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INTRODUCCION

Las distintas entidades dentro de la leucemia mieloide aguda (LMA) se han clasificado
recientemente en funcién del perfil mutacional. Asociando las subclases con las caracteristicas
clinicas de los pacientes destacan las dos mutaciones mds recurrentes en el gen Isocitrato
Deshidrogenasa (IDH2), la R140 y la R172. Ambas mutaciones producen una proteina mutada
capaz de convertir el a-ketoglutarato en el oncometabolito 2-hidroxiglutarato. A pesar de
resultar en contextos equiparables, los pacientes se clasifican en subgrupos distintos. Ademas
la concurrencia con otras alteraciones genéticas es mas frecuente en R140 que en R172, la cual
tiende a generar una subclase independiente.

En este trabajo se han evaluado los cambios transcriptomicos entre pacientes con ambas
mutaciones y se han desarrollado sendos modelos in vivo en Caenorhahbditis elegans. Estos
modelos de facil manipulacidn nos permitiran mimetizar la repercusiéon molecular y funcional
de estas alteraciones por encontrarse en vias moleculares basicas y conservadas.

METODOS

Para el estudio comparativo del transcriptoma se han utilizado los valores de expresidn génica
procedentes del estudio BeatAML (http://www.vizome.org/). Tras seleccionar los pacientes

con mutaciones R140 (36 casos) y R172 (4 casos) se ha realizado un analisis de expresion
diferencial utilizando el paquete R limma. Los genes significativos (P < 0,05) obtenidos se han
comparado en la cohorte independiente del TCGA de pacientes con LMA.

Para desarrollar los modelos in vivo hemos aplicado el sistema de edicién CRISPR/Cas9
mediante la estrategia co-CRISPR que permite, ademas de editar nuestro gen de interés, editar
el gen dyp-10. Esta modificacién altera la morfologia del gusano dando lugar a un fenotipo Rol
con movilidad alterada. Se ha usado un mix con la nucleasa Cas9, sgRNA y un DNA molde con
cada una de las mutaciones y otro mix similar para editar el gen dyp-10. Esto se realiz6 en una
cepa salvaje y en un modelo de agregacidn de poliglutaminas.

RESULTADOS


http://www.vizome.org/

El andlisis de expresién identificd 53 genes con un perfil significativamente diferente entre los
dos grupos de pacientes. Entre ellos, destacaba la sobreexpresién de ENO2 (P = 0,02) en los
pacientes con R172. Se trata de una enzima que parece estar involucrada en el metabolismo
de la glucosa y en la via de HIF-1, que interviene en multiples procesos tumorales. Su
incremento de expresion se ha asociado a una mayor recaida en los pacientes con leucemia
linfobldstica aguda.

En los modelos in vivo, se confirmd por secuenciacidon la presencia de cada una de las
mutaciones y la ausencia de posibles modificaciones inespecificas (off targets) derivadas de la
técnica CRISPR/Cas9. Los off targets analizados fueron los genes Y43F4B.5, F32H5.3, C37H5.13
y F35D2.2.

CONCLUSIONES

Mediante un andlisis comparativo del transcriptoma ha sido posible identificar de forma
preliminar algunas rutas, entre las cuales la que involucra ENO2. Con el fin de verificar estas
variaciones transcriptémicas asi como evaluar el impacto funcional de estas alteraciones se
han desarrollado con éxito modelos in vivo de C. elegans mediante el sistema CRISPR/Cas9.

Para determinar la existencia de alteraciones metabdlicas originadas por la acumulacion del
oncometabolito se estd poniendo a punto en nuestro modelo in vivo un ensayo de agregacion
de poliglutaminas. Dicho ensayo permitird medir la variacion de la acumulaciéon de
poliglutaminas en funcidn de la presencia de oncometabolito.
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Figura 1. Esquema de la técnica co-CRISPR. Se inyecta un mix de RNP con sgRNAs para editar el gen
IDH2 y el gen marcador dpy-10. Si este Ultimo gen es editado introduciendo una modificacion puntual,
se observa una alteracién de la morfologia dando lugar a un fenotipo Rol, los animales no pueden
desplazarse en linea recta, sino en circulo. La edicién del gen marcador indica que todos los elementos
CRISPR han actuado correctamente y que es mas probable que se haya editado también nuestro gen de
interés. Por otra parte, si la nucleasa Cas9 corta el gen marcador pero no se incorpora el cambio
puntual, en la descendencia se observa un fenotipo Dympy, que consiste en animales mas cortos y mas
anchos que los salvajes. Y si se ha producido un fallo en la inyeccién o la Cas9 no ha sido capaz cortar el
gen dpy-10 no se altera el fenotipo del gusano. Es estos dos casos, cuando los animales no son ni Rol ni
Dympy, es menos probable encontrar animales que hayan incorporado nuestra mutacion de interés.



