidn de genes o eliminacion de copias. Si se ha descrito, que los
CNVs alteran el nivel de expresidn de alrededor del 30% de los genes en los que se
presentan, y casi la mitad de ellos estan relacionados con procesos oncoldgicos
(Narva et al., 2010).
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Referencia Tipo Pases | Método | Alteracion cromosémica
celular | de de encontrada
cultivo | andlisis
Amit et al hESCs | 175 SKY Ninguna
2000 Cariotipo
(Brimble et al., | hESCs | 84 Cariotipo | Trisomia de
2004) 1,7,8,12,14 17, X
(Buzzard et hESCs | 134 Cariotipo | 46,Y ,t(X;17)(p11;p13)
al., 2004)
(Cowan et al., | hESCs | 46 Cariotipo | Trisomia 12, (2g+)
2004)
(Draperetal., | hESCs |65 Cariotipo | Trisomia 12,17q y17;
2004b) FISH Isocromosoma 12p
Inzunza etal. | hESCs | 61 Cariotipo, | Amplificacion Xqter-Xq21;
2004 CGH, Delecion Xg21-Xter
FISH 46,X, idic(X)(q21)
Rosler et al hESCs | ~99 Cariotipo | Trisomia 20 (anomalia
2004 mas frecuentemente
encontrada )
Heins et al hESCs | ~78 Cariotipo | Trisomia 13
2004 FISH Triploidia
Mitalipova et | hESCs | 105 Cariotipo | Trisomia 12,14,17,20 y X
al. 2005 FISH
Sjogren- hESCs | 35 Cariotipo | Ninguna
Jansson et al. FISH
2005
Maitra et al. hESCs | 205 SNP, Amplificacion 1,8,17q,20
2005 FISH, Delecion 13,18
Q-PCR
Imreh et al. hESCs | 86 Cariotipo | Trisomia12
2006 FISH Isocromosoma 12p
Delecion 7q,18
Xiao et al hESCs | >20 Cariotipo | Extra copia 17q
2006 SKY Traslocacion t(10;17)
Caisanderet | hESCs | 148 Cariotipo, | Trisomia 13
al. 2006 CGH,
FISH
Prokhorovich | hESCs | 53 Cariotipo | Ninguna
et al. 2007
Lefort et al. hESCs | 150 FISH, Trisomia 12,
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2008 aCGH Duplicacién 20q11.21
SNP

Spits et al. hESCs | 276 aCGH Duplicacién 3926.33927.2;
2008 5q14.qter, 7q33qter;
8024.21, 11924.2925 y
20q11.21.

Trisomia 17 y 22

Delecion 18,

Monosomia 18

Wu et al. 2008 | hESCs | 120 aCGH Amplificacion 1921.3,
11p15.5y 20q11.21.
Delecidn 4q13.2, 6p21.32,
7034, 19p12 y 22q11.23

Katayama et | hESCs | N.D Cariotipo | Ninguna

al 2001
Tian el al hESCS | N.D. Cariotipo | Ninguna
2005
Mollamoham |iPSCs |8 Cariotipo | Ninguna
madii et hESCs | ND
al.2009
Pakzad etal |iPSCs |16 Cariotipo | Ninguna
2010
Totonchietal |iPSCs |24 Cariotipo | Ninguna
2010
Elliot et al. iPSCs | N.D. Cariotipo | Trisomia 1, 20
2010 aCGH Duplicacién 5g23.1-q33.2,
22q13.31
Mayshar etal |iPSCs |63 Gene Trisomia 1,3,9,12,17,y 20
2010 hESCs Expressio | Duplicacion parcial 1p,
n Profiling | 3,6,8,9p11,12,16.
CGH, Delecién parcial
Cariotipo | 1,2,3,4,8,9,11,15,160,17,1
9,21
Laurentetal |iPSCs |5-34 SNP Trisomia 1, 3, 5, 12, 15,16,
2011 hESCs | 21-28 17,20,21,y X
Duplicacion 5, 12, 17 y 20.
Delecion 7q
Ramos-Mejia | iPSCs |7 Cariotipo | Traslocacion t(1;17)
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etal. 2010 SKY Trisomia 5

Werbowetski- | hESCs | 20-24 | Cariotipo, | Amplificacion 20g11.1-
Ogilvie et al. SKY 11.2

2009 aCGH Delecién 5g34a-5q34b;593

Trisomia en mosaico 12
Moon et al hESCs | N.D Cariotipo | Trisomia 12

2011
Moore et al hEScs | 40 aCGH Ninguna
2010 Cariotipo
Narva et al hESCs | N.D SNPs CNV
2010 LOH
Elliot et al hESCs | N.D aCGH Pequefas duplicaciones y
2010 iIPSCs alteraciones estructurales
Martins-Taylor | iPSCs | >13 Cariotipo | Alteracion 17, 21
et al 2011 FISH Amplificacion 20q11.1-
aCGH 11.2
CNVs 1931.3, 17g21.1
Traslocacion t(17;21)
Zuchellietal |hESCs | N.D SNP Ganancia parcial X
2012

Tabla 1: Resumen de las alteraciones citogenéticas descritas en hESCs y iPSCs con diferentes
técnicas de deteccion. (N.D: pases de cultivo no determinado)

A continuacién se describen las técnicas de citogenética empleadas para la
evaluacion de la estabilidad cromosémica, principalmente de hESCs y MSCs,
utilizadas en esta tesis doctoral. Se han utilizado diferentes métodos que han
aportado resultados complementarios en cada uno de los casos estudiados, ya que
no todas las técnicas empleadas tienen la misma resolucion, hemos conseguido al

combinarlas, un analisis mas detallado del estatus cromosdmico de los tipos celulares

utilizados en nuestros trabajos.

1.3.1. Métodos de Estudio
1.3.1.1. Cariotipo convencional

En los ultimos cincuenta afios, el analisis del cariotipo ha sido una prueba estandar
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para la deteccion de anomalias cromosomicas. La extensidn de la muestra,
previamente tratada, para obtener cromosomas que posteriormente se les aplica una
tincion para poner de manifiesto las bandas cromosdmicas y comparar las parejas de
homologos, ha sido la metodologia empleada desde hace afios (Seabright, 1971;
Yunis, 1976). Esta técnica descrita a principios de los afios setenta (Figura 7), es aun
hoy informativa y se sigue utilizando para la detecciéon de anomalias en innumerables
patologias, con una sensibilidad estimada entre 5-20 Mb. Sin embargo, bajo las
mejores condiciones, la resolucion de la técnica es considerada aproximadamente de
5 Mb, mientras que en algunas regiones del genoma, alteraciones de 10 Mb pueden

ser muy dificiles de detectar.

Figura 7: Metodologia realizada desde los afios 70 para el estudio de la dotacion cromosdmica de
una muestra. Los cromosomas son obtenidos después de detener el ciclo celular en mitosis, lisar y
fijar los nucleos y posteriormente estudiar los cromosomas una vez tefiidos adecuadamente.

A pesar de todo ello, el cariotipo convencional, se ha utilizado para la deteccién de
cromosomopatias como test minimo recomendado en el deposito de una linea celular
embrionaria por el consenso de ISCBI. No obstante, las recomendaciones de esta
organizacion en su ultima reunién de Junio de 2013 es utilizar ademas, técnicas de
mayor resolucion como los arrays de hibridacion gendmica comparada (en adelante,
aCGH, siglas inglesas de Arrays Comparative Genomic Hybridization) y polimorfismos
de un solo nucledtido (en adelante, SNP, siglas inglesas de Single Nucleotide

Polymorphism).
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1.3.1.2. Hibridacién in situ fluorescente

A finales de 1980, las tecnologias de clonaje y el aumento en la sensibilidad de los
anticuerpos, facilitaron el rapido desarrollo de las metodologias basadas en
hibridacion in situ fluorescente (en adelante, FISH, siglas inglesas de Fluorescence in
situ hybridization ). El fundamento de la FISH es la hibridacion de una sonda de ADN
marcada con un fluorocromo sobre una secuencia complementaria del genoma, bien
en la metafase cromosomica o en el nucleo en interfase, lo que representa una
ventaja sobre el cariotipo convencional, ya que no se necesita células en crecimiento
(Figura 8). Las alteraciones cromosdmicas de un tamafio menor a 5 Mb o las
reorganizaciones cripticas son dificiles de identificar mediante la técnica de bandeo
cromosomico debido a que la sensibilidad de la técnica no permite su deteccion. Las
técnicas de citogenética molecular basadas en FISH y que combinan la citogenética
convencional con la genética molecular intentan paliar, dichas limitaciones. Estas
técnicas aportan una mayor informacion que permite una completa caracterizacion del
cariotipo. La técnica de FISH permite detectar anomalias numéricas y estructurales
que con frecuencia pueden pasar desapercibidas con técnicas de bandeo
cromosémico (Catalina et al., 2007). Sin embargo, es importante remarcar que la
técnica de FISH se elige cuando queremos poner de manifiesto alguna alteracién que
se sospecha previamente. No se trata de una técnica para estudiar el genoma
completo, ya que el fundamento es la eleccion de una sonda o sondas determinadas

para la evaluacion del estatus de genes o cromosomas concretos.
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Figura 8: A) Marcaje de FISH sobre el cromosoma 1 (rojo) y 5 (verde) en un nlcleo en metafase de
un cultivo de la linea celular HELA.

En investigacién con hESCs, la técnica de FISH ha sido utilizada con éxito para la
detecciéon de anomalias cromosomicas, confirmando trisomia parcial o completa de
los cromosomas 12 y 17, trisomia en el cromosoma 13 y otras alteraciones en la que
se ven implicados los cromosomas sexuales (Caisander et al., 2006; Draper et al.,
2004b; Heins et al., 2004; Ludwig et al., 2006; Mitalipova et al., 2005; Sjogren-
Jansson et al., 2005). También es utilizada de rutina en el diagndstico, prondstico e

incluso indicador terapéutico en neoplasias hematoldgicas de muy diversa indole.

1.3.1.3. Multi FISH (M-FISH) y cariotipo espectral

Basadas en el fundamento de las técnicas de fluorescencia, en 1996 se desarrollaron
dos tecnologias diferentes en metodologia pero similares en cuanto a objetivo,
sensibilidad y resolucion: hibridacion in situ fluorescente multicolor (en adelante, M-
FISH, siglas inglesas de Multicolor Fluorescence in situ Hybridization) (Speicher et al.,
1996) y el cariotipo espectral (en adelante, SKY, siglas inglesas de Spectral
Karyotyping) (Schrock et al., 1996). Ambas técnicas permiten la deteccion e
identificacién simultanea de todos los cromosomas humanos, (también esta
desarrollada la técnica para la deteccion de alteraciones cromosdmicas en ratén),
mediante la combinacion de cinco fluorocromos, las diferentes sondas de ADN se
hibridan simultaneamnete sobre los cromosomas en metafase, consiguiendo de esta
forma que el espectro de emision de cada cromosoma sea unico y diferenciable de
los demaés, de este modo, cada pareja queda “pintado” en un solo color. La principal
diferencia entre las dos técnicas es la manera en la que las imagenes de color son
capturadas. Estas técnicas poseen una resolucidn de aproximadamente 1 Mb,
necesita células en cultivo para obtener las metafases, y tanto el M-FISH como el
SKY, se han mostrado muy Utiles, principalmente, en neoplasias hematolégicas

donde no es dificil obtener metafases tumorales, lo que ha propiciado la

29



Introduccion

caracterizacion de traslocaciones complejas, y la deteccidn de alteraciones
cromosomicas cripticas en cariotipos aparentemente normales, combinando la
sensibilidad de la técnica de FISH con la ventaja del andlisis citogenético
convencional, se obtiene una vision global de todas las alteraciones cromosémicas
en un unico experimento. Esto ha permitido identificar un gran numero de nuevas
alteraciones cromosémicas, lo que ha facilitado la busqueda de nuevos genes
implicados en esas alteraciones (Rao et al., 1998; Sawyer et al., 1998; Veldman et al.,
1997). En investigacion con hESCs, se ha usado el SKY, ya que junto con otras
técnicas mas sensibles, tratan de paliar las limitaciones de la técnica clasica de
bandeo cromosomico, con objeto de garantizar un analisis mas riguroso de la
estabilidad cromosomica de hESCs (Amit et al., 2000; Imreh et al., 2006; Xiao et al.,
2006).

1.3.1.4. Hibridacion genémica comparada

Otra técnica de citogenética molecular descrita en esta década, es la hibridacidn
gendmica comparada CGH (Kallioniemi et al., 1992). En esta técnica se emplea ADN
de la muestra objeto de estudio, no es necesario obtener metafases, y por tanto,
obviamos la necesidad de células en crecimiento. La CGH ha contribuido
significativamente al conocimiento de las alteraciones genéticas en neoplasias
humanas. La metodologia se basa en la hibridacion competitiva de dos ADNs, ADN
de referencia y ADN problema, marcados con diferentes fluorocromos, rojo y verde
respectivamente, e hibridados sobre metafases normales. El principio fundamental de
la CGH es que la cantidad de ADN que hibrida sobre la metafase es proporcional al
numero de copias de cada secuencia, de tal modo que una vez se excita la muestra a
diferente longitud de onda se comparan los resultados obtenidos para cada
fluorocromo. De esta forma si una zona del cromosoma reporta una mayor cantidad
de fluorescencia verde, se interpretara como mayor proporcion de ADN problema,
interpretdndose como una ganancia de material gendmico en esa region. Si por el

contrario, la mayor excitacion se reporta en color rojo en una zona del cromosoma, se
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identificard con una mayor proporcion de ADN control. Como este ADN control tiene
una dotacion genética normal, no se interpretaria como una mayor proporcion de
ADN control, sino como una menor proporcion de ADN muestra, o lo que es lo mismo,
como una delecion. Finalmente, una relacion 1:1 en la excitacion de ambas muestras,
indica una misma cantidad de ADN. Por tanto esta técnica ademas de definir patrones
de ganancias y pérdidas especificas (Figura 9), proporciona informacién para la

identificacidn de nuevos genes implicados en procesos oncoldgicos.

'\ pérdida

',\

) ganancia

Cromosoma 1

Figura 9: El principio basico de la CGH es que la cantidad de ADN que hibrida sobre la metafase es
proporcional al nimero de copias de cada secuencia. A. Pérdida de material en 1p terminal
presentando un espectro rojo en ese fragmento. B. Ganancia practicamente completa de 1q con un
espectro totalmente verde.

En tan sélo 8 afios desde su aparicidn, se publicaron mas de 3800 trabajos de CGH
en tumores (Forozan et al., 1997; Gebhart and Liehr, 2000; Knuutila et al., 1999;
Knuutila et al., 1998; Zitzelsberger et al., 1997), de los que 1 de cada 10
corresponden a leucemias y linfomas (Lichter et al., 2000). En el campo de las
hESCs, también ha sido utilizada aportando informacién mas precisa en cuanto al
estatus genético de estas células, encontrando alteraciones que hubieran pasado
desapercibidas (Caisander et al., 2006; Inzunza et al., 2004; Lefort et al., 2008;
Pickering et al., 2003). Sin embargo, la vigencia de esta técnica ha sido muy breve y
su uso se limita apenas a una década, pues ha sido practicamente desplazada por los
arrays de CGH, cuya metodologia es parecida pero varia en la resolucién, y ademas
la hibridacion se realiza sobre pocillos, no sobre metafases, y cada pocillo contiene
fragmentos genémicos inmovilizados, aumentandose de este modo el nimero de
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copias diana (Figura 10). Como ocurria con la técnica convencional, se marcan
ambos ADNs y se hibridan sobre los pocillos. Los arrays de CGH son mucho mas
precisos que la CGH en metafase pudiéndose distinguir con precision los puntos de
corte de las alteraciones cromosdmicas, asi como pequefias deleciones o
duplicaciones que con los de metafase no podian ser distinguibles, por su menor

resolucion.
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Figura 10: Esquema simplificado de CGH convencional y CGH arrays. En la figura se representan
las principales diferencias tanto en la hibridacion (metafases y pocillos de ADN) como en el analisis
de los resultados.

1.3.1.5. Técnicas de alta resolucién basadas en Arrays de mapeo

La secuenciacion del genoma humano, los avances en las técnicas de miniaturizacion
y el desarrollo de la bioinformatica, han permitido el desarrollo de los microarrays o
biochips de ADN. Esta tecnologia permite el analisis comparado y simultaneo del
estado de miles de genes en diferentes condiciones bioldgicas mediante ensayos de

hibridacion. Desde el desarrollo del primer chip de ADN en 1995 (Schena et al.,
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1995), la comunidad cientifica ha especulado sobre las distintas posibilidades que
esta tecnologia puede ofrecer en el campo de la biomedicina. Combinando la
tecnologia de los microarrays y la CGH convencional, se describié en 1997 (Solinas-
Toldo et al., 1997) los arrays de CGH en la que la hibridacion se realiza sobre
fragmentos de ADN de menor tamafio. Hoy en dia, se han consolidado en el area de
la biomedicina y hay mas de 15000 arrays depositados en el Centro Nacional para la
Informacién Biotecnoldgica (en adelante, NCBI, siglas en inglés de National Center for

Biotechnology Information).

Los arrays de mapeo genético basados en la hibridacion genémica comparada
(arrays-CGH o aCGH) o en la tecnologia de SNPs, representan una técnica de
mapeo de alta resolucién que permite estudiar el genoma completo detectando
alteraciones numéricas. Los arrays ofrecen numerosas ventajas respecto a las
técnicas de cariotipo convencional e incluso de citogenética molecular debido a su
reproducibilidad, su rapidez y, por supuesto, su resolucién que permite el mapeo
preciso y exacto de los cromosomas ya que incrementan la resolucion de Mb a Kb.
Estos arrays de mapeo permiten analizar detalladamente el perfil de todos los
cromosomas, (Figura 11), determinar el numero de copias cromosomicas, el estado
de heterocigosidad de los alelos para cada gen y la identificacion de regiones
homocigdticas resultantes de la pérdida de heterozigosis (en adelante, LOH, siglas

inglesas de Loss heterozygosity) (Narva et al., 2010; Shinawi and Cheung, 2008).

La resolucién de los arrays de mapeo es aparentemente ilimitada, dependiendo
unicamente del tamafio y del espaciamiento de las sondas de nucledtidos en el propio
array. Sin embargo, esta técnica como cualquier otra, tiene algunas limitaciones como
es la incapacidad para detectar reordenamientos tales como ftraslocaciones e
inversiones o alteraciones con un nivel de mosaicismo proximo o menor al 10% (Scott
etal., 2010).
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Figura 10: Figura representativa del estado del cromosoma 1 por array de mapeo genético. A la
derecha del ideograma se presentan las ventanas de numero de copias cromosomicas (en adelante,
CN, siglas inglesas de copy number); LOH, pérdida de heterocigosis; N, normal; y perfil del
cromosoma segun el array de SNP. Las tres primeras ventanas se obtuvieron con el software dChip.
Para CN, los grados de rosa palido a rojo oscuro reflejan el numero de copias desde cero a tres
respectivamente; para LOH, lo normal esta en amarillo y LOH en azul. El perfil muestra el CN
normal con la linea umbral (azul) localizada en el centro sobre la linea roja, la distribucion de la linea
umbral a la izquierda o a la derecha se presenta en situaciones de pérdida y ganancia
respectivamente. La cuarta ventana, CN2, representa la imagen del numero de copias
cromosomicas interpretada por el software BedStudio; donde los colores naranja y marron
representan pérdida de una y dos copias respectivamente, el color azul representa ganancia
cromosomica, y el resto del patrén en blanco hace referencia a nimero copias igual a dos. El perfil y
los datos de CN evidencian pérdida de 1p12-p21 y 1p22 con LOH de estas mismas regiones, y
ganancias en 1q12-923 de tres 0 mas copias cromosomicas. (Imagen del BACM).

Hoy en dia, no son pocos los laboratorios que han introducido para el analisis
gendémico de hESCs los arrays de mapeo genético, detectando alteraciones
subcariotipicas que potencialmente pueden afectar al fenotipo celular de las lineas
estudiadas. Se han utilizado arrays de SNPs de diferente densidad variando desde
arrays con una resolucion de 25 kb (Josephson et al., 2006; Lefort et al., 2008; Maitra
et al., 2005) hasta arrays de 0.7 kb (Hovatta et al., 2010; Narva et al., 2010). También
se han empleado arrays de CGH con una resolucion entre 1 Mb a 6,4 kb (Elliott et al.,
2010; Lefort et al., 2008; Liang et al., 2008; Spits et al., 2008; Werbowetski-Ogilvie et
al., 2009; Wu et al., 2008). Ademas, se han empleado conjuntamente los arrays de

CGH y de SNPs, estos ultimos evidenciando mayor resolucién (Hovatta et al., 2010;
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Lefort et al., 2008). Por ejemplo, se han detectado zonas en el genoma en las hESCs
en doénde la inestabilidad cromosdmica es recurrente para un fragmento concreto del
brazo q del cromosoma 20 (20q11.21) que abarca hasta 80 genes (Lefort et al., 2008;
Maitra et al., 2005; Spits et al., 2008; Werbowetski-Ogilvie et al., 2009; Wu et al.,
2008), y ademas también se ha encontrado esta alteracion en iPSCs (Elliott et al.,
2010; Laurent et al., 2011; Martins-Taylor et al., 2011). Concretamente esta
amplificacion de 20q11 estd ampliamente reportada desde hace afios en gran
variedad de tumores como carcinoma de mama (Guan et al., 1996; Tanner et al.,
1996), cancer de pulmén (Tonon et al., 2005), melanoma (Koynova et al., 2007),
carcinoma hepatocelular (Midorikawa et al., 2006) y de vejiga (Hurst et al., 2004),
sindromes mielodisplasicos y leucemia mieloide aguda (Mackinnon et al., 2010). Sin
embargo, no esta claro que gen o genes son los responsables de conferir ciertas
ventajas evolutivas a aquellas células que han adquirido esta alteracion (Lefort et al.,
2009). No obstante, hoy en dia ya hay estudios que revelan la existencia de un grupo
de genes, en concreto tres en este fragmento, expresados en hESCs, ID1, Bcel2l1y
HM13, en al menos > 20% de las lineas. De estos genes, BCL2L1, parece ser, un
fuerte candidato para la conduccion de la adaptacion del cultivo de hESCs (Amps et
al., 2011). Otros genes pueden modular la proliferacion celular, proporcionando asi

una ventaja de crecimiento o supervivencia a las células mutadas.

Esta por tanto muy bien establecido que las hESCs sufren cambios
cromosdmicos/genomicos durante su adaptacion al cultivo, y estas alteraciones
pueden proporcionar ventaja selectiva a las células anormales en el crecimiento.
Obviamente, este hecho concierne a los posibles usos de estas células. Por todo ello,
es necesario realizar en los cultivos celulares de hESCs estudios de estabilidad
gendmica. Por tanto, las técnicas de baja resolucion como el Bandeo-G pueden servir
para un primer screening y asi detectar las anomalias de mayor tamafio tales como

inversiones y traslocaciones. Sin embargo, las técnicas de alta resolucion como
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aCGH o SNP han demostrado ser éptimas para la caracterizacién global de la

estabilidad gendmica de las hESCs y también de las iPSCs (Moore et al., 2010).

1.4. Células troncales, cancer y desarrollo

En cancer, muchas vias de sefalizacion y factores de transcripcion importantes en el
desarrollo embrionario y la homeostasis de las células troncales estan alteradas, y
cada vez hay mas evidencias que apoyan la conexion entre célula troncal y cancer.
La primera propuesta del origen del cancer a partir de una célula troncal, fue realizada
por Cohenheim en 1875 (Polyak and Hahn, 2006), que proponia que el cancer era
una réplica de una célula troncal embrionaria que se encontraba desubicada en el
organismo adulto lo que derivaba en un proceso neoplasico. Durante los ultimos
afos, multitud de trabajos han sugerido que el cancer tiene su origen en un subtipo
celular muy concreto: la célula troncal del tejido afectado por la enfermedad. Esto se
ha sugerido en el caso concreto de la leucemia aguda (Bonnet and Dick, 1997),
cancer de colon (O'Brien et al., 2007), tumores cerebrales (Singh et al., 2004), cancer
de mama (Al-Hajj et al., 2003) y cancer de piel e intestino (Merlos-Suarez et al., 2011;
Vries et al., 2010), entre otros. Este hecho estd avalado por dos explicaciones
biologicas: i) las células troncales son altamente longevas, lo cual propicia la
acumulacién de alteraciones genéticas y epigenéticas a lo largo de los afios vy ii)
debido a su escasez y al estado quiescente en el que se encuentran, son muy
dificiles de destruir con agentes citotdxicos como la quimioterapia o radioterapia, ya
que sobreexpresan proteinas transportadoras ABC (siglas inglesas de ATP-binding
cassette) y proteinas MDR (siglas inglesas de Multi Drug Resistence) que les hace
resistentes a citotoxicos. La célula troncal cancerosa sufre un bloqueo en la
diferenciacién y ademas no prolifera, por ello no es susceptible a la quimioterapia.
Existe también, cierta controversia acerca de si las células troncales cancerosas se
originan a partir de células troncales normales que han perdido la habilidad de regular
la proliferacion y auto-renovacion, o si provienen de poblaciones mas diferenciadas

de células progenitoras que han adquirido habilidades de auto-renovacion.

36



Introduccion

Se han descrito muchos oncogenes y genes supresores tumorales que participan en
la iniciacion y progresion tumoral (Vogelstein and Kinzler, 2004; Weinberg, 1995). En
este sentido, se han propuesto varios modelos para la explicacidn de la génesis del
cancer que explicarian tres posibles patrones de proliferacién celular y clonalidad
dentro del tumor: el modelo estocastico, el modelo jerarquico y el modelo subclonal.

) En el modelo estocastico todas las células del tumor poseen en principio, la misma
capacidad de iniciar y mantener el tumor, es decir, es un modelo “horizontal” donde
todas las células son funcionalmente similares y por ello, los agentes citotdxicos
deberian ir dirigidos contra la masa tumoral en su globalidad (Dick, 2008; O'Brien et
al., 2009; Visvader, 2011). ii) En el modelo jerarquico, sin embargo, s6lo una pequefia
subpoblacion celular dentro del tumor es la encargada de iniciar y mantener el tumor.
Estas células pueden explicar la heterogeneidad celular presente en los procesos

neoplasicos a partir de la diferenciacidn celular de las células hijas (Figura 12).
& @
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Figura 12: Segun el modelo jerérquico sélo una sub-poblacién celular dentro del tumor con
caracteristicas de CSC es capaz de formar nuevos tumores. Adaptada de Reya et al., Nature, 2001,
Vol. 414 pg. 105.

Segun este modelo, las células progenitoras no son capaces de generar un nuevo
tumor primario, ya que esta funcion estd acotada al compartimento de células

troncales con capacidad iniciadora del tumor (en adelante, CSC, siglas inglesas de
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Cancer Stem Cell) (Dick, 2008; O'Brien et al., 2009; Pardal et al., 2003; Reya et al.,
2001). La primera evidencia concluyente de un modelo jerarquico del cancer que
apoya la existencia de células troncales cancerosas fue publicada en 1997 por
Bonnet y Dick (Bonnet and Dick, 1997). Estos autores, aislaron una subpoblacién de
células leucémicas que expresan CD34, un marcador de superficie especifico de
células progenitoras hematopoyéticas, pero que carecen del marcador CD38. Los
autores demostraron que la subpoblacion CD34+/CD38-, pero no la poblacion
CD34+/CD38+, es capaz de iniciar tumores primarios y secundarios que son
histologicamente similares al tumor humano, en ratones inmunodeprimidos
NOD/SCID.

Poblaciones celulares con estas caracteristicas han sido detectadas en multiples tipos
histoldgicos de cancer, entre ellos leucemias (Lapidot et al., 1994), tumores
cerebrales (Singh et al., 2003), cancer de mama (Dontu et al., 2003), cancer de
prostata (Collins et al., 2005), y se propone que podrian estar presentes en todo tipo
de tumor (Collins et al., 2005; Maitland and Collins, 2005).

Es muy importante destacar, que la célula que origina el tumor, la célula normal que
adquiere la primera mutacion iniciadora del cancer, no tiene por que estar
necesariamente relacionada con la CSC que es un subtipo celular dentro del tumor
que mantiene el crecimiento maligno. Es decir, es obligado diferenciar entre dos
conceptos: cancer-iniciating cell y cancer-stem cell. El primer concepto, hace
referencia a la célula diana de las primeras mutaciones oncogénicas resultantes en
transformacion celular e iniciacion del proceso neoplasico. El segundo, hace
referencia a una pequefia fraccion celular, (resistente a citostaticos), capaz de
mantener el tumor en transplantes seriados. La cancer-iniciating cell y la cancer stem
cell pueden coincidir o no, en funcién del tipo de tumor (Rodriguez et al., 2012;
Visvader, 2011). Desde un punto de vista etioldgico y patoldgico, la identificacién de

ambas células es igual de relevante para la biologia del cancer. Sin embargo, quizas

38



Introduccion

la identificacion y caracterizacion de la CSC es mas relevante en estudios dirigidos
hacia el tratamiento y curacion de la enfermedad, permitiendo el desarrollo de
tratamientos personalizados y evitando la destruccidn de todos los tejidos en

proliferacion con cocteles complejos de quimioterapia (Figura 13).

Drogas que

matan CSCs El tumor pierde

la habilidad de generar

nuevas células
Desaparicion
del tumor

Drogas que matan
células tumorales
pero no CSCs

El tumor degenera
pero vuelve a crecer
de nuevo a partir de
las CSCs

Figura 13: Solo los tratamientos que afecten a las CSCs del tumor seran capaces de destruir el
tumor evitando el riesgo de recaidas. (Adaptada de Reya et al., Nature, 2001, Vol. 414, pg. 105.)

Estos tratamientos destruyen el tumor a corto plazo pero son incapaces de evitar, en
la mayoria de los casos, las recaidas a largo plazo observadas después de
tratamientos de quimioterapia convencional dirigidos contra la masa tumoral, pero que
rara vez afecta a las CSCs menos proliferativas (Al-Hajj et al., 2004; Zhang and
Rosen, 2006). Por tanto, un mayor conocimiento de estas células, puede ayudar a

generar aproximaciones terapéuticas mas dirigidas y eficaces.

De otra parte, hay estudios recientes de secuenciacion masiva y estudios clonales
que demuestran que el numero y tipo de mutaciones en las células de un tumor
puede variar (Stratton, 2011). Esto ha permitido el desarrollo de un nuevo modelo
llamado “diversidad subclonal del cancer’ (Greaves and Maley, 2012). En este
modelo, las células tumorales aunque de origen clonal, tienen unas diferencias
evolutivas que propician que algunas de ellas tengan una ventaja competitiva a través
de sus caracteristicas fisicas en relacion con la presion selectiva que ejerce el
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microambiente, de esta forma algunos clones proliferarian mientras que otros se
extinguen (Figura 14). En este contexto, la acumulacion de mutaciones no es lineal
sino que sigue un patron derivativo desigual, de tal forma que se originan subclones
genéticamente distintos dentro del tumor lo que hace que esta evolucion clonal y el
posible tratamiento individualizado sea mucho méas complejo que lo que inicialmente

se habia pensado. (Greaves, 2013).

SELECCION NATURAL Tx
a Ecosystem 1 | Eco 4

Recaida

Célula troncal
o0 progenitora

Expansion

|Eco 3

- clones con genotipo Unic 4 ctac
@ I Sub- clones con genotipo ° Metastasis

“conductor” de la mutacion

Figura 14: Representacion del modelo subclonal del cancer en la que se aprecia una arquitectura
ramificada de esta evolucidn clonal. La presion que ejerce el medio a lo largo del tiempo permite a
algunos sub-clones evolucionar en cada etapa de la enfermedad, mientras que otros subclones se
extinguen. (Adaptada se Greaves and Maley, Nature. 2012 Vol 481, pg 306-13)

Por lo tanto, cada vez es mas estrecha la relacion que parece existir entre cancer y
células troncales, como origen de diferentes tumores. Al respecto, numerosos grupos
sugieren que el inicio de muchas alteraciones que conllevan al desarrollo de tumores,
ocurren a nivel de células troncales, de tal forma que estas, debido a sus propiedades
de auto-renovacion y diferenciacion son capaces de sostener el crecimiento
incontrolado de los tumores (Clevers, 2011). Las hESCs son células pluripotentes
capaces de proliferar indefinidamente in vitro y de diferenciarse en multiples tejidos
celulares. Las células tumorales se caracterizan por presentar una proliferacion
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celular incontrolada asociada en muchos casos a un bloqueo en su capacidad de
diferenciacién. Estas premisas sugieren el empleo de las hESCs como una valiosa
herramienta de trabajo con objeto de explorar como mutaciones puntuales,
sobreexpresion o eliminacion de genes, etc. pueden alterar el desarrollo y
diferenciacion a nivel embrionario. Este hecho, proporcionaria datos cruciales para
comprender los mecanismos involucrados en la transformacion y progresion tumoral,
con especial énfasis en cancer pediatrico/infanti dado que las hESCs estan

ontogénicamente proximas a la célula diana donde se origina en utero el tumor.

2. LEUCEMIA: Concepto y tipos

Las leucemias constituyen un grupo heterogéneo de neoplasias de células de la
sangre que consisten en el crecimiento descontrolado de células hematopoyéticas
incapaces de madurar adecuadamente y en las que se produce un bloqueo en la
diferenciacidn y una proliferacion descontrolada de células leucémicas (Sachs, 1996).
Estas células se acumulan en la médula ésea y tejidos linfoides hasta que finalmente
alcanzan la sangre periférica e infiliran otros drganos como bazo e higado,
provocando esplenomegalia y hepatomegalia, respectivamente. Ademas, como
consecuencia de la proliferacion incontrolada de las células leucémicas, las células
hematopoyéticas sanas, maduras y funcionales se ven relegadas comprometiendose
su funcionalidad y como consecuencia de ello aparecen otros sintomas como anemia,
defectos de coagulacién y afecciones del sistema inmune que aumentan el riesgo de

infecciones.

Las leucemias se pueden clasificar en agudas y cronicas. En las leucemias agudas
las células que se acumulan son indiferenciadas linfoblastos (blastos) y la progresién
de la enfermedad suele ser rapida. Sin embargo, las leucemias crénicas se
caracterizan por la proliferacion descontrolada de los precursores en estadios mas

avanzados de maduracion, observandose en sangre periférica todos los estadios de
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maduracion correspondiente a la linea celular afectada. En este caso, generalmente,
la progresion de la enfermedad es mas lenta (Foon and Todd, 1986). Ademas,
atendiendo a la estirpe hematopoyética que afecte, las leucemias agudas y crénicas
se pueden clasificar a su vez en linfoides o linfoblastica, cuando afecta al linaje

linfoide, y mieloide o mieloblastica si afecta al linaje mieloide.

En esta memoria nos centraremos en leucemias agudas sin profundizar en ninguna

hemopatia mas por alejarse de la tematica de nuestro estudio.

2.1. Leucemia Aguda

Las leucemias agudas, como hemos dicho, son un grupo de enfermedades
neoplasicas originadas por una proliferacion de progenitores inmaduros denominados
linfoblastos (blastos) que han perdido su capacidad de diferenciacion reemplazando
la hematopoyesis normal. La célula dénde se produce la transformaciéon tumoral
puede ser un precursor linfoide, leucemia linfoblastica aguda (en adelante, LLA), un
precursor mieloide, leucemia mieloblastica aguda (en adelante, LMA), o una célula
troncal primitiva con potencial de diferenciacién multilinea (Bain and Catovsky, 1990).
De forma general, las leucemias agudas suponen el 10% de todos los procesos
cancerosos, sin embargo, en nifios el 30% son leucemias agudas y dentro de ellas el
80% corresponden a LLA'y el 20% LMA.

Las leucemias agudas comprenden un grupo muy heterogéneo. Por ello, la
clasificacién es compleja y se hace en base a numerosos criterios como morfologia,
parametros citoquimicos, citogenéticos, inmunoldgicos, etc. La clasificacién mas
utilizada en las ultimas cuatro décadas es la del Grupo Cooperativo Franco-
Americano-Britanico (en adelante, FAB) (Bennett et al., 1976). Este sistema
establecié un sistema de clasificacion de las leucemias agudas que se utiliza aun,

aunque actualmente también se usa la clasificacion propuesta por la Organizacién
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Mundial de la Salud (en adelante, OMS), que tiene en cuenta criterios citogenéticos e

inmunofenotipicos (Campo et al., 2011).

2.1.1 Leucemia mieloblastica aguda

Este tipo de leucemia, LMA, es la mas comun en adultos, sin embargo, es un tipo de
cancer hematoldgico infrecuente en menores de 40 afios. Por ello represente
alrededor del 20% de casos de leucemias infantiles y un 80% de leucemias en

adultos, siendo incluso mas comun en hombres que en muijeres.

La FAB clasifica la LMA en ocho subtipos basados en el tipo de célula leucémica y en
el grado de maduracion y linaje mieloide afectado (granulocitos, monocitos, eritrocitos
0 megacariocitos). Las ocho variedades de LMA segun la clasificacion de la FAB son:
MO (leucemia mieloide aguda indiferenciada), M1 (leucemia mieloide aguda
pobremente diferenciada), M2 (leucemia mieloide aguda diferenciada), M3 (leucemia
mieloide promielocitica), M4 (leucemia mielomonocitica aguda), M5 (leucemia

monocitica), M6 (eritroleucemia aguda), y M7 (leucemia megacariocitica aguda).

Entre 50% y 60% de los nifios con LMA se clasifican segun los subtipos M1, M2, M3,
M6 o M7; alrededor de 40% tiene subtipos M4 o M5. Cerca de 80% de los nifios
menores de 2 afos con LMA tienen un subtipo M4 o M5. La respuesta a la
quimioterapia citotoxica entre los nifios con los diferentes subtipos de LMA es
relativamente similar. A este respecto, el subtipo M3 de la FAB es una excepcion,
dado que entre 70% y 80% de los nifios con ese subtipo de LMA se logra la remision

y curacion con acido retinoico mas quimioterapia.

En 2002, la OMS propuso un sistema de clasificacion nuevo que incorpora
informacién citogenética diagnostica que se correlaciona de forma mas fiable con el
prondstico. Esta clasificacién esta mas dirigida a uso clinico y cada una de estas
categorias a su vez se divide en otros subtipos atendiendo a criterios prondsticos de

gran utilidad. Dicho sistema de clasificacion con base genética, vincula el tipo de LMA
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con la evolucion y proporciona informacidn biolégica y pronéstica. Esta clasificacion
distingue las siguientes variantes para la LMA: i) LMA con anomalias genéticas
recurrentes como son: t(8; 21), inversion del cromosoma 16, t(15;17), alteraciones a
nivel de 11923, inversiones del cromosoma 3, t(1;22), y ademas, en 2008, la OMS
amplié el numero de anomalias genéticas ligadas a la clasificacion LMA, y por
primera vez incluyd mutaciones genéticas especificas introduciendo LMA con
mutaciones del FLT3, CEBPA y NPM1; ii) LMA con displasia multilinaje (con al menos
afectacion de dos o mas lineas celulares mieloides), que aparece comunmente en
pacientes que previamente han sufrido un sindrome mielodisplasico o
mieloproliferativo; iii) LMA y sindromes mielodisplasicos asociadas a tratamientos con
agentes alquilantes o inhibidores de la topoisomerasa Il; iv) LMA sin otra
especificacion, la cual se hace en base en las caracteristicas morfoldgicas,
citoquimicas y de la maduracion de las células leucémicas; v) sarcoma mieloide; vi)
proliferaciones mieloides relacionadas con el sindrome de Down y por ultimo vii)

neoplasma celular dendritico plasmacitoide blastico.

Con el desarrollo de nuevas tecnologias que apuntan a la clasificacion genética,
epigenética, protedmica e inmunofenotipica, la clasificacion LMA posiblemente
evolucione y provea nuevos prondsticos informativos y pautas biologicas a corto

plazo.

2.1.2. Leucemia linfoblastica aguda

Como hemos mencionado anteriormente, el 80% de las leucemias que aparecen en
nifios son LLA. En este tipo de leucemia se produce un blogueo en la diferenciacién a
nivel de progenitores linfoides B o T, de tal forma que estos no maduran para
convertirse en linfocitos, acumulandose en la médula 6sea y en tejido linfoide. En la
medida que aumenta la cantidad de linfoblastos B o T en sangre y médula ésea, hay

menos lugar fisico para otras poblaciones leucocitarias, glébulos rojos y plaquetas, o
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que conlleva a un desequilibrio global de la homeostasis hematopoyética. Como
consecuencia de ello va disminuyendo la capacidad funcional de estos tipos celulares
cuya merma funcional desencadena procesos infecciosos, hemorragicos y anemia,

dependiendo en cada caso del tipo celular afectado.

De acuerdo con los datos epidemiolégicos en ACCIS (siglas inglesas de Automated
Childhood Cancer Information Systems), las leucemias representan el cancer mas
prevalente en menores de 15 afios (~30%) seguidos de tumores del sistema nervioso
central (~23%) como astrocitoma y neuroblastoma. Entre las leucemias agudas, la
LLA-B representa la hemopatia maligna mas comun. Las LLAs de tipo B constituyen
el 80% de los casos, las LLAs tipo T representan el 25% de las LLAs de adulto y el
15% en nifios (Pui et al., 2004). Actualmente, con los tratamiento vigentes, la
probabilidad de supervivencia global libre de enfermedad a los cinco afios es
aproximadamente el 80% para LLA pediatrica y el 60% para LMA (Kaatsch, 2010; Pui
et al., 2011), lo que supone un notable avance durante los Ultimos treinta afios, ya
que las cifras han experimentado un aumento del 60% a ~80% en nifios menores de
15 afos, y del 28% al 50% en adolescentes de 15 a 19 afios (Pui et al., 2011; Smith
et al., 2010). Sin embargo, y a pesar de los avances acontecidos en los ultimos afios,
todavia existe un porcentaje de pacientes (~20%) que fracasan en el tratamiento.
Ademas, este grupo estd polarizado y engloba subgrupos especificos de fatal
prondstico. Por esta razdn, es necesario seguir avanzando en el conocimiento de la
enfermedad, ya que aun quedan por contestar numerosas preguntas de tipo biolégico
antes de alcanzar la meta de desarrollar mejores, mas eficaces y seguros agentes

terapéuticos.

En este sentido, los avances en técnicas genéticas de alta resolucidén han propiciado
nuevos conocimientos acerca del proceso leucémico y la identificacion de nuevos
subtipos de leucemias que estan ayudando a desarrollar terapias, como la

quimioterapia personalizada, que supone un considerable avance en la mejora de la
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enfermedad, y en la calidad de vida de los pacientes, llegando a un porcentaje

cercano al 90% de curacion para LLA pediatrica (Pui et al., 2011; Pui et al., 2012).

En cuanto a la clasificacion, el grupo cooperativo de la FAB clasifica la LLA
atendiendo fundamentalmente a la morfologia de los blastos, y en base a ello
distingue tres subtipos: L1, presentan blastos pequefios, escaso citoplasma,
nucléolos poco visibles y cromatina homogénea. Es la mas comun dentro de las
leucemias linfoblasticas en nifios, constituyendo el 85%. EL subtipo L2, presenta dos
tipos de blastos, unos grandes de nucleo irregular con uno o dos nucléolos visibles y
citoplasma con basofilia variable, y otros blastos pequefios parecidos a los de la L1.
Este subtipo es mas frecuente en adultos. Por Gltimo L3, también llamada tipo Burkitt,
esta leucemia presenta unos blastos caracteristicos y con un citoplasma muy baséfilo

con vacuolas abundantes y nucleo grande con vacuolas visibles.

Por otra parte, el perfil citogenético que presenta la LLA no sélo es un indicador de la
patogénesis, sino que también aporta marcadores diagnosticos y terapéuticos. Asi, en
funcion de alteraciones cromosdmicas que presentan se clasifican, por el numero
modal de cromosomas en hipodiploides (menos de 46 cromosomas) e hiperdiploides
(mas de 50 cromosomas), siendo las hiperdiploides las de mejor pronostico
(Holmfeldt 2012). Por otra parte, la aparicion de alteraciones estructurales en el
cariotipo es lo mas frecuente en la LLA, y entre ellas las traslocaciones que afectan a
factores de transcripcion o quinasas que tienen un papel clave en el curso de la
enfermedad y correlaciona con el pronostico de la misma (Bloomfield et al., 1986;
Ribera et al., 2002). A continuacién se esquematizan las alteraciones estructurales y

numeéricas mas comunes presentes en LLA asociandolas al prondstico (Tabla 2).
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Anomalia Genes Prondstico

Cromosomica implicados

1(12;21)(p13;922) TEL/AML1 Bueno

1(8;14)(q24;932) c-myc/IgH Mal  prondstico con  tratamiento
convencional

1(9;22)(q34;911) BCR/ABL Mal prondstico con quimioterapia
convencional

t(4;11)(921;923) AF4/MLL Mal  pronéstico  con  cualquier
tratamiento

1(1;19)(q23;p13) PBX1/E2A Mal  pronéstico con  tratamiento
convencional

t(11;14)(p13;q911) RHOM2/TCR- Prondstico intermedio

delta

1(9;12)(q34;p13) ABL/TEL Buen prondstico

Hiperdiploidia >50 cromosomas | Buen pronostico

Hipodiploidia <46 cromosomas | Mal prondstico

Tabla 2: Alteraciones citogenéticas comunes asociadas a LLA

2.1.2.1. Leucemia linfoblastica aguda pediatrica

La LLA se origina a partir de un progenitor linfoblastico inmaduro que puede ser de

lingje T (LLA-T) o puede ser de linaje B (LLA-B). Representa el 80% de los casos en

nifios (Pui et al., 2004) y la mas frecuente en edad infantil, es la LLA pre-B, y la LLA

comun, que se diagnostica entre los 2 y 15 afios de edad y tiene un prondstico

favorable, presentando un ~ 90% de supervivencia libre de enfermedad a los cinco
afios (Greaves, 2006; Greaves and Wiemels, 2003; Pui et al., 2011). La LLA pre-B y

LLA comun suelen estar asociadas al reordenamiento de TEL-AML1 e hiperdiploidias.

Por el contrario, la LLA del lactante diagnosticada antes del primer afio de vida afecta

a un estadio mas precoz del desarrollo B (estadio pro-B). Esta LLA pro-B se
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caracteriza por la ausencia del antigeno CALLA (CD10) y por una latencia
extremadamente corta, asi como por un prondstico fatal con una supervivencia a los
cinco afios inferior al 30% (Pui et al., 2011; Pui and Evans, 2006). Citogenéticamente,
la LLA pro-B del lactante se caracteriza por la presencia del reordenamiento MLL
(siglas inglesas de Mixed Lineage Leukemia) resultante de la traslocacion
t(4;11)(921;923). El producto protéico es una oncoproteina quimérica MLL-AF4 que
contribuye a la patogénesis de la leucemia y se considera el evento iniciador del
proceso leucémico. A pesar de ser esta LLA pro-B una de las de peor prondstico,
existen LLA pro-B infantiles que no son MLL-AF4, aunque si suelen estar asociadas

con reordenamientos de MLL (por ejemplo MLL-ENL).

2.1.3. Origen prenatal de la LLA con reordenamiento MLL-AF4

Existen distintos tipos de leucemias agudas definidas por la presencia de
traslocaciones cromosdmicas especificas que codifican oncogenes de fusion
concretos que marcan la evolucién y prondstico de la enfermedad. Estudios muy
solidos indican que los nifios diagnosticados de LLA ya expresan los genes de fusion
al nacimiento, lo que sugiere un origen prenatal de las traslocaciones. Este es el caso
de la leucemia aguda con traslocacion TEL-AML1, AML1-ETO y de la MLL-AF4
(Biondi et al., 2000; Eguchi et al., 2005; Greaves and Wiemels, 2003; Kersey, 1997).
En las Ultimas tres décadas han aparecido estudios rigurosos que demuestran este

origen prenatal como son:

i) La concordancia del mismo tipo de traslocacion en gemelos monocigéticos. Cuando

uno de los gemelos desarrolla leucemia, su hermano gemelo acaba desarrollando el
mismo tipo de tumor en cuestion de meses o afios. Lo mas interesante es que los
estudios moleculares realizados han demostrado que el punto de rotura para la
traslocacion cromosomica es idéntico, lo que sugiere inequivocamente que ambos

gemelos han compartido la misma célula diana donde ha ocurrido la traslocacion
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(Ford et al., 1998; Ford et al., 1993; Greaves et al., 2003). En funcién del tipo de
leucemia infantil, el grado de concordancia entre gemelos puede variar entre el 50%
para la LLA pre-B con traslocacion TEL-AML1, hasta un 100% en el caso de nifios
con LLA pro-B con traslocacion MLL-AF4 (Ford et al., 1998; Greaves, 2002; Greaves
et al., 2003). La excepcionalmente elevada concordancia de padecer LLA pro-B MLL-
AF4+ en gemelos monocigoticos, sugiere que todos los eventos oncogénicos
necesarios para el desarrollo postnatal de esta leucemia podria tener lugar en
particular, antes del nacimiento, es decir en estadios embrionarios o fetales (Bueno
C., 2008; Gale et al., 1997; Greaves and Wiemels, 2003). Esto viene avalado por
datos preliminares de secuenciacion global del genoma, que ponen de manifiesto que
la LLA pro-B MLL-AF4+, a diferencia de otras leucemias pediatricas, carece de
mutaciones somaticas recurrentes y/o polimorfismos identificables como alteraciones
en CNV o pérdida de heterocigosidad (Bardini et al., 2011; Bardini et al., 2010;
Dobbins et al., 2013). De hecho, existen diferencias substanciales en la frecuencia de
CNVs entre los diferentes subtipos de leucemias. Asi, los casos con reordenamiento
de MLL tienen menos de un CNV por caso, lo que sugiere que MLL es un potente
oncogén que requiere de muy pocos eventos cooperantes para inducir la
transformacion leucémica. Recientemente, se ha visto que a diferencia de lo que
ocurre con otro tipo de tumores, la LLA pro-B con t(4;11) MLL-AF4 presenta
hipermetilacion del genoma, lo que se asocia a estabilidad genética, explicando en
parte, la ausencia de eventos oncogénicos secundarios (Stumpel et al., 2013). Por el
contrario, los casos de leucemias TEL-AML y BCR-ABL presentan mas de seis
alteraciones (CNVs) por paciente, es decir, necesitan de mas eventos para el
desarrollo de la enfermedad (Mullighan et al., 2007). Ademas, el que ambos gemelos
desarrollen el mismo tipo de leucemia y con idéntico punto de rotura, constituye una
prueba irrefutable de que el origen de la traslocacién es embrionario/fetal. Este
fendmeno se explicaria con la aparicién de la traslocacion en una célula embrionaria
de uno de los gemelos, de tal forma, que el clon portador de la mutacién, migraria de

un gemelo al otro via circulacién sanguinea por anastomosis intraplacental (Clarkson

49



Introduccion

and Boyse, 1971).

i) Deteccidn retrospectiva de la_alteracion genética en las tarjetas de Guthrie

archivadas (prueba del talén), de nifios que han desarrollado una LLA. El estudio

molecular mediante long-distance PCR inversa de la sangre depositada en estas
tarjetas ha puesto de manifiesto que los nifios ya portaban dicha alteraciéon genética
en el momento del nacimiento (Gale et al., 1997). Esta prueba del talén (tarjetas de
Guthrie) es una prueba rutinaria que se hace a todos los recién nacidos para la
deteccién temprana de metabolopatias (Guthrie and Susi, 1963). Dichos estudios han
revelado la presencia del oncogén de fusion MLL-AF4 en el 100% de las tarjetas de
nifios diagnosticados con dicha leucemia (Greaves, 2005). En el caso de los
oncogenes de fusién TEL-AML1 y AML1-ETO su presencia en dichas tarjetas de
Guthrie es del 75% y 50%, respectivamente (Wiemels et al., 1999a; Wiemels et al.,
2002). Por tanto, estos estudios constituyen una prueba mas que corrobora que el
oncogén de fusion ya esta presente en la hematopoyesis de estos nifios en el
momento del nacimiento, y que probablemente es necesaria la presencia de otras
mutaciones secundarias para desarrollar la leucemia sintomatica (Kempski et al.,
2003; Maia et al., 2001).

iii) Estudios prospectivos en un gran numero de muestras de cordon umbilical. La

presencia de dichas traslocaciones cromosdmicas ocurre en 1 de cada 100 cordones
umbilicales estudiados, confirmando el origen prenatal de estas traslocaciones
responsables de la leucemia pediatrica pre-B y la leucemia pro-B del lactante. El
hecho de que la presencia de la traslocacion cromosomica en muestras de cordon
umbilical sea 50-100 veces superior a la presencia de la enfermedad, (1 de cada 100
cordones portadores del oncogén de fusion versus 1 de cada 10000 nifios desarrollan
la leucemia), confirma la necesidad de eventos secundarios necesarios para
desarrollar la leucemia (Maia et al., 2004a; Maia et al., 2004b; Mori et al., 2002). En

resumen, con todos estos trabajos se evidencia el origen prenatal de las
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traslocaciones responsables de la leucemia pediatrica pre-B y la leucemia pro-B del

lactante (Figura 15).

CONCORDANCIA EN GEMELOS MONOCIGOTICOS:
Concordancia 50%-100%
Traslocacidon cromosdmica en gemelos monocigéticos
Latencia de hasta 14 afos

PRUEBA DEL TALON:
LLA Pro-B: MLL-AF4: 100%
LLA-Pre-B: TEL-AML1: 75%
LMA: AML1-ETO: 50%

TRASLOCACIONES CROMOSOMICAS EM MUESTRAS

DE CORDON UMBILICAL:

1:100 cordones presentan la traslocacion
1:10.000 cordones desencadenan la enfermedad

Figura 15: Esquema de las diferentes evidencias que abalan el origen prenatal del evento inicial de
la leucemia aguda infantil.

Sin embargo, aun desconocemos el origen celular de dichas traslocaciones, es decir,
cual es la célula diana en la que se origina la alteracion cromosomica. Este punto no
es facil de determinar puesto que es factible que la célula donde se origina la
traslocacion cromosémica sea diferente a la célula donde dicha traslocacion
cromosdmica tiene un efecto bioldgico, e incluso distinto a la célula leucémica que se

comporta como leukemia initiating cell.

2.1.4. Etiologia de la LLA del lactante con reordenamiento MLL-AF4

En los Ultimos afos varios estudios han desentrafiado el origen molecular de esta
leucemia y se conoce que se trata del reordenamiento del gen MLL, que constituye el
marcador genético comun de este tipo de leucemias (Caslini et al., 2000; Eguchi et
al., 2006). Este gen se encuentra en el cromosoma 11g23 y contiene 36 exones. La
region de rotura se localiza entre los exones 6-9 reordenandose mediante

recombinacién no homéloga (en adelante, NHEJ, siglas inglesas de non-homologous
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end joining) con el factor de transcripcion AF4 localizado en 4g21 (Eguchi et al., 2005;
Krivisov and Armstrong, 2007). De esa forma las células hematopoyéticas del
paciente ya no tienen dos alelos salvajes de cada uno de estos dos genes MLL y
AF4, sino que s6lo tienen uno de cada, y los otros dos originan un gen de fusion MLL-
AF4, que funciona como un dominante negativo de los alelos no reordenados y como
un activador transcripcional de todo el programa de diferenciacion hematopoyética.
En consecuencia, la diferenciacion linfoide B temprana se bloquea en un estadio pro-
B (CD10-) anterior al reordenamiento de las inmunoglobulinas. Los reordenamientos
del gen MLL ocurren en leucemias agudas tanto linfoides y mieloides como de linaje
mixto, lo que indica que es altamente promiscuo, ya que es capaz de fusionarse con
mas de 110 genes que codifican proteinas quiméricas presentes en diferentes tipos
de leucemia (Huret et al., 2001; Marschalek, 2010; Meyer et al., 2009; Meyer et al.,
2006; Rowley, 1999). Mas del 80% de todos los reordenamientos del gen MLL se
producen con AF4 (42%), AF9 (16%), ENL (11%), AF10 (7%) y ELL (4%) (Wang et
al., 2011). El restante 20% de reordenamientos de MLL se produce con genes menos
representados, la mayoria de estos genes sélo han podido ser detectados en un solo

paciente afecto de leucemia (Marschalek, 2010).

En esta linea se han publicado datos recientemente mas concretos resultado del
estudio de una cohorte de mas de 1590 pacientes afectados de diversos tipos de
leucemias agudas, recopilados a lo largo de una década (2003-2013) en diferentes
paises del mundo (Meyer et al., 2013). Las muestras de estos pacientes han sido
distribuidas en tres grupos de edad; infantiles (0-12meses), pediatricos (13 meses a
18 afos) y adultos (mas de 18 afos). A su vez, para cada grupo de edad se
establecié dos subgrupos LLA y LMA. El estudio analiza de forma pormenorizada el
porcentaje de reordenamientos que sufre MLL con los genes con los que mas
frecuentemente se reordena y otros de mucha menor representacion, y se establece
variaciones considerables en funcion de la edad y el tipo de leucemia que se trate
(Figura 16).
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MLL-r Leukemia
ALL 0=1380 AML
sriirin\ 1978

SN

Figura 16: Clasificacion de los pacientes segun grupos de edad y tipo de enfermedad. Frecuencia
de genes partner en la cohorte de pacientes de LA con reordenamiento de MLL estudiados. Esta
cohorte de pacientes se divide en pacientes de LLA (dcha.) y pacientes de LMA (izq.). En cada
seccion del diagrama se representa los genes con los que se trasloca y el porcentaje en que lo hace
(n° blanco). Treinta y tres pacientes no fueron incluidos en el estudio y se indican con numero
negativos en el diagrama correspondiente. (Adaptado de Meyer et al. 2013, Leukemia, pg 1-12).

El hecho de que la LLA pro-B del lactante MLL-AF4+, posea un pronéstico fatal
(supervivencia libre de enfermedad tras 5 afios <30 %) y una latencia
extremadamente corta (Biondi et al., 2000) nos hace plantearnos preguntas tales
como: i) ¢Como la enfermedad evoluciona tan rapidamente?, i) ;Es necesario la
presencia de mutaciones que cooperen con MLL-AF4 o es la capacidad oncogénica
de MLL-AF4 suficientemente robusta para no requerir de alteraciones genéticas
adicionales?, y iii) En caso de requerir mutaciones secundarias, ¢tienen estas su
origen en utero o son post-natales?. Lo que si parece claro, de los estudios que ya se
han llevado a cabo, es que el reordenamiento del gen MLL no es suficiente para

desarrollar la transformacion leucémica (Figura 16), siendo necesaria la aparicion de
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alteraciones secundarias o adicionales para desencadenar la enfermedad (Eguchi et
al., 2006; Moorman et al., 1998). En este sentido, se ha visto que en LLA pro-B MLL-
AF4+, hay genes con un estado de expresidn alterado que estan presentes con cierta
frecuencia, es el caso K-Ras, mutado en el 20-40% de los casos de leucemia MLL-
AF4+ (Driessen et al., 2013; Liang et al., 2006; Prelle et al., 2012), y también FLT3,
mutado entre el 3 y 20% de los casos de LLA pro-B MLL-AF4+ (Armstrong et al.,
2004).

LLA-pro-B
10 /2o
MLL fusion 9

Leucemia

Clon pre-leucémil'fnrl
: Latencia

| i
nacir!ﬂento !
0-12 Meses

Figura 16: Esquema representativo de los al menos dos eventos oncogénicos necesarios para el
desarrollo de leucemia. El primer evento prenatal es la aparicion del oncogén de fusion y se
sospecha la necesidad de un segundo evento oncogénico necesario para el desarrollo de la
enfermedad el cual debe ocurrir muy cerca del nacimiento. (Adaptada de Greaves et al 2003 Nat
Rev Cancer Vol.3 pg 639-49)

En los Ultimos afios se han llevado a cabo estudios genéticos y epidemioldgicos que
sostienen la idea de que el origen del gen de fusién MLL en la leucemia del lactante
ocurre en el Utero, y puede ser resultado de una exposicion trasplacental durante el
desarrollo embrionario a sustancias genotoxicas presentes, probablemente en la dieta
materna (Blanco et al., 2004; de la Chica et al., 2011; Libura et al., 2005; Libura et al.,
2008; Moneypenny et al., 2006; Zandvliet et al., 1996). Dichos productos podrian

inducir roturas en el gen MLL en el embridn/feto, pero no en la madre, dado que la
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madre presenta todos los mecanismos de reparacion del ADN funcionales (Alexander
et al.,, 2001; Ross et al., 1996; Wiemels et al., 1999b). De los posibles agentes
genotdxicos conocidos, uno de los mas estudiados es el etopdsido (VP16). El
etopdsido es un inhibidor de la topoisomerasa Il de uso comun en los protocolos de
quimioterapia y responsable de un 10%-15% de las leucemias agudas secundarias a
tratamiento (Felix et al., 1998). En estudios recientes, se sugiere que dietas ricas en
bioflavonoides durante el embarazo, una fuente de inhibidores de la topoisomerasa
en la alimentacidn, pudiera causar roturas del gen MLL, dando lugar al gen de fusion
MLL-AF4, teniendo un papel decisivo en el desarrollo de un estado pre-leucémico
(Spector et al., 2005; Strick et al., 2000). De hecho, se ha demostrado in vitro que la
exposicion a altas dosis de etopdsido puede originar roturas en el gen MLL en células
embrionarias de ratdn (Blanco et al., 2004), HSCs de origen fetal (Moneypenny et al.,
2006) y de células CD34+ de cordon umbilical (Barjesteh van Waalwijk van Doorn-
Khosrovani et al., 2007; Libura et al., 2005; Libura et al., 2008).

2.1.5. Desarrollo de un modelo de LLA infantil MLL-AF4+ basado en el uso
hESCs

A pesar de lo mencionado, aun desconocemos la naturaleza de la célula diana donde
ocurre el reordenamiento y los mecanismos responsables que desencadenan la LLA
pro-B MLL-AF4+. Los estudios que se han llevado a cabo para desarrollar un modelo
de enfermedad MLL-AF4 en raton, en células transformadas, en células CD34+ de
cordon umbilical y en hESCs no han sido concluyentes, ya que se ha obtenido un
fenotipo y una latencia de la enfermedad que en absoluto tiene que ver con la
observada en la leucemia del lactante (Bueno et al., 2013; Bueno et al., 2012; Bursen
et al., 2010; Chen et al., 2006; Krivtsov et al., 2008; Metzler et al., 2006; Montes et al.,
2011). Los modelos murinos difieren significativamente en el fenotipo y latencia de la
enfermedad de la que se produce en el humano en dos aspectos claves: i) la latencia

es excepcionalmente prolongada (Bursen et al., 2010; Metzler et al., 2006) ii) el tipo
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de enfermedad desarrollada puede clasificarse como una hiperplasia
mieloproliferativa o linfoma folicular B (Chen et al., 2006; Krivtsov et al., 2008; Metzler
et al., 2006). Por todo ello, creemos que seria muy importante desarrollar un modelo
que nos permita comprender los mecanismos celulares y moleculares que hay detras
del origen y patogénesis de esta enfermedad, y asi poder realizar ensayos de
screening de farmacos encaminados a encontrar mejores dianas terapéuticas de un

modo mas certero.

Por otra parte, otros grupos han demostrado recientemente como la expresion de la
proteina de fusion AF4-MLL es capaz de inducir LLA en rat6n, incluso en ausencia de
expresion de la proteina MLL-AF4. Ademas, para el desarrollo del fenotipo leucémico
en el raton es necesario ademas el alelo salvaje AF4 (Benedikt et al., 2011). De
acuerdo con estos hallazgos, se puede determinar que la leucemia con t(4;11) puede
necesitar de la participacion de ambas proteinas, proporcionando una explicacion a la
aparicion tan temprana de la enfermedad en humanos, ya que cada una de estas
proteinas confiere propiedades especificas respecto a ciclo celular, apoptosis, menor
inhibicion por contacto, y ademas, en combinacion puede tener un efecto sinérgico
para el desarrollo del fenotipo leucémico (Bursen et al., 2010; Gaussmann et al.,
2007).

La hipdtesis que se baraja es que en estos modelos, in vivo e in vitro (lineas celulares
transformadas o progenitores hematopoyéticos), las células transducidas con el gen
de fusidbn MLL-AF4 y otros eventos oncogénicos que se estan testando en la
actualidad, pueden estar en un estadio ontogénico de diferenciacion hematopoyética
inadecuado. Por este motivo, proponemos utilizar hESCs o células progenitoras
hematopoyéticos procedentes de higado fetal debido a que ontogénicamente estan
mas cercanas al estadio en el que debe encontrarse la célula diana en la que ocurre
la rotura del gen MLL. Pero el uso de hESCs como modelo de enfermedad, requiere

que dichas células sean genéticamente lo mas estables posible 0 de otra manera,
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podrian presentar alteraciones genéticas que pueden cooperar con MLL-AF4 en la
transformacion de dichas células o alterar la homeostasis del cultivo. Por ello, la
caracterizacion genética de las distintas lineas de hESCs y avances acerca de cémo
las diferentes condiciones de cultivo afectan esta estabilidad de las hESCs, debe ser
el punto de partida en toda investigacion encaminada a usar las hESCs como modelo

experimental de modelos de enfermedad.
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. JUSTIFICACION E HIPOTESIS DEL ESTUDIO REALIZADO

Cada vez es mas evidente la relacion entre células troncales y cancer, sugiriéndose

que el cancer tiene su origen en una poblacion de células troncales.

Las hESCs se caracterizan por su capacidad de diferenciacion hacia multiples tejidos
y su alta tasa proliferativa. Representan un sistema experimental sin precedentes
para reproducir modelos de enfermedad de origen prenatal que de otra manera no
podrian ser estudiados en muestras primarias de pacientes por la imposibilidad de
acceso a muestras de origen prenatal. Sin embargo, cualquier intento de emplear las
hESCs como herramienta bioldgica para el desarrollo de modelos de cancer requiere
que dichas hESCs sean genéticamente lo mas estables posibles, para evitar la
acumulacion basal de eventos oncogénicos y alteraciones cromosoémicas que harian
a dichas células vulnerables a transformacidn celular. Por ello, creemos importante
conocer de forma prospectiva, y empleando técnicas citogenéticas y moleculares, la
estabilidad genética de las hESCs y como afectan las condiciones de cultivo, el
numero de pases, Yy las propias propiedades bioldgicas intrinsecas a la estabilidad

genética de las hESCs.

En los ultimos afios hemos avanzado en la comprension de la etiologia de la LLA pro-
B del lactante MLL-AF4+, y se conoce que los nifios nacen con el reordenamiento del
gen MLL. Dicho gen, se rompe entre el exon 6-9 y se reordena con el factor de
transcripcién AF4 originandose el gen de fusidn MLL-AF4. Dicha fusién codifica la
proteina quimérica MLL-AF4 que se cree que pasa a ser un activador transcripcional
dentro del programa de diferenciacién hematopoyético. Aunque se reconoce el origen
pre-natal de la fusion MLL-AF4, desconocemos por completo el origen celular de
MLL-AF4. En realidad, el origen celular a nivel jerarquico donde ocurre dicha
aberracion cromosémica es dificil de descifrar, debido a que el impacto funcional del

oncogén de fusion y la expansion clonal resultante, puede ocurrir aguas abajo del
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propio origen fisico de la traslocacién. Lo que si parece evidente, es que la célula
diana donde aparece dicho oncogén de fusion debe de ser una célula troncal

ontogénicamente temprana.

El objetivo de este trabajo es determinar ddnde, como y por qué se rompe MLL para

fusionarse con AF4 de forma especifica en esta leucemia tan agresiva y con tan mal

prondstico. En los ultimos afios, estudios epidemioldgicos y celulares han demostrado
que existe un claro componente genotdxico capaz de romper especificamente el
factor de transcripcién hematopoyético MLL en el embrién o feto, pero no en la madre
embarazada (Moneypenny et al., 2006). Entre los posibles agentes genotdxicos, el
mas estudiado es el etoposido. El etoposido es un inhibidor de la topoisomerasa |
que esta presente en dietas ricas en bioflavonoides. La hipétesis barajada consiste en
que la exposicion durante el embarazo a dichas dietas puede provocar la rotura del
gen MLL y originar el reordenamiento de este gen. El etopdsido, llamativamente, no
afecta a la madre dado que esta tiene todos los mecanismos de reparacion del ADN
funcionales, pero es capaz de difundir via transplacental y actuar en el embrién/feto
desencadenando la rotura del gen MLL y formacién de la proteina de fusion MLL-AF4.
El resultado es el desarrollo de una fase de pre-leucemia asintomatica en Utero, que

continua como fase de pre-leucemia tras el nacimiento unas semanas 0 meses.

Para entender los mecanismos celulares y moleculares que subyacen la patogénesis
de la enfermedad, es imprescindible disponer de modelos in vitro e in vivo de la
enfermedad. La génesis leucémica se estudia generalmente en muestras clinicas de
pacientes donde ya han tenido lugar todos los eventos oncogénicos desencadenantes
del proceso leucémico, por lo que no permiten descifrar los mecanismos celulares y
moleculares responsables de la rapida transformacion mediada por MLL-AF4.
Ademas, muchos modelos animales desarrollados para reproducir in vivo esta
enfermedad no aportan una informacion fidedigna sobre la etiologia y patogénesis de

la enfermedad al no reproducir el mismo fenotipo y la misma latencia observados en
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el humano. Esto sugiere que estos modelos animales carecen de algunos
componentes etiologicos claves, (por ejemplo el etoposido), presentes durante el
desarrollo embrionario y/o fetal humano. Seria coherente establecer modelos in vitro
e in vivo que reproduzcan este tipo de leucemia infantil, usando células en un estadio
ontogénico lo mas préximo posible al momento donde esta leucemia se genera en el
humano, es decir a nivel prenatal (hESCs). Por el contrario, el uso de HSCs
somaticas tendria una prioridad menor y de hecho podria explicar, al menos en parte,
el fracaso que hasta la fecha ha tenido a la hora de desarrollar modelos que

reproduzcan esta leucemia (Montes et al., 2011).

Finalmente, se ha sugerido la existencia durante el desarrollo embrionario de
precursores mesodérmicos capaces de originar diferentes tejidos de origen
mesodérmico tales como sangre y mesénquima (estroma medular). De hecho, es de
resefar la implicacion del estroma medular en la patogénesis de una amplia variedad
de tumores hematopoyéticos. Las MSCs son componentes claves del microambiente
hematopoyético y se estan realizando esfuerzos importantes para evaluar su, hasta
ahora desconocida, implicacion en el origen y patogénesis de tumores
hematopoyéticos. Pensamos que las traslocaciones cromosomicas asociadas a
leucemias infantiles podrian estar presentes en las MSCs de la médula 6sea de estos
pacientes pediatricos, de forma que durante el desarrollo embrionario humano los
oncogenes de fusidn pueden emerger en una poblacidn de precursores pre-
hematopoyéticos mesodérmicos capaces de originar tanto HSCs como MSCs.

Fundamentamos esta hipdtesis en los siguientes puntos:
1. Una proporcion de leucemias agudas carecen de expresion del marcador pan-

leucocitario CD45, indicando que la leucemia podria tener un origen pre-

hematopoyético.
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2. Un porcentaje de los tumores secundarios a leucemias infantiles son tumores
mesenquimales (Kersun et al., 2004), sugiriendo que el tratamiento citotdxico
destruye el clon tumoral hematopoyético pero no las posibles MSCs que forman parte

del clon maligno.
3. Las MSCs son mas resistentes a la quimioterapia como indica el hecho de que la

reconstitucion del estroma post-transplante alogénico procede del receptor y muy

infrecuentemente del donante (Garcia-Castro et al., 2007; Rieger et al., 2005)
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ll. OBJETIVOS

1° Determinar mediante técnicas de citogenética convencional y molecular en qué grado
la predisposicion a inestabilidad genética en hESCs es debida a las condiciones de

cultivo empleadas o a propiedades intrinsecas de cada linea celular.

2° Determinar si el etopdsido es capaz de romper y provocar reordenamiento del locus
MLL en hESCs, la progenie hematopoyética derivada de hESCs y en células CD34+ de
corddn umbilical, y si dichos reordenamientos son suficientes para inducir

transformacion oncogénica en las hESCs.

3° Analizar en distintos subtipos citogenéticos de leucemias agudas infantiles vy
pediatricas si las traslocaciones cromosomicas presentes en los blastos estan también
presentes en el estroma medular, lo que sugeriria que la traslocacion cromosémica

tendria un posible origen pre-hematopoyético.
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IV. MATERIALES, METODOS Y RESULTADOS

La descripcion pormenorizada de los materiales y métodos empleados, asi como los
resultados obtenidos, se encuentran reflejados en los articulos cientificos originales
publicados en revistas internacionales indexadas en relacién con cada uno de los
objetivos planteados y que han sido incluidos en esta seccion. Cada una de estas
publicaciones cientificas va precedida por un breve resumen en castellano que
pretende facilitar una revision rapida de la informacion mas relevante contenida en los
mismos. Las publicaciones cientificas fruto de este trabajo incluyen los siguientes

trabajos

En relacion al objetivo 1° planteado y relacionado con la estabilidad genética de

las hESCs y propension a diferenciacion hematopoyética:

1. Catalina, P., Montes, R., Ligero, G., Sanchez, L., de la Cueva, T., Bueno, C.,
Leone, P.E. and Menendez, P. Human ESCs predisposition to karyotypic
instability: Is a matter of culture adaptation or differential vulnerability among hESC

lines due to inherent properties? Mol Cancer 7 (2008), p. 76-84.

2. Catalina, P., Bueno, C., Montes, R., Nieto, A., Ligero, G., Sanchez, L., Jara, M.,
Rasillo, A., Orfao, A., Cigudosa, J., Hovatta, O., Greaves, M. and Menendez, P.
Genetic stability of human embryonic stem cells: A first-step toward the
development of potential hESC-based systems for modeling childhood leukemia.
Leuk Res 33 (2009), pp. 980-90.
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Introduccion: El uso de las hESCs en investigacion ha crecido en la ultima década
ya que suponen una prometedora herramienta para muchos estudios biologicos y
toxicolégicos. Sin embargo, el comportamiento ideal que esperamos de estas células
es que se mantuvieran estables cromosomicamente, ya que cualquier alteracion
adquirida puede comprometer seriamente futuras aplicaciones. Recientemente, en
varios estudios publicados se ha analizado la estabilidad cromosdmica de algunas
lineas de hESCs después de haber sido cultivadas de forma prolongada, siendo los
datos obtenidos ciertamente controvertidos, ya que diferentes laboratorios han
reportado datos en los que ponen de manifiesto la existencia de alteraciones
cromosdmicas en algunas de las lineas cultivadas, mientras que otras se mantienen
largos periodos de tiempo sin alteracion alguna. Esta controversia parece tener su
origen en tres aspectos del cultivo celular: i) el método empleado para realizar los
pases de cultivo, bien mécanico o bien enzimatico; ii) presencia o ausencia de

feeders como células de soporte; y iii) duracion del cultivo.

Objetivo: El objetivo de este trabajo es comparar la estabilidad cromosémica de tres
lineas de hESCs: HS181, SHEF-1 y SHEF-3, mantenidas en el mismo laboratorio
bajo las mismas condiciones de cultivo y utilizando idéntica metodologia para realizar

el mantenimiento del cultivo.

Materiales y Métodos: Cultivamos tres lineas de hESCs, HS181, SHEF-1 y SHEF-3
en feeders como soporte de crecimiento durante un largo periodo de tiempo utilizando
para su expansion a largo plazo tanto métodos mecanicos como enzimaticos.
Posteriormente estas células fueron transferidas a un medio de cultivo sin feeders
para evaluar si se mantenian estables bajo las diferentes condiciones en las que
habian sido cultivadas. Para esta evaluacion se realizé en las tres lineas de hESCs
cariotipo convencional, CGH convencional y SKY en los pases 10, 17, 21 y 30 sin

feeders.
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Resultados: Los datos obtenidos tras los analisis de citogenética convencional y
molecular efectuados a estas tres lineas de hESCs, revelan diferencias significativas
entre ellas en cuanto a su integridad cromosémica. Asi, las tres lineas HS181, SHEF-
1y SHEF-3 mantenidas en feeders como soporte de crecimiento, se mantuvieron
estables cromosémicamente durante 185 pases de cultivo usando tanto métodos
enzimaticos como mecanicos para realizar los pases. A pesar de que las tres lineas
fueron mantenidas en las mismas condiciones, se comportaron de forma diferente al
transferirlas a un sistema de cultivo sin feeders. A partir de ese momento, dos de ellas
(curiosamente las mas jovenes, las que tenian menor nimero de pases), HS181 (71
pases) y SHEF-3 (51 pases), mostraron un cariotipo inestable poco después de
empezar a cultivarlas sin feeders. La linea HS181 gand un extra-cromosoma 12 a
partir del pase 17 y un cromosoma marcador en el pase 21, que posteriormente fue
identificado mediante SKY como parte de cromosoma 20. Es importante resaltar que
la aparicién del extra 12 fue en mosaico, incrementandose este evento hasta un 89%
en el pase 30. Este hecho nos hizo plantearnos que posiblemente la adquisicion de
un cromosoma 12 proporciona a la linea una ventaja selectiva con respecto a las
células que no lo presentan, ya que la tendencia es a perpetuarse en el cultivo
conforme van avanzando los pases. Similar fue el comportamiento de la linea SHEF-3
cuando se paso a cultivo sin feeders, ya que adquirié una trisomia 14 en el pase 10,
sin embargo esta trisomia aparentemente no le proporcioné ninguna ventaja selectiva
a las células que la adquirieron, ya que el mosicismo para esta alteracion se mantuvo
durante todo el tiempo de cultivo entre un 15% y un 36% de las células.
Sorprendentemente la linea con mas pases, la SHEF-1, se mantuvo estable
cromosomicamente durante 185 pases de cultivo en feeders y 30 pases mas en
cultivo libre de feeders, sin adquirir ninguna anomalia cromosémica en un total de 215

pases de cultivo.

Conclusién: Este resultado apoya la idea de que el cultivo sin feeders puede

propiciar la adquisicion de anomalias cromosdmicas, pero por otra parte, los
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resultados obtenidos confirman la hipdtesis de que con independencia de las
condiciones de cultivo y la duracion del mismo, algunas lineas de hESCs son mas
propensas a adquirir alteraciones cromosoémicas que otras y este hecho es inherente

a la propia linea celular.
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Abstract

Background: The use of humar embrycnic stem cells (hESCs) ir research is increasing and hESCs hold the
promise for many biclogical. clinical and texicological studies. Human ESCs are expected to be chromosomally
stable since karyotypic changes represent a picfal for potential future applications. Recently, sevecal studies have
analysed the genomic sabillicy of several hESC llhes maintained after prolonged in virre Zulcure bur controversial
data has been reported. Here, we prompted to compare the chromosomal stabilicy of chree hESC lines
maintained in the same laboratory using identica culwre condidions and passaging methods.

Results:Molecular cyrogenetic analyses performed in three difierent hESC lines raintained in parallel in identical
culewre conditions revaled significant differences among them in regerd to their chremosomal ircegricy. In
feeders, the H3 181, SHEF-| and SHEF-3 hESC lines were chromosomally stable up to |85 passages wsing either
mechanical or enzymatic dissection methods. Despie the three hESC line: were maintained under identical
canritiors, aarh hESC line hehaved diferertly upan being trarsfarrad te a feadarfree culrure sysram. The twa
yourger hESClines, H5181 (71 passages) and SHEF-2 (51 passages) became chromesomally unstable shorty afoer
being cultured in fezderfree condinions. The H3181 Ine guneda chromasome | 2 by passage |7 and amarker by
passige 2. characterized as a gain of chromesame 20by SEY. Imporzantly. the mosaicism for crisemy 12 gradually
increased up 1o 8%% by passage 0, suggesting that this karyorypic abnormality provices a selective advantage
Similurly, che SHEF-3 line also acvgquired a wizcany of cluomcsome 14 as ealy as pasage 100 However, iz
karyotypic aberration did not confer selective acvantige to the genetically abnormal cels within the bullk culoure
and the level of mosaiciam for the trisomy 14 remained overtime benween | 5%—36%. Serikingly, howevar, a much
alder hESC lire, SHEF.- |, which was maintined for 185 passazes in feeders did rot uaderge ary numerical or
structura chromesomal change afver 30 passages in faede-free culture end over 215 passages in total

Condusion: These rewults support te concept thet feeder-iree conditions may partially contibues te hESC
chremesomal changes but alzo confirr the hypothesis that regardless of the culture conditions, ailcurs duration

or splitting methods. some hESC lines are inherendy more prone dhan others to karyotypic instasilicy.
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Background

Human embryonic stem cells (hESCs) hold the promise
nitt only in cell replhcement therapies bt alse in hasic
research in avariety of fields ranging from developmental
Lriwlusgy, douy soreening aod toxicology, uiitiomal wepao-
gramming and disease modelling [1,2] Human ESCs are
derived from the inner cell mass of surplus embryos [1.2].
Omee extahlished, hESC fines are desived 10 he chromin-
somally stable. The existence of chromosomal abnomnal-
ities in hESCs is an important concern, given that
karvotypic changes are ofien associated with cardinogene-
sis and impaired in wire and in vive cellular behaviour,
compromising hESC-based downstream applicatons.
Thus, for the potential of hESC-bzsed therzpy to be real-
ized, itis essential that these valuable cells be proven safe
and stable.

Over the last 3-4 years controversial data has been
reported regarding the chromosomal ntegrity of hESCs
maintained after prolonged is it culture [3-11]. Some
laboratories [3-3] independently showed chromosome
changes in H1, H7, H14, H51 81, H=237, 5A002.5, hESLS
and BCol RESClines: the changes emerged in most cases
beyonc passage 13, In contrast, other studies [4.9-11]
reported a lack of karyotypic changes in a varicty of hESC
lines [Sﬁl'.'llill_. hES1-6, BCo2, BC03, SADD3 SA121,
5A461, H5235) erown between 34 and 140 passages. 1hls
cylopenetic resilence of some hESC lires [£,9-11] clzarly
differs from previous studies [3-2]. These controversial
findings are believed to stemn from particular cepecs of
cell culture methods: i) passape methods: ii] presence ver-
sUi absence of rzeders and 1) duratlon of the long-erm
culture

Regarding the passage method, it has been hypothesized
that mechanical passage of hESCs by cutting the colonies
i siall pivves iy conbibote wo e peapeiadticn of
the euploid popualation, rdudng the appearance of aneu-
ploid clones which s2em more common upon enzymatic
or chemical paisage methodology [9.10]. The mecha-
nismy/ratiorale behind the idea that mechanical cutting of
the BESC colonies withy subsoguent destiouction of any
sirgle cells within the colony is less stressful and detri-
mental for the hESC culure than enzymatic-based pas-
sage methiods widely nsed with mnltinle stahle primary
stern cell sunsets including hematopoietic stem cells, mes-
enchymal stem cells or neural progenitors zamong others,
still needs to be proven and elucidated. Similarly, the cul-
ture adaptation of hESCs maintained over a feeder layer
upon being transferred to a feader-free culture system has
been proposed as an alternative variable which may, to
some extert, favour the appearance of chromosomal
changes. As for the duration of the long-term culture, it
has als» been proposed that elder (that is, later passape)
cells arz mere susceptible to karvotypic changes than ear-
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lier passage cultures. The question of how many pzssages
hESCs may be expanded without vndergoing chromo-
somal  ahnormalifies weems,  however, aomewhat am-
demic: in some hESC lines (i.e hESCS) karyotypic insulis
Teaw e Deen shiowenn Ly ocoue ai velatively very eanly passapes,
Therefore, the relevance and actual biclogical effects of
different culture conditions and the duration of the cul-
mire nn the chromnsomal siahility of hFSCs still rermains
10 be eluddated.

It must be taken into account that ig wire culture of hESCs
is an abnormal condition. I wo. the cells of the late inner
cell mass o which hESCs coTespond to. do not persist but
disappear as embryogenesis progresses.  lmportanthy,
hESCs are dedved from the inner cell mass of surplus
embryos which commenly harbour chromosomal ibncr-
malities [12-14]. Recent studies [13,14] reported high
rates [ about 5096) of aneuploidy observed in human blas-
tocysts  originating  from  preimplantation  surplus
embryos. Among these abnormal human embryos, maost
are mosaic (mixtue of diploid and aneuploid cells). Blas-
1ocysts donated tor estzblishment of RESC lnes are com-
mony detived either from fiesh preimplantation embryos
of suboplimal quality which are not used for i utere
tranafer or, more commonly from freeen embryos,

We ypolhesize that, the existernce of over 50% ot aneu-
ploid human blastooysts, slong with the emergence of
karvotypiz chinge: in only about 20%% of the hESC linzs
available and grown ina number of different experienced
laboratories suggests that some 1ESC lines may be more
pronz wo karyoryplc instablliy than cthers.

In the present study, we have prospectively compared
uging maolecular cyiogenetictools the chromosamal integ-
rity of three AESC linzs, H51581, SHEF-1 ard SHEF-3,
nraiptained in e s aboratoey asing ideotical ool
conditions and passage mathods. although feeder-free
culture canditons may partally contribute to AESC chra-
mogormal changes, we provide evidence supporting the
proof-of-prindple that regardless of the culiure condi-
liowes colioe duration or passape ztlwods, sope DESCs
are inherently more vunerzsble than others to karyotypic
instaility.

Results

In the present study, we show by means of molecular
oytogenetics | G-Banding, Spectral Karyotyping [SKY] and
Comparative Genomic Hybridization [CGH]) that both,
H5181 and SHEF-2 hESC lires [5.6.13] maintained over a
layer of irradiatec human foreskin fibroblasts |HFFs)
feeder cells and split using mechaniczal methods proved wo
be karvotypiczlly siable upon 71 and 51 passages, respec-
fively (Figure 1 &2 and Additional File 1). 2oth hESC lines
weTeeuploid and neithzr structural chrom osome changes

Fage 2 oid
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Figure |

MEIF!‘IIIRF cymgenatic analysis of HS1 81 hESC line HS 181 hESC ling was ganetically stahle for 71 passages in feadars
LIpon being transferred to feeder-frea conditions and split using enzymaric methods, the H3 181 hESC line gained a chrome-
some |2 a5 sarly as passage |7 and an additiona marker, shewn by SEY to be an axera chromesams 20 by passage 21 The
level of mosaicism gradually increasec from 26% (p1 7] to 89% (pd0). In conventicnal karyotrping analysis (A and CGH(C), the
bluz arresws indcate chremosomal geins. In the SKY images (B), the white arrows confirm the gein of chromeseme 12 and
characterized the marker seen by G-oanding as a partial gan of chromosome 20
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Figure 2

Molecular cytogenetic analysis of SHEF-3 hESC line. SHEF-3 hESC line was genetically stable for 51 passages in feeders.
Upon being transferred o feeder-free conditions and passaged using enzymatic metheds, it quickly gained a trisomy of chro-
mosome |4 as early as in pl0. Qpposite to the H5181 line, the degree of mosaicism for the extra chromosome |4 did not
increase overcime in feeder-free conditions and remained berween 23%—36% over the culture (see Table 1). In conventional
lkaryotyping amalysis (A). the blue arrows indicate chremesomal gains. B.C: SKY and CGH analyses showing the absence of fur-
ther structural or numerical abnormalities.
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nor gains/losses cf DNA content were observed (Figure 1
&2 and Additional File 1). These cells were then trans-
ferred 1o a feeder-ree culture {matrigel-coated surface and
HFF-conditioned media [HFF-CM]] and were enzymati-
cally split by using Collagenase IV. The chromosome
integrity was determined at different culture time points
(P10, p17, p21 and p30). In a feeder-free culture system,
the H5181 cells were cytogenetically nomal up to pl0.
Afterwards, they gained an extra chromosome 12 as early
as p17 in 26% of the cells comprising the culture. By 21
a matker was detected by conventional karyotyping, char-
acterized as a partial gain ot chromosome 20 by SKY (Fig-
ure 1 & Additional File 1). Moreover, the trisomy 12 was
found in 31% of the cells by p21. The mosaicism for tri-
somy 12 gradually increased end by p30, 89% of the cells
within the HS181 hESC culture were 47X + 12, although
the extra chromosome 20 eventually disappeared (Figure
1 and Additional File 1). The chromosomal abnormalities
seem to be in line with the ones previously reported in
other hESC lines, affecting chromosomes 12 and, at a
lesser extent chromosome 20, The cytogenetic analysis
carried out at different culture passages (pl0, p17, p21
and p30) provided evidence that key genes in specific
chromosomes (i.e. chromosome 12) may promote siem
cell self-renewal at the expense of differentiation, provid-
ing a selective proliferativefsurvival advantage as it is
shown by the ougrowth of the karvotypically abnormal
HS5181 hESCs over their karvotypically stable counter-
parts, eventually taking over the hESC culure. In contrast,
ather karyatvpic changes in distinct chromosomes (i e an
extra chromosome 20 observed in HS181 hESCs) may
resultin a delayed cell cycle and hence a slower prolifera-
tion rate, with those abnormal cells within the hESC cul-
tures eventually disappearing Similarly, the SHEF-3 line
alsu acguited a wisomy ol duomosome 14 as ealy as pas-
sage 10. However, this karyotypic abenation does not
seem to confer selective advantage to the genetically
abnormal cells within the bulk culture and the level of
mosaicism for the trisomy 14 remained over tme
between 15%-3&%. Importantly, these chromosomally
unstable hESC lines retained the canonical undifferenti-
ated hESC phenotype (SSEA3+, S5EA4 +, Tra-1-60+, Tra-1-
81+, Oct3/4+, Nanog+, Rex-1-, Sox-2+), and the ability to
differsntiate inta fissnes representing the three germ layers
in vivo by teratoma formation (data not shown).

Despite the fact that these daa may throw more light on
the genetic stability of hESCs and its relation to how cells
are maintained in culture, cavtion is required when argu-
ing that culture conditions/daration may promote chro-
mosomal aberrations. For instance, Inzunza et al [8],
Buzzard et al [9] and Caisancer et al [11] showed karyo-
typic changes in 4 out of 13 hESC lines maintained on
mouse or human feeders by mechanical dissociation.
Moreowver, Diraper et al [3] reported karyotypic changes in

hitpfwww molecular-cancer.comicontent/7/1/78

hESCs maintained with or without MEFs and split either
mechanically or enzimatically [3]. Imrzh et al [5] also
reported the gain of trisomy 12 in H5181 hESC line main-
tained in HFFs but passaged using enzymatic methods.
Interestingly, we show that in contrast to the HS181 and
SHEF-3 hESC lines, a much older hESC line, SHEF-1,
which had been maintained for 185 passages in feeders
{130 passages in MEFs and 55 passages in HFFs) displayed
no karyotypic changes as determined by G-banding, SKY
and CCH even after 30 passages in feeder-free conditions
despite being split by means of enzymatic methods
throughout a total of 215 passages (almest during 4 vears)
{Figure 3 and Additional File 1). This data indicates that
although culture conditions might partially contribute to
chremosomal instability, some hESC lires are inherently
more predisposed than others to karvotvpic changes
being susceptible 1o karyotypic abnormalities regardless
the presencefabsence of feeders, splitting techniques and
the duration of the culure. Therefore, this suggests that
some hESCs are inherently more prone than others to
geneomic instabiligy.

Discussion

Human ESCs have been hailed as a unique tool for bio-
medical applications such as cell replecement therapy,
developmental biology, drug discovery and disease mod-
eling [2,20]. They have the potential to become a power-
ful ool for modeling different aspects of cancer biology
that cannot othenwise be addressed by patient sample
.1n.1]y.=:¢>g or animal models [J,7ﬂ| M sy hESC dasen-
strezm applications, however, warrant their culture under
feeder-free conditions while retaining pluripotency and
genomic integrity; otherwise, cooperating mutations
already present could prime hESCs susceptible to cellular
vansfonnation [2,20]. Ow vbservations of duomosoinal
changes occurring only in specific hESC lines not only
suggest caution when designing novel culture conditions,
and especially feeder-free conditions but should encour-
age hESC researchers to perform regular high-resolution
molzcular and cytogenetic studies to verify the chromo-
some integrity in hESCs using not only G-banding but
also CGH, SKY and more przcise techniques such as SNP
assays to be able to detect tiny but biologically relevant
single nucleatide polymaorphisms

Ower the last vears controversial data has been reported
regarding the chromosomal integrity of hESCs main-
tained after prolonged in vite culture [2-11]. Some labo-
ratories  [3-8] independently showed chromosome
changes in several hESC lines whereas other studies [4,9-
11] reported a lack of karyctypic changes in a variety of
hESC lines. These controvemsial findings are believed to
sterr from partizular aspects of cell culture methods: i)
mechanical versus enzymatic passage methods; ii) pres-
ence versus absence of feecers and iii) duration of the
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Figure 3

Human ESC Line SHEF1
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Molecular cytogenetic analysis of SHEF-1 hESC line. In contrast to H5181 and SHEF-3 hESC lines, the SHEF-1 hESC line
was genetically stable after as many as |85 passages in feeders. Upen being transferred to feeder-free cenditions, the SHEF-1
hESC line displayed no karyotypic changes assessed by G-banding (A), SKY {B) and CGH (C) after further 30 passages in
feeder-free conditions despite being split by means of enzymaric methods throughout over 215 passages (almost 4 years in in
vitro culture). This data suggests that although culture conditions may partally contribure to chromoseme stability, some hESC

lines are inherently more predisposed than others to karyotypic changes.
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long-term culture. In the present study, we have compared
side-by-side three different hESC lines maintained in
identical culture conditions and found significant differ-
ences among them in regards to their chromosomal integ-
rity. All three hESC lines were chromosomally stable
when grown in feeders. However, despite being main-
tained wunder identical conditions, each hESC line
behaved differently upon being transferred to a feeder-free
culture system. The two vounger hESC lines, became chro-
mosomally unstable shortly after being cultured on
feeder-free conditions whereas a much older hESC line
did not underge any numerical or structural chromo-
somal change after »2 15 passages. While these resulis are
in line with the idea that feeder-free conditions may par-
tially contribute to hESC chromosomal changes they also
confirm the hypothesis that regardless of the culture con-
ditions, culture duration or splitting methods, some hESC
lines are inherently more prone than others to karyotypic
instability. Imporantly, the fact that two relatively
"voung' hESC lines became karvotypically abnormal by
passage 61-87 coupled to the genomic stability retained
by a much older (over 215 passages) hESC line is clear evi-
dence that the duration of the in vitro culture does not
seem to contribute to hESC genomic instability.

These data support the notion that chromosomal aberra-
tions seem to occur when hESCs are transferred to and
maintained in a feeder-free culture system and that this
phencmenon seems to vary among different hESC lines,
suggesting that hESC predisposition to karyotypic insta-
bility depends on differential vulnerability of distinct
hESC lines due to inherent properties rather than just a
cell culture adaptation process. Much work is still ire-
quired in order to identify the scope of the problem
underlying the karyotypic instability and to unravel the
intrinsic and/or extrinsic features which contribute to
making some hESCs more prone to chromosomal insta-
bility than others. Systematic inter-laboratory compari-
sons about to what extent inherent intrinsic properties
among multiple hESC lines, cytogenetic makeup of the
human pre-implantational embryos and hESC derivation
methods may contribute to the propensity to karyotypic
changes are required. We should bear in mind that in vitre
culture of hESCs is an abnormal condition. In vive, the
cells of the late inner cell mass to which hESCs correspond
to, do not persist but disappear as embryogenesis
progresses. However, hESCs are derived from the inner
cell mass of surplus embryos which commonly harbour
chromosomal abnormalities [12-14]. Recent studies
[13,14] reported 50% rates of aneuploidy observed in
human blastocysts originating from preimplantation sur-
plus embryos. Among these abnormal human embryos,
maost are mosaic (mixture of diploid and aneuploid cells).
Blastocysts donated for establishment of hESC lines are
commonly derived either from fresh preimplantation
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embryos of suboptimal quality which are not used for in
utere transfer or, more commonly from frozen embryos.

This poses many unresalved questions about hESC in vitre

culture and genomic stability: i) Are hESCs derived from
frozen embryos more prone to genomic instability than
those derived from fresh embryos? ii) If 40%-50% of the
human IVF embryos are karvotypically abnormal, why
almost 100% of the newly derived hESC lines are euploid?
Is this because karyotypically abnormal embryos cannot
progress in vitro into a hESC line? iii) Are only the euploid
blastomeres in IVF mosaic embryos responsible for col-
ony outgrowth and hESC establishment? iv) Are hESC
lines originally derived in a feeder-free system more vul-
nerable to chromosomal changes than those derived on
feeders?

Recent elegant work indicates that cancer may arise from
tissue stem cells in adults, and that many cell-signalling
pathways essential for normal development (e.g. BMP,
Motch, Wnt and Hedgehog) are involved in cancer pro-
gression, suggesting a link between embryonic cells and
cancer cells [2,22]. The fact that cellular transformation
manifests as a blockage or altered cell differentiation sug-
gests that in vitro hESC differentiation could become a
promising tool for studving cancer biology and the emer-
gence of transformation events by characterizing the
genetic and epigenetic mechanisms that drive cell trans-
formation rather than normal cell specification. Accord-
ingly, it is worth mentioning that the derivation and/or
establishment of hESCs carrying specific chromosome
abnormalities or characterized mutations may represent
an unprecedented tool to dissecting cellular and maolecu-
lar mechanisms underlving cancer biology by likely dis-
rupting the balance between self-renewal, differentiation
and cell death. In fact, our data reveal how distinct cytoge-
netic abnormalities resultin different biological effect. For
instance, extra copies of key genes in specific chromo-
somes (i.e. chromosome 12) may promote hESC self-
renewal at the expense of differentiation, providing a
selective proliferative/survival advantage as shown by the
outgrowth of the karyotypically abnormal hESCs over
their karyotypically stable counterparts, eventually taking
over the hESC culture. [n contrast, extra copies of genes in
other chromosomes (i.e. chromosome 14 or 20) might
result in either no effect or a delayed cell cycle and hence
a slower proliferation rate, with those abnormal cells
within the hESC cultures eventually disappearing.

Methods
Human ESC culture

The human ESC lines HS181, SHEF-1 and SHEF-3 were

maintained either in tissue-treated T25 flasks [BD Bio-
sciences, Bedford, MA) over a confluent (0.5-1 = 10%
feeder cellsicm?) layer of X-ray inactivated (4000 rads)
HFFs (ATCC; SCD-11128K) or MEFs in hESC media con-
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sisting of 802 KO-DMEM supplemented with 202 KO
Serum replacement, 19 nonessential amino acids, 1 mM
L-Clutamine, 0.1 mM f-mercaptoethanol and 8 ng/mlL of
basic fibroblast growth factor (bFGF) (all from Invitrogen,
CA) [16] or cultured in Matrigel {BD Biosciences)-coated
T25 flasks in human foreskin fibroblast [HFF)-condi-
tioned medium {HFF-CM) supplemented with & ng/mL
BFGE [17]. To maintain undifferentiated growth, the
media (hESC media or HFF-CM ) was changed daily, and
the cells were split (1:2) weekly by diszociation with 200
U/mL of collagenase IV (Invitrogen).

Conventional karyetyping

hESCs were cultured in medium supplemented with 0,1
mg/ml colcemid (Biological Industries) for up to 3-4
hours. The cells were then washed in Versene solution
|Gibco) and subsequently trypsinized and spun down.
The pellet was resuspended carefully in a KCL hypotonic
solution (0,075 mol/L), rinsed to remove the cytoplasm,
and then fixed in methanol{acetic acid 3:1. The fixing pro-
cedure was repeated three times. Finally, the pellet was
resuspended in a final volume of 1 mL of fixative, and the
cells were dropped onto glass slides. Chromoscmes were
visualized by using a modified Wright's staining. At least
15 metaphases were analyzed for each cell line using a
conventional microscope and the [KAROS-software
(Metasystems) [18,19].

Comparative genomic hybridization

Cenomic DNA from hESCs was obtained using the Qia-
gen DMNA isolation kit. Human ESC DNA labeling with
flucrescent {Spectrum Green) dUTP was performed using
Nick Translation according to Vysis's protocol. Human
male gDNA labeled with Spectrum Red was used as refer-
ence. After labeling, the length of the DNA fragments were
verified by gel electrophoresis to ensure they ranged from
300-3000 bp.

Human ESC labeled-DMA and the reference labeled-DNA
were simultaneously hybridized to normal metaphase
chromosomes in the presence of Cot-1 DNA 1o block
repetitive sequences. After CGH hybridization in a moist
chamber for 48 h, the slides were washed once in 0,4 =
§SC/0,3% NP-40 at 73°C for 2 minutes, followed by 2 =
§SC/0,1% NP-40 at RT for 1 minute. The slides were air-
dried in the darkness and the chromosomes counter-
stained with DAPL Twenty metaphases were captured and
evaluated for each cell sample [18]. Red/Green ratios
higher than 1.25 indicated deleted regions and ratios
below 0.80 indicated amplified regions. The CCH quality
control test was analyzed using a 99.5% confidence inter-
val. For data analysis, an automated fluorescence micro-
scope system (Mikon Eclipse 50i) equipped with
appropriate filters and Metasystem CGH software pro-
gram was used [8,18,19]
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Spectral karyotyping

For SKY analysis, slides were hybridized using the SKY
method according to the manufacturer's protocol
(Applied Spectral lmaging, Mizdal Ha'Emek, Israel).
Images were acquired with an SD300 Spectra Cube
(Applied Spectral Imaging)] mounted on a Zeiss Axioplan
microscope using a custom-designed optical filter (SKY-1;
Chroma Technology, Brattleboro, VT). Twenty met-
aphases were analyzed for each sample. SKY is somewhat
limited in the determination of breakpoints and in the
identification of intrachromosomal changes such as
duplications, deletions, and inversions [8,18-21]. As a
result, breakpoints on the SKY-painted chromosomes
were determined by comparison of corresponding DAPI
banding and by comparison with G-banding karyotype of
the hESC line.

List of abbreviations

hESC: Human Embryonic Stem Cell; CGH: Comparative
Genomic Hybridization; SKY: Spectral Karyotyping; SNP:
Single Nucleotide Polymorphism; HFF: Human Foreskin
Fibrablast; BFGF: basic Fibroblast Growth Factor.
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Table 1: Summary of the karyotypic changes observed overtime in the HS181,
SHEF-1 and SHEF-3 hESC lines and its potential relation to the culture
conditions.

Human | Passages | Passages Karyotype % SKY / CGH
ESC under under (G-Banding) | Mosaicism
Line feeders | feeder-free
conditions | conditions
HS181 71* 0 46,XX n.a normal/normal
71* 10 46,XX n.a normal/normal
71* 17 47 XX, +12 25 % n.d
71* 21 48 XX, +12, 31% 48 XX, +12,
+mar +mar
71* 30 47 XX, +12 89 % 47 XX, +12
SHEF- | 29** + 22* 0 46,XY n.a Normal/normal
3
29** + 22* 10 47 XY+14 36% 47 XY+14
29** + 22* 17 47 XY+14 24% n.d
29** + 22* 21 47 XY+14 23% n.d
29** + 22* 26 47 XY+14 13% 47 XY+14
SHEF- 130** + 0 46,XY n.a Normal/normal
1 55*
130* + 10 46,XY n.a Normal/normal
55*
130** + 17 46,XY n.a n.d
55*
130** + 21 46,XY n.a n.d
55*
130" + 30 46,XY n.a normal/normal
55*

*Feeders were Human Embryonic Fibroblast (HFFs). **Feeders were Mouse
Embryonic Fibroblasts (MEFs).

Abbreviations: n.a: not applicable; n.d: not done; SKY: Spectral Karyotyping; CGH:
Comparative Genomic Hybridization
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ARTICULO 2: Genetic stability of human embryonic stem cells: A first-step
toward the development of potential hESC-based systems for modeling
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Introduccion: Las hESCs proporcionan una oportunidad de desarrollar modelos
celulares para estudiar los eventos tempranos que ocurren durante el desarrollo
humano y que conducen a la diferenciacién hematopoyética normal frente a la
transformacion leucémica. Son de gran interés los oncogenes de fusion tales como
MLL-AF4, TEL-AML1 o BCR-ABL con origen prenatal. Antes de usar las hESCs como
modelo celular para entender mecanismos celulares y moleculares implicados en el
desarrollo leucémico, es importante garantizar la estabilidad genética de las células,
ya que alteraciones presentes en estas células pueden actuar como eventos

oncogeénicos colaboradores y hacerlas mas susceptibles de transformarse.

Objetivo: El objetivo de este trabajo es determinar si las lineas de hESCs, HS181 y
HS293, son estables cromosomicamente, analizando si presentan de base alguna
anomalia genética asociada a leucemias pediatricas, y determinar si las lineas objeto

del estudio, presentan potencial de diferenciacién hematopoyético.

Materiales y Métodos: Las lineas de hESCs HS181 y HS293 fueron mantenidas en
cultivo durante mas de 70 pases sobre feeders humanos inactivados por irradiacion.
Se realizaron todos los ensayos necesarios para la comprobacion de sus propiedades
pluripotentes, incluyendo la diferenciacion in vitro e in vivo, expresion de los
marcadores SSEA-3 y TRA-1-60 por inmunohistoquimica, expresion por RT-PCR de
factores de transcripcidn asociados a pluripotencia como Sox-2, Nanog, Oct-3 y Rex-
1. También hemos analizado el cariotipo de las hESCs y la presencia de
reordenamientos cromosomicos caracteristicos en LLA-B pediatricas tales como TEL-
AML1, BCR-ABL y MLL-AF4, utilizando técnicas de citogenética convencional vy
molecular como FISH, CGH convencional, SKY. Ademas hemos analizado la
presencia de, mutaciones activadoras en los genes tirosina-quinasa FLT3 y ¢c-KIT
conocidos por conferir una ventaja proliferativa a los blastos leucémicos. Por ultimo,
se comprobd mediante citometria y ensayos semisélidos de metilcelulosa la

predisposicion de estas hESCs a diferenciarse a linaje hematopoyético.

91



Materiales, métodos y resultados

Resultados: Las lineas de hESCs HS181 y HS293 mantienen durante largos
periodos de tiempo en cultivo sus propiedades de pluripotencia: in vitro, mostrando la
morfologia tipica de las hESCs, la expresion de los marcadores de indiferenciacion
caracteristicos tanto por inmunohistoquimica como por RT-PCR; in vivo, formando
teratomas una vez que se han inyectado las hESCs en ratones inmunodeprimidos,
presentando tejidos caracteristicos de las tres capas germinales. Los analisis
citogenéticos convencionales y moleculares revelan que estas células son estables
cromosomicamente durante el cultivo en feeders humanos. También demostramos la
ausencia de reordenamientos cromosémicos tipicos de las LLA infantiles y de
mutaciones tanto en FLT3 como en ¢-KIT y la ausencia de expresion del marcador
CD30, que se expresa en las hESCs transformadas y no en las normales. Ademas, la
linea de hESCs HS181 es capaz de diferenciarse hacia linaje hematopoyético pero
no la HS293.

Conclusion: Estos datos pueden servir para estimular estudios encaminados a
implementar técnicas citogenéticas con el fin de detectar pequefias, pero relevantes,
anomalias cromosomicas, que pueden tener un impacto funcional negativo sobre la
biologia de las hESCs. En base a estos antecedentes, pensamos que se podrian
generar hESCs transgénicas desprovistas de las anomalias genéticas descritas, que
sobreexpresen oncogenes de fusion leucémicos con el objetivo de evaluar el efecto
funcional que dichos oncogenes tienen sobre la diferenciacion hematopoyética de las
hESCs.
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Hurman ESCs provide an opportunity for modeling human-specific strategies to study the earliest events
leading to normal hematopoietic specification versus leukemic transformation, Ofinterest, are the human
childhood acute leukemias harboring specific fusion oncogenes such as MLL-AF4, TEL-AML1 or BCR-ABL
wherein clinically significant manifestations arise i uterc. The mechanisms of transformation are not
amenable to anakysis with patient samples and, many mouse models for pediatric leukemias have fallen
short in illuminating the human disease because they do not recapitulate key aspects of the actual dis-
ease, suggesting that the mouse models are missing essential components of oncogenesis present in the
human embryo, Prior to using hESCs as a tentative system for modeling leukemia, robust studies aimed
at demonstrating their genetic stability are required; otherwise, cooperating mutations already present
could prime hESCs susceptible to transformation, We performed an extensive molecular cytogenetic and
cellular fn witre and tn vivo analysis which reveals an overall genomic stability of HS181 and H5293 hESCs
maintained long-term by mechanical dissociation in human feeders, [mportantly, we show for the first
time that the genetically stable HS181 hESC line differentiates into CD45+ hematopoietic cells and clono-
genic hematopoietic progenitors, This data should encourage stem cell researchers to implement robust
cytogenetic tools when assessing hESC genetic stability, in order to detect tiny but relevant biological
functional or structural chromosome abnormalities and, paves the way for generating fusion oncogene-
expressing transgenic hESCs as a human-specific system for studying the early in utero events leading to
normal hematopoietic specification versus childhood leukemic transformation,

© 2008 Elsevier Ltd, All rights reserved.

1. Introduction

There are different subtypes of infant/childhood acute
leukemias wherein clinically significant manifestations arise

Human ESCs have been hailed as a unique tool for biomedi-
cal applications such as cell replacement therapy, developmental
biology, drug discovery and disease modeling [1-9]. They have the
potential to become a powerful tool for modeling different aspects
of cancer biology that cannot otherwise be addressed by patient
sample analyses or animal models [2.6,10-12].
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inutero[13,14]. These leukemias commonly harbor aberrant fusion
oncogenes (resulting from chromosomal translocations) such as
MLL-AF4 (present in pro-B acute lymphoblastic leukemia (ALL))
and TEL-AML1 or BCR-ABL (present in pre-B ALL).

Previous studies [13,15] have indicated that cancer results from
two classes of cooperating mutations: (i) gene rearrangements
(such as fusion oncogenes ) which primarily impair linsage differ-
entiation programs characterized by a lack of maturation and (ii)
mutations (such as constitutively activated tyrosine kinase recep-
tor [TKR]) which confer a proliferative and/or survival advantage.
For instance, infant MLL-AF4-expressing pro-B ALL usually displays
activating FLT- 3 point mutations [ 16-18]). Similarly, the pre-B-ALL is
associated with TEL-AML or BCR-ABL fusion genes [19-22]. More-



Materiales, métodos y resultados

B Citaiing ef o,/ Lexkemiis Resagrch 222009 280-000

over, acute myeloid leukernias (AML) harbor mutations in the TER
FLT3 [15] and KIT [23,24], resulting in a constitutive activation
which leads to a proliferative advantage,

Unfortunately, the actual mechanisms of transformation are
not amenable to analysis with patient samples because cancer
is studied once the transformation events have already occurred
in utero [13,14], Furthermore, many mouse models for pediatric
leukemia have fallen short in achieving the goal of illuminating
the human disease because they do not recapitulate key aspects of
the actual human disease, indicating that the mouse model is miss-
ing essential components of leukemogenesis presentin the human
embryolfetus [4,13,14].

This link between embryonic and cancer cells is further sup-
ported by an increasing evidence indicating that cancer arise from
stem cells, and that many cell signaling pathways essential for
normal dewelopment are dysregulated in cancer [25-28]. The fact
that cellular transformation manifests as an altered cell differenti-
ation suggests that hESC differentiation may become a promising
human-based system for studying leukomogenesis and the emer-
gence of early/initiating events leading to cell transformation rather
than normal hematopoietic specification, Additionally, CD30 has
recently been identified as a transformation biomarker that is
expressed on transformed hESCs but not in normal diploid hESCs,
highlighting the scientific spportunity for modeling cell transfor-
mation with hESCs [29],

However, before hESCs may be claimed as a potential tool for
modeling human infant cancer, robust cellular, molecular and oyto-
genetic analyses need to be performed to ensure an overall genomic
stability of hESCs; otherwise, cooperating mutations already in
place could obscure potential genomic insults which would easily
render hESCs vulnerable to transformation,

Existing culture conditions for the routine maintenance of hESCs
remain suboptimal and chromosomal alterations, sometimes dif-
ficult to detect by G-banding analysis, are observed frequently
[30]. These chromosomal alterations seem more common when
hESCs are maintained in feeder-free conditions using enzymatic
ratherthan mechanical dissociation methods [ 5,30-34], The oocur-
rence and detrimental effect of genomic alterations must be
addressed in depth over an extended period of time before using
hESCs as a tool for modeling human discases. In addition to
conventional G-banding, the use of robust molecular cytogenetic
tools is anticipated to throw light into the genomic stability of
hESCs.

Here, we have carried out an extensive cytogenetic, molecu-
lar and cellular analysis of two hESC lines (HS181 and H5293)
cultured for over 70 passages in human postnatal foreskin fibrob-
last {HEFs) and maintained weekly by mechanical dissection of
hESC colonies [31,34]. Our data reveals an overall genomic sta-
bility wehilst maintaining typical hESC morphology, expression
of transcription factors and markers associated with undifferen-
tiated status and, i vitro and in vivo pluripotency properties
with the potential to differentiate into the three germ layers,
Importantly, the genetically stable HS181 hESC differentiate into
CD45+ hematopoictic cells and progenitors with in vitro clono-
genic capacity, This data should encourage stem cell researchers to
implement robust cytogenetic tools when assessing hESC genetic
stability, in order to detect timy but relevant biclogical func-
tional ar structural chromosome abnormalities, Additionally, it
paves the way for generating transgenic hESCs harboring fusion
oncogenes occurring in infant/childhood leukemias as an unprece-
dented system for modeling human pediatric leukemia that
could provide new insights into the eticlogy and pathogenesis
of these leukemias, eventually, leading to a molecular-oriented
screening of mew therapeutic drugs targeting leukiemic stem
cells,
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2, Materials and methois
1. RESC malntenance

Human E5Cs H5151 and H5293 [34] were maintained for over 70 passages in
culture over a confluent layer of #ray inactivated HEFs { 1 = 108 feeder cellsfwell jin
hESL media consisting of 8% KO-DMEM supplemented with 20% KD Serum replace
ment, 1% non-essential amine acids, 1 mM L-glutamine, 0.1 mb B-mercaptesthancl
and 8 ngfmL of bBFGF {all from Inwitrogen, C4 ) To maintain undifferentiatad growth,
the hESC media was changed daily and hESCs were splici 1:2 jweekly by mechanical
dizsection of the entire hESC culturef colonies into small pieczs| 31,34).

2.2 Embryold body (EB)formation and differentiition

Human E5C colonies were harvested, transferred to low-attachment plates
and allowed to differentiate spontanecusly through EB formation in KO-DMEM
supplemented with 20% fetal bovine serum | Invitrogen |, 1% L-glutamine, 01 mM
non-essential amine acids and 0 mb B-merncapbocthanal but without BFGE with
media changes every 4 days, After 21 days, EBs were transferred to a tissue-treated
plate where they grew and gave rise to 3 confluznt menclayer, Differentiation
potential was determined by immunccytachemizry, ER calls were ficed with 4%
paraformaldehyde for 10min, Then, the cells were incubated {1k at BT) with pri-
mary antibedies for anti-nestin ard anti-smocth muzcle actin{Chemizon, 1:100}
Hides were then incubated with a biotimdated secondary antibedy { 20min 2t RT)
and a streptavidin peroxidase complest {30 min at BT (Vector Laboratarias Imc. | The
immunostaining was visualized using diamincbenzidine and counterstained with
hiematescylin, The washing steps were done in PES, Negative controls were prepared
by replacing the primary antibody by PRS,

To induce hematopaiztc diferentiation the same differentiation medium sup-
plemented with hematopoietic cytokines { 300ngiml of stem cell factor {5CF ),
A0 ngimL of Fle-31, 10ngiml of IL3, 10ngiml of IL6, 30ngiml of G-CSF, and
25 ngiml of bone morphogenetic protein-4 { Bk P-4 ) [all from Peprotech, Rocky Hill,
M|} was usad [35]. The hERs were cultured for 22 days with changes of madia
supplemented with cytokines + BMP-4 every 4 days.

23 Invivo tend iomid formiadon

Animal protocols were approved by the Kamolinska University Hospital Council
On Animal Care. I W0 pluripotency was tested as previoushy described [36] The
abilityto form teratomasis the gold-standard assay to demenstrate the pluripetercy
of a hESC line, Upen injection in the testis of an immunedeficiznt mouse, the ESC:
must differentiate randomby In ¥v0 and give rise o tissues representing the thres
germ layers: endoderm, mesoderm and ectederm. In brief, HS131 and H3293 eells
were harvested by mechanical treatment, Five cobonies (10% to 108 hESCs) were
implanted bereath the testicular capsule of a young (Sweek) severe combined
immunaodeficiency| SCI0 beige male mowse (B -17/GbmsTac-scid-bgDF N7, ME&E,
Ry, Denmark). Teratoma growth was determined by palpation every week, and the
micewers sacrificed 11 weeks afterim plantation, Teratomaswere fieed, and sections
were stained with hematoogdin and ecsin,

24, Immunocyiochemsisoy chpraderzaton of RESCS

Human E5Cs were characterized by immunocytochemistry using antibedies
against SEEA-4 and TRA-1-E0 (Chemicon), Briefly, hESC: were fixed in 4% of
paraformaldehyds for 20min followed by 30min incubation in 108 normal goat
zzrum in PRS Colenizs wers incubated with primnary antibedies | 1:100diluticn) for
1 b at BT, Conjugated sscondary antibodies were used for 230min at BT az fallows:
goat anti-rat 1gG AMCA-zonjugated for S5EA-4 and goat anti-mouss [gM-FITC-
conjugated for TRA-1-60 The slides were mounted in Vectashield containing DAFL
Anirrelevant isotype-matched antibody was used as a control, Alkaline phosphatass
expression was demonstrated using the AP Detection Kit {Chemiconi

25 Rewerse mansoipiass-polymense chan ragaion /RT- AR detection of
ynilferentimed stem cell miarkers

Total RNA from hESCs colonies was obtained wsing the Cells-tc-cDNA™ 11
Cell Lysis Buffer {Ambion) The first strand cDNA was synthesized with 10l
of total RNA, using the ImProm-ll Reverse Trancription System (Promega, Madi-
zon, Wlj in a final volume of 25pL The samples wene incubated at 42°C for
G0min and the reaction was stopped at 70°C for 10min. The Oct3(d, Manog,
Son-2, and Rex-1 genes were amplified by RT-PCR (Lightcycler, Rochel GAFDH
was wsed a5 a housekeeping gene, The primers used were as follows: Oce3fd; 5-
TCTGCAGAAAGAACTOGAGCAA-F, and 5'-AGATGGTOCTTTGGCTGAACAL-3'; Manog:
F-TGCACTTOCAGCCAAATTCTE -2, and 3 -ClTAGTGOTCTGCTOTATTACATTAAGG-3';
Sow-2; F-CCCCOGGIOGTAATAGCA-Y, and S -TCGCOGCCGGGCACATACAT-2'; Rex-
1 3-CAGATCCTAAACAGCTOCCACAAT-2, and 5-GCGTACGLAARTTAAAGTCCAGA-2
and GAPDH 3 -GAAGGTOAACOTCGGAGTC-2  and 3 -CAAGATGCTCAT G GATTTC -2,
Same PCR conditions were used for all the genes: 40 oycles of 35 52t 95+C followed
by 30z at 60 Cand 40 at7 2=,
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26, FLT3 gene mutation analysis

The three most common activating mutations of the FLT-3 TK receptor
(DE35Y, 1836del and ITD) present in a varety of pediatric and adult acute
leukernias were assessed by PCR, as previoushy described in detail [3738]. The
primers used werne as follows: FLT3-ITD 5’ -CCAATTTAGCTATCAAACCCAGC-3 and 5'-
CTTTCAGCATTTTGACGGCAACT-3'; FLT3-D8351836del 5'-CCGOCAGGAACGTGCTTG-
3 and S-CACACTAATATTCCATATGACCAGACATC-3'. For FT3-ITD, gDMA was
amplified toproduce afragment of23 8 bpfromgermmline alleles, and aslightly higher
{260 bp) fragment from mutated FLT3-ITD alleles. PCR conditions were as follows:
35 cycles of 30s at 95°C, 30s at 62+C, and 30s at 72°C FLT3 point mutations at
codon DE35Y or 1836del, were detected by PCR amplification followed by EcoRY
digestion, PCR followed by EcoRY digestion produces in the germmline alleles two
bandsof 131 and 68 bp. The DE3SY and 1836de] point mutations, however, abrogate
this restriction site and the EcoRY digestion of the PCR product produces a unique
199 bp fragment. The PCR conditions were as above, but the annealing temperature
was of 60°C
27, Genomic DNA extraction and detection of KIT gene mutations
Genomic DNA was extracted from hESCs using the QlAamp mini-DMA extraction
kit (QIAGEN, Valencia, CAJand used to detect activating DE1EV, DE16Y and DE16H
KIT mutations usually observed inexon 17 of KIT genein avariety of a cute leukemias
[24]. In all cases a peptide nucleic acid (PMA}Fmediated PCR clamping technique
{LightCyclerjwith the DMNA Master Hybridization probes Kit{ Roche Diagnostics) was
used, as previoushy described [24). Hybridization probes and PNA-oligomer wiere
purchased from TIE MOLBIOL( Berlin, Germany) and Applied Biosystems (Foster City,
iCA), respectively. The presence of DE16V, DB16Y and D816H activating mutations
was confirmed by sequencing the PCR products in both directions, using the 5'-CAG
CCA CAAATATCCTOC TTACT-3' and 5'-TTG CAG GACTGT CAA GCA GAG-3' primers
and the dye-decety terminator method, in an ABI Prism 3100 Genetic Analyzer,

28, Comventional karyotyping

Human E5Cs were exposed to 0.1 mgimL colcemid (Biological Industries) for up
to 3-d h. The cells were then washed in Versene solution (Gibeo ) and subsequently
trypsinized and s pun down. The pelletwas resus pend ed carefulby in a KCl hypotonic
solution (0,075 mali L), rinsed to remove the cytoplasm and fixed in methanol facetic
acid 3:1. The pellet was resuspended in 1 mL of fixative and the cells were dropped
anta glass slides. Chromosomes were visualized using a modified Wiright's staining.
At least 20 metap hases were anatyzed [39,40] using a corventional microscope and
the [KARDS-software (Metasystems, GmbH, Altlussheim, Germany).

289, Interphase-fluorescence in sicu hybridization (iFISH) sudies

FI5H was performed on H5 181 and H5293 hESC lines using a commercially avail-
able kit containing probes for chromaosomes 13, 18, 21, X and Y { Multivysion™ PGT
Multicolour Probe Panel, ¥ysis, Inc.). The probe was pipetted on top of the cells and
denatured at 73°C for 3min. The slides were then incubated at 37 C for 4h in a
moist chamber; afterwards the cover glasses were removed and the slides washed
at 73 +C for Smin in 04 S5C/0.1% NP-40 followed by 2s S5C(0.1% NP-40 at BT for
1 min, The slides were airdried in the darkness, covered with the anti-fade salu-
tion and sealed with a cover-glass. At least 100 nuelei were anahyzed as previously
suggested [39,40], The slides were analyzed in a fluorescence microscope equipped
with appropriate filters using the [515-software (Metasystems, Germanmy L

Additionally, BCR-ABL fusions were detected using a locus-specific probe L5l
BCRABL Dual Color Translocation Probe”, TEL-AMLI fusions were detected using a
locus-specific probe “LSI TEL AML1 Dual Color Translocation Probe”, MLL rearrange-
ments were analyzed using the “LS1 MLL Dual Color Break Apart Rearangement
Probe”,

210, Comparative genomic hybridization ((GH) studies

Genomic DMNA from hESCs was obtained using the Qiagen DMA isolation kit
Human ESC DMA labeling with Auorescent(Spectrum Green ) dUTP was performed
using Mick Translation according to Vysis's protocal, Human male gDMA labe led with
Spectrum Red was used as reference, After labeling, the length ofthe DMA fragments
were verified by gel electrophoresis to ensure they ranged from 300 to 3000 bp,

Human ESC labeled-DMNA and the reference labeled-DMNA were simultanecusly
hybridized tonormal metaphase chromosomesin the presence of Cot-1 DA toblock
repetitive sequences, After CGH hybridization ina moist chamber for 48 b, the slides
werewashed once in 0.4: S5C{0.3%8 NP-40at 73 =Cfor 2 min, followoed by 2« 55C(0.1%
MP-40atRT for | min, The slides were air-dried in thedarkness and the chromosomes
counterstained with DAPL Twenty metaphases were captured and evaluated for
each cell sample [39], The Red/Green ratios higher than 1.25 indicates DMA gains
and below 080 deleted regions, The OGH quality control test was analyzed using a
99, 5% confid ence interval, For data analysis, an automated fluorescence microscope
system | Nikon Eclipse 50i) equipped with appropriate filters and Metasystern CGH
software programwas used [39,41].
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211, Specmral karyoeyping (SKY) analyses

For SKY analysis, slides were hybridized using the SKY method according to the
rmanufacturer's protocol {Applied 5 pectral Imaging, Migdal Ha'Emek, Israel ) Images
were acquired with an 50300 Spectra Cube (Applied Spectral Imaging) mounted on
a Zeiss Axioplan microscope using a custom-designed optical flver (SEY-1; Chroma
Technology, Brattleboro, VT). Twenty metaphases were analyzed for cach sample.
SKY is somewhat limited in the determination of breakpoints and in the identifi-
cation of intrachromosomal changes such as duplications, deletions, and imve rsions
[38 42). As a result, breakpoints on the SKY-painted chromosomes were determined
b comparison of corresponding DAP] banding and by comparison with G-banding
karyotype of the hESC line,

212, Flow cytomeiry detection of CO30 and Tra- 1-60 expression

For detection of CD30 and Tra-1-50 expression, primary Tra-1-60 monoclonal
antibody (Chemicon) was pre-incubated for 30min at 4°C with 2.5 pL FITC-
conjugated goat anti-mousz IgG antibody (Immunotech, Marszille, France yin 100 L
PBS+3EFBS, Dissociated HS181, H5293 and BGO1Y hESCs [29.3 4] were suspended
in PBS +3%FES at a concentration of (2-5) = 104 cells per 100 L and added to the
pre-incubated Tra-1-60 antibody, After 30min at 4°C, the cells were washed and
resuspended in PBS +3EFBS, Cellswere then incubated for 30 min at 4+ Cwith 5 pl of
PE-conjugated anti-C030 antibaody (BDB). Finally, the cells were washed and stained
with T-aminoactinomycin D {7-A&D) viability dwe (Immunotech) for 15 min at RT.
Live cells identified by 7-AAD exclusion were analyzed for expression of Tra-1-60
and CO30 using a FACSCanto [ flow cytometer equipped with the FACSDiva software
(BDB]).

213 Preparation of single cells from hEBs

Hurnan EBs were dissociated with 04 Ui mL of collagenase B (Roche ) for 2hina
37 =Cincubator, followed by breatment with cell dissociation buffer (Invitrogen) for
10min in a 37 °C water bath, and then dissociated by gentle pipetting and passage
through a 40 pwm cell strainer [35].

214, Flow cyromerry detection of hRESC-derived hematopoietic cells

Single cells dissociated from 22-day hEBs were stained at a concentration of
5= 10F cellsi mL with an APC-conjugated anti-CD45 monoclonal antibedy or their
comesponding 1gl isotype control at a concentration of & pefmL for 30min at 4°C,
Then, the cells were washed and stained swith the 7-AAD for 15 min at RT, Live
cells identified by 7-AAD exclusion were analyzed for expression of CD45 using
a FACSCanto I flow cytometer,

215 Colony-forming wnit (CFU) assays

Hurnan clonogenic progenitor assays were performed by plating 1000 cellsinto
methylcellulose HA4230 (Stem Cell Technologies ) supplemented with recombinant
human growth factors: 50ng/ mL5CF, 3 W mlL erythropoictin, 10ng' mL GM-CSF, and
10ng'mlL IL-3, Cells woere incubated at 37 =Cin a 5% COz humidified atmos phere and
colonies counted at day 14 of CFU assay using standard morphological criteria [35].

216 Short randem repear (STR) typing

STR analysis was carried out using the Geneprint® Fluorescent STR Multiplex-
GammiaSTR¥ kit (Promega, Madison, W), Loci analyzed with this system wers
DE5818, 35317, DFSE20, and 165538, Electrophe rogram data were collected with
the ABI PRISM 3100 DMA Sequencer (Applied Biosysterns ), and anahyzed using the
Genotyper¥3.7 software (Applied Biosystems ).

217. MEFs and HEFs processing for electron mioescopy

The presence of viruses was assessed in MEFs and HEFs. MEFs (n=19) from CF-
| mouse strain were harvested as previously described [43]. HEFs were purchased
from ATCOC, The cells were stained by means of an inclusion and ultramicrotommy
technique as recently described in detailed [43]. The electron microscope used for
specimen analysis was the Carl Zeiss Oberkochen® model EM 10, Work voltagewas
20KV and the film photograph was Kodak® Electron microsco pe film, A hundred cells
wereindependently analyzed for each sample

3. Results

3.1. Human ESCs maintained long-term in HEFs by mechanical
dissociation retain in vitro and in vivo pluripotency properties

The hESC lines H5181 and H5293 were grown for over 70 pas-
sages on inactivated HEFs using mechanical dissociation. After
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HS293

Fg 1 In w0 and 0 V0 phenctypic, molecular and functional characterization of undifferentizted hESC lines maintained in HEF: for bng-term culturs. Phass—contrast
photomicrographs showing twpical hESC morphobgy (4 and B} Immunocytechemistry detection of alkaline phosphatase (€ and [y 35EA2 antigen (E and F) and Tra-1-60
{15 and Hi RT-PCR analysiz of undifferentisted markers including Oce2 14, Naneg, Res-1 and Sex-2 {1 and |1 GAPDH was used az 3 housekesping gene, Reprezsantative photo
of a hER (K). Expression of B-actin (L) and nestin (M1 Insets show negative controls, In W0 teratomas formed upon injection of the H3181 (N-P)and H52583 (3-5) hESC
inbs immunodeficient mice showing tizsues representing the three germ layers: ectederm [epithelium (M and Q)] mesoderm [cartilage and smooth muscle { O and Rj| and
endoderm [intestinal mucoss (P and 5],
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Fig 2. Comventional ard mekecular cytogenstic analyres reveal an overall genomic stability in hESC lines HE121 and HE2932 maintainsd in HEFs for long-tarm culbure by
mechanical passing. {Aand B) Representative diploid karyorype of HS181 (A ) and H5293(B) maintained for over 70 passages, (Cand D) Confirmation of dipleid chromosomal
status by iFISH for chromosomes 13, 18,21, X and Y in H5 181 (Cjand H5293 (D) cells, Green signals identify bwo chromesomes 21, Red signals show diploidy for chromosomes
13, Light blue dots show diplaidy for chramosomes 18 and dark blue dats for chromazame X, (E and F) 0GH ideogram profiles far all the chromosomes in H5181 (E) and
H5293 (F i The CCH anabyzes show a balanced chromosomal contznt for all chromosemes.

70 passages, both hESC lines showed a typical undifferentiated
ESC morphology (Fig. 1A and B), Immunocytochemistry staining
revealed the expressionin both cell lines afmarkers associated with
an undifferentiated state such as alkaline phosphatase (Fig. 1C and
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D), Tra-1-60(Fig. 1E and F1and S5EA-3 (Fig. 1G and H}, By RT-PCE,
bath lines expressed high levels of the ESC-associated transcrip-
tion factors Oct3i4, Nanog, Rex-1 and Sox-2 (Fig. 11 and J1 In viro,
these hESC lines grown under the current conditions are capable of
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forming hEB (Fiz. 1K) which differentiate into tissues represent-
ing mesoderm (positive for actin; Fig. 1L) and ectoderm (nestin
positive; Fig. 1M). In vivo, both hESC lines formed teratomas upon
intratesticular injection into immunodeficient mice. When these
tumors were analyzed, tissues representing the three germ layers
were observed: ectoderm [epithelium (Fig. 1M and O], mesoderm
[cartilage or smooth muscle(Fig. 10 and Rj] and endoderm [intesti-
nal mucose (Fig. 1P and 5)].

3.2, Molecular cytogenetic analyses reveal overall genetic
stability of hESCs grown in HEFs

During the last 2-3 years several groups have reported abnor-
mal karyotypes when hESCs are maintained for extended periods
|30.44]. Such chromosomal abnormalities appear to occur more
commonly among hESCs maintained in feeder-free conditions
using enzymatic rather than mechanical methods [5,31-34). We
performed an extensive molecular cytogenetic analyses to deter-
mine the overall genomic stability of hESC lines and ensure that

H5181

Ogs

neither numerical nor structural chromosomal abnormalities are
present.

Ve show that H5181 and H5293 lines cultured in HEFs by
mechanical dissociation for long periods of time display, a nor-
mal diploid karyotype detected by conventional G-banding i Fig. 24
and B). The diploid chromosomal status was confirmed by iFISH for
chromosames 13, 18, 21, X and ¥ (Fig. 2Cand D). In order to confirm
the chromosomal stability of these hESCs and identify potential
chromosome losses and gains, we challenged the hESCs understudy
to Comparative Genomic Hybridization (CGH) analysis [5,39). CGH
analyses revealed normal ideogram profiles with balanced chrao-
mosomal content for all chromosomes in H5181 and H5293 lines
(Fig. 2E and F.

In order to hasten the utiliy of hESCs for modeling child-
hood leukemia, their genomic integrity needs to be assessed
using multiple assays; otherwise, mutations already present may
abscure patential cooperating genomic insults which would eas-
ily make hESCs vulnerable to transformation. There are different
types of pediatric acute leukemias wherein clinically significant

H5283 +ve control

) ..
a ..
B ..

Fig.3. H5181 and H5283 hESClines maintained for extended periods lack MLL, TEL-AML1 and BCR-ABL translocations, Using a MLLsplit-apart probe, MLL rearrangements are
identificd by the presence of one red signal, one green signal and one ye llow signal{ germline), Using locus-specific probes, the fusions TEL-AMLL or BCR-ABL are de termined
by the presence of yellow fusion signals whereas wild-bype cells have two green signals {either BCR or TEL) and two red signals { either ABL or AML] ), As positive controls
(right panels), ranslocation-carrying cells from different pediatric B-ALL are pointed with 2 white arrow.
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mcleculir cyogenelc mettodelogy INHS 151 1A ) snd HEZ93 1B ) cell Ines.

vaanilestations avise i waro [413,14], These laabosmias connronly
karbor aberrant fusion cncogenc: includirg MLL-AM4, TIL-AMLI
cr BCR-AEL, The abierce of these chramosom:l translecat ons is a
rre-recnizite fre h7508 o ke nsed in pediate e leokemia disease
rmodeling. The absznce of suca fasion oncogenes n 45781 and
H5293 was confirmzd wyinterphasz-FISE(iFISH ), using break-apart
probesfor MLL rearrangements( Fig. 3 top panels | orlocus-s pecific
probesforTEL-AMLI (Zig 3 middle panels) znd BCR-ABL(Fig, 3 bat-
tom panels ], As positive controls, mononuclear cels from pediatric
leukizric satents wene used (HE. 3 nght panes ),

ZKY 15 a higk-resolurion meleaular crrogenerkc ol which has
rot been applied o FEESC calvares [45] Here, our successful SEY
analyses revenled an overall genctic inbegritr ofloth 1151311 Tig. 400
and HE202 { Fig. 1B | cells maintainzd in HEFs by medhanical disso
daton

3.3, Abserce of mutations tn FLT-3 and KIT TKRS and lock of C0G0
expression in hCSC Meer maintaived in TICTs by mechariool
disgaciction

Cell transfnmmation s lts fram fen rlasses of coaperaring
rmutations: generearrinzernents which primarily imaai-tissue dif-
ferentistion prozrams and, muzations (ie, constitutively activated
TERs ) whizh confera prol ferative survival adventage. Among these
TERs, FIT? aad KIT represent two common TER genes display-
ing activating mutations in acube lzukerias | 15,24,37 . H5181 and
H%293 ks Lnes grown in HEFs for over S0 passages mamntained by
miechanlcal dssoclarlon shownne ther FLT3-FLT3DE 3537 (Flg 587,
TLT3-1636de] (Mg 500 ard, TLTI-ITD (Tig 5C), mor KITHIT-DO1EY

;ﬂi_,ﬂi e aQe #Q04Q
n hi[

HEis

FE 4 Multcolor 57Y snalyses of hESC lines HS 181 and H5293, Neither numeical nor stiuctaral chromizsomal abromralices wers obsered using tis vigh-resolution
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{Fig. 3, BIT-DE10Y (R SE), anw KT-DS10H (Fig. S5F) alivai-
ing mutaticns [24], To further verify the genctic stakility of these
hEZCs, we amzlyzed by Aow opiomety the expression of CH30
withia the Tra-1 -A0+nndiferentated cells ©7930 has Feea claimed
to be a survival Tactor and @ bomarier for transformzd hESCs
[29]. While the transforrred hESC lire 3G01V exprzssed CO30,
the T-a-1-60+ cells sresent in HS181 or H5293 cultures did not
expressed CD30 (Fig 56), Takzn together, HE181 and H5293 hESC
linzs maintained lorg-term in EEF: by mechanical methocs lack
the presence o fusion oncogenes and activatmg mutations in TEKs
genes frequencly desecied In childaood acure leusemias as wiell
as CL30 expression, Thesz genecally stabe WEZCs may repre-
sent @ potential scientific and dincal opportunity For modeling
infant/ childhood leutemia

34, wenrrically sraie hescs dyferennane mwerds Remoropoienc
linzage

Before genzrating tansgenic hESC lines expressing specific
fusion oncogenes oaservad in infaintichldhood kukermia: as a
prrentia nricpe system for madelicg borean pediaTic lenkemia, it
stil rermains to be demnonstrased the abilite of the RESCs to difer-
enziate into hermatopoietic lineage, To date, it has been reported
henatopoictic diferentiation only from the hESC lines H9 and
H1 [9,3546-48], We sought to dzterm ne whetierthe HS181 and
H5293 lines are capable o hermatopoiztic ditberentiazion In viro,
Hurm:in ks were formed from confluent heSCs and werz treated,
as previously descrised [5,3540-45]. In conrrast o H5293 hESC
linz, the genctically stable 115181 hEST Ine maintained or TIETs
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Fig. 5. Human ESC lines HS181 and H3293 maintained in HEFs for lorg-term culture lack common activating mutations in FLT-3 and KIT genes frequently obsereed in acute
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respecively, lacking KIT mutations, Abbreviatiors: U, uacut PCR product. E, BooRW cigestion of the PCR product, WT, Wild Type FLT3 (G ) CE30 expression by flow cytometny
In BGOIV (rransformmed hESC Hne tsed as posltve control), H51E 1 anc H3293. Abbreviarions: MFL mean fluorescence niensly.

100



Materiales, métodos y resultados

g8 P Cxralinaet al./ leukemia Research 32({2002) 080-200

{b) 123

Bl 1000 =

MW of Calaey 1 ormirg Units
1000 CO45+ plated calls
g

=]

Fig. 6. Hemacopoietic differentiaion of stable 9ESC lines mieintained in HEFs by
mechanical dissociazion. EBs formed from conduent hESC lines were allowed to
ditterentiate m the presence of BMP-4 and he mato poiehc cytokines as previously
described [35), By day 22, the EEs were dissociated and the preseace of CD45+
hematpnicti=-cells was aswessed by flow syrametny. The insest represents the 1o
isotype control{ A). Additionally, thzability of hematopo etic progenitors withclono-
@enic capacity to give rise o colony-forming units in methyleellulose assays was
analyzed (a representative G-CFU s shown) (B

has the potential to differentiate into CD45+ hematopoietic cells
(Fig. 5A) and hematopoietic progenitors with in vitro clonogenic
capacity (1 hematopoietic CFLJ5 CD45+ cells) (Fig. 6B). Taken
rogether, these genetically stable hESC lires can be differenti-
ated into hematopoietic cells, highlighting the potzntial to develop
transgenic hESCs expressing specific fusion oncogznes observed in
pediztric leukemias as a tentative system for modeling chilchood
cancer.

4. Discussion

Cultures of hESCs represent a theoretically inexhaustible saurce
of pluripotent czlls that czn be differentiated into multiplz cell
types and therefore have been hailed as a unique tool for a
range of biomecical zpplication: | 1-8]. Human ESCs eprezent a
potentially unique scientific and clinical oppartunity for model-
Ing Infant/childhood leukemia carrying specific faslon oncogenes
known to be eaiy/inidating leukemic events which arise in utero
during emizryonic development. Noteworthy, the mechanismis of
transformation are not amenable to analysis with patient sam-
ples becawse cancer is studicd ence the transfermation ovents
have alreacy occurred. Additionally, many mouse models for infant
leukemia have alzo fallen shart ir helping to dissect the molecular
mechanisms underlying the disease pathogenesis because they do
not recapitalate tey aspects of the actual human disease, indicating
that the mouse model is missing essential components of leuke-
mngenesis present in rhe hnmezn emhryn. [enkemia-assnciared
fusion oncogenes-expressing transgenic hESCs may be developed

and thzn, differentiated towards the hematopoietic lineage. These
tematypoieic derivatives carrying chromosomal abnormalities
could therefore, szrve s a novel system to study the etialogy and
pathogenesls of pedlacrlc acure leukemlas with a prenztal orlglin
which lack suitable in vitro and in vive models owing to, at least
i part, Uhe lack of access W emnboyonig letal lunen Gssue due o
ethical and logistic issues.

lowever, existing culture conditions for the routine mainte-
rance of hESCs remain suboptimal and recarren: chromoscmal
alterations, usually difficult to detect by conventional baryotypic
analysis, are commonly observed. These chromosomal alteratdons
seem to be more common when hESC: are grown in feeder free
conditons and maintained using enzymatic rather than mechani-
cal dissociation methocs [31-34 40). Before hESCs may be claimed
as a potental tool for modzling human cancer, robust cellalar,
malecular and cyrngeneric analyses remain roo he performed o
cetermine the overall genomic stabilizy of these hESCs; other-
wise, mutarions already present may obscure potendal cooperating
genomic insults which would make hESCs vulnerable to transfor-
mation. Accerdingly, there is an urgency to have genetically stable
FESCs available prior to establishing a disease modzl.

Here, two hESC lires maintained for long-term culture by
mechanical dissociation in HEFs retain i vitre and in vivo plunipo-
tency and ganetic stablity with peither numerical nor structural
chromasamal abnormalities found using relatvely high-resolution
molecular cyrogenetic methodologies such a5 CGH and SKY. Fur-
thermore, iFISH and molecular studies revealed an overall genetic
stability of these hESC Lnes with regard to those molecular cytoge-
rerc abnormalltes more commonly assoclared with pedlarric ALL
including absence of fusion oncogenes and activating mutations
i the TERs FLT3 aued KIT. These WESC lines alsu lads expressivn ol
CD30, a marker associated with ESC transformation [29]

Our 5TR typing profile (Supplemenzary Tig. 1) clearly differs
between H3181 and HS293 confirming lack of cross-contamination
between both hESC lines. In addition, in order to gain fur-
ther insights which cculd help us explain the apparent lade of
genetic instability in KESC lines maintained for owver 70 pas-
sages by mechanical dissociation in HEFs, we compared by
electrnn micrnscopy-hased microbinlngical smidies monse versus
rumar. feeders. Amassve viral (orthoresrovirdae family) load was
cetected within the MEFs but never in the EEFs (3upplementary
Fig. 20 [43]. We therefore hypothzsize that the growth of hESCs
in MEFs-free culture systern may prevent the biological transmis-
sion of potentially oncogenic infectious pathogens to the hESCs
and their differentiated progeny, reducing the likelihood of hESC
transformation.

Most importantly, in the present study we address for the first
time the potantialof these two hESC lines to differentiate into blood
Lsing previously well-establishec methods [2,5,6,8,9,35 46-48].
Whereas the H5293 hESC line was unable to give rise to hematopoi-
etic cellsinmultiple independent experiments, the HS 181 hESCline
cisplayed ditterentiation potential toward D45+ hematopoistic
cells and hemaropoietic progznitors with in vitro clenogenic canac-
17y (Flg. 5). Howewer, we must recognlzz the need to Improve the
cifferentiation methodalogies available so far, in order to achieve
prospective hemstopoiztic differentiation levels as high as those
commonly reported for the hESC lines H9 and H1, which clearly
scem to be the "geld-standard™ hESC lines prenc to hematopeictic
cifferentiation [9,35 46-48].

Our work confirms genomic stability of oao hESC lines main
tained long-term in vitro. We propose that the occurrence and
detrimental effect of genomic alterations must be addressed in
cepth over a long period of time when designing culture con-
ditinns for hFSC mairtenance. We siggest rhe need ro avnid
the sole usz of conventional karyotyping since this approach
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only addresses numerical or gross structural chromesome abnor-
malities. In addition to G-banding, the use of robust molecular
rechniques (gene mutation analyses and single nucleotide poly-
morphisms) and molecular cytogenetic taols such as iFISH, SKY
and CGH should be implemented to facilitate a reliable detection
of tiny chromosomal aberrations and gene point mutations which
are very likely to affect proliferation, differentiation and survival.
In summary, this data supports the proof-of-principle highlight-
ing the potential use of hESCs as a tentative system for modeling
human pediatric leukemia characterized by the presence of spe-
cific chromosomal translocations with prenatal origin and should
encourage researchers to develop transgenic hESC lines express-
ing specific fusion oncogenes observed in pediatric leukemias.
We envision this system might be instrumental for modeling not
only pediatric leukemias but also other diseases, providing new
insights into the etiology and pathogenesis of the disease, eventu-
ally, leading to a molecular-oriented screening of new therapeuric
drugs.

Conflict of interest statement

MNone,

Acknowledgments

This work was funded by the Andalusian Health Government
(refs: 0028,002%9and, 0030/2006 to PM), The International Jose Car-
reras Foundation against the Leukemia to PMJCB (EDThomas-05),
The UK Leukemia Research Fund to MG/PM (06039) and, the Span-
ish Ministry of Health to PM (FIS PI070026) and CB (CPO7/00059).
We thank C.Cabrera, F. Cobo and ].L. Cortés for their technical assis-
tance.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data associated with this article can be found,
in the online version, at doi: 10.1016/jleukres.2008.08.028.

References

[1] Dawila JC, Cezar GG, Thiede M, Strom S, Miki T, Troska T. Use and application of
stemn cells in toxico logy, Toxicol 5o 2004;79:214-23,

[2] BuenoC,Montes R, Garcia-Castra |, Greawes M, Menéndez P Human embryonic
stemn cells: a pobential system for modeling infant leukemia harboring MLL-AF4
fusion gene, Drug Discov Today Dis Models 2008;2:53-60,

[3] Keller G. Embryonic stern cell differentiation: emergence of a new era in biology
and medicine. Genes Dew 2005;19;1129-55,

[4] Lensch MW, Daley Gi). Scientific and dinical opportunities for modeling blood
disorders with embryonic stem cells, Blood 2006; 107 2605-12,

[5] Menendez P, Wang L, Bhatia M. Genetic manipulation of human embryonic
stemn cells: a systern to study eardy human development and potential thera-
peutic applications. Curr Gene Ther 2005;5:375-85,

[6] Menendez B Bueno C, Wang L. Human embryonic stem cells: a journey beyond
cell replacement therapies. Cytotherapy 2006;8:530-41.

[7] Thomsan ], Itskowvitz-Eldor ], Shapiro 5, Waknitz M, Swiergiel |, Marshall
V, et al. Embryonic stem cells derfved from human blastocysts, Sciencoe
1998; 282:1145-7.

[8] ¥Wang L, Li L, Shojaei F Levac K, Cerdan C, Menéndez P, et al. Endothelial
and hematopoietic cell fate of human embryonic stem cells originates from
primitive endothelium with hemangioblastic properties. Immunity 2004:21:
31-41.

[9] WWang L Menendez F, Shojaei F Li L Mazurier F, Dick JE, et al. Generation of
hematopoietic repopulating cells from human embryonic stem cells indepen-
dent of ectopic HOXB4 expression, | Exp Med 2005;201:1603-14,

[10] Allegrucci €, Denning CM, Burridge P, Steele W, Sinclair KD, Young LE. Human
embryonic stem cells as a model for nutritional programming: an evaluation,
Reprod Toxi col 2005; 20:353-67.

[11] Gluckman P, Cutfield W, Hofman P, Hanson M. The fetal, neonatal, and infant
environments-the long-term consequences for disease risk, Eardy Hum Dev
2005;81:51-9.

[12] LauC, Rogers JM. Embryonic and fetal programming of physiological disorders
in adulthood. Birth Defects Res C Embryo Today 2004;72:300-12.

102

[13] Greaves M. Pre-natal origins of childhood leukemia. Rev Clin Exp Hematol
2003;7:233-45,

[14] Greaves MF, Wiemnels |. Origins of chromosome translocations in childhood
leukae mia, Mat Rev Cancer 2003 ;3:639-48,

[15] Gilliland DG, Griffin |, The role of FLT3 in hermatopoiesis and |2 ukermnia, Blood
2002;100:1532-42.

[16] DeZen L, Bicciato 5, Te KG, Basso G, Computational analysis of flow-cytometry
antigen expression profiles in childhood acute lymphoblastic leukemia: an
MLL/AF4 identification. Leukemia 2003;17:1557-65.

[17] Gale KB, Ford AM, Repp R, Borkhardt A, Keller C, Eden OB, et al. Backtrack-
ing leukermia to birth: identification of cdonotypic gene fusion sequences in
necnatal blood spots, Proc Matl Acad Sd US4 1997;94: 13950-4,

[18] Wiemels JL, Pagnamenta A, Taylor GM, Eden OB, Alexander FE, Greaves MF
A lack of a functional MADXPH:quinane axidoreductase allele is selectively
associated with pediatric leukemias that have MLL fusions, United Kingdom
Childhood Cancer Study Imvestigators. Cancer Res 1999;59:4005-9,

[19] Tsuzuki 5, Seto B, Greaves M, Enver T. Modeling first-hit functions of
the t(12:21) TEL-AML1 translocation in mice, Proc Natl Acad Sci USA
2004:101:8443-8.

[20] Wiemels JL, Ford AM, Van Wering ER, Postrna A, Greaves M. Protracted and
variable latency of acute lymphoblastic leukemia after TEL-AML] gene Fusion
in utero. Blood 1999:94:1057-62.

[21] Ford A, Bennett C, Price C, Bruin M, Van Wering E, Greaves M. Fetal origins of
the TEL-AML1 fusion gene inidentical twins with leukemia, Proc Matl Acad Sci
U5A 1998;95:4584-8,

[22] Hotfilder M, Rottgers 5, Rosemann &, Schrauder &, Schrappe M, Picters R, etal.
Leukemic stem cells in childhood high-risk ALL/E9:22) and t4;11) are present
in primitive hymphoid-restricted CD34+ Cancer Res 2005;65:1442-9,

[23] Boissel M, Leroy H, Brethon B, Philippe M, de Botton 5, Auvrignon &, et al, Inci-
dence and prognostic impact of c-Kit, FLT3, and Ras gene mutations in core
binding factor acute rryeloid le ukemnia (CBF-AML). Leukemnia 2006; 20:965-70,

[24] Garda-Montero AC, Jara-Acewvedo M, Teodosio C, Sanchez ML, Munez R, Prados
A, etal. KIT mutation in rmast cells and other bone marrow hernatopoi etic cell
lincages in systemic mast cell disorders: a prospective study of the Spanish
Mebwork on Mastocytosis in a series of 113 patients, Blood 2006; 108:2366-72,

[25] Beachy PA, Karhadkar 55, Berman DM, Tissue repair and stermn cell renewal in
cardinogenesis, Mature 2004:432:324-31,

[26] Pierce GB. Relationship between differentiation and carcinogenesis. | Toxicol
Errviron Health 2007 ;2:1335-42,

[27] Sell 5, Stem cell origin of cancer and differentiation therapy, Crit Rev Oncol
Hematol 2004;51:1-28.

[28] Valk-Lingbeek ME, Bruggeman 5W, van Lohuizen M. Stem cells and cancer: the
polycomb connection, Cell 2004; 118:400-18,

[29] Herszfield D, Wolvetang E, Langton-Bunker E, Chung TL, Filipczyk A&, Hous-
sami 5, et al. D30 is a survival factor and a biomarker for trans formed human
pluripotent stem cells, Nat Biotechnol 2006;24:351-7,

[30] Draper )5, Smith K, Gokhale P, Moore HD, Maltby E, Johnson |, et al. Recurmrent
gain of chromosomes 17q and 12 in cultured human embryonic stem cells. Mat
Bictechnol 2004;22:53-4,

[31] Mitalipowva MM, Rao RR, Hoyer D, Johnson J&, Meisner LF, Janes KL et al. Pre-
serving the genetic integrity of human embryonic stem cells. Mat Biotechnol
2005;23:19-20,

[32] Buzzard ]I, Gough MM, Crook |, Coldman A, Karyotype of human ES cells during
extended culture. Mat Biotechinol 2005:22:381-2.

[33] Maitra A Arking DE, Shivapurkar M, lkeda M, Stasmy V, Kassauei K, et al.
Genomic alterations in cultured human embryonic stem cells. Mar Genet
2005;37:1009-103,

[24] Howvatta 0, Mikkola M, Gertow K, Stromberg AM, Inzunza ], Hreinsson |, et
al. A culture systern using human foreskin fibroblasts as feeder cells allows
production of human embryonic stem cells. Hum Reprod 2003;18:1404-9,

[35] Chadwick K, Wang L. Li L, Menendez P, Murdoch B, Rouleau A, et al. Cytokines
and BMP-4 promote hematopoietic differentiation of human embryonic stem
cells. Blood 2003;102:006-15,

[36] Inzunza], Gertow K, Stromberg MA, Stromberg AM, Teerijoki H, Blennow E, et al.
Dervation of human embryonic stem cell lines in serum replacement mediom
using postnatal hurman fibroblasts as feeder cells. Stem Cells 2005;23:544-9,

[37] Sargin B, Choudhary C, Crosetto M, Schmidt M, Grundler B, RensinghoffM, etal.
A8 -dependent transformation by inactivating ¢-Cbl mutations in AML. Blood
2007:110:1004-12.

[38] GaleRE Hills R, Kottaridis P, Srirangan S, Wheatley K, et al. Mo evidence that FLT3
status should be considered as an indicator for transplantation in acute myeloid
leukemia (AML): an analysis of 1135 patients, excluding acute promyelocytic
leukemia, from the UK MRC AMLI0 and 12 trials. Blood 2005;106:365 8-65,

[29] Catalina P, Cobo F, Cortes ), Micto A, Cabrera C, Montes R, et al. Conventional
and mislecular cytogenetic diagnostic method s in stem cell rescarch: a concise
review, Cell Biol Int 2007 ;31:851-9,

[40] ISCM. An international system for human cytogenetic nomenclature, Basel: 5,

Kager; 15695,

[41] Inzunza ], Sahlen 5, Holmberg, Stromberg AM, Teerijoki H, Blennow E, et al.
Comparative genomic hybridization and karyotyping of human embryonic
stem cells reveals the occumence of an isodicentric X chromosome after long-
term cultivation. Mal Hum Reprod 2004; 100451-6,

[42] Saex B, Martin-Subero ]I, Largo €, Martin MC, Odero MD, Prosper F, et al.
ldentification of recurrent chromosomal breakpoints in multiple mycloma
with complex karyotypes by combined G-banding, spectral karyotyping,



Materiales, métodos y resultados

a0 P Coraling et o,/ Lexkemia Research 232005 550-230

and fluorescence in sitn hybridizadion znalyses. Cancer Genet Cytogenet
2006, 59:143-9,

[43] Tubu F Mavanie |, Heneaa 1, YView A, Poieel D, Jaadee © el d, Eladaon
microscopy reveals the areserce of viruses in NEFs but neither in HEF: nor
n human mesenchymal cells nsed far WS maintenance. Clning Stem Tells
2008;°0:65-T4,

[44] ‘mreh MP, Gertow K, Cederval ], Unger C, Holmberg K Szoke K, etal. In vitro

ulture conditionsfavoring selection of chmmosomal abnormalities in human

25 cells. ] Cel Biocern 2006; 93:508-16,

Speiclen ME, Caiter NP Tlhe nzw cyiu ies: Mluenivg the buundaies with

Tiolecalar biclogy, Mat Rew Genet 2005;6:782-937,

[4R] Wenender 3 Wang 1. Chadwick K. Ti T, Fhatia M Petroviral  frans-
Juction of hemztopoietic clls differeatiated from hunan embryonic

[45

stern cel -derived C045(neg )PPV hemogenic precersors, Mol Ther 2004 ;10:
1108-20.,

[<7] Kaulan 03, Havzoe ET, Lewis BL Auabacl B, Thomsoa JA, Henalapuiclic
cobny-forming cells derved from humznembryoniz stere cells. Proc Matl Acad
Sril 1S4 IN01ER- 0T 1R-71

[48] Marayan &D, Chase JL Lewis RL, Tian X, Kaufman DS, Thomson |4, etal.Human
erbryonic stemn cell-derived hematoooietic cells are capabe of =ngraft-
ing primary as well as secondary fetal sheep recipients. Bleod 2006, 107
2130-3.

[49] Adzveuni O, Aflawuian B AT lod-Richoe L At B, Aadveves PW, Eeiglion
G, Characteriz stion of hurran embryoric sten cell lines by the Interaational
Srern Cel Initizive Mar Ricterhna] 2007 25503 -7

103






Materiales, métodos y resultados

ARTICULO 3: Etoposide induces MLL rearrangements and other
chromosomal abnormalities in human embryonic stem cells.
Carcinogenesis 30 (2009), pp. 1628-1637.

Bueno, C., Catalina, P., Melen, G.J., Montes, R., Sanchez, L., Ligero, G.,
Garcia-Perez, J.L. and Menendez, P.






Materiales, métodos y resultados

Introduccion: El reordenamiento del gen MLL es una alteracion genética
caracteristica de las leucemias infantiles con origen en el utero. Este evento puede
ser inducido durante el desarrollo prenatal por una exposicién prolongada a

inhibidores de la enzima DNA-topoisomera Il como el etopdsido.

Objetivo: En este trabajo queremos comprobar si la exposicién, tanto puntual como
cronica, de las hESCs al inhibidor de la enzima DNA-topoisomerasa Il hace a las
células mas susceptibles de adquirir otras alteraciones genéticas, para asi poder
evaluar los posibles efectos de este agente en el desarrollo embrionario humano.
Comprobaremos también el efecto que tiene el etopdsido en células CD34+,
derivadas de corddn umbilical, para comparar la vulnerabilidad a etop6sido de células
neonatales frente a embrionarias. En concreto quisimos determinar si: i) bajas dosis
de etopdsido promueven el reordenamiento y rotura del gen MLL tanto en hESCs
como en células hematopoyéticas derivadas de las hESCs; ii) si es el reordenamiento
del gen MLL es suficiente para conferir a las hESCs ventaja proliferativa 0 aumento
de la supervivencia celular, iii) si exposiciones cronicas a bajas dosis de etopésido
puede inducir en las hESCs no sélo rotura del gen MLL, sino también dafios
genéticos adicionales resultantes de la vulnerabilidad genética ocasionada bajo estas
condiciones. Ademas del efecto del etoposido en las hESCs, también pretendimos
valorar el efecto de la exposicién a etopdsido tanto puntual como crénica, en células
CD34+ derivadas de cordon umbilical (células neonatales), con el objetivo de

determinar si manifiestan un comportamiento similar a las hESCs.

Materiales y métodos: Para comprobar el efecto del etoposido se ha realizado el
estudio del estatus cromosomico en hESCs y CD34+ de cordén umbilical bajo las
condiciones planteadas, utilizando cariotipo convencional, FISH y SKY. Ademas
analizamos las mutaciones de FLT3 por PCR y realizamos estudios de PCR inversa
para determinar la regidn reordenada con MLL. Finalmente, analizamos ciclo celular e

inmunofenotipo por citometria de flujo.
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Resultados: El etopdsido induce roturas del gen MLL en hESCs y en células
hematopoyéticas diferenciadas a partir de las hESCs. Ademas, después de largo
tiempo de cultivo, la proporcion de células que presentan roturas de MLL disminuye y
no se observan cambios en el ciclo celular, ni tampoco, alteraciones cromosomicas
en estas hESCs tratadas. Por otra parte, la exposicion cronica a etopdsido, induce la
rotura de MLL y provoca otras alteraciones cromosomicas adicionales. También se ha
comprobado el mismo efecto tras una exposicion puntual a etopdsido en células
CD34+ derivadas de corddn umbilical, es decir, células neonatales, observandose
que en estas células, a penas se produce muerte celular y si que presentan un
porcentaje de roturas de MLL ligeramente inferior al que se comprob6 en las hESCs
expuestas a las mismas condiciones. En cuanto al efecto de una exposicion crénica al
genotdxico en células CD34+ derivadas de corddn umbilical, los datos evidencian un
porcentaje de roturas de MLL muy parecido al manifestado en las hESCs, sin
embargo a diferencia de las hESCs en células CD34+ de corddn umbilical, los datos
de citogenética convencional y SKY revelan que la continua exposicion crénica a
etopdsido no induce alteraciones cromosdmicas adicionales como si ocurria en las
hESCs.

Conclusién: Con este trabajo podemos concluir que el etopdsido induce roturas en el
gen MLL en hESCs y en células hematopoyéticas diferenciadas a partir de las
hESCs. El reordenamiento de MLL es insuficiente para conferir a las células cierta
ventaja de supervivencia y proliferacidén. Sin embargo, la exposicion continuada a
etopdsido si induce la rotura de MLL y provoca otras alteraciones cromosomicas, lo
que pondria de manifiesto que una exposicion cronica a etopésido durante el
desarrollo embrionario temprano, induce reordenamientos de MLL y hace a las
hESCs mas propensas a la adquisicion de alteraciones cromosomicas que en células
CD34+ derivadas de corddn umbilical. Se establece, por tanto, una relacién directa
entre la inestabilidad cromosomica y la exposicion a genotoxicos durante el desarrollo

embrionario.
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MLL rerrangements are halmark genetic abnormalities in infant
lenkemia lmown to arise @ owero. They can be induced during
human prenatal development upon exposure to etopeside. We alse
hypothesize that chronie exposure to etoposide might render cells
mwre susceptible to other genomic insults. Here, for the first time,
human embryomic stem cells (hESCs) were used as a madel to test
the effects of etoposide onhuman early embryonic development. We
addressed whether: (i) low doses of etoposide promote MELL rear-
rangemnents in hESCs and hESCs-derived hematopodetic cellsy (i)
ML rearrangements are sufficient to confer hESCs with a selective
growth advantage and (i) contimmes exposure o low doses of
eteposide induces hESCs to acquire other chromosemal abnermal-
ities. In contrast to cord hlood-derived CDM* and hESC-derived
hematopoictic cells, exprsure of undifferentiated hESCs to a single
low dose of etoposide induced a pronounced cell death. Etoposide
induced MLL remrangements in hESCs and their hematopoietic
derivatives. After long-term culture, the proportion of hESCs
harbering MLL rearrangements diminished and neither cell oy-
cle variations mor genomic abnormalities were observed in the
eteposide-treated hESCs, suggesting that MLL rearrangements
are insufficient to confer hESCs with a selective prol feration’
survival advantage. However, contimious exposure to etoposide
induced MLL breaks and primed hESCs to acquire other major
karyotypic abnormalities. These data show that chronic expao-
sure of developmentally early stem cells to etoposide induces
MELL rearrangements and make hESCs more prone to acquire
other chromosomal abnermalities than pestnatal CD3MY cells,
linking embryonic genotoxic expisure to genomic instability.

Introduction

The MLL gene located in chromosome 11923 fuses to generate chi-
meric genes with =50 partners in human leukemia (1-5). MLL re-
armangements are particulady common ininfant acute leukemias (6,7)
and in secondary therapy-related acute leukemias (t-AL) associated
with prior exposure to DMNA topoisomerase 11 inhibitors (B). Elegant
studies on identical twins with concordant MLL-AF4+ leukemia and
retroapective analyses of the clonotypic MLL-rearranged sequence of
leukemic cells from young patients in their neonatal blood spots re-
vealed a v wero onigin of the MLL rearrangements (9, 10 MLL-
rearranged leukemias are associated with poor prognosis and very
brief latency for MIL-AF4+ infant B ALL. This raises the guestion
of how this disease can evolve so quickly, particularly, it additional

Ablyre viations: CB, comd blood; DRS00, dasethy ] sullosde; FLT-3, FS-like
tyrosne kinase 3; hESC, human embryomc slean cell; HEC, hematopaietc
sems cells; 1L, imerlewkn; ITD, internal tndean duphcation; LD kag dis
tunce mverse; mBESC, mouse embryanic stems cells; PCR, polymerase chan
reaction; SKY, spectral karyotyping;: 1-AL, therapy-related acute leukemdas.

secondary mutations are reguired. MLL-rearmanged leukemias com-
maonly have activating FLT 3 mutations (1 1,12 ) and ~50% of the cases
have additional chromosomal sbnormalities (7,13).

Epidemiological and genetic studics suppornt the contention that the
inweere origin of MLL rearrangements in infant leukemia may be the
result of transp lacental exposures during pregnancy, to substances that
alter the function of DNA topoizomerasze I 14, 15). This paralke]s the
origin of t-AL (#,15) and is supported by the finding that MLL rear-
rangements can be indwced i vitee by etoposide, a DMNA topoisomerase
Il inhibitor {16-20). Etoposide alters the function of the DNA top-
oisnmerase I, which i highly expressed in developing fetuses (210
Etoposide is a widely used chemotherapy agent responsible for 5-15%
af t-AL (20 Exposure of cells to topoisomerase [T inhibitrs increases
the frequency of illegitmate recombination events | 22), a physiological
activity that may be related to hoth cytotoxicity and leukemogenicity
of etoposide. Recent studies (23,24) suggest that high dictary intake
of hiofavonoids, an abundant source of topoisomerase [ inhibitors in
the diet, could cause breaks in ML and possibly in other panmer genes,
therefore playing an important role in fhe generation of the preleuke-
mic clone in infancy and in the development of AL {(25).

It hias been shown that exposure to high doses of etoposide exper-
imentally induces ML breaks in mouse embryonic stem cells
(mESCs) {16), fetal liver-derived CD34* hematopoictic stem cells
{HSCs) {19) and cord blood {CB)-derived CD34+ HSCs (17, 18,200
However, the effects of etoposide carlier dusing human embryonic
development remain i be determined. Human embryonic stem cells
(hESCs) hald the promise to bocome a powerful tool for dmeg screen-
ing and toxicity but alzo to predict the onset of discases known to
begin during embryonicAetal stages of development (260

Here, for the first time, we have used hESCs a5 a model to test the
effects of etoposide on human early embryonic development. We
aimed at addressing whether: (i) very low doses of etoposide promaote
MLL reamangements in hESCs and hESC-derived hematopoictic
oells; (i) MLL reamrangements are sufficient to confer hESCs with
a selective proliferation'survival advantage and (iil) continuous expo-
sure to very low doses of etoposide predisposes hESCs to acguine
other chromosomal abnormalides. Briefly, a single low dose of etopo-
side induced a pronounced oell death and MLL gene fusions in un-
differentiated hESCs and their hematopoietic derivatives. The MLL
rearrangements were insufficient to confer the hRESCs with a selective
growth advantage. However, continuous exposure to etoposide pro-
maotes zimilar vulnerability to MEIL reamangements and primed
hESCs, but not postnatal CB-derived CD34* HECs, for acquiring
other major chromosomal abnormalities. Our findings suggest that
continuous exposure to topoisomerase 11 inhibitors during human
embryonic development induwoe ML rearrangements and ather chro-
masomal abnormalities in hRESCs, linking embryonic genotoxic ex-
posure to genomic instahility.

Material and methmwds

RESC culrurne

HESCS were mamizmed andifHerentizied ina feeder-free culiire a5 descnibed
previously { 27-29) Briefly, hESC: were colured in Matngel { BD Bicscien

ces, Bedford, MAjcosted T25 fasks in homen freskin fibrohlast

comditiomed medium supplemented wath & ngfml basie fibroblast growth
factor (Invitragen, Burlington, Cniania, Canada), Homen foreskin fibroblast

cemditiomed mediwn was changed daly, and the cells were spht weekly by
dissociation with 200 Wiml of collagemnse IV (Invitrogen). Distinct hESC
cultures { ~T0% confluent) were exposed o 2 smgle dose of 0.2 ar 05 uM
etempadade (51 gma- Aldnch, 51 Loms, MO) or chmethylzoloside (DM S0) as
2 velocle commal for 16 h. Then, etopeside was washed away and the cells
were allowed 1o recover i human foreslan fibroblast condnioned medium
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Etopeide inducts WL rearrangements and atber chromosomal s narmalities in hESCs
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U Buena el al,

malted CB ik Mononoclesr cells were 1solated mwmng Feoll-Hy pgoe (GE
Hezhhcare, Stockholm, Sweden ). Aller Iysing the red blood cells (Lyms solo
o, Semell Technokiges, Vancouver, Canacy), CD33% cells were purified
Ty i gmetic head saparation mwing the homan CD34 MicroBead kn (Milenyi,
Maddnid, Sqman) and the AumoMMACSE Pro separator (Millenyi ) 25 per mamfac
turer’s mstrocdoans. Infow experime ms, oyoline simulaed CD3d e miched
Traction was plated (0.2-05 = 10 an®) and exposed 1 2 single desie of 0L2ar
(L5 uM etepesade or DMS0 a5 vehicle for 16 he Then, CD34 o meated cells
were pilated i methy leellwlose suppleanented with stem cell Factor (50 ngfml ),
gramukmamcyte-calany stmolatmg Gt {10 nghml), interlenkin (I)-3 {10
ngiml) and erythropaietin (3 Ufml) (Methocult GF H3434 SteanCell Techmal
agies). Aller 14 days in prmary coloay fonmang unil assay, the cells were
harvesied and replated in secondery calany formang unit asay for another
14 days and assessed for ML rearmangements. For comimios elopoade ex
posre, in fwo independent espeniments, CB-denved CD3SY cells (02
(L5 = 1oy were pooled and cultured in serum-free medimm 5% mSmn
(Stem{ell Technalogies) supplememed wath stem cell factor (100 ngfml),
gramkcyle-colny smolatng facior (50 ngfml), FMS-like iyrsme ke
3 (FLT-3) ligand {100 ngfml), thramboposetin (30 ngéml) and -6 {20 ng'
mil ) {Pegrotech, London, UK )L Bopoade a1 004 pb was added 0 the media
every 3 days up 1o 30 days, afler an matia] ol with 0.2 M of esoposide.

Interphase fluorescence in sty hybrdization sadies

Imtesphase loorescence i s hybmidegon was perfonmed wing 2 LT ML
Dual Cakor, hreak-apan reamrangement probe (lrasa, Barcekma, Spam) The
robe was ppetied on op of te cells and denatwred 21 739 for 3 mun. The
alades were them incubated & 37°C ke 4 hn 2 mwnst ¢ haanber; allerwand the cover
lasse s were remaved and theshdes washed 21 73°C fir 5 mmnan0.4x= S500.0%
NP4 followed by 2: SS5C0L1% NP-A0 21 room emperature for 1 man. The
slices were finally ar-dried in the doriness, coveral with ami-fade soloton and
sealal wath acover glass. For each samiple, 31 least 500 mudes wereanalyed. The
aliles were analyzed m 2 Hxrescence microsome equipped with approgmizie
files vang the SlSsafiware, (Metasysems, Ahhsshein, Geanany).

Comensonal karpaiyping

Cells were cultiral in medim supplememeal wnh 0] mpfnl cokemsd kr up o
3-d h. The cells were then washed in versene solutkm and subsequemly Typa
mzed md spun down. The pelle was 2smpended cametully in 2 KCL hypotome
sorhuton, mimed 1o remaove the cyloplaan and then fixed m metheno b acete acd
31 Famlly, the pellet was reswspended m 2 finzl volwee of 1 ml of fixstve and
cells dropped amao gl s slides. Clromosomes were visnahzal by uing 2 modified
Wrnight's stmmng. Atkast A maaphases wem anal yeed foreach cell hne (30-32)
uwaing & convertione] micmscope and the TRARCE-softwane (Metss yalems).

Spectral karyatyping analysis

Far apectral karyotypng (SKY) analysis, metaphoses were preqened a5 described
ahave. Slides wese hytmidieed wsmg the SKY method acoording 0 the manufac

turer's protocal (Agplied Spectral Imsgng, Migds]l Hoe'Bmed, lrael) Imoges
were acquimed with an SD300 Spectra Cobe (Applied Spectral Imagmg ) moumed
an & Feww Axoplan mocscope wiing 2 custom-de agned opical filer (SEY-1;
Chraoma Technology, B mtflebora, VT Breakpoins on the SKY-panied chmn

mxsoanes were detemmaned by comparion of aomesponding ' f-chamadmao-2

pheny lindale hanchng and by comgunson with Geobanding karvotype (30-32)

FILT3 pene mudarion analysis

The three msl cupmmon aciivating mabton of e FLES3 tyroane Kinsse
recepior [ DESSY, I8 36de] and imernal tendern dupheation (TTI)] were s sed
by palymersse chan reaction (PCR) a5 descnbed reviously (33 ). The primes
wied were descabedprevicnsly (330 For FLT3ITD, gencurac DA was amph

fied oy procluce a fragmen af 238 bp from germiline alleles and a langer (260 Hp)
fraggment from motted FLT3-ITD allkeles. PCR conchtions were a5 fallows: 35
cycles af 30 s a1 95°C, 305 a1 62°C and 30 5 21 729 FLT3 peim mmsions a1
codins B35 or 536 were detected by PCR amphficaton followal by BealV
chgestion (31,3530 PCR falkmved by BEcaBV digeston prochiee s two bands of 131
and 65 bp. The DE3SY and [H36de] poant muotutiom, however, shalih tlos re

srctin sne and the PCR followed by BooRV digestion prodoces 3 amedque
fraggment af 199bqp. The PCR conditions used were 25 shove, but the ameahing
fean peraturne was 60°C.

Cell cycle analysix

HESCS were harvested and pelleted by cemrfugz o, Cell pellets were washed
wath phospha te-hullered clme, ixed m W% 1ce-cokl ethanal and stored for up
w0 2 weeks 21 =207 Cells were washed with phosphate-boffered salme ful
lowed by incubation in 50 wefml gromdmm odide and 100 pgiml RN A
(Sagra) for 30 man. Staned nocled were analyeed on @ Hucmescence activated
cell semimg Camao- 1l nang the Huome scence activated cell somtmg Dava softwane
{Bectan Dhclansan, San Jose, CA)L

1630

Laong divianee imerse=PCR studies

Long dutmce mverse (LDD-PCR was wied @ oonlinm the presence of ML
gene fumons withn the ML break cluster region upon etopoade meabrent.
Cenamx DMA was digested watheather BamHI or Xbal (Fagure Z). LIM-PCR
reaciine were perfonmed 5 descnbed previously 17 34). Genmlme ML PCR
maducts were elimanated by dhgestng the arculanzed DNA with
Maal (BamHIy or Pyall (Xhal), respectively. Pramers wied were a5 follows:
A5 -GACATTOOC TICTTCACTCTTITO O3 D=5 -ATOC TG AATAA
ANGGOACCTTICIG T IGENGGE-31, MEL5" - TUTAC AAGTGOCAGGGGE
TCT3Y ME25 - AATAGC ATGCTGOCTUGCACTGCACTOU TAA- 31 MR1
SO0OGACGTOOATTITCTTTA-3 " and MR2-5" -0GATCOTAGOATATUT-
COCTIATAAATGACAAACTACTGCTTOC-3 " (Figwe 2). Albough thas
procedure 15 nsedul for elusanating smplification froms the germilmne WL allele,
i does mot idemily rearmangeme s that comam an Ml or Pyval @tes from the
prriner gene withm the circulanzed DMNA emplate. Individus ] LDE-PCR rad
wids{n = 28} were excised and purified from sparose gelk, cloned mio plIEM
T Basy vector (Promegz, Madion, W1 and sequenced with M13 forwarnd and
Teverse primers. Sequences were analyzed wang BLAT (UCSC Genome B
mfermiatica, Santa Criee, CA) 21 hapel genome ucss. ech

Eroposide oreatment of RESC-denved hematopolefic progeny

Undafferemisted hESC: 21 confluence wem teated with collagenuse IV and
scraped aff of the Mamigel amchments. They wem then ramkmed o kow

amtachment plaies 10 allow eashryad body formaion by ovenm ght incobation in
chiferemuatim medhwn conssting aof knock-ou-Dulbecco’s maodhlied Bagle's me

chum supplemented wath 206 non-heat mactvaed fetal bovine serum, 1% nan

esential arang scads, 1 mb L-ghitamine and (00 mM fomexapiostunal. The
mrech i was changed the nesct day (day 1) vath the same differemuation mediom
supplexneme dwnhhematopemetic oytokmes | 300 ng/fmil stemn cel lfactor, 300 ngdfml
FLF3 hgand, 10 ng'ml IL-3, 10 ngiml IL-6, 50 ng/ml granakcye-colony
stimnlating factor and 25 ng'mil bone morphogense profem-d] (29,

Smgle cdli dhmocted fnom 15 day hEBs wess plated in fitronectin-coated
plates {Becion Dickmson) and expanded up to day +22 m Do colure (Stem
Sqan medha, Stem{ell Technalagies) sipplemented with the ahove cylolanes.
HESC derived hematopaietc rogeny was meatal fir 16 h with enher 05 uM
etopoade ar DMS0 on day +16 or dey +19 of hematopoetic differentation.
Aber washing away the stopoade, cellk were allowad 1o recover in StemSun
medha with cylakmes. Four days later, exposide and DS Oqmeated HESC
derived hemrakmaetic cells were harvested and the uran woghenot ype and ML
treaks were amesied. The roporton of CD45F hematoposetic cells on day 415
and dhay +22 of hESC hemratoposetic development was 45 and 36%, respectively.

Results

A single low dose of eroposide indisces MLL reamangements and
pronounced cell death in RESCs
We first addressed whether very low doses of etoposide induce ML
rearrangements on hESCs that represent the carliest stage of human
embryonic development available for study. To determine the effect of
ctoposide, hESCs were exposed for 16 h to a single low dose of
ctoposide (0.2 or 0.5 pM). After the 16h treatment, etoposide was
washed away and the cells were allowed o recover (Figune 1A). Five
days after treatment, a pronounced cell death was observed in etopo-
side-treated hESCs (Figure 1B). As compared with DMSO-treated
hESCs, cell death was 80 and =95% in 0.2 and 0.5 pM atopozide-
treated hESC cultures, reapectively {Figure 1C). hESCs that had sur-
vived the etoposide treatment and were able to expand after exposurne
in the recovery period displayed identical undifferentisted morphol-
oy to DMSO-treated hESCs (Figure 1BL

ML gene was found reamranged by interphase fuomescence in sit
hybridization in 1 5 and 24 % of the cells exposed to 0.2 and 0.5 pM
aof etoposide, respectively (Figure 1D and E and Table I). Using
a break-apart FISH probe, a split signal with one green and one red
doit represents a MLE break, whereas the germline MEL allele appears
as a single yellow signal (Figure 1D and E). LDI-PCR analysis con-
firmed that etoposide treatment induwced MELL gene rearrangements at
intron 11 within the MLL break cluster region (Figure 2A and Bl
Cloning and sequencing of 28 LDI-PCR products revealed that the
MLL gene rearranged with random intergenic regions such as4q31.3
and Tg3l.1 (Figure 2C). The fusion probably cccumed through non-
homologous end joining due to the lack of homoelogy at the junction
(supplementary Figure | iz available at Carcinogenesis Online). Az
both identified ML reamang ements occumed within genomic regions
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Fig 2. IDLPCR malyss oo fmming edopoade-anduced S0 gene reamangentents wilhin the ML break cluster region. (A) Schematic fegr esentition af

a fraginent of the s ML pere odws on clromaseme band 11923, Exons 8- 14 constituie the freak cluster region (bork. The 83 kb her w fimbed by Baml
{BH) sites and includes enoms $-14 and mtervemng imrom. Twa Xhal (X sites are 26 kh apori each ather withinthe by, Qenamic DN A was dige sted esther with
Bt or ¥hal and cincularized. In the case of Bam - digested DA PCR reactions were camied oot with A<D primer gz When Xhol was need, nesed POR
reactions wene dane usin g F1- R prime rpais followed by F2-R2 primer mie A D, F1,F2 R and 12 rimer o quences ane de tiled in hMaterials and We theds (B
Regmesentutive TDIPCR producs genersted from etoposide. treated HE5Cs (left panel). Tane 1, DNA digested with Ban H showing the expecied germline
mocct. Line 2, circolarized templue DA dipested with @ scond restniction ensyme (Kil) io overcome potentisl pmmes Sration by the germilne allels and
depacting LID-POR prodocts representing putstive 8LE rearran gements. Line 3, molecular weighl marker. Right pane lrepreiemas schematic Giraan af the twa
typess of cir ol anive d lemmpristes penerated fram etopeide-dreated WES Cs. () Sequence analyaas venilicatiom showing reqresentative MILL osaon mraducts betwesn
ML drtron 11 and intergenic remans locaied in chromeme 4 band §31.3 (lefi pane 1) and chromasome 7 band 311 {right el )

devoid of human gemes, it is very unlikely that those MIL fusions give
rise to stable messenger RNA transcripts that would be difficuli o
detect by conventional expression analyses. However, this in viree
data suppont the proof-of-principle that a single very low dose of

Table L Bxopnide- mchiced MEL Breaks i BESCS wad CB-denived C1547 etoposide is highly toxic to hESCs and induces MLL rearrangements
cells after shemt-term and long-term recovery periods in fhe surviving hESCs.
Shemt termn (%) Ly term (%) o .
Eroposide-induced MLL reamangements are not sufficient to confer
HESs hESCs with a selective proliferationfsurvival advantage
mdz - 33,3 g - We next investigatod whether ctoposide-induced MLL rearmangements
g:;:dg 05 ﬂ 1732 n3:1:ﬂ are sufficient to confer RESCs with a selecdve proliferation/survival
O desived CTB4T cells advantage. Four to five weeks after ﬂnpuu]de CXPORUTE, We asaessnd
OMSC a a the oversll genomic stability of surviving hESCs. We first malyzed
Buoposdde (0.2 uM 01-1% 112 the cell cycle distribution by Aow cytometry. No differences between
Btaposide 0.5 uM 0627 152 etoposide- and DMS0-treated hESCs were observed: 36.9 and 35.6%
ofthe cells were in Gg/GGy phase and 63,1 and &4 4% of the cells were
Five himdred noclel were amalyied m each sample. in 8/GyM phase, respectively (Figure 3A),
1631
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Fige 3. Ovenal] pemonrac gt bl of hESCS expeosed to2 angle low dose ol dopoade (A] Am e of the cell cycle dsmibmin o elopade-rested vors M3
Temerl HESCA wos amesed by ropidun kdkle sodmng. Mo o ferences were found in the cell ook dismitmnior in equed de-mesec MO S (1) Converkrsed

O kg fevaal s suplnd DRSO and eteskmade Seated RSO, (0 ) Llang KEY, neriher oo e cal mos e ractars] cbfonesonmal dhamnud ks s absarved in
etopside-eried 130 (1N Exqeside-reated hESCS fack. hoth FLTS pomi motatiess (et pane’ and FLTS TTE nuteens. frght preel)

Usinig, merlecisla wptogenmtics, 16 dizcenible mozcsizal o syue-
mmal cwromaosomal abnermalites were ebserved by comvendonal
G-kanding { Fizure 3B) and SKY {Figue 30)in the serviving hESCE,
MLL-reamangnd leukemias commonly  present  FLT3-sctivatizg
nutations tha secm to cooperate with MIL in lewiemo genesis
11.12,15). Activating FLT-3 mutations were analyzed in both

1632

DMICe aml oo -lieiial HESCx, Ax dwwis in Figure 3D, elogs-
mide exposme did not induoe FLT 3 activating madntions even 5 6
weeks aftcr exposure,

To further addness whether etoposice-teated KESC subsat harbor-
ing & rearanged ML gene soquired proliferaive sndior sunvival
advantage the porocntage of MIL-reamanged czlls within the bulk
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hESC culture was determiined short term {4 woeks) and long term {12
wocks) afier exposure. As indicated in Table I, the propomion of
hESCs camying a reamranged MLE allele diminished from week 4 10
week 12 afier etoposide treatment. This loss of MLL-reamanged hESC
clones over time alon g with the overall genomic stability in etoposide-
treated cultures suppests that although a single very low dose of
etoposide is capable of inducing MLL reamangements in a subset of
RESCs, it does not confer either proliferative or survival advantage
and therefore itis not sufficient o promote de it cell transformation
af hESCs under our experimental conditions.

Confinuwons e xpasurs of RESCx 1o very low doses af eraposide indiices
anther smaafor ok rme somal abrormalinies

Acoording to the proposed “two-hit" model for the natural course of
childhood leukemin {35), the natural history of pediatric leokemia
wsually invalvies two events. The initiating event is frequently a chao-
mosnmal translocation that cocws prenatally, followed by a secondary
matation that promotes ovent disease. The very short latency observed
in infant leukemias with MLL reammg ements suggests that the seoond
hit might ocour prenatally s aconsequence of continuous exposure o
the same genotoxic agent that the one which indwoed the MLL fusion

A s

MLL Breaks (%)

{7 We thus analyzed whether chronic expoeure to extremely low
doses of etoposide might promote other genomic shnormalities in
hESCs. hESCs received an initial dose of 0.2 pM of etoposide fil-
lowed by a 0L02 pM dose every 4 days for a period «
shown in Figure 44, the percentage of MLL gene fusions was similar
to those observed after a single hit {24%; range: 1.5-L8%). Interest-
ingly, G-banding (Figure 4B) and SKY (Figue 40 analyses pevealad
that chronic exposure to very low doses of etoposide induced other
major chromosomal abnormalities, including trizomies and tmns-
locations, Representative complex karyotypes were 47 XX € 16)
(a2 g6 i1 Mg 1D or 46 XX 411 Npl5all; w16 (g2 1;q26)
{Figure 4B and C). This data represents fye first in wrre experimental
evidenoe supporting the proof-of-principle that chronie exposure of
human prenatal stem cells to oposide contribute to an increased
incidence of chmmosomal damage.

CB-derived D34 eell display differential  suscepribiliny  fo
efoposide exposire comparad with wdiffe renniared RESCs or RESC-
derived hamataporetic. derivatives

In order to test the susceptibility of posinatal CD34+ HEC cells o
single or chronic cxposure to etoposide, pooled CTR4S HECs were

Fig 4. Clromaosoma) alier stioms in hBESCS in respanss 1o continuons. espesore (o etimoside. (A ) The incidence of M0 rearmrange s detecied 8 weels alter

comnis e stmen! with elopeside was 2. 4% {lell anel ). Reprede mative exangle of ML mealks alier oomimiom exposine of bl

5(8 o etoposiade {right panel)

{B) Represemative randon choomosame] ahaormalnies detecied by conventiom] Chbanding karyorype: 37 XX 0 Laxq2 1263, o1 ¥q 1) (g panal)y or 46 XX,
W1 AWg2] g26), §4:1 1) (p15:q1 2) (hattonn panel ) () Chromsreoimne] alterations were condifmed by SKY.
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exposed for 16 hto a single bow dose of 0.2 or 0.5 pM of atoposide,
reapectively (Figure 5A). Trested cells were expanded in methyloeTh-
lose or liguid culture containing hematopaictic cytokines. In contrast 1o
the pronounced cyintonic effect dat the ctoposide exerted on hESCs
{Figure IB}Y, it barely induced oell death in CB-derived CD34+ cells.
Cell death was always <20%, repadless the dose of etoposide | Fgure
5B). Repgarding the incidence of ML mamangements, the MLL gene
was found reamanged in a dightly lower peroentage of CB-derived
CD3* eelk as compared with hRESCs: 1.2% (range: 0. 1-1.8%) and
LE8% (range: (U6-2.7%) of the CB-derived CDE34* cells treated with 0.2
and (05 uM of etoposide, respectively { Figure 5C and Tahle 1. Similar
to hESC coltures, the percentage of MILsearranged CD34= cells
slightly decreased afier long term in culure (Table I

We next addressed whether continuous exposure of CB-derived
CD3™ eells 1w low doses of etoposide facilitates further chaomo-
somal abnormalities as observed in hESCs. (DM cells roceived
aninitial dose of 0.2 pM of ctopozide followed by a U0 M dose
avery 3 days. Similar to CD34+ cells reoeiving o single hit of etopo-
side, 2% of the CD34+ cells exposed to a chronic exposure of ctopo-
sidie displayed MELL treaks (Figure 5D0, However, G-handing (Figure
SE)and SEY analyses {Figure 5F) revealed that continwos ex posure
to ctposide faled to induce further numericsl or structural chaomao-
somal sbnomualities as observed with RESCs.

1634

It has boen suggested that carly prenatal HSCs may be the target for
MLE fusions. Therefore, using conditions previously optimized to
promoe ematopoictic differengation from RESCs (2931), we &s-
sessed o what extend etoposide induces MLL breaks at two differcnt
developmental stages during human embryonic hematopoietic devel-
opment. As shown in Figure 6, carly (day +15) RESC-derived hema-
topoietic  derivatives seem to be slightly mom susceptible o
etoposide-induced MIL breaks than late {day +22) fully differenti-
ated RESC-derived hematopoictic derivatives (2.9 versus 1.6%, re-
gpoctively). Taken together, these results suggest that postnatal
CD3= and late hRESC-derived hematopoletic cells ae less valnerahle
to ctoposide-induced MLL reamangements than undifferentiated
hESCs or carlier hESCa-derived hematopoictic cells

Dizcussion

A prowing hody of evidence supports the contention that the d were
arigin of MLL reaman gements in infant leukemia may be the result of
transplacental exposures during pregrancy, perhaps fo substances that
alter the function of DMNA topoizomermse Il such as etoposide
{14, 15,36,37). Fecent studies | 23,24) suggest that high dietary intake
of bipAavonoids, an ahundant source of topoisomerase 11 inhibitors,
could cause breaks in ML, therefore playing an important mole in the
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generation of the preleukemic done in infaney as well azin thede
welmpanet o T4 1 {35 Fx posine. tnhigh doces nf eioposide. denes
ML bresks in mE3Cs { 16) end human postnatal CD34+ HSCs {17-
200, However, the potential effects of etoposide sarler during human
embryoniz developoeent mmain 1o be ssased,

In comras vo neonaal-C00 HSCs, expoeure 10 asing b low dose
ol cleapers e iimhcnd o promeseed cell deatlyin BESC: Az exevied,
this tremendows edl death of HEECs win obsorved 4 § davs after
etoposide treatment due o the use of vary low doses of etoposide
and it meckmsm of acdon, Fioposide exerts itz oyiotonic effects
by inhibiting the ceryme DNA ropaizsomerase. The absemoe of TNA
topoisomeraae has a comalatve negative effect on DNA mpar, lead
Ing o many unepaired hreaks inocellula DA and ultimately oell
ezl Tle suikang vulmsability ol hESCE W cloposibe-iniocad cell
dacth iz in Ine with previous sudies confirming the omecial ralz of
both DRA topoisemersee [ alphs and bets in human developing
tissues {210 This high susceptibility to cell death of hESCs expeced
to DMA opeizomeras: I inhibitor: may reveal clues o Turther un-
derstand e relationship between in wEro cxpoame o GeROLaxic
comipoumiis and the rsk of deleterioos: chrooosomal aboormal ties
and letha binh defect, commonly Inoompatible wit dssuefemibry o
necamal devieopmest, keading in meny ecssiong to embryo loss and
ahortions (38).

A sngle low doswe of copeside isduced MIL breaks in -2-3% of
the hESCs. These data ase sumilar to thai repored in fetzl and CB-
derived CD34+ HEC (17-20). Iverstingly, however, BESCs amne
much mhore s epd ble than mESUs to etoposide-inducod MLL breaks

116

114, Broposide eoncentrations ase as high os 100 pM barely isdused
W T warmnpemends injist omeef i S0 mPAC:, whemas relatiely
low comoentrations ((L2-0L5 aM) induced MLL peve Tusions in an
avierage of theee of 100 RESC: {a 1800-"0ld inerease ) (16). 1t is wonth
mertioning that physiclogical deses of ctoposide ware wsed becawse
the eropoade oonoentration (e the plasma of cancer palens moamod
weille Wi ehug gampes Delwsn |—2 b {390 0 coupendsativn G brelow
from the 100 pM employed i previous stedics. The LDI PCR wad
by Blagcowr o {146) is mose senstive than the ntenp bese Aunrescence
it hybridization method employved here o detect ML Fusions,
Tunther confirmizg the higher suscoptibility of hESCs as pom pared
with mESCs to etnposide-induced MLE breaks, Furfiermone, hESCs
and early hksU-deryed hematopoietic denvaives seem to be more
susceprilile tu wigpmsid-indeocd MLE vaks Qen bie Dully difice-
entinied h28C derived hematopoietc cslla

The demoestmtion hst hERCE sad their early hemstopoietic de-
rivatives sre susceptibie o eoposide-induced ML rearrangements
ind cates thatembrynn @ exposre to DA topeisomerase I inhibitoes
might mxpand our wnderstanding sbows the cxlllar odigin for MLE
icArangements thal e Kwown W0 miae i were dunng embayomc)
fewal development. These dara also pinpolnt that o cas o dug
sergening and texicity studies, human cells offer an alternatve to
animal colls that may be maore scoursee and could help Farmet part
safety asves tha animal modek woald fail to identify.

W sext wondered whether the MLL eamangements conierhESCs
witina selecti e prolifeationur vival advastage, After leng -term cul-
ture, the proporton of hESUs harborng ML breaks dimimshed and
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U Bueno o al,

neither cell eyck variatons nos karyotypic changes or FLT3 muts-
tions wer: observed in the etoposide-treated hESC cultures, suggest
ing that the MLL rearrangements are insufficient to confer h ESCy with
asclective prolifemtion/aurvival advamstage. The proporion of HESCs
carying a reamakged MLL allele diminished from week 4 foweek 12
after etoposide testment. This slight ks in the propoction of MLL-
mwarmangyd hESC clomes sugoests that during the hESC oilture: hae
meostsi: there iz a balance between DNA repair ad cell death.
hZ8Cs harboring brokes but not fused MLL dleles may be unable
u-mpn:ir these breaks and would pﬂﬂwb'lya.mdnqn call death, It s alao
pausiblethat DA damage wou d have already been repained through
non-homologous end joining {supplementy Figure | s available at
Cancimogencesis Online ). In this scenarie, the hESC clonca harboring
aMLL allele would diminish becmise the ML breaks donot allow the
cells to proliferate at e same mie as the non-reamangsd ML cells.

ANNOUEH COMIMLS 2X POSE 10 ctopdskle promeotes slmller vul-
nerability to MLL marmagemens in embryonic versus moonatal stem
cellz, RESCs but not CB-derived CD34* HSCs scquired other numer-
1cal and structurs chromosomal abnormalites. n confmst o L3~
HSCs, hESCs showed ay enhanced susceptibility to bofh etoposide-
mediated cell death and an increased iscidence of chomosonal in-
siahility upon chronic exposure. The lack of cell transformation in
hESCs harboring MLL rearrangements along with other gepomic
abermations suggest 2-fold: (i) the functional impact of the MLL ‘usion
md resuting clenal expansion can occur downstream the oellular
arigin of the raslecaton and (ii) a specific MLL reamangement
Irtistinet o the MTF. fimions we rand omdy indfoeed incanre :;\r'rimrnt.:l
with mobest leokemogenic potential is required for transformation.
Taken wgether, cur data suggest that continuous e posure i topniso-
marase 11 inhibitees during human embry onde development not only
irduce MLL rearmngements but also make hESCs more suscept ble to
an increased incidenoe of chromosomal insults, funher linking em-
bryonic chronic genotoxic expoaure to genomic instability.

RESCamay become apowerfel tool for drug sereening and toxicity
o potentally harmful dugs bt also to predict the onset of dizeases
kvown i bcgin pronatally. This data should encourage the ficld to
ez plore the potential of HESCs is dnug dizcovery and in stedies simed
# predicting the snset of dizeases to wnrzvel fundamental mechanizms
wderlying the etology awd pathogenests af conditions known te anse
iR ure o,
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Introduccion: Existen numerosas evidencias que indican que el oncogén de fusion
MLL-AF4 se origina en el Utero durante el desarrollo embrionario humano, pudiendo
ser este oncogén de fusion el evento desencadenante de la LLA pro-B MLL-AF4+ del
lactante. Esta leucemia del lactante se caracteriza por su corta latencia y un

prondstico fatal.

Objetivo: EI microambiente celular de la médula dsea juega un papel importante en
la patogénesis de numerosas enfermedades hematoldgicas. Sin embargo, no se ha
evaluado si las MSCs de estos pacientes estan implicadas en la patogénesis de esta
LLA. Pretendemos determinar si MLL-AF4 esta presente en las hMSCs de pacientes
LLA pro-B MLL-AF4+. Este objetivo se basa en la hipdtesis de que MLL-AF4 podria
tener un origen pre-hematopoyético, esto fortaleceria la idea de la existencia de un
precursor comun para los blastos leucémicos y el estroma medular compuesto en

gran parte por MSCs, en el cual posiblemente se origine la traslocacion.

Materiales y métodos: En este trabajo analizamos la presencia de genes de fusién
caracteristicos de diferentes subtipos citogenéticos de leucemias pediatricas, en
hMSCs de la médula ésea de 38 pacientes diagnosticados previamente de diferentes
subtipos de leucemias agudas. La presencia o ausencia de reordenamientos en el
locus MLL, traslocaciones en BCR-ABL, TEL-AML1, AML1-ETO se ha analizado
mediante FISH, usando las sondas especificas de cada una de las alteraciones. El
estudio de las hiperdiploidias se ha realizado mediante cariotipo convencional. Por
otra parte, se ha determinado si las hMSCs MLL-AF4+ presentan reordenamientos de
las inmunoglobulinas (Ig) indicativo de de-diferenciacion o transdiferenciacion.
Finalmente hemos analizado la expresion ectopica de MLL-AF4, TEL-AML1 y MLL-
AF9, mediante transduccion lentiviral en MSCs de médula dsea sana, para comprobar
si se alteraba la homeostasis de estas células, produciéndose alteraciones en
proliferacién celular, medida por incorporacién de IP (yoduro de propidio), apoptosis y

senescencia.
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Resultados: Los genes de fusién TEL-AML1, BCR-ABL, AML1-ETO, MLL-AF9, MLL-
AF10, MLL-ENL, o hiperdiploidia, estan ausentes en la totalidad de las MSCs de
pacientes portadores de dichas mutaciones. Sin embargo, MLL-AF4 esta presente y
se expresa en 5-10% de las MSCs de médula ésea en el 100% de los lactantes
diagnosticados de LLA pro-B MLL-AF4+. Ademas, a diferencia de los blastos
leucémicos, las MSCs MLL-AF4+ no presentan reordenamientos monoclonales de los
genes de las lg. La sobre-expresion ectdpica mediante transducciédn lentiviral de MLL-
AF4, TEL-AML1 y MLL-AF9 en MSCs de médula 6sea sana no altera la homeostasis

in vitro de las MSCs.

Conclusién: Todos estos datos sugieren que las MSCs constituyen parte del clon
tumoral, revelando por primera vez el importante papel del estroma medular en la
patogénesis de la LLA pro-B del lactante con traslocacion t(4;11) MLL-AF4. Ademas,
las MSCs MLL-AF4+ no tienen reordenamientos de las inmunoglobulinas, lo que
excluye la posibilidad de que existan fendmenos de de-diferenciacion celular o
plasticidad de los blastos MLL-AF4+ sugiriendo un origen pre-hematopoyético de
MLL-AF4+, que parece que tiene su origen en una poblacion de precursores
mesodérmicos capaces de diferenciarse hacia linaje hematopoyético y mesenquimal.
Finalmente, MLL-AF4 por si mismo no es suficiente para transformar MSCs y la
expresion de MLL-AF4 en MSCs es compatible con un fenotipo mesenquimal,
sugiriendo un impacto celular diferente de MLL-AF4 en el sistema hematopoyético y

el mesenquimal.
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Bone marrow mesenchymal stem cells
from infants with MLL-AF4* acute
leukemia harbor and express

the MLL-AF4 fusion gene
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MLL-AF4 fusion is a hallmark genetic abnormality in infant B-acute lymphoblastic leuke-
mia (B-ALL) known to arise in utero. The cellular origin of leukemic fusion genes during
human development is difficult to ascertain. The bone marrow (BM) microenvironment
plays an important role in the pathogenesis of several hematelogical malignances. BM
mesenchymal stem cells (BM-MSC) from 38 children diagnosed with cytogenetically differ-
ent acute leukemias were screenad for leukemic fusion genes. Fusion genes were absent in
BM-MSCs of childhood leukemias carrying TEL-AML1, BCR-ABL, AML1-ETO, MLL-AF9,
MLL-AF10, MLL-ENL or hyperdiploidy. However, MLL-AF4 was detected and expressed in
BM-MSCs from all cases of MLL-AF4* B-ALL. Unlike leukemic blasts, MLL-AF4* BM-MSCs
did not display monoclonal Ig gene rearrangements. Endogenous or ectopic expression of
MLL-AF4 exerted no effect on MSC culture homeostasis. These findings suggest that MS5Cs
may be in part tumor-related, highlighting an unrecognized role of the BM milieu on the
pathogenasis of MLL-AF4* B-ALL. MLL-AF4 itself is not sufficient for MSC transformation
and the exprassion of MLL-AF4 in M5Cs is compatible with a mesenchymal phenotype,
suggesting a differential impact in the hematopoietic system and mesenchyme. The absence
of monoclonal rearrangements in MLL-AF4+ BM-MSCs precludes the possibility of cellular
plasticity or de-differentiation of B-ALL blasts and suggests that MLL-AF4 might arise in a
population of prehematopoietic precursors.
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Abbreviations usad: B-ALL,
B-acute lymphotblastic leukemia;
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brdizaton; HSC, hemaropaoi-
eric stem cell: MSC,
mesenchymal stz cell.
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A Exp. Med, vol. 208 Moo 13 3131-3140

Pediatric lenkemias possess unique biologcal
features. They are charactenized by the presence
of mmor-specific chromesomal translocations
that entail the generation of oncogenic fuson
genes (Pui et al, 2008). These chromosome
translocations contribute to the melecular patho-
genesis of childhood leukenia, and many are
well characterized, defining the different sub-
types of chilchood leukemia (Wiemels et al.,
2009). There s compelling evidence that several
of the common chromosome translocations (ie.,
MLL-AF4, TEL-AML1, and AMLI1-ETO) that
are seen in pediatric leukemia often origivate
prenatally in utero during embryonic/fetal

development (Ford et al., 1993; Greaves and
Wiemnels, 2003; Bueno et al., 2009).

The cellular origin of translocations within
the stem cell hierarchy cf the hematopoletic sys-
tem1 Is difficult to ascertain, particularly as the
functional mmpact of the translocation and re-
sulting clonal expansior can occur downstream
of the origin of the translocation (Greaves and
Wiemels, 2003). Stem cells are the main target
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for onzogenic events (WMoCulloch, 1383 Beya et al, 2001,
Srem cells are emennal for smbryogeassis and their vulnera-
bulity 1o cancer develapment nughe be seen as an evolution-
ary trade—od for thewr unique propestics [Wesamar, 20040
Furthermaore, many czll signaling patrerays and tramscripion
tzctors esental lor nonmal embryomic development are also
master regulaton imvelved in cancer onset anc progression,
suppoming a strong link between embryonic/fetal develap-
ment nd cincer (Clack et al, 2007 Dieshpance and Bk,
2007, Direesen and  Brivanlou, 2007; Bueno er al, 2007,
2009 Grigoryan et al, 2205; Jiang and Hui, 2008; Liird
e al., 2008),

The celular crganization and reladonships among pre-
curson that mitiate embryonic ingiogensas and hematopol-
iz in the humar have been chasactenzed [Wang et al., 2004,
Mencudee o al, 20040 A Lipoten praniave Lernangriolla
derived from human embryone stem cells 15 uniquely re-
sponsinle for endothelial and hematopoietic development
(Wang et al, 2004; Menendez et al., 2004, The detection of
the BCR/ABL onccgene and lymphoma-specific genetic
aberranions in endothelial cells from chronic myelogenous
Fkmphoma ind B cell mphom patients saggests that endo-
thelial cells may be pare of the neoplastic clone (Gunsiins
e al., 2000 Streubel =t al., 2004; Fang et al., 2005), and that
hemargioblasts mther than hematopeietic stem cells (H5Cs)
appear to ke rarger c=lls far the fire oneagenic bt which
could ocour during the first steps of embryonic stem zell
dilferauiaion and o0 i Leoaugiollasts sorsisiog uoadadis
(Frindall, 2705},

The emstence dunng developrrent of mesendodemal
progenitors that are multipoten: precursors comumon for the
visculature and for a vanery of mesoderm-denived tisues has
long been saggested (Waller 2t ul., 1995; Minas er o, 2002,
Cossu and Bianco, 2003; Tada et al, 2005; Bakme et al,
2207}, Furthermeore, the BM hematopoietic microemvronment
pays arole in the pathogenesis of a variety of hematalogical
maligrances, including acute leukemia, muliple roveloma, km-
phamas, or mye odysolasos syndrae (Strenbel eeal | 2004
Blau et al., 2007, Corre et al, 2007, Walkley et a., 2007,
Lopee-Villa et al, 2009 Mecudyoel steon cells (M55
are key components of the BM milieu, and many effores are
being andertaken to msess their ole in several hematopaiens
tumor (Cascia-Castro et al. 2008,

Dhrning in utero develoomert, lenkemic fusion genes may
arizc in a pepulaticon of meacodomal prebomatopoictic pre-
curson that would gwve rse througiout deveopment t a
vanety of mesoderm-derved fssues, ncluding H>Us and
MS5Cs Howewver, the question of whsther BM-MSCs from
caildhood eukemia harbor leukerma-specific fisicn genes
his not been adcressed.

Here, fision genes were not detected m BM-MECs from
any suscype of childhood leukemia, buc in infane MLL-AF47
B-acute lymphoblastie leukemia (B-ALL) MLL-AF4 was de-
rected and expressed m BM-MSCs fom all patients studied.
MLL-AF4* BM-MSCs displaved no monescloml [g gene re-
arrangements. Expresion of MLL-AF4 in normal BM-MSCs
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15 compatible wath a mesenchymal phenorype. Cur data sug-

gest a catfersnoial impect of MILL-AF 10 the hemaropoiesic
syitemn and mesenchyme.

RESULTS

Establishment of BM-WSU cultures trom children

with different acute leukemias

MEC cultumes were siccesfully established ard expand=d
from the BM of 23 children diagacosec wich distnct sabeypes
of childhood acvte lenkemia defined by specific chromo-
somal abnomalices. Table [ depices how leukemic patienes
were grouped according to specific cytogenetic abnormalifss.
BM-MECs displayed typical fibrobastoid morpholegy (Fg 1 A)
ard immunephenctype (Fiz. 1 By MSC calturss were con-
sistently devoid of contaminating hemaropoletic cell:, being
uggaiivs e CE45, CD24, HLA-DE, CD15, wsl D4,
but express common M5C markers, includng COS0, COT3,
CD105, CD166, and CD106 (Fg. 1 B). To furher charac-
tenze MSCs from pediatric acute leukemis, adipogenic and
oxenblistic differentiation asays were performed as suggeseed
(Cerminic e al., 2006; Fig. 1 C). Ostecllastic and adipo
genic differentiation was achieved with a simibr eficiency
than those of nommal BM-MSCs (Fig 513 Thus, MSCs de-
rved from a varlery of pedntric enkemic BM mmplss seem
to be phenctypically and functonally similar to those frem

healthy domors

M_L-AF4 is present and expressed in BM=MS5Cs

from infants with MLL-AF4* B-ALL

We detzrmined by fuorescence in ste hybndization [FISH),
whether BM-MS5Cs fiom cytogenetically differ=nt saboypes
of pediatric acute leukemias share the specific geneuc
aberratiore presert in the lenkemic blet. The corresponding
lenkemic fision gene could never be detected n BM-
MECs from childheod acure leukzmias carrying TEL-ANMLL,
BCR-ABL, AML1-ETO, MLL-AFY, MLL-AFLO, or MLL-
EML fisions or hyperdiploidy (Tible | and Fig. * A). [n con-
trast, MIT-AF4 s derectsd m 68 + 1 7% o7 BWM-MS s
frorm all the cases of MIL-AF4 infane B-ALL (Table [ aad
Fig. 2 A).

We next exammec whecher MLL-AF4 BM-M5Cs -
press the MLL-AF4 tanscnpr. MIL-AF4 was expressed in
MLL-AF4—arrying BM-M5Cs ind in the leukemic »lasts as
assessed by real-ume RT-PCE (Fig. 2 E), indicating chat
ameng the optogenctically cstinee podiatric acute loukomis,
the leukemia-specific fision gene is only present and expresed
mthe srom: mucroenyronment from mfants with the aggres-
sive MLL-AF4* pro—E-ALL.

V[DJH monaclonal resrrancements ware present

in MLL-AF4- leukemic blast cells, but absent in BM-MS5Cs
from infanls wilh MLL-AF4' B-ALL

Monoclonal Ig gene rearrargements were performed o ex-
clude contaminacon of the MSC culures by leukemic cells
and to rale our de-diferentation of ALL olasts into M5Cs
Lling PCE., gene scanaing, and sequencing we charastenzd

MLL-AFS fusion in IM-MSCs from infaint MLL-AF4* B-AL. | Mardndez =: al
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Table I Presence of leukemic fusion genes (and byperdiploidy] in BM-MSCs from a cobort of infants/children with

cylagenetically distinct acute leakema

Patient 1D Diagnosis Cytogenetics Apge Fusior gene in M5C Positive cases in each dizgnostiz
[fusion gene] [moths) group

1 *1=-EB-ALL L[12,21) TEL-ARL1 0 MO

2 *re-B-ALL t(12;21) TEL-AML1 e NO

3 *re-B-ALL T(12;21) TEL-AML1 X MO

4 *re-B-ALL t(12;21) TEL-AML1 42 NO

5 *re-B-ALL t(12;21) TEL-AML1 0 NO

[ *re-B-ALL t(12;21) TEL-AML1 E4 MO 012 (0

7 *re-B-ALL t(12;21) TEL-AML1 42 NO

4 *re-B-ALL t(12;21) TEL-AML1 et NO

9 *re-B-ALL t(12;21) TEL-AML1 =x) NO

10 *re-B-ALL 112211 TEL-AML1 44 NO

" *re-B-ALL t(12;21) TEL-AML1 il NO

12 re—R-Al (177 TFL AR ta M

13 M2-AkL 113:21) AMLI-ETD 144 MO o1 (08

11 r= B ALL ti0;22) BCR ABL 2 MO

15 *re-B-ALL t(9;22) BCR-ABL 48 NO

18 *1=-EB-ALL 1[3,22) BCR-ABL - 4] MO Of5 (08

17 *re-B-ALL t(9;22) BCR-ABL pr NO

14 “re-H-ALL {4;22) BUR-ABL 2 ML

19 T-AL Hyperdiplaid 0 NO

20 *re-B-ALL Hyperdiplaid 44 NO

21 *re-B-ALL Hyperdiplaid ) NO

22 *re-B-ALL Hyperdiplaid % NO

23 *re-B-ALL Hyperdiplaid % MO L0 ()

24 *re-B-ALL Hyperdiplaid 44 NO

25 *re-B-ALL Heperdiplaid 142 NO

26 *re-B-ALL Hyperdiplaid ) NO

7 re—R-Al Heyperdiplaid ] M

24 *re-B-ALL Hyperdiplaid 3] NO

ao ra B ALL +(4;11] MLL AF4 [ YES [4¥4)

an *ro-B-ALL tl4;11] MLL-AF4 1 TES (T4 4/4 (100%)

n “ro-DO-&LL t[4; 1] MLL-Ar4 [} LS [7%)

32 *ro-B-ALL tl4;11] MLL-AF4 4 TES [3%)

33 F5-AkL T(9; 1) KLL-AF2 180 MO

34 IE-ALL 13;11] MLL-AFS = NO

a5 M2-AkL 19;11) MLL-AFD 7 MO & [0

36 IE-ALL t10;11) MLL-AF10 5 NO

7 *re-B-ALL t11;19] MLL-EML 7 NO

38 AL t11;19] MLL-EML a NO

*Number Inparentieses revesent: percentage of MSCs.

the presenice of monackmnal rearcsngements of the heavy
chan of Ig genes in genomic DA fiom MLL-AFS Bukemic
hlast colk froum the seailable cases. As expecred, chey cisplayed
at east one menoclenal VDNTH rearangement dentriable by
PCE. and gene scanning, Paient A hed one incomplecs
menoclenal DTH (DH2#2-JH3*02; Fig, 3 A). Patient B had
two ideatifiable monodonal rcarrangement, onc complees
VIIH WHaA-1*01 1GHD2-2501/ IGH]4%03; not depicted)
and one nocreplers DTH (DH1-26-THI; Fig. 2 By Pariene © kad
o= incomplers monoclonad DJH rearmngerment (DH3-%TH4.2;

IEM
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Fig 3 ) Fig 53 dwplays the electrophercgrams confirming
products sequences.

Mnee snch rearsngements wers charactenized o rhe
MLL-AF4" levkemic blasts, we searched for their presence
in tae MLL AF4* MEC: from BM from the same infanis
with MLL-AF4" B-ALL (Fig. 5. A-C. 1). For this purpose,
wo teated dilucons of the MLL-AT4- loukemic blast zella ia
normal M5Cs by wing conventional PCE. amphfications
with consensus primers of VH, D'H, and TH segmenes (vaa
Drongen e al., 2003 In bath cises, the most sensinve PCE

Aofll
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approach was provided by DJH rearangemens. The meno-
clonal patterns of both moncdonal amplificstions wers al-
ways identifiable in MLL-AF4* leukemic blas cell dilunons
wirh normil M3Cs with a sensicivity of 1073-10~ (Fig. 3),
sensitivity which 15 considered the usuzl standarc for IgH
rearrangements (van Dongen et al., 2003), eppecilly when
the nenlevcemis backgreond is compossd by celb wath Ig

A Morphology

Cil Red staining

C

Figure 1.

genes in germline configaranion such as normal EM-MSCs
(Lapez-Pérer ot al , 2000, 2001). Howswver, whea this sen-
ative methodoogy was used in DMA from MLL-AF4
BM-M5Cs, the amplification of the moroclonal PCR
product was always negative. Collzctively, whereas mono-
donal Iy gene rearmangements were consistently detectad in
MLL-AF4* leucemis blasts, no menoclenal rearcngements

Characerization of MSCs derived from dhildheod lenkemia patients. [A) Merphobgy. [EI FACY analvsis of M3 surface markers. Gray

ara indcatesthe isatype contro and e empte area shows specific antibocy staining. (C] Adipogeniz (oil rd staining) and asteogenic lalzarin md staning)
differertiation potential of M5Cs Data from n = 33 chilcren sufferirg from ecute leukemia. Ears, 100 pm
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could be detected in BM-MSCs from any MLL-AF4T Ectoplc expression of MLL-AF4, MLL-AF9, and TEL-AKL1
B-ALL patient, mling cut potential contuminition of the in EM=M5Cs exerts no effect on MSC culture homeostasis
MEC cultures by leukemic cells and saggesting a clowe ealy  To further explore whetier dstinet leukemia-assoaared fusicn

developmen:al rationship betwesn MSCs and the leuk=- oncogenes exert differential effects in MSC calture hoveosta-
mic hlassts rather than plasticity or de-differentiancn of  sis, the lentivizal ectopic expresion of MLL-AF4, MLL-AFS,
B-ALL blass. aned TRL-AMLL ftatous (Fre 4 Ao aoonad DM-MSE wes

MLL-AF4+ MLLAFS/AF10/ENLs  TEL-AML1+ BCR-ABL+ AMLA-ETO+

-]

Patient MSCs

t

Hyperdiploidy

Patient Blasts
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Figure 2. MILL-AFL fusicn gere is present and expresed in BM-MSCs from infamts with MLL-AF4* pro-B-ALL [A) 7I5H performed in
patent-derived M5Cs top rowl and leukemic blasts (bothom row; n= 38] Leukemia-specific fusion gznes were dlways obeered in the keskemic population.
Using a split apart: prebe, MLL reamangenents are identified by the presence of one ed sicnal, one green signal, and one vellow signa (germline). Using
locus-specific probes, the fusiors "EL-AMLT, AML1-ETD, and BCR-ABL are determined by the presence of yellow fusion sicnals [ind th derivative chro-
maosome), whereas ozls without the translocation have twc gresr (zither BCR TEL, cr ETO) and twvo red signa s [eitrer ABL or AML1]. The white arrows
degict the rearranged allek. G-barding karyotsping was peformed in the BM-MSCs from children with beperdiploid (=51 chromnosomes) B-8LL [n= 10).
Bars, 100 um [E) Representative RT-0-PCR experiments performed in daplicats from two patients showing MLL-AF4 trarseript sxpression in MSCs from
infants wth B-aLL MLL-AF4,
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Figure 3. %[DUH monodonal rearranjements were present in MLL-AF4* leutemic blast cells but absent in BM-MSCs from infants with
ML -AFd+ B-AL 1. 8)WTHH maneclanal earrargements of patient & (& 1] INA from WSS from the patient [ 70 areilited disgnastic leabemie bast
sample. [, 3-48) 10, €, 1, and 0.1% dilution, respectively, of DMA Fom dizgnostic kukemic Hasts into DNA from normal M5Cs. The monoclonal rearangement
(234 kp; fillsc blue peak) is d=t=ctable in MLL-AFH keukemic blast cells wheress it is absent n MLL-ARS* MSCs. & it canbe szen in A (§], the cetection
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compared. Lentiviral-mediated transduction effidency of
normal Bvl-W5Cs wes beoweer 1% and 65% for che differenc
fision genes and was 100% for che SFP conrel (Fig. < B).
Tramsgene expresion was demonstrated sy CFP expresion
(Fg 1E), BT PCP., and Western blot (Fig. 1 C). Az exqpected,
inconrast o H3Cs, germlne MLL & not expresed n M5Cs
(unpublshed data). “Lansduced MU culures weere followed
up for 42 d. and alnare homeoster was analyzed for the differ-
et fision genes. Ectopic expresdon of the indicated lenkemic
Tusteons cocogeus did vt aler e poolifeauon (Fig 4 T ad
cdl cyde disnbuton (Fig. 4 E) of the BM-MSC culrures. Simi-
latly, ectopic expression of the fasion oncogenes had no effect
on cell deatk or anoptosis: =90% of the cansduced MSCs were
alive and healthy % wh after trarsducon (Fig. 4 Fl. Simihr 0o
normal MECs, those tarsdnced with fusicn oncogenes under-
went snescence by prsage 9 (62 d) & asmeyed vy Begalacos-
dase assavs (Fig. 4 G). Addinionally, MLL-AF4* BM-M5Cs
lacked eapueaion ol OIS o atem ol iaker previcualy poo-
posed o be induced by MLL-AF4 in leukemic blasts {Thormas
eral., 3005; Fig. 54). These dara mdicate char MLL-AF4, MLL-
ARG, and TEL-AML] expressacn & compatible with o mesen-
chvimal phenotype and doe: not aleer the cnlture homecstasis.

DISCUSSION

Previous studies have found that the BCR-ARL fision gene
ard lymphoma-speciic genotic aborrations are prescntin a
proportion of endothelial cells denved from chronic my-
elagenous lvmphoma and lymphoma petiens, rerpectvely
(Comsilns et al . 2000; Seeenbel el 3043 claiming the
existence of a bipotent hemangoblatic precussor capable of
producing endotielial and blood cells. The presence of chro-
mosomal abnormalines on MSCs from hematelogical malig-
nancesis controversial Foecent sudies have shown that MSCs
from multiple wyeloma and myeledyeplastic syndrome are
atnormal ard display zenomic aberrtions identified by gene
expresaon of CGH-based arays (Corre et al., 2007; Lopez-
Willar ec al.. 200%), ndicating that the stroma may play arcle
in tumor parhogenes.

Leukeruc fizion genes may arise, dutng in utero devel-
opment, in a populaicn of mwesods=rmal prehem:opoietic
precursors thar would give nse to H3Cs and M5Cs. BM-M5Cs
from leukemic children are candidae ccll targets for frxon
grene screening because they are ontogenically close to in utero
developmen:. However, the qusston of whether BVI-MS5Cs
fromn childhand lenkeria harhar and expres levkemua-specific
fision zene: has not been iddressed.

Ardicle

Here, we searched for leukemn-specific fusion genes in
EM-MSCe from chikdren with cytogenencally different acure
leukemias. Levkemic fusion genes were not detectsd in
BM-MECs from any subrype af childhcod leukemia, but in
iafant MLL AF4+ B ALL, waere MLL AF1 we detecced
and expremed in BM-MSCs from all patiens stvdied. Ons
tndings suggest that M>Cs mnontane MLL-AF4™ H-ALL are
tamor relared. MLL-AFA is kaown to znse m utero during
Fuman development, and this infant B-ALL is characterized
Ly 1tz dizaal preoaneds and very sbon ey, thue o clues
cevelopmental relaticnship betaeen the MSCs and the lsuke-
ric basts i this subtvpe of ofant B-ALL dugnosed shorly
after birth & plansible. Whether MIL-AF arises in 3 commen
precusor capable of diverging inte blood and mesencayme
or It cooure as an ind=pendent event in leukeric boasts sand in
the stroma still nescs to be eucidated. OF note, it muy be
plausizle that the alernative leukemic fusion genes may be
Lo e MSCe pow vuly i dus sulbstype of dizoal o
MLL-AF4" ALL but alo in other children who develop
neserchymal cancer (leukemus and sarcomas) in arera,

In line aich the plistic behovier of cels duning emboyonis
cevelopment, M5Cshave been reported to have a promiscu-
Cus gene expression pattem, being in a stindby state in which
rany gene families are expressed at a lowr bevel, thereby mraking
tae cell readily capable of shifting faces (Tremzm etal., 2001).
[3 all samplea analyz=d, monedlon: lg gone recarnangements
were sonsitently detected in MLL-AF4~ leukenic blasts bu:
could never be detected in MLL-AF4™ BM-MSCs. The ab-
senee of manoclanal seamangementsin MIT =3R4 RS
rales our the posibilty of cellular plasticey ar de-differentia-
ton of B-ALL blasts and sugpess that MLL-AF4 might a-se in
a potential mesedermal commen precurser. Additionally, che
fict that all MLL-AF4™ MS5Cs were evploid prechades the
posibilicy of cell fusion.

Imporantly, MIL-AF4™ M5Cs dic not seem to have
prodiferative advantage, and ecopic expression of MLL-AF-
11 nommal BM-MSCs exerted no effect on MSC culture ho-
meostisis. This indicates thar MLL-AF4 expression is com-
parible with a mesenchymal phencrype and thar MLI-AP-
iself & not sufficient for MSC transormation, suggesticg the
potencial need for sezondary cxoperating oneogenic his and
aditferential impact of MLL-AT4 in the hematopoictic sysecm
and mesenchyie. The mechanisms by which the BM-MSCs
1 mbine B-ALL acqare this leukema-s»ecibc geaenc aber-
ntiom remain te be elncidarer. Whether the MIT-AF4 fia-
son issimilar berween B -MSCs and leubemic blase suggestive

sensitivizy is betwess 0.1 and 1%, (B IJH monoclcnal rearrancements of patient B (B, 1] DN& from M50 from the patient (B, 2-5) 10 8, 1,ind 0.1%
dilution, respectively of DNA from diagnostic keukemic b asts into DNA from normal MECs, The DUF moneclona rearmangenent 268 b; filled blus oeak)
iz detertahle ir WAL-8F3% [2ukemic hlast eelkowherss itis sbsent in M-AF4* M50 (7] NHH monnelanel rearmangerients of patient © 0511 TMA finm
MECs fram the patient [T, 2] urdilute: diagnostic keukemic blzst sample, [C, 3-7 10, € 1, 0.1, and 101% dilution, respactively, of DNA from diagnastic
leukemic blasts into JNA fom rormal MSC=. The Cll | moneclonal resrrancemens [+D:'bp; filed bluc pca{] iz detectazdc in VILL-AT4- leakem e blas cells
wherezs it is shsent n MLL-AF4* M5Cs, As cen be seen in C [5 and 8) the cstection sersitivity is between 0.1 and 1% for patients & and B and between
001 @nd 0190 for perlent © 10 should be nomsd That In 3l patlents there ks an unspectic ampificatizn peak [Bmpry blue pezk] of 242 bE that s usec &s

indicator [posizive controll of DMA amylification (IgH gemiline alleles).
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Figure 4.

In witro effects of ectopic expression of TEL-AMLY, MLL-AF4, and MLL-AF2 in the homeostasis of normal BM-MEC cultures

(&) Schematic representation of the bicistronic lentivectors used. (B Phase contrast morphology and GFP expression in lentiviral-trarsduced normal
BiA-MECs Bars, 20 pm. Mock indicates no infection; GPP indicates transduction with an empty vector Transduction efficiency was measured by flow cptom-
ety as peroentage of GFP* MSCs 3 d after transduction, (C) RT-FCR [topl and Western blot [bottom) shawing the expression of the indicatsd fusion genes
in transd uced MSCs. (D) Growth curves showing similsr growth properties among the different MSC cultures [ = 21 (E] Cell oycle d stribution of modk and
fusion gere-cxpressing M5Cs. [F) Anrexin W binding assays showing low kevels of apoptosis of M5Cs regardless of the leukemic fusion gens overexpressed,
(5] Senescence-associated [-galectesidase assays of the indicated MSCs at passage 2 and 9. Experiments were performed twice with identical outoome,

of an unequivocal conumon precurscr alxo remans o be eha-
cidated. [r 15 worth mennoning chat even idenrical fusioms
might give rise to distiner transcripts through aleernanve

splicing, whereas identical transcrpts might alse display di-

dofll
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ferent phenotype because the transcript/ protein may exert
differennial eftects m a cell-dependent manner, perhaps par-
tially expliining the lack of trarsformation by MLL-AF4 itself
m BM-MSCs.
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MATERIALS AND METHODS

Pasents and mmple. 35 childen dignoed with cytopanatically iffarst
ALL or AML were enrolled in this study, Avabe lukemia were grouped as
follewn: TEL-AML1™ B-ALL {w— 13}, BCO-ABLY B-ALL {n — 5), AMI1-
ETO" M2-AML {n = 1), byperdiploid B/T-ALL b = 13), M_L-AF4* pro—
B-ALL = 4}, MLL-AFY AML {8 = 3], MLL-AF10"° AML {1 = 13, a3d
MIL-EML® B-ALL/AML fu = 3). TaHe I sumnourizes the diagnosis, cyroge-
netizs, and age for =ach patient. Median age bor sach group was @ folloas: 51 =
16 ma for TEL-AMLL, 65 + 10 mo for BOR-ABL®, 47 £ 35 mo for by
perdiplcid, 38 = 61 mo for MLL-rearrang=mieres with a parcner diffesene than
AFe, and 6 £ 3ma for MIL-AFY. BM samzles weere harveated ar diagnsis.
Leukemic blist were used for routine cytogenedc and nclecilar dagnasic
sereerdng. and MSCs were isoliesd. charactedzad. and sxpandsd for cvtage-
netic, molecular, and funcicnal studizs. This soedy was approvec by the
Tstitnrinmal B evisns Roard of Hespinl Biia Jec, and cmples were che
taired upon inbrmed consent from the pareats.

Isolation and :xparsion of BM-MSCs. Moncnaclearcell fom B3 wers
wolated by centmfugabon (UK g 23 mun, using bicell-Faque Fus [LE
Healtheae) dewsity gadient. Mononuzlear cells were sseded ar 2 density of
3% 10 cell per cmdin MeaenCule medium ind M3C sapplenents [STEM-
CEL Technologies) and incubased ar 375 in a 24 hunidified C0; atma-
sphere. After 24 b, noradhersnt cells were ciscarded and fresh medum war
add=d. When cell cubure achisved =85% of censity, adherent clls wers covp-
sinired, wazhed and replited at a concentration of 5 % 17 celbk per em®,

Characterization of MSC cultures The immunephenatyze of culnared
D3MSCs s ausalyecsd Ly Tuw i gionctiy as preeioly desuiliod (G-
Carro etal., 2008}, In briel, 2 = 10% cels wee incibated for 30 min with de
il nue —soujugaed woea ol ailodie: S, CDT3, CDL05,
COéG, CO0S CC45, COM, HLADR, CI0%, and ZT014 (D) oo their
respective Boome controls, Mext, stuned celk wers washed o PBS ind ara-
tezed in a FACE Cante 11 cyiometsr (BOH, COL33 (one 29303 Milbenyi Bio-
tec) exprasion was alio anahyzed in MECs overexpresing ectopic MLL-AF4,

MEC differsntigicn sudie: were performed by plating the M5Cs in
specific cifersatiation incuctive media for 2wk, as previonsly described
{Roodrigaer et al.. 20091, For wdipopenic differentiarizn. cells were cal-
rured in Adipogenic ME 0 Diffirentisdon Jullsiit Lonz) and differen-
e G e B W W O Byl e
differentistion. cells were cultred in Owzogenic MEC: Diferen tation
BulktEit {Lanz} and diffireotisted caleurc wen stined with alimrin red
S [Sigma-Aldri-h).

FISH and karrotypng. FISH wa pedonmed on kukemic blaw and paden-
makching MEC: a3 descobed (Bueno ec al, 2009; Caalina et al, 2003),
wing cowmerdally wvailible probes (Fwiv ne), BORGARL TEL-AMLIL,
and AMLL-ETD fincoms were detected using locis—spedific Lil Dl Coor
Traaslocation probes. MLL rearrengemisnts were aralveed using the TSI 3L
Traal Color Break Apart Foearrangemert Probe, Atleast 200 nuclsi were ara-
Fezed. The sbides wers analered 1 a fluarsscencs microecope equipped wech
appropriaze fleers using the 1515 ofrasre (Metasyreme).

Aneuplids v assrssd by commntioml © banding ar previcady e
scribed (Catalice et al, 2000, Chromosomes asre vingalived wng 2 modified
Wit s stwining, AL Teast 20 uetapluse: were anadyesd ving o cousou-
ticral microecope ard the IRAR OGS sofware (Wtayiems). The MV4:11
(2L~ AT4"), THP-1 (L2 -ATe"), and FEH (TEL-AML L") cell Hne were
used s positive controls for FISE studiss,

Cuantitetive AT-TCR detection of MLL-AP4 traxscript in patiert-
derived MSCL Fed-stime quastitarive FUT-PCR was dons as previculy
described (Sabkert et al, 2003}, Primers and Tagman probes for cetecting
spevific MLL-AF4 fusion ranscripts were sencheiized sccording t2 Janzn
a5 (Jarwsn sl 305 Tn the POR reaction, twee diffssne 2T T oaachoring
forward oligoauclestides (MLZ-F1 and MLL-72), two difersat AF4-
anchoring revere cligemace crids LAFA-TL md AFA-TU, and ewe differont
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proces (MLL-T1 and BMLL-TZ) were wed simulaneowly, ABL tanscrpt
arm rad far normalizarian Wellaed st sl W03 Prrern and probes o
quences ire described ebewhere Beilard e al., 1003; Sabex et a., 2003;
Janssn s al., 20050 The BAVA:1L (BALL AFA") and THP1 (PALL AFG) call
lines were used ar positive and negative conrols, rspectivehy.

Vectors, lentiviral production, and ransduction. The followiag
dual-promoter hasion gene—sxpressing lencivirues were med in this sy
pRAL-GFF, piRLMLLAF4-GFF (Fig. 5. pWPIMLLAFI-GFF, asd
HR-SIMNZSCEW-TELAMIL (provided by T. Exver, Dufod Universizy,
Cudord, Englird, 1K Eig 4 A, Viral particles preudooyped wich the VSW.G
prevsin were generated or 2637 cells wing a staadard calcium -phoaphate
bramfectiom peireed and wens rancen-rted by nhaeeifngtion. Moersal
MECs from healthy doners wers infzcted overight with concentrated
virtcar. Tha Ecllawing dar, the viral mpermtant was remeved and trane
duczd MFCy were wathed with BMEC media and allewsd to sxpard for ap
o 10wk

M culture aomeostass analysis. M50 cultures were asessed dady for
chages in growth rates anc meorphology, Growth curves wers performed oy
asszsing the cell nunber in trplcate M5C culourss, Cell cyee anayis wa
perormed by flaw cpomemy after propidive iodide stairing of T0% sthanal-
fixed cell. Apoprote cel's wes anayzed by flow cypomey wing PE-
Anaexin ¥V acearding to the mamifactuesr'’s jastrucdone ‘BD). To determine
semscence-wsociates P-giacrosidase activity, MICs were Azed and inoa-
hared rrvarmighs with ¥ ol cohricn (A i) as preaioady dearribed (i
and Sedivy., 1999),

RT-PCE. Toml RMA ewracton and B T-FCR reactions wee dope as pre-
wioely decrbed (fommes & d, 2009, B T-PCE. conditkons were a follows:
cDMA svachesic at 370 for 2 b, prePCR. deratumion a %47 Clor 2 min, ce-
matiracian at 9452 bor 30 s, mpealing a 00°C tor 30 1, and exeenson a 7250 or
3y for 35 cycles. Primer secuence wereas follows: TEL-AML, 5'- ATCATG-
CACCCTCTEATCOT 3 and 5 - ACGCCTCCCTCATCT TGO CT-3,
MIL-AFL, 3 CACGACCAAACACANVAARACTG-3 and ¥-CTTCTG-
CAAGGCACTCOTCGGAY  and MLL-AFY, 3' GCACTCTCTOCAAT-
GOCAATA-Y and F-CCCTTIGTCACATTCADCATTC A,

WDYJH Ip gime menodond resimagancnia, Conamic TIMA Eex
l=ukemic blast: from nfang diamesed aich ALL-AF4~ sro-E ALL was iso-
Latml Gows D8 sangdes ot diaguees vadoy staolaod wsbods, Cooples
VIH and incomplete DJH rearmangamene: were ampified and identifed
usncg the BUME -2 straiegy fran Uongen e al., 2005, Foramphficabon
of complts VIIH mamangements, a 12t of famiv-specific pimens of the
FR.I andFE.2 regiom: and coe [ comense primer wese used in o mal-
tiplexed PCR reactions. Amplifeation of ircomglete DJH rarrangements
wa performed in two different reactise wing familyapecine priners jor
DHI te DHE and THT tamilis, respectdwey, tapether with the contenne
JH primes All reaction woer pedfirmed in 50 pl mixhars contdning 30-100ng
aof DA and 10 pmisl of sach primer. All these ampl ficatione w=re per-
formsd wing genomic DMA. The meaoclonal nanare of the rarrangement:
e confrmad by che idecif of tingle amplificat
caniing aahysii following descrbed criveria. (Lépez-Péoez ecal., 2001; van
Do et al., 20000 Al pueadus wae secusuwed w previvuly deibed
(Cenzale: et al, 2005, PCR. preducts wers separated by PAGE and visal-
Lzec wich echidum beamide. Mcnocloaal PCE. produce wers purited wrh
ExcSap (USE Corp.) and directhe ssquencedin an ABI 3130 DA saquence
amahzer ping Biglwe Termimctor: with te v11 Cyele S:quencing it
{Applied Biosybems; Gonzaler ot al., 2005; Fig. 54,

peaks by gense

Western bloting. Whok-cell exrads from GFP-PMSCs ard M1L-AF4-
MET were pruolved on &% SDE-PAGE geb and dotrsd cnte mitrocelulos
raembirare (RincR ad Tabesiariad 3ATT 2 AFL fiwien prevain s 350 TTH) e
detected with the enhanced chemilumirescence detsction systen (GE Healh-
carc) wasing an asb-MLL e body (1750 dilation; clone 234.4; Millipos).
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Online sapplemental material. Fig. 51 shows representative picturs:
displaying adipogenic foil red) and ostecgenic Glizarin red) differentation
from nommal B -dedved M5Cs. Fig. 52 shows that the human 3MLL-AF4
DA ha been ssquenced. Fig. 53 shows electrophercgrame confirm-
ing the WIDH product sequences. Fig. 54 shows the lack of CD133
(Prominin-1] expresicn in primary MLL-AFd—exprening BM-515Cs, Online
supplemental material is available at htep:/ S www jem.org/chifcomtent/
Fullfjem. 20061 050/D0C 1,
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V. DISCUSION

Estabilidad genética en las hESC: premisa necesaria para su uso como

herramienta bioldgica en estudios de modelos de enfermedad.

Con la obtencién de los primeros cultivos de ESC en raton (en adelante, mESC,
siglas inglesas de Mouse Embryonic Stem Cells) (Evans and Kaufman, 1981), se
plasmaron las bases para desarrollar la metodologia necesaria para obtener
finalmente hESC. Asi, en 1998 se hacen publicos los primeros datos sobre la
derivacion de lineas embrionarias obtenidas a partir de un blastocito humano
(Thomson et al., 1998). Este hecho supuso, en ese momento, una esperanza para
enfermedades que hasta entonces no tenian curacion. Hoy dia, tenemos la certeza
de que cuanto menos, las hESC son una herramienta sin precedentes para llevar a
cabo investigacion basica y pueden ayudar a desentrafiar aspectos hasta el momento
desconocidos de la biologia y patogenia de muchas enfermedades de origen

embrionario/fetal, y de las fases tempranas del desarrollo humano.

Las hESC son una fuente de células pluripotentes capaces de diferenciarse a
multiples tipos celulares, abriéndose innumerables oportunidades de aplicacion en el
campo de la biomedicina (Davila et al., 2004; Keller, 2005; Lensch and Daley, 2006;
Menendez et al., 2005b). Por ejemplo, estas células representan una oportunidad
para utilizarlas como modelo en el que reproducir y estudiar el impacto funcional y
molecular de los oncogenes de fusion caracteristicos de muchos subtipos de
leucemia infantil cuyo origen es prenatal. En estas patologias no seria l6gico estudiar
el mecanismo de transformacion en muestras de pacientes, porque en muestras
primarias de pacientes, todos los eventos oncogénicos ya han ocurrido y no podemos
distinguir entre eventos iniciadores y eventos oncogénicos que mantienen el tumor.
Los modelos animales existentes para muchas leucemias agudas pediatricas no

reproducen la enfermedad, lo que indicaria que en el modelo murino, por ejemplo, se
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pierden componentes esenciales del proceso leucémico que estan presentes en el
humano en estadio embrionario/fetal (Greaves and Wiemels, 2003; Lensch and
Daley, 2006). También puede ocurrir que la célula diana utilizada en los estudios, no
se encuentre en el estadio jerarquico/ontogénico adecuado. Todo ello respaldaria el
uso de las hECSs para desarrollar hESC transgénicas que expresen los oncogenes
de fusidén caracteristicos de leucemia, y posteriormente estas hESC transgénicas
diferenciarlas a hematopoyesis paras analizar si genes de fusidn o factores
transcripcionales asociados a leucemia, juegan un papel en la formacion y bloqueo de
los distintos linajes sanguineos. Estos derivados hematopoyéticos que llevan las
alteraciones cromosomicas propias de diferentes subtipos de leucemias, podrian, por
tanto convertirse en un modelo novedoso para estudiar las leucemias agudas
infantiles con origen prenatal que carecen de un modelo humano adecuado, debido, a
la falta de acceso a tejido embrionario humano/fetal por causas de indole ética y

logistica.

Existen numerosas evidencias cientificas que demuestran que las hESCs tienen
tendencia a la inestabilidad genética cuando son mantenidas en cultivo durante largos
periodos de tiempo. Sin embargo, cabria preguntarse si solamente es debido a la
metodologia de cultivo utilizada o existen caracteristicas inherentes a las propias
hESCs que las haria mas propensas a dicha inestabilidad. Nosotros hemos
observado que las alteraciones cromosomicas detectadas, solamente ocurren en
ciertas lineas de hESCs, lo que sugiere que debemos tener cierta precaucién en el
disefio de nuevas condiciones de cultivo, especialmente cultivos libres de feeders, y
también que diferentes lineas presentan cierta vulnerabilidad a adquirir anomalias
genéticas. Es por ello que consideramos aconsejable en la investigacion y banqueo
de las hESCs, la implementacion de ensayos de deteccidn de alteraciones genéticas,
no solo de citogenética convencional y molecular, cariotipo, SKY, FISH, (Andrews et
al., 2009), sino también técnicas de alta resolucién como SNP o CGH arrays, que

permitan detectar pequefias alteraciones que pueden tener impacto en el potencial de

138



Discusion

desarrollo y malignidad de las células. Incluso, actualmente ya se estan realizando
andlisis de secuenciacion masiva (Next Generation Sequencing) que proporcionan un
conocimiento mucho mas amplio del estatus genomico de la célula. Esta técnica, ha
cambiado radicalmente la investigacion biomédica y el conocimiento de las
alteraciones genéticas. Gracias a la reduccion del coste, la complejidad y el tiempo
requerido para secuenciar grandes cantidades de ADN, es posible tanto la
secuenciacion del exoma como la de todo el genoma. Se sabe que alrededor de un
80% de las mutaciones se localizan en regiones codificantes por lo que, la
secuenciacion del exoma ha tenido un gran impacto cientifico. Esta técnica permite la
captura, el enriquecimiento y la secuenciacion de regiones gendmicas codificantes
para identificar nuevas variantes en genes conocidos 0 nuevos genes que estén
asociadas tanto a enfermedades raras como comunes. El reto en el diagndstico
genético molecular esta en saber interpretar estas variantes y dilucidar cuales de
estas variantes raras son las causantes de la enfermedad y cuales contribuyen a una

variabilidad genética dentro de la normalidad.

Desde que se establecieron las primeras lineas de hESC, han sido muchos los datos
reportados en torno a la inestabilidad cromosémica de las hESCs mantenidas en
cultivos durante largos periodos de tiempo, y su posible causa. Algunos laboratorios
sostiene que han encontrado alteraciones cromosdmicas en algunas de sus lineas
después de cultivarlas durante periodos largos de tiempo, (Brimble et al., 2004;
Draper et al., 2004a; Draper et al., 2004b; Gertow et al., 2007; Imreh et al., 2006;
Inzunza et al., 2004; Mitalipova et al., 2005; Narva et al., 2010; Rosler et al., 2004),
mientras que otros estudios publican la ausencia de alteracion en algunas de las
lineas de hESCs que han mantenido en sus laboratorios durante largo tiempo
(Caisander et al., 2006). Esta controversia aparece en torno a la metodologia de
crecimiento de los cultivos, en concreto se centra en tres aspectos fundamentales: i)
método mecanico vs método enzimatico para expandir el cultivo; i) presencia de

feeders vs ausencia de feeders; iii) duracién total del cultivo.
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Después de comparar tres lineas de hESCs diferentes pero mantenidas en el mismo
laboratorio bajo exactamente las mismas condiciones de cultivo, el resultado de dicho
estudio nos aporté datos sobre las preguntas planteadas, ya que tras el cultivo de
dichas lineas el resultado obtenido para cada una de ellas es diferente en cuanto a la
integridad cromosdmica que mantienen a lo largo del tiempo. Asi, encontramos que
las tres lineas de hESCs se mantuvieron cromosémicamente estables mientras se
crecieron sobre feeders, ya que una vez trasladadas a una matriz sin feeders, dos de
ellas, curiosamente las mas jovenes las que tenian menos pases de cultivo,
presentaron alteraciones cromosdmicas. Sin embargo, la linea de hESCs que habia
acumulado mas pases de cultivo, se mantuvo sin alteracion alguna (ni numérica, ni
estructural), después de méas de 215 pases totales. Mientras estos resultados estan
en linea con la idea de que en los cultivos sin feeders, los métodos empleados para
realizar los pases, pueden contribuir en parte a la aparicién de inestabilidad de la
linea, también se confirma la hipétesis, de que independientemente a las condiciones
en las que se desarrolle el cultivo, algunas lineas de hESCs son inherentemente mas
propensas a la inestabilidad cromosdmica que otras. Es importante destacar que,
ademas, las lineas que presentan alteraciones cromosomicas lo hacen a los 61-87
pases, mientras que la tercera de las lineas se mantiene estable durante mas de 215
pases. Eso es una evidencia clara de que la duracién del cultivo parece condicionar la
aparicion de alteraciones cromosomicas en menor medida que las propiedades
intrinsecas de las células, y este hecho también se ha demostrado en otro estudio
parecido realizado (Caisander et al., 2006), en que después de monitorizar cinco
lineas durante mas de 22 meses aparecié una trisomia 13 en una de las cuatro,

cuando las cinco lineas se habian cultivado bajo las mismas condiciones.

Por otra parte, el resultado de la experimentacion sugiere, que las alteraciones
cromosomicas aparecen principalmente cuando las células son transferidas a un
cultivo sin feeders, y ese fendbmeno parece variar entre las diferentes lineas, lo que

nos hace pensar que la predisposicion a la inestabilidad cromosémica depende de las
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caracteristicas propias de cada una de ellas, que las hara mas o menos capaces a
adaptarse de un modo mas eficaz a las nuevas condiciones de cultivo. Es importante
ademas, identificar el alcance del problema subyacente en la inestabilidad
cromosomica de las lineas, y desentrafiar si son de orden intrinseco o extrinseco las
caracteristicas que contribuyen a hacer que unas lineas sean mas propensas a la
inestabilidad que otras. Hay que tener muy en cuenta, que las condiciones en las que
se desarrolla un cultivo in vitro representan un artefacto, y las alteraciones que
aparecen en este tipo de cultivos van a ser consecuencia de la adaptacion a esas
condiciones impuestas para el cultivo. Sin embargo, in vivo las alteraciones
cromosomicas de las células de la masa celular interna del embrion, de las que
proceden las hESCs, no persisten sino que tienden a desaparecer por evolucién
natural a medida que progresa la embriogénesis, ya que de otro modo malograrian el
desarrollo embrionario. Ademas, los embriones destinados a la derivacion de lineas
embrionarias, son los sobrantes de programas de fecundacién in vitro, y este hecho
ya supone un sesgo, puesto que generalmente los embriones morfologicamente mas
adecuados y simétricos son los que son implantados, mientras que los congelados y
donados a la investigacion son aquellos que han sido inicialmente descartados para
el propésito de la fecundacion. De hecho, existen estudios que sostienen que mas del
90% de los embriones destinados a fecundacién poseen alguna aneuploidia,
(Fragouli and Wells, 2011; Hanson, 2005; Hardarson et al., 2003; Harper and
Sengupta, 2012; Mantzouratou and Delhanty, 2011; Voet et al., 2011; Wilton, 2002).
Incluso, es posible que de entre estos embriones algunos de ellos presenten cierto
grado de mosaicismo conviviendo dos poblaciones celulares diploides y aneuploides.
De cualquier modo, lo cierto es que los embriones donados para fines cientificos son
aquellos que a priori tenian peor calidad para ser transferidos a Utero. Todas estas
circunstancias plantean una serie de cuestiones que estan sin resolver en cuanto al
cultivo in vitro de hESCs: i) ¢son las hESCs derivadas a partir de embriones
congelados mas propensas a la inestabilidad cromosdmica que aquellas hESCs que

derivan de embriones frescos?; ii) si hay estudios que avalan que entre el ~20-30%
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de embriones humanos procedentes de ciclos de fecundacion in vitro presentan
alteraciones cromosomicas, ¢por que el ~100% de las lineas de hESCs son
euploides?; iii) ¢puede existir una seleccion a la hora de generar lineas de hESCs?;
iv) ¢son solo las células cromosdémicamente estables de las blastomeras de los
embriones que presentan mosaismo, las responsables de generar las lineas de
hESCs?.

Existen multitud de estudios que sugieren que el origen del cancer puede estar en
células troncales de tejidos adultos. De hecho, muchas vias de sefializacion claves en
la homeostasis y regulacién del desarrollo embrionario (Wnt, Notch, BMP...) se han
visto involucradas en la progresion del cancer (Menendez et al., 2006), lo que sugiere
la existencia de un vinculo entre las hESCs y las células cancerosas. Igualmente, no
podemos olvidar que antes de la generacion de hESCs se derivaron células de
carcinoma embrionario (en adelante, ECC, siglas inglesas de Embryonic Carcinoma
Cells), procedentes de teratomas y teratocarcinomas humanos (Harrison et al., 2007)
y hay trabajos que sugieren que las hESCs en cultivo pueden adquirir alteraciones
que imitan a los cambios que sufren las ECC durante la progresién tumoral (Andrews
et al., 2005; Baker et al., 2007). Incluso al estudiar de forma mas detallada las
alteraciones que presentan algunas lineas de hESCs, y compararlas con las
alteraciones que existen en lineas de teratocarcionas, se ha comprobado que se
asemejan bastante en algunos casos concretos de lineas de hESCs, esto podria
explicar el alto grado de malignidad que presentan algunas de las lineas estudias y
ademas analizando y comparando estos cambios entre ambos tipos de células,
hESCs y ECCs, se podrian estudiar algunos aspectos de los mecanismos que
regulan la oncogénesis (Hovatta et al., 2010). De hecho la trasformacidn celular se
entiende como un blogueo en la diferenciacién y por ello, el estudio de los
mecanismos de esa transformacion en hESCs podria utilizarse como una herramienta
Unica para estudiar la biologia del cancer, y la aparicion de eventos transformantes

que ayuden a comprender esta transformacion. Existen estudios prospectivos que
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reportan cambios genéticos y epigenéticos en hESCs transformadas. Estas hESCs
que adquieren propiedades tumorogénicas, se comportan como clones neoplasicos y
muestran propiedades tumorales clonales in vitro e in vivo en multitud de ensayos
(Werbowetski-Ogilvie et al., 2009; Werbowetski-Ogilvie et al., 2012; Werbowetski-
Ogilvie et al., 2011). Por todo esto, cobra especial importancia el establecimiento de
lineas de hESCs que presentan alteraciones cromosomicas concretas o en las que
hemos detectado mutaciones, puesto que su comportamiento puede arrojar luz sobre
los mecanismos celulares y moleculares que subyacen en el desarrollo del cancer, ya
que posiblemente, estas transformaciones alteren el equilibrio entre auto-renovacién,
diferenciacién y muerte celular. De hecho, hemos comprobado que las diferentes
alteraciones que presentaban las hESCs en el cultivo in vitro, tenian un significado
biolégico diferente. Asi copias extra de genes situados en cromosomas como el 12
parecen promover la auto-renovacion y no la diferenciacién, proporcionando una
ventaja proliferativa de las células que presentan dicha alteracion, incrementandose el
porcentaje de células trisomicas para el cromosoma 12 con el paso del tiempo. Sin
embargo, el aumento de las copias de genes que estan en cromosomas como el 14 ¢
20 puede que no tengan ningun efecto sobre las células o incluso que proporcionen
un retraso del ciclo celular, con lo cual la tasa de proliferacién es menor, haciendo
incluso que las células con esa alteracion desaparezcan. En este sentido, hay
estudios publicados que han analizado mediante SNPs alteraciones en los
cromosomas 1,12, 17 y 20, y como resultado de este estudio parece haberse
encontrado tres genes que se expresan en mas del 20% de lineas de hESCs
estudiadas, en concreto en este fragmento se han encontrado: /D1, Bel2I1y HM13.
De estos genes, BCL2L1, parece ser, un fuerte candidato para la conduccion de la
adaptacion del cultivo de hESCs, y estarian situados en un pequefio amplicon en el
fragmento 20q11.21 (Amps et al., 2011).
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Susceptibilidad de hESCs, su progenie hematopoyética y de células CD34+ de
cordon umbilical a la rotura/ reordenamiento de MLL tras su exposicion

genotodxica a etoposido

Son muchos los datos que sostienen la idea de que el origen del reordenamiento del
gen MLL en el Utero puede ser el resultado de una exposicion transplacental durante
el embarazo a sustancias que alteran la actividad de la enzima DNA-topoisomera Il
encargada de reparar los dafios en el DNA, tales como el etop6sido (Alexander et al.,
2001; Greaves, 2002; Ross et al., 1996; Wiemels et al., 1999b). El reordenamiento de
MLL es un rasgo caracteristico en las leucemias agudas infantiles y también en LMA
secundarias asociadas a tratamientos con inhibidores de la DNA-topoisomerasa |l
(Eguchi et al., 2006). Hoy en dia se han publicado estudios que alertan sobre la alta
ingesta de bioflavonoides durante el embarazo, ya que constituyen una fuente rica en
inhibidores de la DNA-topoisomerasa Il que podria causar rotura en el gen MLL en el
feto, y por tanto, jugar un papel importante en el desarrollo del clon pre-leucémico
(Spector et al., 2005; Strick et al., 2000).

El etoposido induce roturas del gen MLL en mESCs (Blanco et al., 2004) y también en
HSC CD34+ de cordon umbilical, es decir postnatales (Libura et al., 2005; Libura et
al., 2008; Moneypenny et al., 2006). Sin embargo, la exposicion a este compuesto en
estadios mas tempranos en humanos aun no se habia evaluado. Contrariamente a lo
ocurrido en la exposicion puntual a etoposido de las HSCs CD34+, en hESCs se
produce una muerte celular considerable a los 4 ¢ 5 dias del tratamiento con este
agente. El etopdsido inhibe la actividad de la DNA-topoisomerasa |l, provocando la
acumulacion de daros sin reparar en el DNA celular, lo que finalmente produce la
muerte de las células. La vulnerabilidad que presentan las hESCs al etopdsido
concuerda con estudios que revelan la importancia del papel de la DNA-
topoisomerasa |l alfa y beta, en tejidos humanos en desarrollo (Zandvliet et al., 1996).

Ademas, la respuesta letal de las hESCs expuestas al inhibidor de la DNA-
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topoisomerasa Il, nos da pistas para entender la relacion entre la exposicion
intrauterina a agentes genotdxicos y el riesgo de adquisicion de anomalias
cromosdmicas deletéreas y defectos congénitos letales, que provocan la pérdida de
embriones y abortos, ya que son normalmente, incompatibles con un desarrollo

normal (Finnell et al., 2002).

Analizando los datos comprobamos que una sola dosis baja de etopésido provocoé en
hESCs rotura del gen MLL en un ~2%-3% de las células siendo similar a lo observado
para HSCs CD34+ fetales neonatales (Libura et al., 2005; Libura et al., 2008;
Moneypenny et al., 2006). Es destacable como la susceptibilidad a la exposicidn a
etopdsido de las hESCs es mayor que la que presentan las mESCs, ya que dosis
altas de este agente (100 uM), apenas indujo roturas de MLL en mESCs, mientras
que concentraciones relativamente bajas (0.2-0.5uM) provocaron mas roturas de
MLL, del orden de 1800 veces mas (Blanco et al., 2004). Vale la pena mencionar que
la concentracidn en suero que presentan los enfermos de cancer tratados con este
farmaco, oscila entre 1-2 uM (Edick et al., 2003), muy por debajo de lo empleado en
el trabajo de Blanco et al. Ademas, existe una diferencia en cuanto a las roturas de
MLL que presentan las células atendiendo a su madurez. De este modo mientras que
hESCs y células hematopoyéticas derivadas de hESCs son las méas vulnerables a la
exposicion a etoposido, conforme van madurando en la diferenciacion hacia linaje
hematopoyético e incluso las HSCs CD34+ de corddn umbilical, el numero de roturas
de MLL va disminuyendo. Este hecho sustenta la idea de que son mas sensibles a
agentes genotoxicos las células en estadios ontogénicos mas tempranos. Por ello,
podrian utilizarse las hESCs para hacer estudios de cribado de farmacos y toxicidad
como alternativa al uso de células transformadas o zebrafish, como un mddelo mas
fisiologico/traslacional que los anteriores. Ademas, debemos destacar que los
ensayos de Long Distance Inverse —-PCR han mostrado de MLL no sélo se rompe
sino que se reordena. En nuestro caso hemos visto reordenamientos con regiones

intergénicas lo cual tiene sentido por representar estas la mayor parte del genoma.
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Asumimos que debemos desarrollar trabajos a mayor escala que evallen si bajo
alguna cincunstancia, concentracion, tiempo, etc. se logra reordenar MLL con genes

partners comunmente encontrados en leucemias secundarias a tratamiento.

Podemos preguntarnos, a raiz de los resultados obtenidos, si ademas estas roturas
en el gen MLL proporcionan ventajas proliferativas o de supervivencia en el cultivo in
vitro a largo plazo. Comprobamos, que la proporcion de células con rotura de MLL va
disminuyendo, no hay cambios en el ciclo celular ni aparecen nuevas alteraciones
cromosomicas ni tampoco mutaciones en el gen FLT3. Este resultado parece indicar,
que la rotura en MLL no parece ser suficiente para proporcionar una ventaja
proliferativa 0 de supervivencia a las células. Es mas, la proporcién de células que
presentaban rotura en uno de los alelos del gen MLL, va disminuyendo desde la
cuarta semana del tratamiento hasta la semana doce, indicando que a lo largo de
este tiempo después de la exposicion, hay un equilibrio entre muerte celular y
reparacion del DNA. Puede ser que existan mecanismos que reparen la rotura en un
alelo de MLL o incluso en este escenario, puede ocurrir que las células que tienen el
alelo roto del gen MLL no se duplican en la misma tasa que las que no estan

reordenadas y, por esa razon, con el tiempo la proporcion va disminuyendo.

A pesar de que la vulnerabilidad a roturas de MLL inducidas por etopésido que
presentan las hESCs y las HSCs CD34+ derivadas de corddn umbilical, es muy
similar en cuanto a la rotura provocada en MLL, si es cierto que la exposicion crénica
a etoposido provoca en las hESCs un aumento, tanto en tasa de muerte celular, como
en la adquisicion de nuevas alteraciones cromosomicas numéricas y estructurales,
que no aparecen en las células neonatales. Ahora bien, la ausencia de
transformacion de las hESCs que presentan reordenamiento de MLL junto con otras
alteraciones puede deberse a: i) el impacto funcional de la fusién de MLL puede darse
aguas abajo del origen celular de la traslocacién, ii) puede ser necesario otro

reordenamiento especifico diferente con regiones génicas o reguladoras que
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provoque la expresion en el marco de una proteina quimérica de los ocurridos al azar
en este experimento para que se produzca la transformacion con potencial leucémico,
por ejemplo, el reciproco de una traslocacidn balanceada vy iii) son necesarios otros

eventos colaboradores.

Todos estos datos pueden sugerir que la exposicion continua a inhibidores de la
DNA-topoisomerasa |l durante el desarrollo embrionario, no solo induce rotura en el
gen MLL, sino también hace mas susceptibles a las hESCs a adquirir otras
alteraciones cromosomicas numeéricas y estructurales, estableciéndose un vinculo
entre exposicion a etopésido e inestabilidad genética. Este trabajo pone en valia el
uso de las hESCs como una herramienta Util para hacer screening de toxicidad de
farmacos probados en estadios ontogénicos muy tempranos acercandonos mas a lo
que pudiera ocurrir en el embrion humano y utilizar el potencial que nos ofrecen las
hESCs para desarrollar farmacos y estudios dirigidos a la prediccion de la aparicidn

de enfermedades.

Las MSCs de la médula ésea de niiios afectados de LLA pro-B MLL-AF4+

presentan y expresan el gen de fusion MLL-AF4

Hoy en dia, esta bien descrita la presencia en diferentes modelos experimentales de
un precursor hemogénico capaz de diferenciarse tanto a hematopoyesis como a
endotelio durante el desarrollo embrionario (Menendez et al., 2004; Wang et al., 2004;
Wang et al., 2005a). Incluso recientemente se ha llegado a desarrollar un sistema
celular humano para estudiar el desarrollo temprano hemato-endotelial en hESCs que
expresen el gen de fusidn MLL-AF4+, comprobando que la presencia del gen de
fusidn induce especificacidn hacia precursores hemogénicos pero inhibe la
diferenciacién hematopoyética en favor de la diferenciacion endotelial (Bueno et al.,
2012). Sin embargo, aunque el origen embrionario de las MSCs es incierto y la falta

de un buen marcador dificulta su estudio, algunas publicaciones sugieren la
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existencia de una célula precursora comin a las HSCs y a las MSCs, llamado

precursor mesodérmico (Islam et al., 1988; Singer et al., 1984).

Existe controversia en torno a la presencia de alteraciones cromosémicas en MSCs
de patologias hematoldgicas. Hay publicados estudios en los que se describe la
existencia de alteraciones cromosomicas en las MSCs de pacientes de mieloma
multiple y sindrome mielodisplasicos, que han sido identificados mediante CGH
arrays (Corre et al., 2007; Lopez-Villar et al., 2009), lo que indicaria que el estroma
medular puede jugar un papel importante en la patogénesis del tumor. De hecho,
cada vez esta mas consolidado en la literatura que las MSC/estroma medular estan
estrechamente implicados en la patogénesis de enfermedades hematoldgicas debido
a que conviven en el nicho hematopoyético, y las MSC poseen propiedades inmunes
muy importantes en la regulacion de la homeostasis linfohematopoyéticas.

Durante el desarrollo embrionario prenatal en utero, podrian originarse genes de
fusion caracteristicos de leucemias infantiles en una poblacién de precursores
mesodérmicos. Por esta razon, las MSCs de la médula 6sea de nifios afectos de
estas leucemias, podrian presentar junto con los blastos dichos genes de fusion
caracteristicos de estos tipos de leucemias, lo que potenciaria la idea de que las
proteinas quiméricas asociadas a leucemias infantiles podria tener un origen
temprano en el desarrollo. Actualmente existen datos que demuestran que
reordenamientos Ig/TCR estan presentes en las células endoteliales de pacientes con
distintos tipos de linfomas (Streubel et al., 2004). Igualmente se ha demostrado la
presencia de la traslocacion BCR-ABL en células endoteliales de pacientes en
remision completa de LMC (Gunsilius et al., 2000). Con estos antecedentes, quisimos
profundizar en la presencia en MSCs de diferentes genes de fusion y alteraciones
cromosdmicas especificas de leucemias pediatricas. Tras analizar células
mesenquimales de un total de 38 pacientes de diferentes tipos de leucemia,
encontramos que de todas las muestras analizadas, unicamente en aquellas

procedentes de neonatos con LLA pro-B MLL-AF4+, un porcentaje (8%) de células
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mesenquimales presentaban la traslocacion. Este reordenamiento se determind
mediante FISH y confirmamos la expresion de la traslocacion mediante RT-PCR. No
se vieron cariotipos tetraploides, y esto nos permite excluir la idea de que la deteccion
del gen de fusién MLL-AF4 se deba a la fusidn celular de un blasto y una MSCs. Con
los estudios de reordenamineto VD(J)H de las inmunoglobulinas que se realizaron, no
se encontré ningun reordenamiento en las MSCs, lo que demuestra que no ha habido
ningun fendmeno de de-diferenciacion o plasticidad celular. Todos estos datos
sugieren que las MSCs de estos nifios, formarian parte del clon tumoral, ya que la

traslocacion se produce durante el desarrollo embrionario.

Es importante destacar que los ensayos de sobreexpresion de estos oncogenes de
fusion en MSCs indican que estas traslocaciones son compatibles con un fenotipo
mesenquimal, y que la expresion de la proteina de fusion no altera la homeostasis de
la MSCs. Esto sugiere que la presencia del oncogen no es suficiente para la
transformacion celular, sino que son necesarias posteriores alteraciones. Los
mecanismos por los cuales las MSCs de la médula ésea de nifios con LLA pro-B
MLL-AF4+ adquieren esta aberracion genética aun no se han dilucidado, pero, puesto
que el punto de rotura a nivel molecular para la fusion MLL-AF4 es idéntico en las
MSCs y en blastos leucémicos, se sugiere inequivocamente la existencia de un
precursor comun. Esto hubiera quedado definitivamente demostrado mediante el
andlisis por PCR inversa de los puntos de rotura. Desafortunadamente no se
consiguieron un numero de MSC suficiente para llevar a cabo el ensayo de long
distance PCR, y los pacientes han fallecido de forma que no hemos podido confirmar
a nivel molecular que ambos MSC y blastos comparten a nivel clonal la rotura de
MLL. También es importante destacar que incluso en fusiones idénticas, como en el
caso de este gen de fusién, pueden originar transcritos diferentes resultantes de
procesos de splicing alternativo, y estos transcritos idénticos pueden tener un efecto

diferente en distintos tipos celulares, debido a que la proteina resultante podria
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ejercer diferente funcidén segun el tipo de célula. Esto podria explicar en parte la falta

de transformacion de las MSCs que presentan el gen de fusion MLL-AF4.

El resto de fusiones e hiperdiploidia, no fueron encontrados en MSC en ningun caso,
lo que implica que el estroma medular no parece contribuir en la homeostasis y
proceso leucémico en estos otros tipos de leucemias agudas. Tiene sentido pensar
que el hecho de que MLL-AF4+ sean tipicos de lactantes (< 1 afio) mientras que el
resto son mas comunes en nifios entre 2 y 15 afos es clave para explicar nuestros
datos, dado que la concordancia de estas traslocaciones en gemelos es del 100%
solo en el caso de MLL-AF4+ (Ford et al., 1998; Greaves, 2002; Greaves et al., 2003).
La presencia de MLL-AF4 en células no hematopoyéticas (ejemplo: MSC) tiene
implicaciones en clinica. Por un lado, puede explicar, si el origen de MLL-AF4 es pre-
hematopoyético porque hay un porcentaje de leucemias agudas CD45- y porque
generalmente los blastos presentan unos niveles de CD45 més bajos que las células
normales. Ademas, la presencia de MLL-AF4 en MSC tiene grandes de implicaciones
en la enfermedad minima residual. En este sentido existe controversia entre la
sensibilidad de las técnicas de citometria de flujo y biologia molecular. La citometria
de flujo es cuantitativa pero analiza por defecto células CD45+ hematopoyéticas,
mientras que las técnicas moleculares son capaces de detectar el reordenamiento
independientemente de que este se encuentre en un subtipo celular u otro. Esto
explicaria la controversia en la sensibilidad reportada para ambas técnicas.
Finalmente, datos reportados en mieloma multiple, sindromes mielodisplasicos
(Lopez-Villar et al., 2009), leucemia mieloide cronica Ph+ (Gunsilius et al., 2000), y en
distintos tipos de linfomas (Streubel et al., 2004), apoya la contribucion del estroma en
la patogénesis de la enfermedad, aunque debe determinarse aun hasta que punto el
estroma juega un papel biolégico a nivel inmunoldgico o desde un punto de vista de
biologia del desarrollo. Animamos por tanto a continuar estudios encaminados a
analizar molecular y funcionalmente la implicacion del estroma medular/MSCs en

distintas neoplasias hematoldgicas.
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VI. CONCLUSIONES

1. El uso de hESCs como modelo de enfermedad, requiere que las células sean
genéticamente lo mas estables posible. Si no fuera asi podrian presentar
alteraciones que pueden cooperar en la transformacion de las hESCs o alterar

la homeostasis del cultivo.

2. Es importante implementar técnicas citogenéticas convencionales y de alta
resolucion con el fin de detectar pequefias pero relevantes anomalias

cromosomicas.

3. Las condiciones de cultivo de las hESCs estandarizadas, y la duracion del
mismo, no determinan por si solos la tendencia de algunas lineas de hESCs a
ser mas propensas a adquirir alteraciones cromosomicas, sino que este hecho

es inherente a la naturaleza de la propia linea celular.

4. El etoposido induce roturas en el gen MLL en hESCs y en células
hematopoyéticas diferenciadas a partir de las hESCs, pero no proporciona
ninguna ventaja proliferativa ni de supervivencia en estas células, ya que

incluso la proporcion de células con rotura de MLL disminuye con el tiempo.

9. La continua exposicion a etoposido, ademas de producir la rotura de MLL,
provoca otras alteraciones cromosomicas en hESCs. Por lo tanto, una
exposicion cronica a etoposido durante el desarrollo embrionario temprano
puede inducir reordenamientos de MLL y hacer a las hESCs mas propensas a

la adquisicion de alteraciones cromosomicas.

6. En células CD34+ neonatales, la exposicion cronica a etopésido provoca
rotura de MLL. Sin embargo, los datos de citogenética convencional y SKY
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revelan que la exposicion continua a etopdsido no induce alteraciones

cromosomicas adicionales como si ocurria en las hESCs.

7. El gen de fusidn MLL-AF4 esta presente y se expresa en las MSCs de médula
6sea en el 100% de los lactantes diagnosticados con una LLA pro-B MLL-
AF4+,

8. Otros genes de fusion asociados a leucemia linfoblastica aguda pediatrica no
estan presentes en MSCs de médula 6sea, lo que apoya la especificdad de los

resultados encontrados para MLL-AF4.

9. Las MSCs constituyen parte del clon tumoral, revelando por primera vez el
importante papel del estroma medular en la patogénesis de la LLA pro-B del
lactante con traslocacion t(4;11) MLL-AF4. Ademas, parece plausible la
sugerencia de un origen pre-hematopoyético de MLL-AF4, que tendria su
origen en una poblacion de precursores mesodérmicos capaces de

diferenciarse ~ hacia  linaje ~ hematopoyético y  mesenquimal.
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VIl. ESTUDIOS EN CURSO Y DE FUTURO

Mecanismos celulares y moleculares responsables de la leucemia linfoblastica aguda

del lactante con reordenamiento MLL-AF4

La existencia de modelos fidedignos que reproduzcan la LLA pro-B del lactante MLL-
AF4+, es clave para entender mecanismos celulares y moleculares que se
encuentran tras la etiologia y patogénesis de la leucemia, ya que permitirian dirigir
futuros ensayos de “screening” de farmacos. Existen diferentes razones por las que
los modelos hasta ahora utilizados fallan a la hora de reproducir la enfermedad, y
entre dichas razones podrian encontrarse : i) la célula diana empleada en estos
estudios no es la correcta; i) los niveles de expresion del oncogén no se
corresponden con los niveles fisioldgicos; iii) la capacidad de transformar de MLL-AF4
es dependiente del contexto humano en el que sea expresado; iv) la fusién reciproca
AF4-MLL resultante del reordenamiento, asi como otros eventos oncogenicos

secundarios, pueden ser necesarios.

Esta ya publicado, que la expresion de MLL-AF4 mediada por lentivirus tiene un
impacto funcional tanto en estadio neonatal (CD34+ derivadas de cordén umbilical) y
prenatal (RESCs y su progenie hematopoyética). En CD34+, la expresion de MLL-AF4
conlleva una mayor proliferacion y una mayor supervivencia, lo que se traduce en un
aumento del engraftment hematopoyético y un mayor potencial clonogénico, pero no
es suficiente para desencadenar leucemia. En hESCs la expresion de MLL-AF4 tiene
como resultado una mayor especificacion a progenitores hemogénicos, y sesga su
potencial de diferenciacion hematopoyético-endotelial, pero tampoco es capaz de
desencadenar leucemia. Estos datos indican que la dificultad para desarrollar un
modelo de LLA pro-B del lactante no se debe a la necesidad de que MLL-AF4 tenga
que ser expresado en un contexto humano, ni tampoco a que los niveles de expresion

conseguidos difieran mucho de los fisiologicos. Mas bien, sugieren que mutaciones
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adicionales o la fusion reciproca AF4-MLL resultante del reordenamiento pueden ser
necesarias. En linea con esto, el laboratorio del Profesor Marschalek ha mostrado
como la fusion reciproca AF4-MLL es suficiente para inducir LLA pro-B en células
madre murinas. Por otro lado, ~15% - 30% de los pacientes tienen mutaciones
activadoras en FLT3 y K-RAS. Ademas, es posible que las leucemias con
reordenamientos MLL tengan mutaciones adicionales que se deban, al menos en
parte, a alteraciones epigenéticas derivadas de la actividad funcional descontrolada
de MLL, que es una histona metiltransfersa. Finalmente no podemos obviar que esta
leucemia es pro-B/monocitica y los precursores B/monociticos son muy activos en
higado fetal. Por ello, seria interesante analizar el efecto leucémico MLL-AF en
HSCs/HSCs de higado fetal como un estadio hemtopoyético complementario de las
hESCs y las células troncales progenitoras hematopoyéticas de cordon umbilical (en

adelante, HSPCs, siglas inglesas de Hematopoietic Stem/Progenitor Cell).

Por todo ello, el laboratorio plantea llevar a cabo los siguientes estudios que nos
permitan esclarecer potenciales candidatos responsables de la transformacion
mediada por MLL-AF4 y asi establecer un modelo humano de LLA pro-B MLL-AF4+.

1. Estudiar in vitro e in vivo si AF4-MLL y/o mutaciones activadoras de FLT3 o

K-RAS cooperan con MLL-AF4 en la transformacion de cordon umbilical CD34+.
2. Estudiar in vitro e in vivo si AF4-MLL y/o mutaciones activadoras de FLT3 0
K-RAS cooperan con MLL-AF4 en la transformacién de progenitores

hematopoyéticos derivados de hESCs.

3. Estudiar el impacto funcional de MLL-AF4 en progenitores B/monociticos de

higado fetal tanto en modelos murinos como en células fetales humanas CD34+.
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4. Generar iPSCs de blastos procedentes de leucemias con reordenamiento
MLL-AF4 con el fin de analizar i) si la reprogramacion celular afecta a las
alteraciones epigenéticas derivadas de la actividad funcional descontrolada del
reordenamiento MLL; y ii) comprobar si el potencial de diferenciacion
hematopoyético de las iPSCs que expresan MLL-AF4 esta afectado, y ver si las

hESCs nos permiten reproducir la afiliacién de MLL-AF4 a estadio pro-B.
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

ABC: siglas inglesas de ATP-binding cassette. Casete de unién al ATP.

aCGH: siglas inglesas de Arrays Comparative Genomic Hybridization. Hibridacion
gendmica comparada con arrays.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ARN: Acido ribonucleico.

ASCs: siglas inglesas de Adipose Stem Cells. Célula troncal mesenquimal derivada
de grasa.

CFU-F: siglas inglesas de Colony Forming Units Fibroblasts. Unidad formadora de
colonias de fibroblastos.

CGH: siglas inglesas de Comparative Genomic Hybridization. Hibridacion genémica
comparada.

CLP: siglas de Progenitor Linfoide Comun.

CN: siglas inglesas de Copy Number. Numero de copias.

CNV: siglas inglesas de Copy Number Variation. Variacidn en el numero de copias.
CPM: siglas de Progenitor Mieloide Comun.

CSC: siglas inglesas de Cancer Stem Cell. Célula troncal tumoral.

EBs: siglas inglesas de Embryoid Bodies. Cuerpos embrioides.

FAB: siglas inglesas de French-American-British. Franco-Americano-Britanico.
FISH: siglas inglesas de Fluorescence in situ hybridization. Hibridacion in situ

fluorescente.
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FIV: siglas de Fecundacion in vitro.

GMP: siglas inglesas de Granulo —-monocyte Progenitors. Progenitores Granulocito-
Monociticos.

hESCs: siglas inglesas de Human Embryonic Stem Cells. Células troncales
embrionarias humanas.

HPCs: siglas inglesas de Hematopoietic Progenitor Cell. Células progenitoras
hematopoyéticas.

HSCs: siglas inglesas de Hematopoietic Stem Cells. Células troncales
hematopoyeéticas.

HSPCs: siglas inglesas de Hematopoietic Stem/Progenitor Cell. Célula troncal
progenitora hematopoyéticas.

ICM: siglas inglesas de Inner Cell Mass. Masa celular interna.

IP: Yoduro de Propidio.

iPSCs: siglas inglesas de Induced Pluripotent Stem Cells. Células troncales
pluripotentes inducidas.

ISCBI: siglas inglesas de. Iniciativa internacional para bancos de células troncales.
ISCT: siglas inglesas de International Society for Cellular Therapy. Sociedad
internacional de terapia celular.

LLA: siglas de Leucemia Linfoblastica Aguda.

LMA: siglas de Leucemia Mieloblastica Aguda.

LOH: siglas inglesas de Loss Heterozygosity. Pérdida de heterozigosidad.

LT-HSC: siglas inglesas de Long Time Hematopoietic Stem Cell. Células troncales
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hematopoyéticas con capacidad de repoblacion a largo plazo.

MDR: siglas inglesas de Multi Drug Resistence. Resistencia multiple a drogas.

MEFs: siglas inglesas de Mouse Embryonic Fibroblasts. Fibroblastos embrionarios de
raton.

MEP: siglas de Progenitores Eritroides Megacariociticos.

M-FISH: siglas inglesas de Multicolor Fluorescence in situ Hybridization. Hibridacion
in situ fluorescente multicolor.

MLL: sigla inglesa de Mixed Lineage Leukemia. Leucemia de linaje mixto.

MSCs: siglas inglesas de Mesenchymal Stem Cells. Células troncales
mesenquimales.

NCBI: siglas inglesas de National Center for Biotechnology Information. Centro
nacional de informacion sobre biotecnologia.

NHEJ: siglas inglesas de Non Homologous End Joining. Recombinacion no homologa
OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PCR: siglas inglesas de Polymerase Chain Reaction. Reaccion en cadena de la
polimerasa.

RT-PCR: siglas inglesas de Reverse Transcription - Polymerase Chain. Transcripcion
reversa de la reaccion en cadena de la polimerasa.

SKY: siglas inglesas de Spectral Karyotyping. Cariotipo Espectral.

SNP: siglas inglesas de Single Nucleotide Polymorphism. Polimorfismo de un sélo
nucleétido.

ST-HSC: siglas inglesas de Short Time Hematopietic Stem Cell. Células troncales

205



hematopoyéticas con capacidad de repoblacion a corto plazo.
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