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En esta revisidn bibliografica se presenta a la hipermutacién somatica, un
mecanismo que permite a los linfocitos B afiadir mutaciones a los genes de la
inmunoglobulina, generando variabilidad. Junto a una seleccion al estilo
darwiniano, en el cual los linfocitos B compiten segun la facilidad de su
anticuerpo por reconocer al antigeno, los linfocitos acaban produciendo

Fa?ulta(.jdeB|oIo.g|a inmunoglobulinas de mayor afinidad por el antigeno. Esta seleccion junto a la
Universidad de Vigo. . . . .
hipermutacién, son la base del desarrollo de la inmunidad frente a los
patégenos.
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INTRODUCCION

Desde hace mucho tiempo, se sabe que muchas enfermedades no afectan con la misma gravedad a
una persona que ya la ha padecido una vez que a alguien que la sufre por primera vez, es decir,
desarrollan inmunidad.

Por el siglo XVIII, Jenner desarrollé la vacuna, la cual permitia que un individuo desarrollase inmunidad
frente a la viruela, sin exponerse al virus per se, sino a una variedad mas benigna, la viruela bovina
(Lombard, Pastoret & Moulin, 2007). Mas adelante, esta técnica acabo siendo adaptada a patdégenos
gracias a las investigaciones de L. Pasteur, pues se observé que los patdégenos atenuados también
generaban inmunidad (Ganesh & Neuberger, 2011).

La gran duda era como se generaba la inmunidad. Segun se desarrollaba el estudio de la inmunologia,
se descubrieron los anticuerpos, glicoproteinas presentes en el plasma sanguineo producidas por los
linfocitos B y las células plasmaticas, que permitian al organismo reconocer de forma especifica ciertas
sustancias (antigenos) y, de esta forma, descubrir a los patdégenos. Los anticuerpos demostraron ser
moléculas de una diversidad sin precedentes, la cual les permitia detectar un amplio espectro de
moléculas. Pero, si los anticuerpos son los responsables de la inmunidad y ya estan presentes cuando
tiene lugar la infeccidn, ¢como es posible que estos les resultase mas sencillo reconocer al patégeno en
nuevas infecciones?

Parte de la pregunta se resolvié con la teoria de la seleccion clonal de Burnet (Burnet, 1957). Segun su
teoria, los linfocitos B serian seleccionados segun la afinidad del anticuerpo que producen, por los
antigenos el patégeno. Esta teoria, que se asemejaba a la seleccion natural de Darwin, precisaba de la
existencia de un mecanismo que generase, aleatoriamente, diversidad en los anticuerpos (Neuberger,
2008). Ese mecanismo, es nada mas ni nada menos, que la Hipermutacion Somatica (SHM, Somatic
HyperMutation).

El objetivo de este articulo de revision, es presentar y describir la hipermutacion somatica a través de
sus principales modelos, ofreciendo una vision global del mecanismo.

Sobre los anticuerpos y su diversidad
Los anticuerpos, conocidos también como inmunoglobulinas (Ig), son glicoproteinas muy diversas. Son
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sintetizadas por los linfocitos B, funcionando como
parte del receptor de membrana de estas células
(BRC, B Cell Receptor), y por las células
plasmaticas, las cuales los secretan.

Las Ig se componen de cuatro cadenas: dos
pesadas y dos ligeras. Las cadenas pesadas son
iguales entre si, al igual que las ligeras (Regueiro,
2011) (figura 1). En mamiferos, existen cinco tipos
diferentes de cadenas pesadas y dos de ligera,
pero son las cadenas pesadas las que permiten
distinguir  los diferentes isotipos de g,
proporcionandoles caracteristicas y funciones

particulares.

Las cadenas, se dividen en varias regiones, las
constantes y la variable. Es en esta zona variable, donde se acumulan las principales diferencias entre

anticuerpos y es la responsable de la afinidad del anticuerpo por su antigeno, ademas de ser donde se
une a él. En las regiones variables se encuentran, a su vez, las tres regiones que determinan la
complementariedad por el anticuerpo, los CDR (Complementarity Determining Region). Entre estas
regiones se encuentran las FR (Frame Regions). En los CDR se acumulan la mayoria de las mutaciones y
cambios (Gonzalez-Fernandez et al., 1994; Insel & Varade, 1994, Takahashi et al., 1998). Por el otro lado,
las FR se mantienen bien conservadas con pocos cambios o ninguno (Insel & Varade, 1994).

A diferencia del resto de proteinas, la diversidad de los anticuerpos no se puede explicar con la
diversidad intrinseca del genoma. De hecho, la diversidad de anticuerpos supera con creces la del
genoma (Noia & Neuberger, 2007).

Existen tres mecanismos que generan variabilidad: la recombinacion V(D)J, la conversién génica y la
hipermutacion somatica. De los tres, solo la SHM genera nueva diversidad, pues los otros dos, en
realidad, aprovechan la diversidad del genoma para producir nuevos anticuerpos. Para ello, realizan
combinaciones usando los componentes ya presentes en el genoma.

Figura1. Esquema general de un anticuerpo

Dinamica celular de la SHM

La SHM sucede durante el estadio de centroblasto de los linfocitos B, en los centros germinales (CG)
(MacLennan, 1991; Neuberger & Milstein, 1995; Takahashi et al., 1998), observandose que el incremento
de la afinidad por el antigeno (maduracion de la afinidad), tiene lugar durante el la reaccion de los CG.

Los CG se forman en los o6rganos linfoides secundarios,

unicamente durante una respuesta T-dependiente, es decir, __o® -
mediada por linfocitos T helper (MacLennan, 1991; Neuberger & mm\ggg’@’:‘%‘)ﬁ@f@% e .
Milstein, 1995; Rajewsky, 1996; Oprea & Perelson, 1997). Los CGs ﬁgj:.;:g",ﬂ 2 :ﬁ,?l@ R
aparecen sobre el 6° y 7° dia después de la exposicion al patégeno {\l,_: 2 “"r‘ < 5 ® :3
y desaparecerian sobre el 32° dia (Takahashi et al., 1996). :,; &0l :'S ‘;"O,o, ‘%o;

Los CG conforman una red de linfocitos B (Figura 2), que O):J:ng: ::&'t‘c‘g: 2.0 {%‘@
también incluyen células dendriticas foliculares (FDC) y linfocitos T %,’ P 2 ':.. 1(@;}.;
(MacLennan, 1991; Rajewsky, 1996; Regueiro, 2011). En los CG (c{f,’:j_“i S o,gtg\'
se distinguen dos zonas: una clara y otra oscura. En la zona Q‘i)’ ,’,--: @ ¢ \’:.gg\
oscura se concentran linfocitos B en proliferacion, los Qa)g,.{ % Og\';) e

©dg

centroblastos y no expresan BCR, mientras que los de la clara se

encuentran en reposo y se conocen como centrocitos. La SHM Figura 2. Esquema de un centro

i ) o germinal y las células que lo
tiene lugar en la zona oscura, mientras que la seleccion tiene lugar componen. Tomado de Regueiro

en la clara, pues solo los centrocitos expresan BCR (MacLennan, (2011)

Revista de Biologia. UVIGO Volumen 6. Ado 2011 -26-



1991; Rajewsky, 1996).

Las células pueden pasar de una zona a otra, diferenciandose en centrocitos o centroblastos segun el
caso. El paso de una zona a otra es bastante limitado (Figge et al., 2008). Este paso es bastante
aleatorio, pero hay una preferencia al paso oscura—clara. Se sospecha que esta preferencia esta
determinada por quimiocinas. Ademas, entre los centrocitos seleccionados, son los que reciben el
aprobado los que suelen hacer el regreso a la zona oscura, permitiéndoles llevar a cabo nuevas rondas de
SHM e incrementar todavia mas la afinidad por el antigeno.

Seleccién clonal

La seleccion clonal es un proceso que hace competir entre ellos a los centrocitos de un mismo CG por
reconocer al antigeno. Esta seleccion esta determinada por la busqueda de la afinidad por el antigeno vy,
explica que ciertos patrones acaben prevaleciendo en los anticuerpos (Alzari et al., 1990), pues son los
mas afines. Ademas, no todos los linfocitos B empiezan con las mismas posibilidades la competicion, pues
ciertas recombinaciones V(D)J seran mas afines por el antigeno desde el principio (Takahashi et al,
1998).

Los centrocitos tendran que detectar el antigeno que se encuentra en la superficie de las FDC mediante
sus BCR, que posee su anticuerpo particular (Rajewsky, 1996). De esta forma se activan, para luego
recibir una sefal de los linfocitos T. Sin esta sefial, la célula muere por apoptosis, pues el antigeno
detectado seria uno propio, no el del patégeno. Por el contrario, los centrocitos seleccionados
positivamente, pueden salir del CG y diferenciarse en linfocitos B de memoria o en células plasmaticas, o
volver a la zona oscura y revertir a centroblasto, o proliferar en la zona clara (Oprea & Perelson, 1997,
Figge et al., 2006).

Como el numero de FDCs, solo supone el 10% de la poblacién total de células en el CG, el numero de
sitios disponibles para los centrocitos es muy limitado. Que haya tan pocos sitios parece favorecer la
competitividad, lo que se traduce en mutantes con mayor afinidad. De hecho, aparecen mutantes de
mayor afinidad cuanto menor sea la cantidad de antigeno disponible en el organismo, pues asi se reduce
el numero de sitios que los FDCs pueden expresar para la activacion de los centrocitos (Oprea &
Perelson, 1997; Gonzalez-Fernandez & Milstein, 1998).

Aunque la afinidad promedio se incrementa, esta no tiene porqué ser de forma muy significativa. Esto
podria deberse a que el patrén de mayor afinidad precisaria muchas mutaciones o mutaciones poco
probables. Aqui juega un papel importante la recombinacién V(D)J, pues puede acercar o alejar a los
anticuerpos del patron adecuado, necesitando mas o menos tiempo para que el patrén aparezca.

Ademas de la seleccion en los CG, parece existir otra seleccion mas, fuera de los CGs. Esto se debe a
que la maduracion de la afinidad en cada CG, es independiente de los demas CGs (Takahashi et al,,
1998). Por lo tanto, muchos CGs podrian no haber generado mutantes de alta afinidad, y haria falta una
seleccion para eliminar los mutantes de menor afinidad.

Caracteristicas de la SHM

La tasa de mutacion aproximada de la SHM ronda sobre los 10-3 cambios de base por generacién
(French et al., 1989; Insel & Varade, 1994; Neuberger & Milstein, 1995; Yélamos et al., 1995). Este valor
es muy alto comparado con los 2,5 x10-8 normales en humanos (Nachman & Crowell, 2000).

Las mutaciones que el mecanismo genera son sobre todo sustituciones (Yélamos et al., 1995), con una
clara preferencia por las transiciones sobre las transversiones, que son cerca de la mitad, en vez del
tercio que se esperaria con total aleatoriedad (Gonzalez-Fernandez et al., 1994; Insel & Varade, 1994;
Neuberger & Milstein, 1995; Yelanos et al., 1995; Gonzélez-Fernandez & Milstein, 1998). Ademas, las
mutaciones en los pares A:T tienen lugar sobre todo en la cadena que se transcribe (Roa et al., 2010).

La hipermutacién afecta, casi en exclusiva, a la regién variable de los loci de la Ig, y sobre todo a los
CDR. Concretamente en los primeros 1,5-2 kb corriente abajo del promotor. Ahora bien, otros loci pueden
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verse afectados por la SHM, como el BCL-6, asi como otros genes si se intercambian por la region V
(Rada et al., 1994; Yélamos et al., 1995; Tumas-Brundage & Manser, 1997; Neuberger et al., 1998; Shen
et al., 1998).

Las mutaciones tienden a concentrarse en posiciones concretas, denominadas puntos calientes o hot
spots y suelen evitar otras, conocidas como puntos frios (Alzari et al., 1990; Gonzalez-Fernandez et al.,
1994; Insel & Varade, 1994; Neuberger & Milstein, 1995; Jolly et al; 1996; Neuberger et al., 1998;
Takahashi et al., 1998). Los puntos calientes suelen aparecer en los CDR, mientras que los frios en los
FR. Esto se explica con las diferentes funciones de cada regién: los CDRs detectan el antigeno, mientras
que los FR mantienen la estructura, para que los CDRs estén en la disposicién correcta.

Los puntos calientes y frios se determinan por patrones de nucleétidos, y no por su posicién en el locus
(Yaari et al., 2013); como por ejemplo WRCY para los calientes (siendo W a Ao T, R una purinay Y una
pirimidina). Prueba de ello es que los puntos calientes y frios aparecen incluso si esa secuencia no se
expresa (Gonzalez-Fernandez et al., 1994; Rada et al., 1994), o si el gen es sustituido por otro (Yélamos
et al.,, 1995; Tumas-Brundage & Manser, 1997). Ahora bien, es posible que otras estructuras sean
necesarias para que dichos puntos se aparezcan, como secuencias palindromicas, que faciliten a la
magquinaria de la SHM el acceso (Neuberger & Milstein, 1995; Neuberger et al., 1998; Noia & Neuberger,
2007, Yaari et al., 2013). La preferencia por ciertos puntos sobre otros se explica por las afinidades
particulares de las enzimas de la maquinaria (Noia & Neuberger, 2007).

Elementos reguladores de la SHM

Ciertos elementos presentes en los loci recombinados de la Ig, permiten que el mecanismo de la SHM
reconozca a estos loci y evite a los demas (Weber et al., 1991).

Uno de estos elementos es el propio promotor de la transcripcién de los loci (Betz et al., 1994; Tumas-
Brundage & Manser, 1997). Este indica a la maquinaria la posicién y direcciéon de la SHM, pero esta
funcion no es exclusiva y podria desempefarla otro promotor distinto. Ahora bien, podria ser que fuesen
regiones cercanas al promotor las que realmente hagan ese trabajo (Rada et al., 1994)

Otros elementos, mas importantes, son los enhancers E3’, Ei y la region MAR (Matrix Attachment
Region) (Meyer & Neuberger, 1989; Betz et al., 1994; Goyenechea et al, 1997). Los enhancers son
fundamentales para la correcta transcripcion de los genes de la Ig, estableciendo una relacion entre la
magquinaria de la SHM vy la transcripcion. MAR, por otro lado, mantiene al genoma en una disposicion
concreta al permitir que la cadena se adhiera a elementos de la matriz. Por lo tanto, la funcién de este
ultimo es la de asegurar que los genes de la Ig estén accesibles para la maquinaria de la SHM.

Inicio de la SHM: AID

La SHM se inicia con la acciéon de una enzima concreta, AID (Activation-Induced Deaminase), que
pertenece a la superfamilia APOBEC y cuya actividad consiste en desaminar las bases de citosina del
ADN, convirtiéndolas en uracilo (Petersen-Mahrt et al, 2002; Neuberger, 2008; Hasler et al., 2012). Esto
genera una lesién doble en el ADN: por un lado, se esta usando una base no canénica vy, por el otro, U:G
no es un par valido.

Como AID es mutagénico por si mismo (Petersen-Mahrt et al., 2002), este se encuentra altamente
regulado. Hay evidencia de que su expresion esta controlada mediante microARN y que solo se expresa
en los linfocitos B durante etapas concretas de su desarrollo o como posible mecanismo de defensa ante
retrovirus (Crouch et al., 2007; Teng et al., 2008). Por si eso no fuese suficiente, es posible que AID quede
retenido en el citoplasma al asociarse a proteinas que se adhieren al citoesqueleto (Figura 3), las cuales
parecen jugar un papel importante en su importacién al nucleo (Noia & Neuberger, 2007; Hasler et al.,
2012). La enzima se exporta con facilidad del nucleo, ademas de que se puede degradar con facilidad
dentro del mismo.
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AID actua a través de la ARN-exosoma, la cual se
encarga de degradar ARN. En el modelo propuesto por
Basu et al. (2011), durante la transcripcién, la ARN
polimerasa |l podria retroceder, lo cual dejaria expuesto
el extremo 3’ del ARN que se estaba sintetizado. Al ser
una cadena de ARN incompleta, el exosoma intentaria
degradarlo y en ese momento, AID seria reclutado. El
retroceso de la ARN polimerasa |l seria consecuencia
de estructuras que se generan durante la transcripcion
de los loci de la Ig, pues estos loci las favorecen.

Figura 3. Modelo del ciclo de AID. Tomado de
Hasler et al., 2012
Las dos fases de la SHM

Aunque AID es capaz de generar mutaciones por si mismo en el ADN, los cambios C—U no suelen
perdurar pues, en realidad, son los precursores de las mutaciones, mediante un mecanismo que recuerda
al de la reparacion del genoma (Noia & Neuberger, 2007; Saribasak & Gearhart, 2012). Por lo tanto, son
polimerasas propensas al error las que acaban introduciendo las mutaciones.

Las mutaciones se afiaden en dos fases (Figura 4), apareciendo una u otra en funciéon de como se
resuelva la lesion G:U. A pesar de que en cada fase intervienen enzimas diferentes, estas se
complementan (Rada et al.,, 1998; Neuberger & Rada, 2007). Las dos fases solo pueden tener lugar en
células en proliferacién (como los centroblastos). Eso se debe a que necesitan una PCNA (Proliferating
Cell Nuclear Antigen) monoubiquitinada para reclutar las polimerasas implicadas en el mecanismo: la
polimerasa n en la fase A:T y la polimerasa REV1 en la fase G:C (Arakawa et al., 2006; Saribasak &
Gearhart, 2012).

Mutaciones en pares G:C

Cuando la lesiéon G:U es reconocida por la enzima UNG (Uracil-DNA glycosylase), tiene lugar las
mutaciones en los pares G:C. La UNG elimina las bases de uracilo, dejando un sitio abasico, es decir,
dejando el esqueleto de desoxirribosa (Neuberger & Rada, 2007). Luego, el sitio abasico se elimina

mediante la APE1, dejando una rotura en la hebra de initiol phase
ADN (Saribasak & Gearhart, 2012). Esta rotura _.c_,_
permite reclutar a las TLS polimerasas (TransLesion :_'_

Synthesis polymerases) que afaden las mutaciones
(Noia & Neubrger, 2007). De estas, la Rev1 la mas
importante. Ahora bien, estas enzimas sélo son
capaces de afadir un nuevo nucleoétido para sustituir
el sitio abasico.

Para afadir mutaciones en el resto de la cadena
desde ese punto, hacen falta otras polimerasas. La
polimerasa { es la principal candidata, pues ésta
trabaja  preferentemente en sitios abasicos,
colaborando con la REV1 en un complejo o en

. . SHM at C:G SHM at A:T
solitario (Daly et al., 2012). Se sospecha que la Figura 4. Esquema del mecanismo de las dos fases

de la SHM. Tomado y modificado de Sariabasak &

polimerasa ( también podria colaborar con las Gearhart (2012)

polimerasas responsables de la fase A:T.

Mutaciones en pares A:T

Cuando la lesiéon G:U es reconocida por el dimero Msh2/Msh6 (MutSa), tienen lugar las mutaciones en
los pares A:T. Entonces, se recluta a la exonucleasa Exo1, que abre la hebra de ADN al eliminar un
segmento. A continuacion, se recluta a la polimerasa n, que segun reconstruye la cadena, introduciria las
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mutaciones en los pares A:T (Noia & Neuberger, 2007; Sariabasak & Gearhart, 2012). Se piensa que esta
polimerasa replica fielmente cuando se trata de pares G:C. Otras polimerasas, como la polimerasa K,
podrian apoyar o sustituir a la polimerasa n (Delbos et al., 2006; Sariabasak & Gearhart, 2012).

A diferencia de la otra fase, esta fase produce mutaciones mayormente en la cadena que se transcribe,
pues el MutSa tiene preferencia por esta cadena (Roa et al., 2010).

Relacion entre las fases y el ciclo celular

Ambas fases comienzan con la misma lesiéon para empezar a introducir mutaciones. Se podria pensar
que las fases compiten entre ellas, pero no es el caso. Una fase tiene lugar u otra en funciéon de en qué
momento del ciclo celular se reconoce la lesiéon G:U, segun el modelo de Li et al. (2013) (Figura 5). Las
mutaciones en los pares G:C sucederian en la fase G1, mientras que las de los pares A:T sucederian en
el fase S. Si la lesién G:U se produce durante la fase S, entonces es tratada por MutSa. Si la lesion tiene
lugar durante la fase G1, ésta es tratada por UNG, dejando el sitio abasico. Si la lesidon pasa
desapercibida, esta genera una transicion durante la replicaciéon. Si la lesién es reconocida antes de la
fase S, ésta sera reparada fidelignamente por escision de base (BER, Base Excision Repair). Si el sitio
abasico se reconoce durante la fase S, sera tratada por las TLS polimerasas y tendra lugar una mutacion
de pares G:C normal.

BER Error-free repair |

Fo A

=
™

LS TvandTsatC:G

FocH

'\‘ Replication TsatCiG

%‘ U MSH2/6 I

Exo1/PCNAY/POLH  Mutations at AT

;

ol

Figura 5. Esquema del modelo de Li et al. Ts y Tv hacen referencia a

Transiciones y Transversiones, respectivamente. Tomado de Li et al.
(2013).

Este modelo, explica en buena medida la preferencia de la SHM por las transiciones sobre las
transversiones, debido a que la mayor parte de la acciéon de AID tiene lugar durante la fase G1, seria de
esperar que algunas lesiones U:G no fuesen reconocidas por UNG a tiempo y terminasen como
transiciones tras la replicacion.

CONCLUSIONES

Se ha avanzado mucho en el estudio de la SHM, ya desde que se publicaron las primeras pruebas
concluyentes de su existencia en 1970 con el trabajo de Weigert et al. Pero como cualquier otro
mecanismo que se estudie en biologia, no existe una idea totalmente exacta de los pequefios detalles y
son muchas las dudas que el proceso genera en la comunidad cientifica. Por ejemplo, ain no se conoce
exactamente como selecciona AID a los genes sobre los que actua. Esto se puede observar en el propio
articulo, donde se observa que ciertas cosas de las que se habla, en particular del mecanismo, son
conjeturas, hipétesis o modelos que, aunque perfectamente plausibles, no tienen demasiada evidencia
empirica. Pero seguramente, muchas de estas dudas se solucionen en los préoximos afios.
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Luego, SHM es, sin lugar a dudas, un proceso de gran interés para la biologia. Esto se debe no solo por
su papel fundamental en las defensas de la mayoria de vertebrados, sino que también por ser un proceso
fisiolégico sin precedentes, pues permite a los organismos alterar su genoma para obtener una ventaja
frente a su entorno, dandole un gran interés desde el punto de vista de la evolucidon. Esto se debe a que
los genes de la Ig se “sacrifican” altruistamente al someterse a la SHM para que el organismo pueda
seguir a delante. Esto se entiende asi, porque los genes existen Unicamente como un patréon en una
cadena de nucledtidos. Por lo tanto, un cambio en dicho patrén, supone que el gen recibe un “dafo”.
Obviamente, el resto de genes no siguen este comportamiento, lo cual hace distingue a los genes de la Ig
del resto y convirtiéndolos en los Unicos genes “altruistas”.
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