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Resumen

Relacion entre la expresion de ID1 e ID3 y el microambiente tumoral inmune de la médula

Osea en adultos con leucemia linfoblastica aguda de células precursoras B

El diagnostico de leucemia linfoblastica aguda de precursores de células B (BCP-ALL) es
una condicidon que generalmente presenta un pronéstico desfavorable. Investigaciones
previas identificaron los genes ID1 e ID3 como predictores de mala respuesta en pacientes
adultos colombianos con BCP-ALL, genes que desempefian un papel crucial en diversos
procesos relacionados con el desarrollo del cancer. En particular, en otros modelos de
cancer, ID1 e ID3 se asociaron con la presencia de poblaciones inmunitarias reguladoras
en el microambiente inmunitario tumoral (TIME). Considerando que estudios anteriores
han demostrado que el desarrollo de BCP-ALL altera la composicién de las células
inmunitarias y el microambiente tumoral de la médula ésea (BM), influyendo en la
progresion de la enfermedad y la respuesta a la terapia, este estudio tuvo como objetivo
analizar la expresion diferencial de ID1 e ID3 y su posible relacion con el TIME en pacientes
con BCP-ALL. Para llevar a cabo el estudio, se tomaron muestras de BM de seis pacientes
con BCP-ALL diagnosticados en el Instituto Nacional de Cancerologia de Colombia.
Inicialmente, se evalué la expresion de ID1 e ID3 en células tumorales de BM mediante la
técnica de RT-gPCR, dividiendo a los pacientes en dos categorias segun la expresion de
estos genes (basal y sobreexpresion). Posteriormente, se realizd una caracterizaciéon
detallada de las poblaciones inmunes presentes en la BM mediante citometria de flujo,
abarcando linfocitos T CD4+ (T totales y reguladores), T CD8+, células mieloides
supresoras (MDSC), macréfagos (M1 y M2) y natural killer (NK). Ademas, se llevo a cabo
un analisis de RNA-seq para evaluar los genes inmunes asociados con la respuesta contra
BCP-ALL, y se analizaron los perfiles TIME utlizando paquetes como DESeq2,
CIBERSORT y xCell en RStudio. Ademas, se consulté la base de datos publica TARGET
para corroborar los datos obtenidos. Los resultados revelaron la expresion diferencial de
15,951 genes entre los dos grupos estudiados, con una sobreexpresion destacada de
genes asociados con las vias de neutrdfilos. El andlisis de enriquecimiento de genes
mostré una mayor expresion de genes implicados en la degranulacion de neutrofilos, la
activacion de neutrdfilos y la inmunidad mediada por neutrofilos. En particular, se
observaron diferencias significativas en las poblaciones de neutrofilos, monocitos y

linfocitos T CD4+ en pacientes con niveles elevados de ID1 e ID3 en comparacion con el
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grupo con expresion basal. Estos hallazgos fueron consistentes con los datos obtenidos
mediante citometria de flujo. En conclusioén, los resultados de este estudio sugieren que
los niveles de expresion de ID1 e ID3 en células leucémicas (LC) de BCP-ALL estan
asociados con alteraciones significativas en las poblaciones de TIME, destacando un
posible papel inmunomodulador de estos genes, especialmente en las vias de los
neutréfilos. Estos hallazgos podrian tener implicaciones importantes para comprender la
progresion de la enfermedad y mejorar las estrategias terapéuticas en pacientes con BCP-
ALL.

Palabra clave: Leucemia linfoblastica aguda de células B precursoras (BCP-ALL), ID1,

ID3, sistema inmunitario, microambiente, médula ésea, inmunovigilancia.



Abstract

Relationship between ID1 and ID3 expression and the bone marrow immune tumor

microenvironment in adults with B precursor cell acute lymphoblastic leukemia

The diagnosis of acute lymphoblastic leukemia of B-cell precursors (BCP-ALL) is a
condition that typically carries an unfavorable prognosis. Previous research has identified
the genes ID1 and ID3 as predictors of poor response in adult Colombian patients with
BCP-ALL. These genes play a crucial role in various processes related to cancer
development. Specifically, in other cancer models, ID1 and ID3 have been associated with
the presence of regulatory immune populations in the tumor immune microenvironment
(TIME). Given that previous studies have demonstrated that the development of BCP-ALL
alters the composition of immune cells and the tumor microenvironment in the bone marrow
(BM), influencing disease progression and therapy response, this study aimed to analyze
the differential expression of ID1 and ID3 and their potential relationship with TIME in BCP-
ALL patients. To conduct the study, BM samples were taken from six patients diagnosed
with BCP-ALL at the National Cancer Institute of Colombia. Initially, the expression of ID1
and ID3 in BM tumor cells was evaluated using the RT-gPCR technique, categorizing
patients into two groups based on the expression of these genes (basal and
overexpression). Subsequently, a detailed characterization of immune cell populations
present in BM was performed using flow cytometry, including CD4+ T lymphocytes (total
and regulatory), CD8+ T cells, myeloid-derived suppressor cells (MDSC), macrophages
(M1 and M2), and natural killer (NK) cells. Additionally, an RNA-seq analysis was conducted
to assess immune genes associated with the response against BCP-ALL, and TIME profiles
were analyzed using packages such as DESeq2, CIBERSORT, and xCell in RStudio.
Furthermore, the public TARGET database was consulted to corroborate the obtained data.
The results revealed differential expression of 15,951 genes between the two studied
groups, with prominent overexpression of genes associated with neutrophil pathways.
Gene enrichment analysis showed increased expression of genes involved in neutrophil
degranulation, neutrophil activation, and neutrophil-mediated immunity. Specifically,
significant differences were observed in the populations of neutrophils, monocytes, and
CD4+ T lymphocytes in patients with elevated levels of ID1 and ID3 compared to the group
with basal expression. These findings were consistent with data obtained through flow

cytometry. In conclusion, the results of this study suggest that the expression levels of ID1
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and ID3 in leukemia cells (LC) of BCP-ALL are associated with significant alterations in
TIME populations, highlighting a potential immunomodulatory role of these genes,
especially in neutrophil pathways. These findings could have important implications for
understanding disease progression and improving therapeutic strategies in BCP-ALL
patients.

Keywords: B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia (BCP-ALL), ID1, ID3, immune

system, microenvironment, bone marrow, immunosurveillance.
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Introduccion

La leucemia linfoblastica aguda de células precursoras B (BCP-ALL, por sus siglas en
inglés) es una neoplasia agresiva que afecta la maduracién de las células B (1). Es el
cancer con mayor incidencia en nifios, quienes suelen tener tasas de curacion superiores
al 90% en la mayoria de los paises desarrollados. En adultos, los regimenes
quimioterapéuticos son basados en los esquemas pediatricos; sin embargo, las tasas de
curacion no superan el 30 % (2). En Colombia, los esquemas terapéuticos implementados
en BCP-ALL en adultos no han mostrado resultados satisfactorios (3). De esta manera, la
resistencia a la quimioterapia (ChT, por sus siglas en inglés) multiagente intensiva

permanece como un obstaculo significante (4).

Uno de los desafios en el tratamiento de la BCP-ALL es facilitar un enfoque terapéutico
apropiado, por lo que la identificacion de nuevos factores de prondstico que permitan
aumentar la precision de la estratificacibn del riesgo es importante y asi evitar
sobretratamientos. En este contexto, el grupo de investigacion en biologia del cancer del
Instituto Nacional de Cancerologia (INC), realizé un estudio donde se encontré6 que la
sobreexpresion de los genes ID1 e ID3 de células leucémicas (LC, por sus siglas en inglés)
en médulas 6seas (BM, por sus siglas en inglés) provenientes de pacientes adultos con
BCP-ALL en el momento del diagnéstico estaba asociada a un peor prondstico en
respuesta a la ChT (5). Los genes ID1 e ID3 han sido asociados con otros modelos
tumorales incluyendo préstata, colon, colorrectal, tiroides entre otros e incluso han sido

propuestos como blancos terapéuticos (6).

Las proteinas inhibidoras de la diferenciacion (ID) son reguladores transcripcionales y se
expresan ampliamente en distintos tipos celulares (7). Pertenecen a la familia de factores

de transcripcion hélice-bucle-hélice (HLH) y tienen la capacidad de formar homodimeros y



heterodimeros entre los miembros de esta familia (8,9) . En células tumorales, el aumento
de las ID ha sido asociado con la disminucion en la diferenciacion y el aumento en la
proliferacion (10,11). Adicionalmente, se ha encontrado que, en modelos murinos, tanto
ID1 como ID3 se asocian con el aumento de células supresoras en el microambiente

tumoral inmune (TIME, por sus siglas en inglés) (12,13).

El TIME en la BM se caracteriza por ser un ambiente complejo que involucra interacciones
entre las células hematopoyéticas y no hematopoyéticas que facilitan el proceso de la
hematopoyesis. Sin embargo, las LC de la BCP-ALL transforman los nichos de la BM
mediante alteraciones en la sefializacion celular, promoviendo la patogénesis y la evasion

al tratamiento (14).

Con el fin de establecer si la expresién de ID1 e ID3 de las LC tiene una influencia sobre
las poblaciones que conforman el TIME de la BM en pacientes con diagnostico BCP-ALL,
en este estudio se analizé las diferencias en la expresion de genes asociados a la
respuesta inmune en BM de pacientes con BCP-ALL segun la expresion de ID1 e ID3 en
LC. Para ello, se incluyeron pacientes que ingresaron al INC, quienes mediante

consentimiento informado aceptaron participar en este estudio.



Problema de investigacion

De acuerdo con los datos reportados por Globocan para el afio 2020, se estim6 que a nivel
mundial, las leucemias representaron el catorceavo tipo de cancer con mayor incidencia y
el onceavo en mortalidad (15). En Colombia, para este mismo afio, las tasas de incidencia
y mortalidad en adultos correspondieron al 6.8 y 5.4 por cada 100.000 personas,
respectivamente. Estos datos muestran que casi el 80% de las personas que presentan
estos diagnosticos fallecen por la enfermedad (16).

Es importante destacar que la BCP-ALL es la neoplasia mas comudn en nifios, donde el
tratamiento ha tenido un éxito notable en oncologia. Con los protocolos de ChT
contemporaneos, la BCP-ALL pediatrica se ha vuelto altamente tratable, con tasas de
supervivencia global (OS) superiores al 90 %. No obstante, el pronéstico de la enfermedad
en poblacion adulta disminuye sustancialmente de manera proporcional a la edad en el

momento del diagndstico (17).

La BCP-ALL se caracteriza por alteraciones genéticas recurrentes que inician la
enfermedad y que son importantes para la estratificacién del riesgo (2). Las variables de
riesgo mas relevantes incluyen la edad, el recuento de leucocitos y la respuesta al
tratamiento, medida por presencia 0 ausencia de la enfermedad residual minima (MRD) y
la citogenética. La estratificacion es crucial para la toma de decisiones en la eleccién del
tratamiento (18). La falta de respuesta al tratamiento en adultos puede atribuirse a que los
adultos albergan caracteristicas de mayor riesgo en el momento del diagnéstico, tienen
mayores comorbilidades y el desarrollo de resistencia a la ChT después de las recaidas.
No obstante, los factores de riesgo predisponentes para adultos con BCP-ALL adn no son
conocidos. La necesidad de mejorar los resultados de la BCP-ALL en adultos ha llevado a
avances significativos en el desarrollo de farmacos, la reevaluacion de la estratificacion del

riesgo y un mejor entendimiento de la patogenia de la enfermedad (19).



En este sentido, el aumento de ID1 e ID3 mostro estar correlacionado con las variables de
riesgo anteriormente mencionadas, indicando que son biomarcadores valiosos para la
estratificacion del riesgo en poblacion colombiana (5). Estos genes estan involucrados en
mas de un sello distintivo del cancer (6). Sin embargo, la evidencia sugiere que evitan la
eliminacion de las células tumorales por parte del sistema inmune, induciendo un aumento
de perfiles tolerogénicos en las células inmunes que promueven la evasion del

reconocimiento de células tumorales, especialmente en el TIME (13).

En modelos de melanoma murino, se encontrdé que ID1 tiene la capacidad de alterar la
diferenciacién mieloide. El aumenté en la expresion de ID1 promovio la expansion de las
Células Supresoras Derivadas de Mieloides (MDSC) en el TIME, mientras que, las Células
Dendriticas (DC) disminuyeron (20). Las MDSC con alta expresion de ID1 condujeron a la
inhibicion de la activacion de linfocitos T CD8+, el aumento del crecimiento tumoral y la
progresion metastasica (20). Adicionalmente, se evalud la expresion de ID1 en células
mieloides provenientes de pacientes con diagnéstico de melanoma en estadio Ill, donde
se encontr6 que el aumento de ID1 estd asociado con la expresion de marcadores
fenotipicos e inmunosupresores de MDSC monociticas, mientras que la regulacion
negativa se asocié con un fenotipo mieloide mas inmunogénico (13). Con respecto a ID3
en modelos murinos, se demostr6 que el aumento de Id3 regula positivamente el factor de
transcripcion FOXP3 en linfocitos T CD4+, lo que induce al aumento de células T
reguladoras en el TIME (12,21). Estos estudios destacan los roles criticos de ID1 e ID3 en
la supresion de la respuesta antitumoral durante la progresion del tumor, la modulacién del

TIME y finalmente la metastasis (22).

Es conocido que un mecanismo central en el desarrollo y progresion de las LC implica la
generacion de un TIME de tipo inmunosupresor el cual es mediado en parte por factores
secretados por estas células (23,24). Especialmente en el microambiente de la BM, donde
las interacciones celulares directas y la produccion de factores solubles mantienen y
promueven el desarrollo de la BCP-ALL, la angiogénesis y el inicio de un fenotipo invasivo
y metastasico (25,26). En concordancia con lo anterior, las LC tienen la capacidad de
evadir la eliminacién inmunitaria. Aunque algunos mecanismos de evasion inmunitaria son
similares tanto en el cancer hematolégico como en el sdélido, las leucemias emplean
métodos Unicos para evadir el sistema inmunoldgico. Sin embargo, la forma en que las LC

evaden el sistema inmunitario sigue sin comprenderse por completo (27,28).



Se sabe que la leucemia altera la composicion celular y soluble de la BM. Se ha
demostrado que la falta de presentacion y procesamiento de antigenos contribuye a la
regulacion de la tolerancia de las células inmunitarias en las neoplasias malignas
hematoldgicas (28). Sin embargo, la influencia de la expresion de los genes ID1 e ID3 en
el TIME de la BM sigue siendo desconocido. Por tanto, en este estudio, la pregunta de
investigacion planteada fue ¢ Existe una relacién entre la expresién de ID1 e ID3 de los LC

y la composicién del TIME de la BM en pacientes con BCP-ALL?



Objetivos
|. Objetivo general

Establecer si hay una relacion entre la expresion de ID1 e ID3 de los blastos leucémicos y
el TIME en BM de pacientes adultos con BCP-ALL.

II. Objetivos especificos

o Evaluar la expresion de ID1 e ID3 en blastos a partir de BM de pacientes adultos con
BCP-ALL.

e Caracterizar la poblacién de células inmunitarias presentes en el TIME de la BM en
adultos con diagndéstico de BCP-ALL.

o Establecer si hay diferencias en la expresion de genes asociados a la respuesta

inmune en BM de pacientes con BCP-ALL segun la expresion de ID1 e ID3 en blastos.



1. Leucemia linfoblastica aguda de células
precursoras B (BCP-ALL)

La BCP-ALL se caracteriza por un blogueo en la diferenciacién a nivel de las células
progenitoras o precursoras de células B. Estas células adquieren alteraciones genéticas
gue inducen la proliferacion y acumulacién de células progenitoras linfoides, invadiendo la
BM, la sangre y, eventualmente, sitios extramedulares (2,19,29). Como se destaco
anteriormente, la BCP-ALL es el cancer mas comun en nifios, quienes presentan notables
tasas de supervivencia. Sin embargo, en adultos, esta enfermedad suele ser de dificil
tratamiento, lo cual puede atribuirse a las diferencias en las caracteristicas bioldgicas entre
ambos grupos de edad (18,30).

La BCP-ALL exhibe una distribucion bimodal, con un primer pico de incidencia en
individuos alrededor de los 5 afios y un segundo pico alrededor de los 50 afios. Se
considera principalmente una leucemia pediatrica con un 80% de los casos en nifios y un
20% en adultos (19). La mediana de edad al diagnéstico es de 14 afios, vy
aproximadamente el 60% de los pacientes son diagnosticados antes de los 20 afios. El 25
% alrededor de los 45 afios y el 11 % alrededor de los 65 afos (19). La BCP-ALL es
relativamente poco comun durante la nifiez tardia, la adolescencia y la adultez temprana
(29).

Aunque los factores de riesgo predisponentes de la BCP-ALL n adultos son desconocidos,
a diferencia de la situacion en la leucemia infantil, su tratamiento resulta méas desafiante
en el grupo adulto. La estrategia terapéutica para adultos se basa principalmente en el
régimen de ChT multiagente intensiva, desarrollado hace cinco décadas para la BCP-ALL
pediatrica, donde continla demostrando eficacia. Este régimen comprende fases de

terapia de induccion, consolidacion, mantenimiento y profilaxis del sistema nervioso
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central, con el objetivo de reducir la carga de LC a un punto no detectable
morfolégicamente, logrando asi un estado de remision completa (CR). Posteriormente, se
busca alcanzar la negatividad en la MRD negativa (18,30).

— — — |
‘\
PU1

E2A, EBF,1 E2A, EBF.
| PU.1, Foxol

Alteraciones genéticas (bloqueo de diferenciacion)

Y Pre-

BCR

Y BCR

Invasién dentro de la
médula ésea y sitios
extramedulares

Establecimiento de clonas

Figura 1: Maduracién de las células B y el establecimiento de BCP-ALL.
Imagen realizada con el software Biorender.

1.1 Maduracién de las células B y biologia de la BCP-ALL

La maduracién de las células B requiere la coordinacién de diversas sefales mediadas por
citoguinas, quimiocinas y factores de crecimiento, presentes en el nicho de la BM. En la
BM, las células madre hematopoyéticas (HSC) proporcionan las células progenitoras para
todos los linajes sanguineos, un proceso que implica la pérdida de su potencial
multipotente y la adquisicion de funciones especificas del tipo celular (Figura 1) (31). El
factor de transcripcion PU.1 desempefia un papel crucial en el desarrollo de células
linfoides y mieloides. La colaboracién de PU.1 con lkaros aumenta el potencial linfoide y
reduce el mieloide en la célula progenitora multipotente (MPP). La proteina E2A
desempenfia funciones criticas en las HSC, influyendo en la célula progenitora linfoide (LP)

para la diferenciacion hacia células B. Estas proteinas activan factores de transcripcion



posteriores, como EBF1y Foxol, formando una red clave para el compromiso del linaje de
las células B (32).

La red compuesta por E2A, EBF1 y Foxol activa Pax5, lo que conduce a la diferenciacion
de la célula progenitora B (Pro-B) y reprime genes de otros linajes hematopoyéticos.
Posteriormente, Pax5, EBF1 y E2A facilitan la diferenciacibn a un estadio de célula
precursora B (Pre-B). Finalmente, las interacciones de E2A posibilitan la diferenciacion a
un estadio de célula B inmadura (33). Las alteraciones genéticas, como mutaciones
puntuales o rearreglos cromosémicos en las células LP, Pro-B y Pre-B, generan un bloqueo
en la diferenciacién de las células B. Estos eventos moleculares aumentan la proliferacion,

dando lugar a diversas clonas que invaden BM (34,35).

Sin embargo, los mecanismos responsables de esta detencion del desarrollo de las células
B en la BCP-ALL aln no se comprenden completamente, aunque se han propuesto

posibles explicaciones

= Las alteraciones oncogénicas asociadas con BCP-ALL podrian interferir con las
redes que controlan la diferenciacion de células B.

= Las LC podrian perder la capacidad de respuesta a las sefiales externas que
normalmente regulan la diferenciacion de las células B. Alternativamente, el clon
proliferante puede superar el suministro limitado de sefales externas que inducen
la diferenciacion, sin dejar de tener la posibilidad de responder a ellas en el entorno
adecuado.

= Los eventos oncogénicos asociados con la BCP-ALL podrian determinar el
fenotipo de las células B al activar vias que imitan una etapa especifica de la
diferenciacion normal de las células B (36).

= Es probable que la BCP-ALL, al igual que el cancer en general, surja de
interacciones entre exposiciones exdgenas o enddgenas, susceptibilidad genética

(heredada) y eventos al azar (30).

Dentro de las alteraciones oncogénicas, se destacan los rearreglos cromosémicos que
incluyen las traslocaciones, como t(4;11)(g21;923) KMT2A, lat(1;19)(g23;p13) TC3-PBX1,
y la fusién de los genes BCR-ABL1 generada por la t(9:22)(q34;911), también conocida

como cromosoma Filadelfia (Ph), que se presenta en aproximadamente el 25% de los



adultos diagnosticados BCP-ALL (17). Ademas, existe el fenotipo Ph-like, caracterizado

por un perfil de expresion génica similar al Ph+ y asociado con la delecién del genlKZF1y

sobreexpresion de CLRF, alteraciones en eventos de asociacion a quinasas como ABL1,
PDGFRB y JAK2 (17,37).

Estas alteraciones genéticas se identifican en el momento del diagndstico con el propésito

de definir un tratamiento apropiado y estratificar el riesgo (17,37). a base genética de la

BCP-ALL esta influenciada por la edad de diagnéstico, como se menciond previamente.

La Figura 2 ilustra los cambios en el genotipo de la enfermedad segun la edad de

diagnéstico, clasificando a los pacientes en adolescentes y jovenes adultos (AYA) con
edades de 15/18 a 35/40 afios, adultos con edades de 35/40 a <55/60 y ancianos > 55/60

afios y pacientes fragiles con edades superiores a los 70/75 afos (17).
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Figura 2: Distribucion de edad de los subtipos de leucemia linfoblastica aguda (ALL).

La prevalencia de los subtipos de LLA varia en nifios con LLA de riesgo estandar (SR) (edad de 1
a 9 afios), niflos con LLA de alto riesgo (HR) (edad de 10 a 15 afios), y adolescentes (de 16 a 20
afios), adultos jévenes (21 a 39 afios), adultos (40 a 59 afios) y adultos mayores (60 a 86 afios) con
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LLA. Otros, ALL de células B sin anomalias recurrentes; Ph, cromosoma Filadelfia. Tomada de:
llaria lacobucci et al., (2017)(37).

1.2 BCP-ALL en adultos

Los adultos diagnosticados con BCP-ALL presentan factores de riesgo mas elevados en
el momento del diagnéstico, asi como comorbilidades, y debido a edades mas avanzadas,
a menudo requieren reducciones de dosis (19). Lamentablemente, el éxito del tratamiento
observado en la BCP-ALL pediatrica no ha sido replicado en la poblacion adulta. A pesar
de las altas tasas de remision completa (CR) en adultos, que alcanzan entre el 80% vy el
90%, las tasas de curacién son mas bajas, oscilando entre el 40% y el 50% debido a las
recaidas. No obstante, el pronéstico de la enfermedad varia segun la edad del diagnéstico
(29).

En AYA la OS a 5 afos es del 67-78%. En adultos la supervivencia libre de enfermedad
(DFS) es de 48% a los 3 afios y 25% a los 5 afios, con una OS del 54% a 5 afios. En
cambio, los ancianos tienen una media de OS de 7 meses, y el 24% experimenta una
muerte temprana (17). Con el objetivo de proporcionar el tratamiento mas apropiado, el
diagndstico se realiza mediante diversas técnicas de laboratorio, y en combinacién con

variables clinicas se realiza una clasificacion del riesgo.

1.3 Diagnéstico y prondstico en BCP-ALL

El diagndstico de la BCP-ALL implica la evaluacion de diversas caracteristicas celulares,
gue incluyen morfologia, inmunofenotipo, genética/citogenética y gendmica. Estos
aspectos se detallan en la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud de 2008,

como se especifica en la Tabla 1jError! No se encuentra el origen de la referencia..
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Diagnéstico de la ALL en adultos

Fase de diagnéstico

Morfologia
* Médula 6seay sangre
periférica
* Liquido cefalorraquideo

Immunofenotipo

* MPO (diagnéstico
diferencial frente a LMA)

* Marcadores de linaje B:
CD19, CD79a, cCD22 (al
menos 2); otros: TdT, CD10,
CD20, CD24, clgM, slg
(kappa o lambda)

* Marcadores de linaje T:
cCD3; otros: TdT, CD1a,
CD2, CD5, CD7 CD4, CD8,
TCRa/Boy/d

* Marcadores de células
madre/mieloides
(variables): CD34, CD13,
CD33, CD117

Citogenética/genética
* Citogenética/FISH/RT-PCR
* CGH/SNP/GEP/NGS

Estudio Marcador(es) de MRD:
* LAIP
(inmunofenotipo)/sonda
molecular (PCR)

Resultados/Todos los subtipos

* Blastos
linfoides/indiferenciados (220%
de afectacion de la médula
Osea).

* Morfologia FABL3en la
leucemia de Burkitt.

»  Afectacion del SNC.

* MPO negativa; marcadores B/T
>20% (CD3, CD79a >10%)

* LLAdelinaje B: Pro-B/B-I
(CD19/CD79a/cCD22+)
Comun/B-Il (CD10+/clgM-) Pre-
B/B-lll (clgM+/slg-) Madura-B/B-
IV (slg+)

* LLAdelinaje T:Pro-T/T-I
(cCD3/CD7+)Pre-T/T-ll
(CD2/CD5)Cortical-T/T-III
(CD1a+)T/T-IV madura
(CD3+/CD1a-)

* ALL con caracteristicas clinico-

biolégicas adversas:

ALL Ph+ (deteccidn rapida, a terapia

TKI)

ALLt(4;11)+ LLAt(1;19)+

ALL otras citogenéticas de alto riesgo
*ALL con caracteristicas clinico-

biologicas adversas:

ALL Ph-like

ALLETP

ALL NOTCH1/FBW?7-no mutado/RAS/

PTEN-alterado T- ALL

IKZF1, CLRF2, MLL, TP53, CREBBP,

alteraciones en RAS.

+Clasificacidn del riesgo basada
en el MRD
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Recomendaciones

Obligatorio
Recomendado
Obligatorio

Obligatorio
Obligatorio

Obligatorio
Recomendado
para nuevos
ensayos clinicos

Obligatorio



Almacenamiento de material de * Estudios Muy recomendado

diagndstico adicionales/futuros
*Banco de
células/almacenamiento
de lisados de
ADN/ARN/proteinas
Tipificacion HLA * Aplicacion temprana del Recomendado
*Paciente/hermanos SCT en caso necesario

ALL: leucemia linfoblastica aguda; MPO: mieloperoxidasa; LMA: leucemia mielégena aguda; c:
citoplasmatica; IgM: inmunoglobulina M; s: superficie; Ig: inmunoglobulina; FISH: hibridacién
fluorescente in situ; RT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa; Ph+:
Filadelfia positivo; TKI: inhibidor de la tirosina cinasa; CGH: hibridacion gendmica comparativa; SNP:
polimorfismo de nucleétido Unico; GEP: perfil de expresion génica; NGS: secuenciaciéon de nueva
generacion; Ph: Filadelfia; ETP: precursor temprano de células T; T-ALL: ALL de células T; MRD:
enfermedad residual minima; LAIP: inmunofenotipo asociado a leucemia; PCR: reaccion en cadena de
la polimerasa; HLA: antigeno leucocitario humano; SCT: trasplante de células madre.

Tabla 1: Criterios diagnosticos de BCP-ALL.
Tomada y modificada de Hoelzer et al., (2016) (17).

El estudio del inmunofenotipo desempefia un papel crucial en el diagndstico, evidenciando

el compromiso de la poblacion de LC con el linaje de células B. La citometria de flujo

multicolor es esencial para diferenciar la leucemia linfoblastica aguda (ALL) de linaje de

células B de la de células T y para identificar marcadores de superficie celular. La BCP-

ALL representa aproximadamente el 75% de los casos de ALL y se caracteriza por la
expresion de CD19, CD22 y CD79a. La expresion de CD20 se observa en el 30% al 50%

de los casos de BCP-ALL y se ha asociado con un peor pronéstico. La citometria permite

identificar el origen de las células de linaje B atipicas y distinguir su tipo, ya sea Pro-B,

comun, Pre-B o maduras (17,38).

En cuanto a las pruebas de diagndstico temprano, la deteccién molecular rapida mediante

la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-gPCR) o0 ensayos

de hibridacién in situ con fluorescencia principalmente para detectar reordenamientos del
gen t(9;22)(q34;911)/BCR-ABL1, tipico de la BCP-ALL Ph+, sensible a terapias dirigidas

con inhibidores de la tirosina quinasa (17).
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Factores de alto riesgo en la ALL del adulto

Factores de riesgo

Relacionado con el paciente
*Edad (afos)
*Estado funcional
(puntuacion ECOG)

Relacionado con la enfermedad
*WBC (%109 /1)
eInmunofenotipo

(subconjuntos B-T)
Citogenética
(cariotipo)
*Genética
*Varios

Dinamica de respuesta

*sensibilidad a los
corticosteroides
(recuento de blastos
después de la pre-
fase)

srespuesta temprana de
los blastos
(morfologia de la BM)

*tiempo hasta la CR
(ndmero de ciclos)

*MRD (molecular/LAIP)

Subconjuntos de riesgo (notas)

*  >40/55/65
. >1

e >30 (linaje B)/>100
(linaje T)
e Pro-B/ttempranay
madura
e Ph+/t(4;11)+/otros
adversos
* BCR-
ABL1+/MLL+/PBX-
E2A+/
Ph-like/IKZF1del/ETP/ NOTCH1 no
mutado
* Afectacion del sistema
nervioso central

*Malarespuestaala

prednisona (=1 x 109 /1)

*Dia 8-15 blastos 25%.
*>1 ciclo (RC tardia)
*MRD+ (post-induccion)

Recomendaciones

Obligatorio
Muy recomendable

Obligatorio
Obligatorio
Obligatorio
Obligatorio
Recomendado para
NUEevos ensayos
clinicos Obligatorio

Recomendado
Recomendado
Obligatorio
Obligatorio

ALL, leucemia linfoblastica aguda; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; WBC: leucocitos;
Ph+: Filadelfia positivo; Ph: Filadelfia; ETP: precursor temprano de células T; BM: médula 6sea; CR:
remision completa; MRD: enfermedad minima residual; LAIP: inmunofenotipo asociado a la
leucemia.

Tabla 2: Factores de alto riesgo en adultos con BCP-ALL.
Tomada y modificada de Hoelzer et al., (2016) (17).

Los resultados obtenidos en el diagnéstico permiten clasificar a los pacientes en subgrupos
de alto riesgo y riesgo estandar (Tabla 2). Sin embargo, los grupos de alto riesgo se definen
por varios factores relacionados con la enfermedad y algunos factores relacionados con el

huésped. Los pacientes que no presentan factores de riesgo se definen como riesgo
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estandar. Los pacientes con riesgo estandar tienen una OS de 5 afios >70%. Dentro de
los criterios de alto riesgo se encuentran la edad avanzada, la tolerancia reducida a los
tratamientos, subtipos inmunolégicos adversos, leucocitos >30.000 en el momento del
diagndstico refleja una carga tumoral més alta y se reconocen universalmente como
variables de riesgo independientes que predicen una tasa de CR mas baja y una duracion
de CR mas corta (17).

La cinética de la respuesta a los primeros pasos del tratamiento también es un indicador
prondstico bien reconocido y cada vez mas buscado. Esto se puede obtener a través de
diferentes metodologias y en diferentes tiempos de tratamiento, que van desde la terapia
de prefase (respuesta a la prednisona) hasta los dias de induccién 8 a 15 (disminucién de
LC de la BM), al final de la induccion con el fin de evaluar CR y MRD negativa entre las 6
-16 semanas después de iniciada la fase de induccién (17). La MRD negativa después de
consolidacién o MRD que sigue siendo positiva (17). La MRD es medible en el 95% de los
pacientes con BCP-ALL, esta se evalla mediante citometria de flujo y es comiunmente
definida como el <0.01% de LC en la muestra o por RT-PCR si hay rearreglos
cromosomicos. La recaida es comun en adultos de alto riesgo y su rescate resulta
desafiante (17).

1.4 Tratamiento en BCP-ALL

Después de confirmar el diagnéstico, es crucial iniciar el tratamiento de manera inmediata
(Figura 3). Con frecuencia, se opta por una terapia inicial que incluye corticosteroides, ya
sea prednisona o dexametasona, de manera individual o combinada con otros
medicamentos como vincristina o ciclofosfamida, durante un periodo de 5 a 7 dias. Este
enfoque terapéutico inicial facilita una reduccion segura del tumor, previniendo en la
mayoria de los casos la aparicion del sindrome de lisis tumoral (17). El tiempo necesario
para la terapia inicial también proporcionara la oportunidad de obtener los resultados de
los estudios diagnoésticos, como la citogenética y la genética molecular, especialmente
cuando se requieren inhibidores de las tirosin quinasas como parte del tratamiento en
algunos casos. La reaccion a la terapia inicial determina la sensibilidad de la enfermedad
a la quimioterapia y se incorpora en algunos estudios para evaluar el riesgo, ya que

aquellos que responden bien a la prednisona pueden tener un prondéstico méas favorable.
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Durante la fase de induccion, el objetivo principal es lograr una CR, e idealmente, una CR
molecular, cuya evaluacion generalmente se realiza en un periodo de 6 a 16 semanas
desde el inicio de la ChT (17). En adultos con BCP-ALL, se emplean dos enfoques de
quimioterapia. Uno de ellos sigue los protocolos pediatricos BFM, ampliamente utilizado
en ensayos clinicos europeos, con etapas de Induccion I, Induccion I, ciclos de
consolidacién y, ocasionalmente, re-induccion intermitente. La otra estrategia implica
repetir dos ciclos de quimioterapia intensiva idénticos durante las fases de Induccién y
Consolidacion, sumando un total de ocho ciclos, como en el protocolo hyper-CVAD
(ciflofosfamida, vincristina, doxorrubicina y dexametasona), preferido en los Estados
Unidos y otras regiones del mundo, como Colombia (17) con el objetivo de restablecer la
hematopoyesis normal (39—-42) La dexametasona suele preferirse a la prednisona, ya que

penetra la barrera hematoencefalica y también actla sobre las LC en reposo (17).

Una vez que se logra la CR, se administra la terapia de consolidaciéon. Durante este ciclo
se busca intensificar el resultado obtenido en la induccién, aumentando las posibilidades
de mantener la CR (42-44) La terapia sistémica de dosis altas se utiliza principalmente
para lograr concentraciones adecuadas en areas de dificil acceso, como el sistema
nervioso central. La mayoria de los protocolos constan de 6-8 ciclos que incluyen dosis

altas de metotrexato o citarabina, a veces con la adicion de asparaginasa (17).

Finalmente, en la fase de mantenimiento, se emplean 6-mercaptopurina 0 metotrexato
orales, administrados semanal o mensualmente, con el propdsito de eliminar las LC
restantes y prevenir posibles recaidas (44) Algunos regimenes de tratamiento incorporan
la repeticibn de vincristina, dexametasona u otros farmacos a intervalos mas
prolongados(17). El trasplante de células madre (HSCT) sigue siendo la opcion curativa,
indicado para recaidas de BCP-ALL refractarias, en casos de MDR positivas y mejora la
OS en pacientes de alto riesgo que logran la primera CR (45). Las recaidas son recurrentes
en adultos. Sin embargo, la incorporacion de terapias dirigidas en los contextos de primera
linea y de rescate ha mejorado la supervivencia en comparacion con la quimioterapia

convencional en adultos (41,44,46).
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Diagnostico de ALL (1-2 dias)
* Morfologia
* Inmunofenotipo
* RT-PCR (BCR-ABL1)
* Citogenética/genética/nueva
genética/genomica/estudio MRD/sonda molecular/
LAIP)

Factores clinicos de riesgo (edad /WBC...)

Terapia dirigida/

Estudio de MRD
monoclonales

Pre-Fase (5-7 dias) . /Subgrupgs
* Medidas de apoyo inmunoldgicos

CR induccion/ profilaxis del SNC (4-8 semanas)

Evaluacion final

Alogenético SCT delriesgo
+ HRy/o MRD+

Consolidacion (0,5-
1year)
* SRy/oMRD-

Figura 3: Diagndstico y evaluacién del riesgo en la BCP-ALL en adultos para la consecucién de la
CRy el tratamiento post remisién orientado al riesgo.

Los principales subconjuntos diagndsticos se identifican en 1-2 dias para permitir el inicio de la
terapia de pre-fase, identificar los casos elegibles para la terapia dirigida (TKI en LLA Ph+), y
establecer el estudio MRD. La terapia de pre-fase permite el manejo/prevencion de complicaciones
metabodlicas/infecciosas/hemorréagicas antes del inicio de la terapia de induccién, y comprueba la
identidad HLA entre el paciente y sus hermanos. La terapia de induccién/consolidacion temprana
(que incorpora profilaxis del SNC) tiene como objetivo inducir la CR con una respuesta de MRD
profunda, para apoyar la terapia posterior orientada al riesgo y la MRD con/sin SCT alogénico.
RT-PCR: reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa; MRD: enfermedad residual
minima; LAIP: inmunofenotipo asociado a la leucemia; WBC: glébulos blancos; CR: remision
completa; SNC: sistema nervioso central; SR: riesgo estandar; RH: alto riesgo; SCT: trasplante de
células madre; ITK: inhibidor de la tirosina cinasa; Ph+: Filadelfia positivo; HLA: antigeno leucocitario
humano. Tomada y modificada de Hoelzer et al., (2016) (17).

La introduccion de anticuerpos monoclonales cambi6 el paradigma del tratamiento. El
rituximab, un anticuerpo Anti-CD20, se administra junto con Hyper-CVAD y ha demostrado
mejorar los resultados en pacientes ancianos (45). Por otro lado, el blinatumomab, un BiTE
(Bispecific T cell-engager), conecta la molécula CD3 de los linfocitos T con el CD19, un
pan-antigeno de la BCP-ALL, provocando la lisis de las células leucémicas por parte de
los linfocitos T. Aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) para
pacientes que alcanzan la CR pero aun mantienen la MRD positiva, este tratamiento les

permite lograr la MRD negativa, convirtiéndolos en candidatos para el HSCT. Ademas,
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puede administrarse como monoterapia y en la primera recaida de pacientes con alto
riesgo (45). De manera similar, las células T con receptores de antigeno quimérico (CAR-
T) han sido aprobadas por la FDA para el tratamiento de la BCP-ALL en casos de recaida
o refractarios (45).

Con el objetivo de mejorar el prondstico del tratamiento en pacientes colombianos
diagnosticados con BCP-ALL, un estudio previo llevado a cabo en el INC se centré en la
busqueda de biomarcadores que pudieran predecir la respuesta a la ChT. Este analisis se
basé en la identificacion de diferencias en los perfiles de expresidn génica entre pacientes
gue respondieron y aquellos que no respondieron a la quimioterapia de induccién. Como
resultado, se encontré que la sobreexpresién de los genes ID1 e ID3 en los blastos de la
BM de pacientes con BCP-ALL se asociaba con la falta de respuesta al tratamiento de

induccién y un pronéstico desfavorable (5,47).

2. Genes ID

2.1 Funcion y clasificacion

Las proteinas Helix-Loop-Helix basicas (bHLH) representan una clase bien conocida de
reguladores transcripcionales. Se dividen en 7 clases distintas (22) muchas proteinas
bHLH actian como heterodimeros con miembros de una clase de proteinas ubicuas, las
proteinas E de la clase | (Tabla 3) (7,8,10,23). También existe una clase ampliamente

expresada de heterodimeros inhibidores asociados, las proteinas ID De la clase V (7).

las proteinas ID desempefian diversas funciones segun el tipo de célula, su transcripcién
esta sujeta a diferentes vias de sefializacion que son activadas por estimulos como
citoquinas, ligandos, receptores de células T y proteinas morfogénicas de la BM

(6,22,48,49). Dentro de las funciones de las ID se encuentran el desarrollo y la
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diferenciacion, la proliferacion celular y también han sido asociado a diferentes
enfermedades como el desarrollo de céncer (7). Adicionalmente, las proteinas ID
desempefian un papel crucial en la maduracion de las células B, puesto que en varios
estadios dentro desde proceso de diferenciacion que abarca desde las HSC hasta las
células B, debido a que dentro de estos estadios se requieren las proteinas E como

factores de transcripcion, de este modo, en cada estadio interactdan con las ID (7).

Clase Dominio Miembros Propiedades y funcion

estructural representativos

I bHLH Familia de proteinasE ~ Amplia expresion; Auto o heteroasociacién con
(E12, E47, E2-2/TCF- proteinas de clase Il; Regulacién de la neuro,
4/ITF-2, HEB) mio y linfogénesis.

Il bHLH Factores reguladores Especificos de tejido; Heteroasociacion con
miogénicos (MyoD, proteinas de clase |; Regulacién de la
miogenina, Mrf4, Myf- miogénesis (factores reguladores miogénicos),
5,6); NeuroD/Beta2,; diferenciacion de las células de los islotes
Mash-1, d/e-HAND; (NeuroD/Beta2), neurogénesis (Mash-1),
Twist. morfogénesis cardiaca (d/e-HAND) y desarrollo

del mesodermo (Twist))

11 bHLH-LZ Familia MiT (MiTF, Maduracién de melanocitos (MiTF), activacion
TFE3, TFEB, TFEC); Myc de células B (TFE3), vascularizacion placentaria

(TFEB), desarrollo de osteoclastos (MiTF, TFE3,
TFEC), proliferacidn/diferenciacidn celular,
oncogénesis y apoptosis (Myc).

v bHLH-LZ Familia Mad (Mad1/3/4, Homodimerizacion o heterodimerizacion con
Mxil), Max Myc; Regulacion de la proliferacion celular

Vv HLH Proteinas Id (Id1-4) Heterodimerizacién con proteinas de clase |y,

en menor medida, de clase Il; Regulacion de la
proliferacién/diferenciacidn celular durante el
desarrolloy en el cancer.

Vi b(Pro)HLH Familia HES (HES1-7) Regulacidn de la proliferacion/diferenciacion

celular durante la embriogénesis

VI bHLH-PAS AhR, HIFa, SIM, ARNT Regulacidn de los genes de respuesta

Tabla 3: Factores de transcripcion HLH.
Tomada y modificada de Roschger et al., (2017) (6).

xenobiotica (AhR/ARNT) e hipdxica (HIFa/ARNT),
y del desarrollo neural (SIM/ARNT).

19



2.2 1Dy el cancer

Las proteinas ID han sido vinculadas a diversos aspectos caracteristicos del cancer, como
el mantenimiento de las células madre tumorales, la tumorigénesis, la neovascularizaciéon
y la formacién de metéastasis (10,11,22,50). Ademas, se han asociado con la resistencia a
la muerte celular, la inmortalidad replicativa, la evasién de la destruccion inmunitaria y la

promocién del microambiente tumoral (TME) excluyente (20,22,50-54).

La desregulacion de las proteinas ID se ha vinculado con diversas neoplasias malignas,
abarcando tumores en la vejiga, mama, préstata, higado y cerebro (55). Considerando las
diversas asociaciones potenciales de interaccién y las funciones celulares especificas de
las proteinas ID, resulta desafiante realizar predicciones uniformes y exhaustivas sobre el
papel de estas proteinas en varios tipos de tumores, como los cénceres sanguineos,

incluyendo linfomas y leucemias (55).

Es fundamental comprender los factores que pueden influir en los resultados fisiol6gicos
en comparacion con los resultados tumorigénicos, los cuales son impulsados por las
proteinas E e ID. Las similitudes fenotipicas observadas en los tumores derivados de
linfocitos que se desarrollan en ratones con sobreexpresion de ID y en ratones mutantes
nulos de la proteina E indican que las proteinas ID suelen ejercer sus funciones en estos
tumores mediante la inhibicion de la actividad de la proteina E. La expresion adecuada y
la interaccion precisa entre las proteinas E e ID desempefian un papel crucial en la
regulacién de los resultados del desarrollo. La alteracion de este equilibrio conlleva a la
pérdida de control, a menudo predisponiendo a las células a la transformacién maligna.
(Figura 4) (55). En relacion con BCP-ALL, se observé que la sobreexpresion ID1 e ID3 en
células leucémicas se asociaba con un desenlace desfavorable en respuesta al tratamiento
(5,47).
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Figura 4: Factores que influyen en las funciones dependientes del contexto de las proteinas E e ID
en el desarrollo y el cancer.

Tomada y modificada de Sumedha Roy, et al., (2018)(55). Imagen realizada con el software
Biorender.

En la dltima década, ha aumentado considerablemente el interés en las vias biologicas
gue contribuyen a la falta de respuesta al tratamiento, lo que ha conducido al
descubrimiento de alteraciones genéticas y epigenéticas relacionadas con la resistencia.
Este enfoque también ha dado lugar al modelo de evolucién clonal, que se basa en la
heterogeneidad tumoral (56). Se ha observado que las LC alteran el microambiente de la
BM, favoreciendo su desarrollo a expensas de la hematopoyesis normal. En consecuencia,
desempefian un papel fundamental al estimular y respaldar la supervivencia y progresion
de las LC, lo que incide de manera significativa en el resultado del tratamiento, ya sea con
éxito o fracaso (56,57). No obstante, hasta el momento no se ha determinado si la
sobreexpresion de los genes ID1 e ID3 tiene consecuencias en el TME de la leucemia,

especialmente en las poblaciones inmunitarias (5,47).
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3. Microambiente tumoral

3.1 Microambiente tumoral

La BM ha sido considerada durante mucho tiempo un érgano hematopoyético que
desempefia un papel critico en el soporte de la hematopoyesis normal a lo largo de la vida
y estAd compuesta por multiples tipos celulares, incluyendo HSC, osteoblastos,
osteoclastos, células endoteliales, perivasculares, estromales mesenquimatosas,
neuronales y pericitos, asi como células hematopoyéticas (58,59). Estas células rodean
fisicamente a las células hematopoyéticas y regulan activamente los procesos
hematopoyéticos no solo a través de la secrecion de citoquinas, hormonas y factores de
crecimiento, sino también mediante la expresion de receptores y moléculas de adhesién
(60). Ademas, a pesar de que la BM normal carece de areas organizadas de células T y
B, es un nido para las células inmunolégicas innatas y adaptativas, que funcionan, migran

y se retienen selectivamente (61-64).

3.2 Microambiente tumoral inmune (TIME)

Ademas de ser un 6rgano hematopoyeético, la BM cumple las funciones de un 6rgano
linfoide primario, donde se inician y mantienen las respuestas inmunolégicas (65,66). El
microambiente de la BM alberga una variedad de células inmunoldgicas, incluyendo
células T y B, células plasméaticas, DC, neutréfilos y macrofagos. Estas células
proporcionan un "nicho inmunol6gico" implicado en la regulacion de la homeostasis de las
HSC y la hematopoyesis de emergencia mediante la secrecidn de citoquinas, hormonas y
factores de crecimiento, asi como la expresion de receptores y moléculas de adhesion
(60,65,66). Este nicho parece ejercer una funcion protectora sobre las HSC al establecer
un entorno inmunosupresor o un sitio inmunoldgico privilegiado donde mudltiples
mecanismos trabajan juntos para prevenir el ataque inmunoldgico e incluso permitir la

supervivencia prolongada de LC (4,67,68).
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Con el prop6sito de profundizar en este tema y explorar en detalle cada una de las
poblaciones que forman parte del TIME, elaboramos un articulo de revision a lo largo del
desarrollo del proyecto. Dicho articulo se encuentra adjunto como (Anexo 1) y también esté
disponible para su lectura en el siguiente enlace:
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2023.1325255/full
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4. Metodologia

4.1 Consideraciones éticas

La realizacion del presente trabajo sigue las recomendaciones para investigar con seres
humanos promulgadas por el cédigo de Nuremberg, Declaracion de Helsinki (Corea 2008)
e Informe Belmont y por la legislacién Colombiana Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio
de Salud de Colombia, que establece las normas académicas, técnicas y administrativas
para la investigacion en salud.
El estudio igualmente se realizard ajustado a otras normas cientificas, técnicas y
administrativas para la Investigacion en Salud establecidas por en los siguientes
documentos regulatorios:
= RESOLUCION NUMERO 1995 DE 1999 (Julio 8) Por la cual se establecen normas
para el manejo de la Historia Clinica
= RESOLUCION 001715 DE 2005 (junio 13) por la cual se modifica la Resolucion 1995
del 8 de julio de 1999.
= Pautas Internacionales para la Evaluacion Etica de los Estudios Epidemioldgicos.
Preparado por el Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias
Médicas (CIOMS) en colaboracion con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
1991.
= Resolucién 3492 de 1998, Resoluciéon 2935 del 2001 del Instituto Colombiano
Agropecuario, Decisién 391 de la Comunidad Andina de Naciones. Decreto 309 del
2000 del Ministerio de Medio Ambiente.)

4.2 Buenas practicas de laboratorio

De acuerdo con la resolucion 8430 de 1993, éste trabajo se considera como “investigacion
con riesgo minimo”, puesto que no se haran intervenciones a los pacientes. El proyecto se
realiz6 con muestras provenientes de pacientes que participaron de manera voluntaria en

el estudio y que dejaron constancia escrita de aceptacion mediante la firma de un
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consentimiento informado general. Estos pacientes fueron informados sobre el propésito
del estudio. La informacion suministrada por ellos es de caracter confidencial y los

resultados obtenidos en el estudio se emplearon Unicamente con fines cientificos.

Después de la firma del consentimiento informado general, se tomaron muestras BM. Las
muestras de BM se tomaron dentro del procedimiento de rutina para el diagnéstico en la
consulta de hematologia. Los procedimientos realizados con la BM no interfirieron con el
diagnéstico o tratamiento médico requerido para su enfermedad. Las muestras obtenidas

seran codificadas de manera que la identidad del participante permanezca anénima.

La aplicacion de este consentimiento estuvo sujeta a aprobacion por el Comité de Etica e
Investigaciones del INC. El uso de estas muestras almacenadas solo sera posible en el
marco de un proyecto de Investigaciébn aprobado por los comités de ética de las
instituciones participantes que acepten el uso de estas muestras almacenadas para

alcanzar los nuevos objetivos planteados.

Los procedimientos de la investigacién seran efectuados por personas calificadas y
competentes desde el punto de vista clinico y metodoldgico. La responsabilidad del estudio
recae en los investigadores principales, quienes cuentan con los recursos técnicos y

cientificos para hacerlo competente.

4.3 Tipo de estudio, criterios de inclusion y exclusion
4.3.1 Tipo de estudio

Fue un estudio exploratorio descriptivo observacional en el cual se evalu6 la asociacion
de ID1 e ID3 con la composicion del TIME en la BM.

4.3.2 Sujetos del estudio

Universo del estudio: Pacientes adultos mayores de 18 afios que asisten a la consulta de

Hematologia en el INC, con diagndéstico nuevo de BCP-ALL.

4.3.3 Calculo de la muestra:
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Este fue un estudio exploratorio y descriptivo que no requirié calculo del tamafio de la
muestra. Sin embargo, para efectos del estudio se recolectaron muestras de pacientes con
diagnostico de BCP-ALL que cumplieron con los criterios durante febrero de 2021 y

septiembre de 2022.

4.3.4. Criterios de inclusion

= Pacientes mayores de 18 afios diagnosticado con nuevo de BCP-ALL en el INC.

» Pacientes que no hayan iniciado ningln esquema de tratamiento quimioterapéutico
previo al diagndstico.

= Pacientes candidatos a recibir esquema de quimioterapia combinada de acuerdo
con el protocolo institucional.

= Pacientes de los cuales se pueda obtener una muestra de BM antes del tratamiento
de induccion.

= Pacientes a los que se pueda acceder a la historia clinica
4.3.5 Criterios de exclusion

= Pacientes que hayan abandonado el tratamiento

= Pacientes que hayan tenido una enfermedad neoplasica previa al diagnéstico de
BCP-ALL.

= Quimioterapia previa para cualquier tipo de cancer.

= Pacientes de los que no sea posible obtener muestra de BM.

4.4 Obtencion de médula 6sea y metodologia por
objetivo

Una vez fue manifestado el deseo de participacion en el estudio por parte de los pacientes
gue cumplieron con los criterios de inclusion, se firmaron los consentimientos informados
(previamente aprobado por el Comité de Etica e Investigaciones del INC). Posteriormente,
se tomo6 una parte de la muestra de BM obtenida para el diagnéstico clinico, con el fin de

realizar los andlisis del presente estudio.
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Cabe resaltar que las muestras de BM fueron obtenidas antes de conocer el diagnéstico
de los participantes en el estudio. Dicho lo anterior, se recolectaron 13 BM de las cuales
dos tuvieron que ser excluidas del estudio porque los participantes fueron diagnosticados
con HIV. De las 11 muestras restantes un participante fue usado como control debido a
que fue un individuo sano (Figura 5).

13 bone marrow from
patients with suspicion
BCP-ALL (2021-2022)

2 patients with
infection HIV

10 patients with BCP-

ALL (2021-2022) 1 individual healthy

4 patients low
concentration RNA

& patient timal 2 patients over-
pauents optima expression ID1 and
concentration RNA D3

Figura 5: Participantes del estudio de investigacion.

Se obtuvieron inicialmente 13 muestras de pacientes con sospecha de BCP-ALL. Sin embargo, dos
de estos pacientes fueron diagnosticados con HIV y fueron excluidos del estudio. Adema4s, un
individuo no presenté neoplasia alguna, por lo que su muestra se utiliz6 como control. De los 10
pacientes restantes con diagnéstico de BCP-ALL, se llevaron a cabo los ensayos correspondientes
a los objetivos 1 y 2. No obstante, al realizar los ensayos de RNA-seq, se encontré que todas las
muestras no cumplian con los requisitos de cantidad de RNA, lo que llevo a la realizacion de este
ensayo en solo 6 muestras.

Posterior a la obtencion de la muestra de BM esta fue centrifugada a 2.500 rpm durante
15 minutos con una aceleracion de 9 y desaceleracion de 5. Esto, con el fin de obtener un
concentrado de glébulos rojos, plasma y buffy coat. Después de obtener el Buffy coat se
uso buffer de lisis de glébulos rojos, cabe resaltar que, para realizar los tres objetivos
planteados en este proyecto, el buffy coat fue fraccionado en tres partes para dar cabalidad

a cada objetivo de este proyecto como se muestra en la Figura 6.
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Figura 6: Metodologia.
Resumen de la metodologia por objetivo.
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4.4.1 Lisis de glébulos rojos

Posterior a la centrifugacion con ayuda de pipeta pasteur se separé la fraccion de buffy
coat en un tubo nuevo al cual se le agregé Buffer ACK (Lonza) y se dejo incubar durante
10 minutos, se centrifugd y se descart6 el sobrenadante. Este proceso se realizé dos veces
y posteriormente hacer dos lavados con PBS 1X en centrifuga. El pellet celular obtenido

de este proceso fueron las células listas para su uso posterior.

4.3.6.1 Metodologia objetivo 1
Evaluar la expresion de ID1 e ID3 en LC a partir de BM de pacientes adultos con BCP-ALL

4.3.2.1 Separacion de células CD19+: Con el fin de obtener las LC se uso el
panmarcador de células de origen B CD19, la separacion de estas células se realizé

mediante la seleccién positiva de células que presentaran CD19 a través de microperlas.

= Al pellet generado se le agreg6 buffer Miltenyi y microperlas de seleccién positiva

para CD19 y se mezcl6 muy bien.

= Posteriormente se hizo una incubacién de 15 minutos a 4°C. Luego de la
incubacién, las células fueron lavadas con buffer Miltenyi y centrifugadas

posteriormente.

» El pellet se resuspendié nuevamente en buffer Miltenyi y fue colocado sobre la
columna de separacion previamente lavada con el mismo buffer. Esta columna se

puso sobre un soporte de iman.

* Se uso un tubo de recoleccion mientras la muestra pasaba a través de la columna
y posteriormente, la columna fue lavada dos veces con buffer Miltenyi con el fin de

eliminar las células no especificas (negativas para CD19).

* Finalmente, se cambié de tubo de recoleccién y la columna fue separada del iman
y las células CD19+ fueron recuperadas al lavar la columna con Buffer Miltenyi. Las

células recuperadas fueron centrifugadas y resuspendidas en Buffer Miltenyi.
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Para evaluar la purificacion de las células obtenidas, se hicieron citometrias de flujo
midiendo los marcadores de expresion clasicos de las LC tales como CD10, CD34,
CD45 y CD19. No obstante la pureza solo correspondia al valor de las células
positivas para CD19.

4 .4.2 Extraccion de RNA:

Posterior a la obtencion de las LC definidas como positivas para CD19 se realizé extraccion
de RNA por medio del kit de extraccion AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen).

Al pellet se le agregd buffer RLT plus y se homogenizd, posteriormente se

centrifugé y descart6 el sobrenadante.

Posteriormente se Transfirid el lisado homogenizado a una columna de DNA

AllPrep en un tubo recolector y se centrifugo.

Se agreg6 etanol (96-100%) y luego se transfirié la muestra a la columna RNeasy

colocada en un tubo de recoleccion.

Después se agregd buffer RW1 en una columna de RNeasy para centrifugar y

descartar el sobrenadante.

Se agrego6 buffer RPE a la columna de RNeasy, se cerr6 y centrifugé (lavado de
columna), se desechd el flujo continuo y luego se agreg6é nuevamente buffer RPE

y se centrifugo.

Luego se coloco la columna RNeasy en un nuevo tubo de recoleccion de 1,5 ml.
Se agreg6 agua libre de RNasas directamente a la membrana de la columna y

centrifugd. (elucion de RNA).

4.3.2.3 Cuantificacion de RNA.

El ARN total se cuantific6 mediante el kit de Qubit RNA HS assay el cual es una prueba

fluorométrica.

Se preparé la solucion de trabajo agregando el buffer y el reactivo Qubit

(fluorometro).

30



= Enuntubo eppendorf de 500uL se mezclo la solucidn de trabajo con los estandares
usados para calibrar el equipo y las muestras a las que se les cuantifico el RNA.

= Las muestras fueron homogenizadas mediante vortex e incubadas a temperatura

ambiente por 2 minutos.

*» Finalmente, las muestras fueron leidas en el equipo Qubit, obteniendo asi la

concentracion de RNA en ng/mL de cada muestra.

Para evaluar la calidad de RNA se utilizé equipo de nanodrop el cual permite obtener
la relacion 260/230.

4.3.2.4 Andlisis de la expresion de ID1 e ID3. La expresion de los genes ID1 e ID3 se

realizé6 mediante g-PCR. Esta consistié en dos etapas:

Retrotranscripcion: para este proceso se utilizé el kit Superscript 1l reverse

transcriptase de invitrogen

* A las muestras se les agregé dNTPs y random primers y posteriormente se

incubaron a 65 °C y luego congelar.

* Luego se agreg6 buffer master mix, DTT, RNasa out y superscript Ill, se incub6 por
5 minutos a 25°C y posteriormente a 50°C por 45 minutos nuevamente y después se

inactivo la reaccion a 70°C por 15 minutos.

Reaccion g-PCR

Se utilizaron sondas TagMan especificas de los genes de interés en este caso ID1
(Hs036766575_s1), ID3 (HS00955037) y GAPDH (Hs03929097_g1) como gen

constitutivo y el TagMan fast advanced como master mix.

Se realizaron ensayos por triplicado en placas de 96 pozos.

Se mezclaron las sondas Tagman, master mix y agua libre RNAsas y se depositaron

los pozos correspondientes.
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» Se depositd la muestra y luego fueron llevadas al equipo Quant Studio 3 para su

posterior amplificacion y cuantificacion.

= Posteriormente en el software Quantstudio se calcul6 el valor de los Ct.

4.3.3 Metodologia objetivo 2

Caracterizar la poblacion de células inmunitarias que estan presentes en el TME de la

BM en pacientes adultos con diagndstico de BCP-ALL.

Para el andlisis del inmunofenotipo de las poblaciones del TIME de la BM se realiz6
citometria de flujo

Las células negativas para CD19, las cuales fueron las células restantes a los
blastos obteniads mediante columnas de separacion como se mencioné en la
metodologia del objetivo niumero uno, fueron lavadas con PBS y centrifugadas.
Después de centrifugadas se resuspendieron en PBS y se agregaron los
anticuerpos extracelulares con el fin de marcar las células T CD4+ y CD8+,
macrofagos M1y M2, MDSC, NK y T reg con los anticuerpos descritos en la (Tabla
4), por un periodo de 20 minutos.

Con el fin de marcar FOXP3 el cual es un factor de transcripcién y por lo tanto una
proteina intracelular, se usé el kit de intrasure de BD el cual requiri6 agregar el
reactivo A incubar y lavar con PBS.

Posteriormente se agrego el reactivo B y se pusieron los anticuerpos de proteinas
intracelulares, posteriormente, se agreg6 el anticuerpo de FOXP3 y se dejo
incubando por 20 minutos.

Finalmente, las células fueron lavadas con PBS y centrifugadas.

Una vez la muestra estaba lista, las muestras fueron leidas en el citbmetro de flujo
FACS Aria lll de la facultad de medicina de la Universidad Nacional de Colombia.
Posteriormente, se obtuvieron los archivos fcs y fueron leidos en el software

Infinicity de cytognos.
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Ubicaciondela Célula Proteina Anicuerpo conjugado
proteina

Extracelular Células T CD3 Anti CD3 PE

Células TCD4+ CD4 Anti CD4 FITC

Células TCD8+ CD8 Anti CD8 APC

Macro6fagos CD68 Anti CD68 Brilliant Violet 785

Macréfagos M2 CD163 Anti CD163 Brilliant Violet 510

Natural killer CD16 Anti CD16 Alex Fluor 700
CD56 Anti CD56 Pacific Blue

MDSC HLA-DR Anti HLA-DR Alexa fluor 647
CD11b Anti CD11b PE/Cyanine?7
CD33 Anti CD33 APC/Fire 750

CélulasT CD25 Anti CD25 Percp/cyanine5.5

reguladoras

Intracelular FOXP3 Anti FOXP3 PE/Dazzle 594

Tabla 4: Poblaciones evaluadas y anticuerpos usados en la citometria de flujo.
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4.3.4 Metodologia objetivo 2y 3

Establecer si hay diferencias en la expresién de genes asociados a la respuesta inmune

en BM de pacientes con BCP-ALL segun la expresion de ID1 e ID3 en blastos.

Este objetivo se realizé mediante secuenciacion de nueva generacién del transcriptoma
completo (RNA-seq) en el Stanley S. Scott Cancer Center LSU, por lo tanto, mientras las
muestras fueron incluidas y procesadas para la extraccibn de RNA como se indica en la
(figura 4) las muestras fueron almacenadas a temperatura de -80°C hasta su
procesamiento en el INC, una vez finalizé la recoleccion de las muestras, estas fueron

enviadas a Louisiana en condiciones de temperatura éptimas.

Las bibliotecas se generaron utilizando la preparacién de RNA monocatenario total de
lllumina con el kit de preparacién de bibliotecas Ribo-Zero Plus siguiendo las instrucciones
del fabricante. Brevemente, primero se eliminé el RNA ribosémico del RNA total (100 ng).
Tras la purificacion, se fragmenté el RNA y se sintetizO DNAc de primera y segunda
cadena. Se crearon bibliotecas a partir del DNAc adenilando primero el extremo 3’y ligando
anclajes a los extremos. A continuacion, se realizdé un paso de amplificacién de 13 ciclos
de PCR para afiadir indices Unicos a los productos ligados. Las bibliotecas resultantes se
cuantificaron con el kit de ensayo de alta sensibilidad Qubit dsDNA y el tamafio y la pureza
se evaluaron con el bioanalizador Agilent 2100. La secuenciacidon se realiz6 en el
instrumento NextSeq 2000 de lllumina utilizando un kit NextSeq 2000 P2 de 200 ciclos con
lecturas de 76 pb en el extremo del par. Los archivos FASTQ se cargaron en Partek Flow
para su andlisis, del siguiente modo: los contaminantes (ADNr, ARNt, ADNmtr) se
eliminaron con Bowtie 2 (v2.2.5) y las lecturas se alinearon con hg38 con STAR v2.7.8ay
se cuantificaron con RefSeq Transcripts 93. Funciones (genes) con <5 lecturas por
muestra. La normalizacién se realizé con la media recortada de los valores M seguida de
la transformacion log2 (TMM, =0,0001 / TMM / log2). Se utiliz6 DESEQ?2 para identificar
los genes expresados diferencialmente entre las muestras que sobreexpresaban ID1, ID3
o0 ambos (n=2) frente a las que tenian una expresion basal de dichos genes (n=4). Para
seleccionar los genes expresados diferencialmente se utilizO una tasa de falsos
descubrimientos (FDR) <0,05 y un fold change =2,0. Mapas de calor y vias y GO term
(KEGG).
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4.4 Analisis de informacion

4.4.1 Objetivo 1

Se utilizé en programa R con el paquete “R Commander” para establecer el punto de corte
en la expresion de los genes ID1 e ID3. Se evalud la expresion de los genes ID1 e ID3 y
se utilizé como gen consecutivo GAPDH y las pruebas se hicieron por triplicado. La
cuantificacién se realizé por medio de Ct comparativos mediante el método de AACt y
posteriormente fold change. Se hallé la mediana del fold change y de acuerdo con esta, se
dividieron los resultados por cuartiles. Las muestras que tuvieron un resultado mayor al
cuartil 75 fueron consideradas como el grupo de sobreexpresion, los valores menores al

cuartil 75 fueron considerados como el grupo de expresion basal.

4.4.2 Objetivo 2

Para los datos obtenidos de la citometria de flujo se realizaron los andlisis estadisticos y
gréficos utilizando el Software GraphPad Prism. Los datos tuvieron una distribucién normal
y fueron analizados mediante pruebat Student no pareada. Los resultados se consideraron
estadisticamente significativos con valores de p menores a 0.05. Adicionalmente se usé el
programa OMIQ para hacer las graficas de incrustacion de vecinos estocésticos
distribuidos en t (t-SNE).

Para los datos obtenidos de secuenciacion se realizaron los siguientes andlisis:
Obtencién de Datos de Expresion por RNA-seq:

Se recopilaron los datos de expresion por RNA-seq para las muestras de BM. Estos datos

representan los niveles de expresion de los genes en cada muestra.
Seleccién de Herramientas de Deconvolucién (estimacion del infiltrado inmune):

Se seleccionaron las herramientas adecuadas para realizar la deconvolucion de los datos
de RNA-seq. En este caso, se utilizd el método CIBERSORT vy el paquete xCELL en R

para estimar la composicion celular en las muestras.
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Preprocesamiento de los Datos:

Antes de realizar la deconvolucién, los datos de expresion de RNA-seq se preprocesaron
y normalizaron para corregir efectos técnicos y asegurar la comparabilidad entre las

muestras.
Aplicacién de CiberSort y Paquete XxCELL:

Se utilizé la herramienta CiberSort para estimar la proporcion de diferentes tipos de células
inmunes en las muestras. Ademas, se empled el paquete XCELL en R, que utiliza un
enfoque similar para la estimacion de la composicién celular a partir de los datos de

expresion génica.
Interpretacion de los Resultados:

Los resultados de la deconvolucion proporcionan estimaciones de la proporcion de
diferentes tipos de células inmunes en cada muestra. Estas estimaciones permiten

entender la composicion celular de las muestras y como difieren entre grupos de interés.

4.2.3 Objetivo 3

Metodologia para el Analisis de Expresion Diferencial entre Grupos de Pacientes con Alta
y Baja Expresion del Gen de Interés

Obtencion de Datos de Expresion Génica:

Se seleccionaron muestras de tejido biologico de los pacientes de los grupos de interés
(alta y baja expresion del gen de ID1 e ID3) se realiz6 extraccion de ARN y posteriormente
la secuenciacién de ARN (RNA-seq) utilizando una plataforma lllumina, para obtener los
perfiles de expresion génica. Seguidamente los archivos crudos de datos de RNA-seq
(Raw data) fueron sometidos a un proceso inicial de calidad para eliminar lecturas de baja
calidad y posibles artefactos. Se llevaron a cabo procedimientos de alineacion de
secuencias, utilizando la herramienta HISAT2, para mapear las lecturas de ARN al genoma

de referencia.
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Para la normalizacion de datos se aplicé el método de normalizacion TMM (Trimmed Mean
of M-values), para compensar las diferencias en la profundidad de la secuenciacion y otros

sesgos técnicos entre las muestras.
Preparacion de los Datos de Expresion:

Se obtuvieron datos de expresion génica mediante RNA-seq para cada paciente en los
grupos de interés (alta y baja expresion del gen de ID1 e ID3). Estos datos se
preprocesaron para realizar la normalizacién, filtrado y correccién de posibles efectos no

deseados, garantizando la calidad de los datos de expresion.
Andlisis de Expresion Diferencial con DESeq2:

Se utilizé el paquete DESeq2 en R para realizar el analisis de expresion diferencial.
DESeqg?2 utiliza un modelo estadistico basado en la distribucién de Poisson negativa para
identificar genes cuya expresion varia significativamente entre grupos. Se calcularon

estadisticas y puntuaciones ajustadas para controlar la tasa de falsos positivos.
Seleccion de Genes Diferencialmente Expresados:

Con el andlisis de DESeq2, se obtuvieron listas de genes diferencialmente expresados
entre los grupos de pacientes con alta y baja expresion del gen de interés. Se aplicaron
criterios de significacion estadistica (por ejemplo, p-valor ajustado), el indice de falsos

descubrimientos (FDR) y de fold change para identificar los genes mas relevantes.

En la fase de analisis de expresion diferencial mediante DESeq2, se configuré un entorno
reproducible en R, especificando las versiones de paquetes y software empleados. Se
cargaron los datos preprocesados, asegurando la correcta formacion de la matriz de
conteos de genes. Utilizando DESeq2, se aplic6 un modelo basado en la distribucion de
Poisson negativa para identificar genes cuya expresion variaba significativamente entre
grupos de alta y baja expresién de los genes ID1 e ID3. Durante este proceso, se calcularon
valores de log2 fold change para evaluar la magnitud de los cambios de expresion. Los
resultados se ajustaron mediante el método de Benjamini-Hochberg para controlar el FDR,
con un punto de corte estandar de 0.05 para los valores de p ajustados. Se establecié un
umbral de log2FC absoluto mayor a 1.5 como criterio para definir la significancia biologica

de los cambios en la expresion génica. La eleccion de estos valores de corte se respald6
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por su amplia aceptacién en la literatura y su capacidad para identificar de manera
confiable genes diferencialmente expresados.

Visualizacién de Resultados:

Se generaron graficos como el gréafico de volcano y el grafico de calor para visualizar los
resultados del analisis de expresién diferencial. Estos gréficos permiten identificar los
genes con las mayores diferencias de expresion y explorar patrones de agrupacion en los

datos.

4.2.4 Definicion de variables

Variable Definicion Tipo de variable Categorias de la variable
operativa
Edad Diferenciaentrela  Variable independiente,
fecha de nominal, discreta.
nacimienoy la
fecha de ingreso al
estudio
Sexo Sexo expresado Variable independiente, e Femenino

Infiltracién de
céulas
leucémicas

Recaida

Expresion de
ID1

Expresién de
ID3

Remision
completa

por el pacientey
registradoen la
historia clinica

Numero de LC en
BM en el momento
del diagnéstico

Reaparicion de LC

Expresion relative
de ID1 en RT-gPCR

Expresidn relative
de ID3 en RT-qPCR

Desaparacién de
todos los dignos
delcanceren
respuesta al
tratamiento

nominal dicotémica

Variable independiente,
nominal, continua

Variable independiente,
nominal, dicotémica

Variable independiente,
nominal, dicotémica

Variable independiente,
nominal, dicotomica

Variable independiente,
nominal, dicotémica

38

e Masculino

e Sobreexpresion de
ID1
e -Expresion basallD1

e Sobreexpresion de
ID3
e -Expresion basal ID3

o §j
e No



Enfermedad
minima
residual

Supervivencia
global

Supervivencia
libre de
enfermedad

Numero de
célulasT

Numero de
células T CD4+

Numero de
células T CD8+

Numero de
células MDSC

Numero de
células
Macrofagos M1

Numero de
células
Macrofagos M2

Presencia de un
namero muy
pequefio de LC
(>0.01%de
células) que
permanecen
durante el
tratamiento o
después de este.

Tiempo que pasa
desde la fecha del
diagndsstico o el
comienzo del
tratamiento
durante el cual los
pacientes siguen
Vivos

Eltiempo que se
miedo después
del tratamiento
durante el que no
se detecta ningln
signo de BCP-ALL

Numero de células
positivas para
CD3+

Nimero de células
positivas para
CD4+

Nimero de células
positivas para
CD8+

Nimero de células
positivas para
CD11b+, CD33+y
HLA-DR-

Numero de células
positivas para
CD68+

Numero de células
positivas para
CD68+y CD163+

Tabla 5: Variables del estudio.

Variable independiente,
nominal, dicotémica

Variable
independiente,nominal,
discrete.

Variable independiente,
nominal, discreta

Variable independiente,
nominal, continua.

Variable independiente,
nominal, continua.

Variable independiente,
nominal, continua.

Variable independiente,
nominal, continua.

Variable independiente,
nominal, continua.

Variable independiente,
nominal, continua.
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5. Resultados

5.1 Caracterizacion de la poblacion de estudio

Para este estudio, se seleccionaron 13 muestras de BM, de las cuales el 76,9% (n=10)
correspondieron a pacientes con BCP-ALL, y el 7,7% (n=1) represento a un individuo sano
designado como control. Se excluyeron dos pacientes con sospecha de BCP-ALL debido
a su diagnastico concurrente con HIV, lo que constituy6 el 15,3% de los casos iniciales. En
la tabla 6, se proporcionan detalles exhaustivos sobre las caracteristicas demogréficas y
clinicas de la poblacion de estudio. Dentro de los sujetos incluidos, el 80% (n=8) eran de
sexo masculino, mientras que el Unico individuo en el grupo de control era masculino,
constituyendo el 100%. En relacion con la edad al momento del diagndstico de BCP-ALL,
se observé un rango de 20 a 75 afios, con una mediana de 26,5 afios y un rango
intercuartilico (IQR) de 21,1 (Tabla 6). A cada uno de los pacientes se les confirmé el
diagndstico de BCP-ALL por medio de citometria de flujo y recibieron ChT. Dentro de los
valores reportados en el cuadro hematico de diagnéstico, el rango de leucocitos varié entre
1.390y 168.100 (mediana=5.990, IQR=21.892,5), se observé un conteo de plaquetas entre
2.000 y 189.000 (mediana = 18.500 IQR= 37.500) y niveles hemoglobina entre 5.2y 12.2
(mediana = 9.4 IQR=1.825). De los 10 pacientes, se encontré que 7 lograron la CR
posterior a la fase de induccion de la ChT, estos pacientes lograron MRD negativa durante
los primero 4 meses posteriores al inicio del tratamiento de ChT. Dos pacientes no
respondieron al tratamiento de induccion y presentaron MRD positiva. Un paciente fallecio
antes de que fuera posible evaluar la CR y la MRD. El 90% de los pacientes presento

recaida, el 10% presentd DFS y otro 10% presento enfermedad refractaria después de 18
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meses de seguimiento, periodo durante el cual el 50% de los pacientes fallecio debido a la

progresion de la enfermedad.

Variable

n=10
Sexo

Femenino

Masculino
Leucocitos (Diagndstico)

Neutroéfilos

Plaquetas
Hemoglobina

Remision completa

Si

No

No evaluable

Enfermedad minima residual
Positiva

Negativa

No evaluable

Supervivencia libre de enfermedad
Si

No

No evaluable

Supervivencia global

Muerto

Vivo

Mediana (rango) n(%)
2(20)
8(80)

5.990

(1.390-168.100)
9.010(30-6.720)

18.500
(2.000-189.000)
9.4
(5.2-12.2)

Tabla 6: Caracteristicas de la poblacién de estudio.
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5.2 Evaluacion de la expresion de ID1 e ID3 en células
leucémicas en pacientes con BCP-ALL

Con el fin de definir la sobreexpresion del gen ID1 e ID3, inicialmente se definid el punto
de corte para cada gen basados en la metodologia del estudio previo, el cual fue
determinado por el valor superior al percentil 75 del fold change 2"-(AACt), el cual
correspondi6 un valor de 15.31 para ID1y de 5.6 para ID3. De las 10 muestras analizadas
para la deteccion de ID1, tres no presentaron amplificacion del gen. Los valores de la
expresion del ID1 e ID3 de las muestras analizadas se muestran en las (jError! No se e
ncuentra el origen de la referencia. y Tabla 7). Comparado con la expresién del control se
observo un aumento en la expresion de gen ID1 en 2 de 7 casos analizados con un valor
promedio de expresién de 26.360. No obstante, al comparar ambos grupos no se
encontraron diferencias significativas (p=0.1049) (Figura 7a), mientras que, una
sobreexpresion del gen ID3 fue observada en 4/10 casos analizados (con un nivel de
expresion promedio de 32.623 y al comparar ambos grupos se encontraron diferencias
significativas (p= 0.0242) (Figura 7b). Ningun paciente sobreexpresé los dos genes al
mismo tiempo. De los 10 casos que sobreexpresaron ID3 dos fallecieron por progresiéon de

la enfermedad.

Paciente ID1Ct GAPDH Ct Mean ACt AACt 2"-(AACt)
Mean

Control 30.792 20.986 9.806

0JO001 33.411 20.878 12.533 2.727 0.151

JCP002 36.094

SAC003 35.897

B-R004 34.216 25.612 8.604 -1.202 2.301

D-G005 33.220 28.028 5.192 -4.614 24.484

FUMO006 31.839 21.046 10.793 0.987 0.504

MSR007 39.405 DOS

MKHO008 29.762 27.381 2.381 -7.425 171.847

AMMO009 31.585 24.615 6.969 -2.837 7.144

D-B010 33.652 26.198 7.454 -2.352 5.105
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Paciente ID3 Ct GAPDH Ct Mean ACt AACt 2”-(AACt)

Mean

Control 27.099 20.986 6.113

0J0001 28.017 20.878 7.139 1.026 0.491
JCP002 37.825 36.094 1.731 -4.382 20.844
SAC003 39.264 35.897 3.366 -2.747 6.711
B-R004 31.796 25.612 6.184 0.071 0.952
D-G005 33.232 28.028 5.204 -0.909 1.877
FUMO006 26.921 21.046 5.875 -0.238 1.180
MSR007 37.359 39.405 -2.046 -8.159 285.785
MKH008 31.411 27.381 4.030 -2.083 4.236
AMMO009 31.678 24.615 7.062 0.949 0.518
D-B010 29.825 26.198 3.627 -2.486 5.603

Tabla 7: Expresion de ID3 en muestras evaluadas.
En la columna correspondiente al fold change (2*-(AACt) en negrilla se encuentran los
pacientes con sobreexpresién de 1D3.
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Figura 7: Clasificacion de los pacientes segun niveles de expresion de ID1 e ID3
Comparacion de los niveles de expresion de los pacientes que sobreexpresaron vs
aquellos que tuvieron una expresion basal. a) Prueba t pareada entre dos pacientes que
sobreexpresaron vs 5 con expresion basal de ID1. b) Prueba t pareada entre 4 pacientes
gue sobreexpresaron vs 6 con expresion basal de ID3. (* p:<0.05).
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5.3 Evaluacion de las poblaciones inmunes en el
microambiente tumoral (TIME) segln la expresion de ID1
e ID3

Para determinar la relacion de la expresion de ID1 e ID3 y el TIME, inicialmente se
caracterizaron las poblaciones del TIME (linfocitos T totales, linfocitos T citotoxicos,
linfocitos T ayudadores, linfocitos T reguladores, Macrofagos tipo M1y M2, Células NK y
MDSC de la BM por citometria de flujo. En la (Figura 8), se presentan las estrategias
definidas para los "gates" o "puertas", utilizados para identificar y analizar las
subpoblaciones celulares segun sus propiedades, como tamafio, forma o expresion de

marcadores celulares.

En la (Tabla 8) se presenta la frecuencia de las poblaciones analizadas de 9 de los 10
casos incluidos. Como era de esperarse en la gran mayoria presento una infiltracion de
células B inmaduras, con un rango de frecuencia de 22.27% a 96.8%. Esto limita el estudio
de las otras poblaciones. No obstante, en la tabla 9 se detalla el porcentaje encontrado de
cada poblacion y los niveles de expresion de ID1 o ID3. Para determinar la diferencia entre
las poblaciones celulares del TIME segun la expresion de ID1 e ID3, se llevaron a cabo
incrustaciones de vecinos estocasticos distribuidos en t (t-SNE) con el fin de reducir la
dimensionalidad y lograr una mejor visualizacion. Se observé que las poblaciones
negativas para CD3 (azules) (Figura 9 a,d y g) cambiaban segun la expresiéon de ID1 o
ID3. No hubo cambios en las poblaciones positivas para CD4 (Figura 9 b, e y h) ni en las
poblaciones positivas para CD8 (Figura 9 c, fyl). En la (Figura 10a) se observa que en
los pacientes con mayor expresion de ID1 no hubo diferencias significativas entre las
células evaluadas. Sin embargo, al comparar ambos grupos (ID1 basa vs ID1 alto)
mediante una prueba de Wilcoxon hubo una diferencia significativa con un valor p:0.0083.
No obstante, se observo que en los neutréfilos hubo tendencia al aumento en el grupo de
ID1 alto. Al comparar el porcentaje de células segun la expresion de ID3 se obtuvieron
resultados similares, pero al comparar los grupos segun la expresion de ID3 hubo una

diferencia significativa con valor p:0.0292 (Figura 10b).
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Figura 8: Estrategia de gating

Las poblaciones inmunes se identificaron a través de la dispersion lateral (SSC-A) y la dispersién frontal (FSC-A). Para discernir los linfocitos T, se
utilizaron los marcadores CD3+, dividiendo luego las poblaciones citotoxicas y de ayudadores mediante los marcadores CD4 y CD8. En cuanto a
los linfocitos T reguladores, se emplearon los marcadores CD25 y FOXP3, junto con la expresion de CD3 y CD4. Las células que resultaron
negativas para CD3, pero con expresion de CD56 y CD16, fueron clasificadas como células NK. Para la identificacion de macréfagos, se utilizaron
los marcadores CD68y especificamente para los de tipo M2, se utiliz6 CD163. Por Ultimo, las MDSC se definieron como aquellas que eran negativas
para HLA-DR y positivas para CD33 y CD11b.
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Poblacién linfoide B Poblacién linfoide Tmadura CD45 Otras poblaciones

Niveles
. LinfocitosB LinfocitosB . ) i ) ) i Linfocitos | . . ) . ;
Paciente ID‘lleDS inmaduros = maduros L.;_:z‘::::is L?:;:::s LI.:_TI::;:S TCD4+, I(.;;Tcgons; ::;:‘;:::;: Neutréfilos Monocitos erli-;:l:i:e N:i‘;:l::‘l Eésindfilos  Plasmocitos |[MDSC M1 | M2
CD45débil  CD45 CcD8+ !
D-G005 11D1 50.6 1.5 15.2 7.16 6.84 0.3 0.9 0% 23 0.9 31 1.7 2.8 0% 0% | 03 | 0%
MKH008 & tID1 23.7 1.7 15.4 7 7.7 0.3 0.4 0% 38.2 0.7 17.7 1.5 0.9 0.05 0% | 04 | 0%
JCP002 11D3 85.00 3.5 7.8 3.5 3.6 0.3 0.4 0% 2. 0 0.3 11 0.3 0% 0% | 0% | 0%
SAC003 | 1ID3 75.9 1.52 19.26 15.56 29 0.4 0.4 0% 0.03 0.14 2.36 0.79 0 0% 0% | 0% | 0%
MSR007 | tID3 92.8 0.5 3.6 1.62 1.4 0.18 0.4 0% 1 0.2 0.7 0.7 0% 0% 0% | 0% | 0%
D-B010 11D3 2227 3.78 37.57 19.16 17.36 0.75 0.3 0% 25.41 0.58 5.25 3.97 0.86 0.31 0% | 0% | 0%
B-R004 | Basal 50 1.64 21.16 3.2 17.16 0.2 0.6 €D4+0.06 15.9 0.46 8.75 1.57 0.45 0.07 0% | 0% | 0%
CD8+0.084
FUM006 @ Basal 96.4 0.4 1 0.35 0.4 0.1 0.07 0% 1.2 0.3 0.2 0.5 0% 0% 0% | 0% | 0%
AMMO009 | Basal 44.28 1.55 16.54 8.4 7.04 0.6 0.5 0% 16.29 0.34 17.75 2.65 0.21 0.01 0% | 0% | 0%

Tabla 8: Porcentajes de células del TIME evaluadas mediante citometria de flujo.
En las columnas se pueden observar: los pacientes, los niveles de expresion de ID1 e ID3 y el porcentaje de células evaluadas mediante citometria
de flujo segun su linaje. En las filas se pueden ver los valores correspondientes a cada paciente.
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Figura 9: Citometria de flujo representativa de la BM.

a) visualizacibn mediante t-SNE de poblaciones positivas para CD3 (rojo y amarillo) de paciente que
sobreexpresa ID1. b) poblaciones positivas para CD4 de paciente que sobreexpresa ID1. ¢) poblaciones
positivas para CD8 de paciente que sobreexpresa ID1. d) poblaciones positivas para CD3 de paciente que
sobreexpresa ID3. e) poblaciones positivas para CD4 de paciente que sobreexpresa ID3. f) poblaciones
positivas para CD8 de paciente que tuvo expresion basal de ID3. g) poblaciones positivas para CD3 de paciente
que tuvo expresion basal de ID1 e ID3. h) poblaciones positivas para CD4 de paciente que tuvo expresion basal
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de ID1 e ID3. i) poblaciones positivas para CD8 de paciente que tuvo expresion basal de ID1 e ID3.
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Figura 10: Diferencias entre poblaciones inmunes segun expresion de ID1 e ID3.
a) Diferencias entre los porcentajes de LC, linfocito T CD4, CD8, monocitos, NK y neutréfilos segun
expresion de ID1. b) Diferencias segun expresion de ID3. Test de Mann-Whitney.

Con el fin de complementar los datos encontrados por citometria, se llevo a cabo la
secuenciacion de las BM con mejor calidad de RNA (n=6) mediante RNA-seq.
Posteriormente, se analizaron las poblaciones inmunes del TIME. Para la estimacion de
estas poblaciones a partir de los datos expresion génica se utiliz6 CIBERSORT, los analisis
se realizaron basados en la expresion alta o baja de ID1 e ID3. En las dos muestras que
sobreexpresaron ID1 e ID3 (MKHO08 y D-B010), demarcadas por un cuadro rojo (
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Figura 11), se puede observar que hay diferencias en las poblaciones de monocitos,
macrofagos MO y neutréfilos. Posteriormente, con el fin de profundizar estos resultados,
se empled la herramienta xCell, que permite inferir 64 poblaciones inmunes presentes en
la BM. Adicionalmente, esta herramienta brinda resultados como el
MicroenvironmentScore e InmunoScore. Este analisis permitié confirmar las diferencias
encontradas en las poblaciones de monocitos y neutréfilos encontradas por CIBERSORT
(Figura 12). Para determinar la significancia estadistica de los datos obtenidos, visibles
en el mapa de calor, se evalué el supuesto de normalidad y se utilizaron pruebas de no
paramétricas (Figura 13). Se observaron diferencias estadisticamente diferentes en las
poblaciones de los baséfilos (p= 0.0148), linfocitos T inexperto (0.0249), eosindfilos
(p=0.0192), monocitos (p=<0.0001) y neutrofilos (p=0.0008). Interesantemente, tanto el
InmunoScore como el MicroenvironmentScore muestran diferencias estadisticas con
valores de p de 0.0017 y 0.0016 respectivamente. Estos resultados sugieren que la

expresion de ID1 e ID3 podria estar asociada con diferencias en la composicion del TIME
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entre los dos pacientes con alta expresion de ID1 e ID3 vs los demas pacientes,

especialmente en las poblaciones de monocitos y neutrofilos.

AMMO09
B-R004 r 130
FUMO06

L {20
030001
MKHO008+ L 410
D-B010-

L 1o

T cells CD8 =
Monocytes =
Eosinophils =

# Neutrophils =

B cells naive =

B cells memory =

Plasma cells =

T cells CD4 naive =

T cells follicular helper =

T cells regulatory (Tregs) =

T cells gamma delta =

NK cells resting =

NK cells activated =
q

Macrophages MO =

Macrophages M1 =

Macrophages M2 =

Dendritic cells resting =

Dendritic cells activated =

Mast cells resting =

Mast cells activated =

T cells CD4 memory resting =
T cells CD4 memory activated =

Figura 11:CIBERSORT.

Comparacién mediante citometria digital entre pacientes que sobreexpresaron ID1 o ID3 versus
pacientes con expresion basal de ID1 e ID3. En el eje y se muestran los pacientes, mientras que en
el eje X se muestran las poblaciones celulares. En el recuadro rojo se resaltan los pacientes que
sobreexpresaron ID1 o ID3. Las flechas rojas sefalan las poblaciones en las que se observaron

diferencias.
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Figura 12: Comparacion de poblaciones celulares inmunes entre pacientes que sobreexpresaron
ID1 o ID3 versus pacientes con expresion basal de ID1 e ID3.

En el eje x se muestran los pacientes,mientras que en el eje y se muestran las poblaciones célulares.
El recuadro rojo identifica a los pacientes que sobreexpresaron ID1 o ID3. Las flechas rojas sefialan
las poblaciones en las que se observaron diferencias.
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Figura 13: Estimacion de la infiltracion de las poblaciones inmunes utilizando el método de

deconvolucion xCell segun la expresion de ID1 e ID3.
Poblaciones que mostraron significancia mediante pruebas t no paramétricas evaluadas en xCell.

5.4 La expresion de ID1 e ID3 induce el aumento en las
vias de degranulacion y activacion de los neutroéfilos

En consecuencia con los resultados obtenidos mediante las herramientas de CIBERSORT
y xCell, se procedi6 a evaluar los principales genes diferencialmente expresados entre los
dos grupos definidos segun la expresion de ID1 e ID3. Se analizaron dos muestras para el
grupo de sobreexpresion de ID1 e ID3 y cuatro muestras para el grupo de expresion basal
de ID1 e ID3. Se identificaron un total de 96 genes expresados diferencialmente entre
ambos grupos (p ajustado <0,05). En la Figura 14, se muestra que los pacientes con
sobreexpresion de ID1 o ID3 (representados por la barra roja etiguetada como
“overexpression”) exhiben un aumento en la expresién de genes asociados con la
activacion y degranulacién de los neutréfilos. Para corroborar este hallazgo, se realizé un
andlisis de expresion diferencial comparando ambos grupos, como se ilustra en la Figura
15 se observé un aumento significativo en la expresion de genes clave como TCN1, HP y
ORL1 en los pacientes con sobreexpresion de ID1 e ID3, los cuales estan asociados a la

degranulacion y activacion de los neutrofilos.
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Figura 14: Genes diferencialmente expresados segun niveles de expresion de ID1 e ID3.

Mapa de calor del top de genes con mayores diferencias segun la expresion de ID1 o ID3. En el eje y se encuentran los pacientes con
sobreexpresion ID1 o ID3 (Overexpression = rojo) y expresion basal de ID1 e ID3 en azul, en el eje x se encuentran los genes diferencialmente
expresados.
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En consecuencia, a lo anterior, se llevé a cabo un analisis de enriguecimiento de vias,
donde se confirmo que la sobreexpresion de ID1 o ID3 esté con un incremento en las vias
de degranulacion de los neutrdfilos, la respuesta inmune involucrada en la activacion de
los neutrdfilos y la inmunidad mediada por los neutréfilos (Figura 16). Posteriormente, se
exploro el interactoma proteina a proteina mediante la herramienta STRING (Figura 17a)
donde se seleccionaron 96 genes con expresion diferencial que cumplian con el criterio de
FDR < 0.05.y FC mayor a 1.5. En este analisis, se observé que una de las redes principales
estaba asociada con procesos bioldégicos como la degranulacién de los neutrofilos, la
inmunidad mediada por leucocitos. En cuanto a los componentes celulares se destacaron
los granulos especificos y terciarios (Figura 17b). En conjunto, estos resultados sugieren
gue tanto la sobreexpresion de ID1 como ID3 por parte de las LC podria modular el TIME,

siendo los neutréfilos las células mas influenciadas por la expresion de estos genes.
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Figura 15: Genes diferencialmente expresados en pacientes con sobreexpresion de ID1 e ID3.
Volcano plot de los genes diferencialmente expresados entre grupo con sobreexpresion de ID1 o
ID3 versus grupo con expresion basal de ID1 o ID3. Eje y representa la significancia estadistica, eje
x logaritmo del fold change. Gris: genes sin cambio, verde: genes disminuidos y morado: genes
aumentados.
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Figura 16: Analisis de enriquecimiento funcional mediante la ontologia KEGG de vias.

El Dotplot ilustra el enriquecimiento funcional de las vias que presentaron un aumento en la expresion génica diferencial entre pacientes con niveles
altos y bajos de ID1 o ID3, utilizando el conjunto de genes expresados diferencialmente. Este andlisis se llevé a cabo utilizando la categoria de
Biological Process de Gene Ontology (GO). Se muestran las vias que exhibieron un enriquecimiento significativo en el grupo con alta expresién de
ID1 o0 ID3 (p < 0.05), destacando las asociaciones relevantes que sugieren la influencia funcional de ID1 e ID3 en las vias biol6gicas identificadas.
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G0:0016045 Detection of bacterium Jof 16 1.67 0.0244
# GO:0043312 MNeutrophil degranulation 19 of 484 0.99 8.73e-10
G0:0071805 Potassium ion transmembrane transport Gof 165 0.96 0.0253
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G0:1904724 Tertiary granule lurmen 6 of 55 1.44 2 8de-05

# G:0042581 Specific granule 150f 159 1.3 4.02e13
# GO:0035579 Specific granule membrana 8 of 90 1.35 2 14e-06
GO:0070821 Tertiary granule membrane 6of 73 1.31 0.00011

Figura 17: Andlisis de Interaccion Proteina-Proteina con la Herramienta STRING en el Grupo de
Pacientes con Sobreexpresion de ID1 e ID3.

La figura presenta la visualizaciébn del analisis de interaccién proteina-proteina mediante la
herramienta STRING, utilizando el conjunto de 96 genes expresados de manera diferencial en el
grupo de pacientes con sobreexpresion de los genes ID1 e ID3. Las interacciones se establecieron
considerando la evidencia experimental disponible, proporcionando una visién detallada de las
conexiones proteinicas relevantes en el contexto de la sobreexpresion de ID1 e ID3 en este grupo
de pacientes.
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5.5 Evaluacion in silico: confirmacion de datos obtenidos
en bases de datos publicas

Con el propdsito de validar los resultados obtenidos en la poblacién de estudio, se llevo a
cabo una a exploracion de diversas bases de datos publicas que contienen informacion de
transcriptoma a través de RNA-seq. Los criterios de seleccion considerados incluyeron que
los pacientes en la cohorte tuvieran diagnéstico de BCP-ALL, se incluyeron todas las
alteraciones cromosomicas dentro del espectro del BCP-ALL, adicionalmente que la edad
fuera igual o superior a 18 afios. Se eligié la base de datos TARGET del tumor cancer
genome atlas (TCGA) en la cual inicialmente se realizaron andlisis de expresion con el gen
ID1 y posteriormente con el gen ID3.

Para la expresion del gen ID1 se us6 la mediana como punto de corte y se establecieron
dos grupos de comparacion equilibrados asi: para ID1 alto se incluyeron 104 pacientes y
para ID1 bajo se incluyeron 103 pacientes. Posteriormente, se realizé un analisis de
enriquecimiento de vias, confirmando que el aumento en la expresion de ID1 se
correlaciona con un incremento en la respuesta inmune vinculada a la activacion de los
neutrofilos y la inmunidad mediada por neutréfilos también aumenta (Figura 18a), De
manera interesante, al examinar las vias asociadas con la respuesta a cancer, se observo
un aumento en la via de sefializacion de los puntos de control PD-1y PD-L1 asociado con
inhibicién de la respuesta antitumoral. Adicionalmente, se identificé un aumento en la via
de la Interleucina 17 (IL-17) y la diferenciacion de Thl7 asociada al reclutamiento de

neutréfilos (Figura 18b).

De manera similar, en el caso del analisis de la expresion del gen ID3, se utilizé la mediana
como punto de corte para establecer dos grupos de comparacion equilibrados. Para el
grupo de ID3 alto se incluyeron 104 pacientes, mientras que para el grupo de ID3 bajo se
incorporaron 103 pacientes. Una vez definidos estos grupos, se llevé a cabo un analisis de
enriquecimiento de vias, revelando un incremento significativo en la via de la IL-17 cuando
se presenta sobreexpresion de ID3 (Figura 19). Este hallazgo coincide con la observacion
realizada previamente en el caso de ID1. En conjunto, estos datos demuestran que tanto
la expresion de ID1 como ID3 estdn asociados a la modulacion de respuesta inmune a

través de los neutrdfilos y las vias asociadas a este tipo de células.
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Figura 18: Andlisis de Enriquecimiento Funcional de Vias KEGG en Pacientes con Alta Expresion
de ID1.

a) Representacion visual del analisis de enriquecimiento funcional realizado mediante la ontologia
KEGG. Se utiliz6 el conjunto de genes expresados diferencialmente obtenido al comparar pacientes
con alta y baja expresion del gen ID1. b) vias asociadas con respuesta inmune a cancer. Las vias
significativamente enriquecidas en el grupo con alta expresion de ID1 (p < 0.05) se destacan en la
imagen, revelando asociaciones relevantes que sugieren la influencia funcional de ID1 en las vias
bioldgicas identificadas.
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expresados diferencialmente obtenido al comparar pacientes con alta y baja expresion del gen ID3.
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Con la finalidad de evaluar una posible correlacion entre las expresiones de ID1 e ID3, se
llevaron a cabo andlisis exhaustivos de los datos recopilados de la cohorte MILE, que
abarcé un total de 2096 casos de leucemia. Sin embargo, se implement6 un filtrado
especifico con el objetivo de obtener Unicamente los resultados relacionados con BCP-
ALL. Se observo una correlacion positiva con un R2:0.347, lo que sugiere que la expresion
de ID1 y ID3 tiende a estar relacionada, indicando que cuando ID1 se expresa tambien lo
hace ID3 (Figura 20). Interesantemente también se observé una correlacién positiva entre
la expresion de ID3 y PD-1 con un R2: 0.391 (Figura 21).

Mixed Leukemia
MILE - 2004 - MASS5.0 - u133p2
up~all with hyperdiploid karyotype all with t{12_21).all with t(1_19),c-all/pre-b-all with {(9_22) c-all/pre-b-all without t(9_22) (n=478)
ID3 (207826_s_at) vs ID1 (208937_s_at)
R=0.347 12.1 percent explained p=5.39e-15
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Figura 20: Correlacion entre la expresion de ID1 e ID3.

Correlacion de Spearman entre los datos de expresion de los genes ID1 e ID3 en la cohorte de
pacientes del estudio MILE se muestra una correlacion positiva R2=0.347
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Mixed Leukemia
MILE - 2004 - MASS5.0 - u133p2
ID3 (207826_s_at)ws PDCD1 (207634 _at)
R=0.391 15.3 percent explained p=3.67e-74

B -
7 . . "
6 - » -
-1"-.. . . '- L] .::" ..=
— 5 ] L . :'- . *-::. .' 0~.'.
3 DR S &
o hn';" ; - }"t {” FI‘
o g ¥ FEE ™ * "
— 4 - . 1',. ‘l:‘..".'.4',. ':- " ?
o R AR R R A e kg
= * --.""-?P [ LA A3 Tt i 1t
L&t 3 i J-.. ' i Iy Y . " »
R 'l’. o e R W
-'?.Ef' 1% LR L T T
& j 2% .M " - .-'I' l-,.'\ L.
2 i ~'~" E "‘ ﬁ,f" "‘-ﬁil‘ &;'* g g '
* ) '.." : - ] . :
3&' t'*i‘i RGO S
: ..*.‘ .“' ¢.:1 -I-“t- ’* | | ::-:*. +'-
1 - - :.. o ., " tllll . |- Nl . ®
0 T T T T T T T 1
2log of ID3

Figura 21: Correlacion entre la expresion de PD-1 e ID3.
Correlacién de Spearman entre los datos de expresion de los genes PD-1 e ID3 en la cohorte de
pacientes del estudio MILE se muestra una correlacion positiva R2=0.391.

Finalmente, se llevé a cabo un analisis de exploracion del interactoma proteina a proteina
mediante la herramienta STRING (Figura 22a), comparando pacientes diagnosticados con
BCP-ALL con individuos sanos. Se seleccionaron 300 genes con expresion diferencial que
cumplian con el criterio de FDR < 0.05. Este andlisis destacd una interaccion central que
involucraba la IL-17 (Figura 22b), estableciendo asi una conexién coherente con los datos
obtenidos en las muestras del estudio.
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Figura 22: Andlisis de Interaccion Proteina-Proteina en BCP-ALL vs. Individuos Sanos.
a) Visualizacion de las interacciones proteina-proteina utilizando la herramienta STRING, basada en el conjunto de 300 genes expresados de

manera diferencial entre pacientes con diagnostico de BCP-ALL e individuos sanos. Las interacciones se establecieron considerando la evidencia
experimental disponible, proporcionando una perspectiva detallada de las conexiones proteinicas. b) interacciones proteina a proteina de IL-17A.
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6.Discusion

Durante la leucemia, las LC modifican el microambiente medular para favorecer el
desarrollo y la progresion de la enfermedad, y aunque muchos estudios se centran en
comprender las interacciones entre las LC y el microambiente de la médula, la recaida de
la enfermedad sigue siendo un desafio clinico. Uno de los mecanismos centrales en la
progresion tumoral y la metastasis implica la generacién de un "macroambiente”
inmunosupresor, mediado en parte a través de factores generados por el tumor. En este
trabajo, proponemos la sobreexpresion de ID1 e ID3 como factores que podrian modular
algunas poblaciones inmunes en el microambiente tumoral, favoreciendo asi la
inmunosupresion. Se analizaron las poblaciones inmunes de BM de pacientes BCP-ALL
mediante citometria de flujo y la expresion génica a través de RNA-seq, segln la expresion
de los genes ID1 e ID3. Interesantemente, observamos que la sobreexpresion de ID1 o
ID3 se asoci6é con un aumento de las poblaciones de neutréfilos y monocitos. Ademas, se
destac6 que las vias relacionadas con la desgranulacion y activacion de los neutrdfilos
mostraban alteraciones similares, sugiriendo posibles conexiones entre la sobreexpresion

de estos genes y la respuesta inmunolégica en BCP-ALL en adultos.

Previamente, en nuestro grupo se observo que alta expresion de los genes ID1 e ID3 se
asocia con la falta de respuesta al tratamiento de induccién y un mal prondéstico en
pacientes adultos con la BCP-ALL (5,47), con el propésito de determinar posible papel
como regulador en el TIME de la medula ésea, inicialmente, en este estudio se evaluaron
los niveles de expresion ID1 e ID3 de las LC en la cohorte de estudio mediante RT-gPCR.
En linea con este estudio, los datos obtenidos fueron reproducibles. Los puntos de corte
para definir la sobre expresion fueron equivalentes, a pesar del ndmero limitado de

muestras (5).

63



Actualmente, se reconoce que la expresion elevada de ID1 se asocia con una mayor
resistencia a la quimioterapia, una angiogénesis acelerada, una mayor propension a la
metéstasis y la manifestacion de propiedades vinculadas a las células madre cancerosas,
lo que coincide con un pronéstico desfavorable en pacientes con céancer (69).
Especificamente, ID1 ejerce su efecto promotor del tumor al inhibir la funcién
transcripcional de varios supresores tumorales bHLH, como la inhibicién del eje E2A-p21,
gue regula la actividad de autorrenovacion celular y desencadena el cancer de colon (69).
Es importante destacar que E2A es un factor de transcripcion crucial en la diferenciacion

de los progenitores linfoides comunes y en el desarrollo de las células B (70).

Por otro lado, se reconoce que la interaccion entre las proteinas ID3 y bHLH es
fundamental para la diferenciacion celular: esta interacciéon ha sido propuesta como un
evento regulador crucial que promueve la proliferacién celular en lugar de la diferenciacion
(71). Ademas, la expresion de ID3 tiene funcién pro-supervivencia en LC de leucemia
linfoide crénica y se ha identificado como un factor de riesgo independiente que incide en

la OS y DFS en pacientes con leucemia mieloide aguda (52,72).

Si bien los datos generados en este estudio muestran un aumento en la expresion de ID1
e ID3, no se observé un aumento simultaneo en la expresion de ambos genes en los
pacientes analizados, a diferencia de lo observado en el estudio anterior. Las razones de
estas diferencias en estos resultados no son claras; sin embargo, es relevante destacar
gue la cohorte utilizada en este estudio fue mas extensa (5). Para explorar la relacién entre
la expresion de ID1y la de ID3, analizamos la base de datos MILE (73), donde hay un valor
de correlacion (R) entre los dos trascritos de 0.347, indicando una correlacién positiva.
Similarmente, en otros modelos tumorales, Castafion et al., observaron que la expresion
de ID1 estuvo presente en el 82,4% de los tumores de pulmédn de célula no pequefia,
mientras que la expresion de ID3 se detectdé en el 41,2% de las muestras con una
correlacion significativa entre las expresiones de ID1 e ID3, con un valor R 0,579 y un valor
de p de 0,015 (74). Se ha demostrado, en el cancer de colon, que la expresion de ID1 e
ID3 colaboran para regular la autorrenovacion de las células iniciadoras del cancer a través
de la restriccion del ciclo celular mediada por el inhibidor del ciclo celular p21.
Adicionalmente, se encontrd6 que el silenciamiento de ambos genes aumenté la
sensibilidad al quimioterapéutico oxaliplatino, estableciendo asi una conexién entre la

funcién de iniciacion del tumor y la resistencia a la quimioterapia (75).
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Ademas de controlar las propiedades intrinsecas del tumor, cada vez hay mas pruebas
gue indican que ID1 participa en la formacién de un microambiente inmunosupresor. Los
estudios realizados por Papaspiridonos, M. et al en melanoma reportan que la
sobreexpresion de ID1 conduce a una inmunosupresion sistémica mediante la regulacién
negativa de moléculas clave implicadas en la diferenciacion de DC y la supresion de la
proliferacion de células T CD8, promoviendo asi el crecimiento del tumor primario y la

progresion metastasica (20).

Hasta la fecha, los mecanismos que regulan el TIME en el desarrollo de la BCP-ALL sigue
siendo un &rea desconocida. Este estudio se centrd en la hipotesis de que la expresion de
los genes ID1 e ID3 podrian alterar algunas poblaciones del TIME conduciendo a un
microambiente inmunosupresivo y por tanto a la progresiéon y no respuesta al tratamiento

de los pacientes con BCP-ALL.

Con respecto a la poblacion de MDSC, a diferencia de lo reportado, en nuestro estudio, no
observamos ningun incremento en esta poblacion. Esta diferencia podria explicarse en
parte por las diferencias en los marcadores utilizados para la deteccion de MDSC (CD33,
CD11by HLA-DR), dentro del panel de citometria de flujo. En un estudio realizado por Liu
y col., la poblacion de MDSC, incluyendo las subpoblaciones monociticas y granulociticas
se evalué mediante marcadores como CD45, CD19, HLA-DR, CD11b, CD33, CD15 y
CD14. La estrategia de “gating” incluy6 la separaciéon de las HLA-DRlow CD11b+ CD33
intermedias/altas de las PBMC vivas. Este estudio encontré un aumento significativo en la
poblacion granulocitica de MDSC, tanto en la sangre periférica como en la BM, en
pacientes con BCP-ALL en comparacién con controles sanos de la misma edad (76). Lo
gue sugiere que la evaluacion precisa de esta poblacion especifica requiere la inclusion de
mas marcadores y una mayor cantidad de muestra disponible para realizar los ensayos de
citometria. Desafortunadamente, tanto CIBERSORT como xCell no permiten evaluar la

presencia o ausencia de estas células inmunosupresoras en el TME.

Con respecto a la poblacion de macrofagos, se ha establecido que los macréfagos
asociados a tumores (TAM) constituyen la poblacion prominente de células inmunes en los
tejidos tumorales, contribuyendo a la formacién de nichos de células madre cancerosas
(CSC) y a un microambiente inmunolégico supresor. Recientemente, se correlacioné una
alta expresion de ID1 en los TAM con un mal resultado en pacientes con cancer colorrectal

(CCR) [63]. En este estudio, se observo que los macréfagos que expresan ID1 mantienen
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el fenotipo pro-tumoral de los TAM e impiden la infiltracion de células T CD8 en el
microambiente tumoral mediante la inhibicion del transductor de sefial y el activador de la
transcripcion 1 (STAT1) mediado por SerpinB2 y la transcripciéon CCL4 [63]. Contrario a lo
reportado, en nuestro estudio, los andlisis de citometria de flujo no mostraron un aumento
de la poblacion de macroéfagos, posiblemente debido al reducido numero de esta poblacién
en lamédula 6sea debido a la carga de células leucémicas y la cantidad limitada de muestra
disponible. No obstante, a través de los analisis de citometria digital utilizando la
herramienta CIBERSORT, se observd un incremento en la poblacion de macréfagos de
tipo MO en pacientes que sobreexpresaron ID1 o ID3. En un estudio realizado por Song
JX a partir de muestras de médula 6sea evalud la poblaciéon de macr6fagos M1 o M2
mediante inmunohistoquimica. En este estudio, se observé un aumento en el recuento de
macrofagos M2 (marcados con CD68+, CD163+ y CD206+) en las muestras de médula
Osea de pacientes con leucemia aguda (P < 0,01). Asimismo, se registré una disminucién
en los niveles de expresion de los marcadores CD68+, CD163+ y CD206+ en pacientes
gue lograron alcanzar la remision completa (77). Similarmente, en un estudio realizado por
Dander E y colaboradores en pacientes con BCP-ALL, se reporté un aumento de
macrofagos que expresaban CD68 en las biopsias leucémicas de médula 6sea en
comparacion con los controles. Estos macréfagos expresaban predominantemente
marcadores similares a M2, como CD163 y CD206 [72].

Con respecto a la poblacién de NK, hasta ahora no hay estudios que establezcan relacién
entre la presencia o ausencia de estas y la expresion de ID1 o ID3. A pesar de esto, hay
gue resaltar que la presencia de células NK en la médula 6sea al momento del diagndstico
se correlaciona positivamente con un prondstico favorable frente a pacientes que carecen
de ellas [86]. En nuestro estudio, aunque identificé la presencia de células NK en las
poblaciones del TIME, no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de NK

segun la expresion de ID1 o ID3.

Muchos estudios han demostrado que las células T CD8 disfuncionales en el cancer se
caracterizan por altos niveles de expresion de receptores inhibidores, incluidos PD-1, TIM-
3, LAG-3 y el dominio de motivo inhibidor basado en tirosina (TIGIT), que se asocian
positivamente con Agotamiento de las células T. Por tanto, la elucidacion de los
mecanismos moleculares a través de los cuales los factores derivados de TME median los
factores de disfuncion de las células T es de gran interés, ya que esto puede promover la

exploracién de nuevas estrategias para restaurar la funcién de las células T intratumorales
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(TIL) (78). En este contexto, el estudio realizado por Jin Y et al. encontré que la expresion
forzada de ID3 en células T CD8 en el cancer hepético conduce a un desarrollo atenuado
del agotamiento de los linfocitos T citotdxicos (CTL) antitumorales, lo que resultd en un
mejor control del tumor. Estos hallazgos sugieren que ID3 desempeiia funciones
protectoras en las células T CD8 contra el cancer de higado (79). Sin embargo, contrario
a este reporte, un estudio reciente realizado por Lipp J et al con el propésito de caracterizar
linfocitos infiltrantes de tumor de pacientes con cancer de pulmén, se evalud la co-
expresion de PD1 e ID3 en TILs. Los resultados de este estudio mostraron que la
eliminacion ID3 en las células T CD8+ mejora la capacidad citotoxica (80). En nuestro
estudio, los resultados del andlisis de citometria no revelaron ninguna asociacion entre la
expresion de ID1 o ID3 y diferencias en las poblaciones de células T CD4+ o CD8+. Sin
embargo, al analizar los datos recopilados de la base de TARGET, interesantemente se
observé que la expresion de ID3 mostré una asociacién directamente proporcional con la
expresion de PD-1. Este hallazgo respalda que la expresion de ID3 podria estar vinculada
a la actividad exhausta de los CTL. Por otra parte, se ha reportado un aumento de ID3 en
los TIL CD4, la cual también estaria desempefiando un papel crucial en el mantenimiento
de la expresion de FOXP3 y en la funcion supresora de CD4 Treg (81). Ademas, se ha
reportado que la pérdida de ID3 conduce a un aumento en el fenotipo CD4 Th9 que exhibe
una potente inmunidad antitumoral y la terapia adoptiva TIL que utiliza células CD4 TH9

especificas del tumor demuestra una potente actividad antitumoral (12,82).

Numerosos estudios han demostrado un aumento en la frecuencia de células Treg en la
sangre periférica y la BM de pacientes con BCP-ALL en comparacién con los controles
(83—-89). Interesantemente, estudios previos han reportado que ID3 tiene la capacidad de
inducir el aumento de células T reguladoras al bloquear factores de transcripcion
necesarios para la diferenciacion hacia fenotipos T helper en células CD4+ (12,81).
Infortunadamente, los resultados de los andlisis de las poblaciones inmunes mediante
citometria de flujo no permitieron la deteccién esta poblacién especifica. Esta limitacién
podria atribuirse a la escasez de la muestra y como consecuencia, al reducido nimero de

eventos gque pudieron ser registrados y analizados.

Como se mencion0 anteriormente en el contexto de melanoma, la sobreexpresion de ID1

conduce a una inmunosupresion sistémica al regular negativa moléculas clave implicadas
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en la diferenciacion de DC (13). En este estudio, la sobreexpresion de ID1 se asoci6é con
la expresion de marcadores fenotipicos e inmunosupresores de MDSC monociticas,
mientras que la regulacion a la baja se vinculd con un fenotipo mieloide mas inmunogénico.
Estos hallazgos sugieren que la expresion de ID1 podria considerarse como un marcador
fenotipico adicional de las MDSC monociticas (13). En nuestro estudio los analisis
realizados por CIBERSORT como por xCell en la base de datos TARGET indicaron que
las poblaciones con mayores diferencias, segun la expresién de ID1 o ID3, podrian estar
relacionado con las MDSC monociticas. Sin embargo, hay que sefalar que se requieren
ensayos adicionales para confirmar la existencia de una relacién entre estas poblaciones

y la expresion de ID1 e ID3.

Con relacion a la poblacion de neutrdéfilos, estas son los componentes principales de la
inmunidad innata, ejercen sus funciones antimicrobianas a través de diversos mecanismos
gue incluyen fagocitosis, desgranulacién y formacion de trampas extracelulares de
neutréfilos (NET) (90). Particularmente, en pacientes pediatricos con BCP-ALL, en un
estudio realizado por Oliveira et al, a través de citometria de flujo caracterizé el fenotipo de
los neutréfilos a partir de muestras de BM y la sangre periférica. Este estudio report6 una
alteracion del fenotipo de neutréfilos en la mayoria (77%) de los casos de BCP-ALL, donde
se detectd de forma recurrente niveles de expresion anormalmente bajos a negativos de
CD10, CD33, CD13 y CD15/CD65, junto con una sobreexpresion de CD123 (91). En un
estudio reciente, utilizando un modelo de diferenciacién de granulocitos humano ex vivo
demostré que tanto ID1 como ID2 desempefian un papel importante en la regulacion de la
proliferacion durante la diferenciacion de granulocitos. Particularmente se observé que la
expresion constitutiva de ID1 en las células mieloides bloqued la diferenciacion de
eosindfilos e indujo el desarrollo de neutrdfilos (92). En linea con este reporte, en nuestro
estudio se observo una tendencia al aumento de neutréfilos en las muestras con una
sobreexpresion de ID1 e ID3. Interesantemente, estos hallazgos fueron también
corroborados en el andlisis realizado con las herramientas CIBERSORT y xCell, donde se
encontré que la expresion de ID1 e ID3 se correlacioné significativamente con un

incremento en la infiltracion de esta poblacion en las muestras de BM.

Por otro lado, los resultados de este estudio se observé un enriquecimiento de las vias de
degranulacion y activacion de los neutréfilos cuando hay un aumento de ID1 e ID3. Como
se indic6 anteriormente, dentro de los mecanismos efectores de los neutréfilos incluyen las

NETs. En particular, la formacion aberrante de NET puede ser parte responsable de los
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defectos inmunoldgicos observados en la leucemia aguda, aun se sabe poco sobre la
liberacion de NET durante la leucemia (92). Recientemente, un estudio realizado en 2021
reveld que la liberacion de NETs estaba significativamente alterada en nifios con leucemias
agudas, tanto en el momento del diagnostico como durante el tratamiento (93).
Llamativamente, en nuestra cohorte se observé también un incremento en la expresion de
los genes TCN1, HP y ORL1. Se ha reportado que TCN1 forma parte de los granulos
secundarios de los neutréfilos y se ha asociado como un biomarcador de mal prondstico
en el cancer de colon (94). Con relacién a la haptoglobina humana (HP), se ha reportado
gue esta es secretada en la activacion de los neutréfilos, contribuye a la oncogénesis del
cancer de mama mediante la modulacién de la actividad glucolitica (95). Asimismo, ORL1,
promueve la metastasis y ha sido implicado en el cancer de pancreas (96). Estos hallazgos
sugieren posiblemente una vinculacion entre la sobreexpresion de ID1 e ID3 y la funcién

de los neutréfilos, destacando posibles conexiones con procesos oncogénicos especificos.

El manejo de la BCP-ALL sigue siendo un desafio clinico en la dltima década, la
inmunoterapia ha surgido como una estrategia que ha demostrado mejoras significativas
en los resultados, especialmente en pacientes con recurrencias o enfermedad refractaria
(97). Es crucial destacar que tanto ID1 como ID3 desempefian funciones centrales en la
biologia del cancer, actuando como reguladores transcripcionales que ejercen su influencia
en la maquinaria transcripcional intracelular de las células tumorales (98). Este impacto
directo en los procesos bioldgicos subyacentes resalta la importancia de obtener un
entendimiento molecular preciso de la funcién de estos biomarcadores. Tal comprension
puede ofrecer valiosa informacion sobre nuevas vias terapéuticas y estrategias
personalizadas destinadas a mejorar la eficacia del tratamiento en pacientes con BCP-
ALL. La identificacién y caracterizacion detallada de estos biomarcadores en el contexto
de la leucemia BCP-ALL proporciona una base sélida para futuras investigaciones clinicas
y ofrece oportunidades prometedoras para el desarrollo de enfoques terapéuticos mas

precisos y efectivos (5,99).

Es fundamental sefialar que, a pesar de las limitaciones inherentes a la cantidad de datos
disponibles y el tamafio relativamente reducido de la cohorte, los resultados obtenidos en
este estudio proporcionan una perspectiva valiosa sobre la posible influencia de ID1 e ID3

en el TIME en BCP-ALL. La observacion de correlaciones entre la expresion de estos
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genes y diversas poblaciones celulares, especialmente los neutréfilos y monocitos, sugiere
una posible modulacion en la infiltracion inmunoldgica. Sin embargo, para una
comprension mas completa y detallada de estos hallazgos, seré crucial validar y expandir
estos resultados en cohortes méas extensas y explorar mecanismos moleculares

subyacentes en estudios futuros.

En conclusion, los datos generados de este sugieren una asociacion entre la
sobreexpresion de los genes ID1 e ID3 y la composicién del TIME en la BCP-ALL.
Especificamente, se observé una correlacion con el aumento de poblaciones celulares,
como los neutréfilos y monocitos, indicando una posible modulacién de estas células por

parte de los genes estudiados.
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Perspectivas

¢ Necesidad de validacion y exploracion molecular: Se destaca la importancia de
validar estos hallazgos en cohortes mas extensas para confirmar la asociacion
entre la sobreexpresion de ID1 e ID3 y las poblaciones celulares mencionadas.
Ademds, se resalta la necesidad de futuras investigaciones que exploren los
mecanismos moleculares subyacentes a esta interaccion, lo que proporcionaria

una comprension mas completa de la influencia de estos genes en la BCP-ALL.

e Base para Investigaciones futuras: Los resultados obtenidos ofrecen una base
sélida para investigaciones futuras, enfocadas en comprender mejor los aspectos
moleculares y clinicos de la relacion entre ID1 e ID3 y el TME en la BCP-ALL en
adultos. Estos hallazgos abren la puerta a huevas preguntas y posibles estrategias
terapéuticas basadas en la comprensién de la interaccién entre estos genes y el

sistema inmunolégico en el contexto de la BCP-ALL.
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Divulgacién del conocimiento

En el marco del desarrollo de este trabajo de grado, se realizaron distintas actividades de
divulgacion referentes a los resultados en este proyecto como a busqueda de

biomarcadores en leucemias que se consideran importantes resaltar en este documento:

1. Articulos: Articulo de revision publicado en la revista frontiers como autora
principal (Anexo 1). Resumen de ponencia publicado en Revista Colombiana de
Cancerologia Mayo/2023, suplemento 2, volumen 27 paginas 176 y 177 (Anexo 2)

2. Eventos de difusion del conocimiento: Se realizaron participaciones en
distintas plataformas que tuvieron como obijetivo principal socializar los resultados
de este trabajo. Primero, se realizdé una presentacion oral en el | Encuentro virtual
estudiantes de posgrado con enfoque en investigacion en cancer (Anexo 3),
posteriormente se presentd un péster en Encuentro académico cientifico de la Red
Nacional de Investigacibn en Céancer 2023 (Anexo 4), luego se realiz6 una
presentacion en modalidad oral para el XVIlI Encuentro Cientifico del INS “La
investigacion en Salud Publica con enfoque integral impactando los territorios”
(Anexo 5) y finalmente la European Association for Cancer Research (EARC)
aceptd un poster parala “

EACR-AACR-IACR 2024 Conference: How to Bring Basic Science Discoveries to
the Clinic” que se llevara a cabo del 27 al 29 en Irlanda y donde se expondran los
resultados del proyecto (Anexo 6).

3. Distinciones: Dentro del transcurso de la maestria se particip6 en otros proyectos,

incluyendo un proyecto en BCP-ALL en nifios, el cual recibi6 el premio nacional de

medicina como mejor trabajo de investigacion concluido e inédito (Anexo 7).
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