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RESUMEN

En los Ultimos afios, el estudio del complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF ha centrado
gran interés en el campo de la oncologia. Diferentes estudios de secuenciacién en genomas
tumorales han puesto de manifiesto la alta prevalencia de mutaciones de las distintas
subunidades del complejo SWI/SNF, que alcanza una frecuencia mutacional global superior al
20% entre todos los tipos de tumores analizados. Ademas, se ha definido que el complejo
SWI/SNF ejerce un papel supresor tumoral en determinados tumores sélidos, ya que mutaciones
de pérdida de funcién promueven una desregulacidn epigenética que favorece el desarrollo

tumoral.

BCL7A ha sido una de las dltimas subunidades que han sido asociadas al complejo SWI/SNF, pues
no presenta homélogos en los complejos SWI/SNF en levaduras. A diferencia de otras
subunidades que presentan mutaciones en distintos tipos de tumores, las mutaciones en BCL7A
parecen concentrarse en neoplasias hematoldgicas. Sin embargo, se desconocen las
implicaciones funcionales que podrian tener dichas mutaciones. Por otro lado, a pesar de que la
funcién bioldgica de BCL7A es una incognita a dia de hoy, los patrones de expresion génica de
BCL7A sugieren que podria tener una funcién especifica durante el proceso de maduracion de

los linfocitos B.

Esta tesis doctoral nacié con el objetivo de dilucidar si BCL7A podria actuar como supresor
tumoral en neoplasias hematoldgicas. Para ello, se analizé el patrén mutacional de BCL7A en
diversas lineas celulares tumorales de origen hematoldgico. Este estudio inicial mostré que las
mutaciones de BCL7A eran frecuentes en lineas celulares derivadas de pacientes con linfoma
difuso de células B grandes (DLBCL). El DLBCL es el subtipo de linfoma no Hodgkin mas comun
en la poblacién y se caracteriza por presentar mutaciones en diferentes genes relacionados con
la modificacidn de la cromatina y el control epigenético. Con el fin de analizar mas a fondo el
patréon mutacional de BCL7A en DLBCL, se extendid el estudio a un total de 41 lineas celulares y

38 muestras de pacientes de DLBCL.

Nuestro andlisis mutacional de BCL7A en DLBCL mostré una prevalencia mutacional del 17% en
lineas celulares y del 5,5% en muestras de pacientes. Un analisis mas detallado de las mutaciones
detectadas, reveld que BCL7A presentaba un patrén de inactivacion bialélica, caracteristica
propia de genes supresores tumorales. Ademas, se detectd la presencia de una serie de
mutaciones que se concentraban en la secuencia conservada del sitio donador de splicing del

intrén 1, la cual no habia sido tenido en cuenta previamente en otros estudios de secuenciacion



masiva. Al extender el andlisis mutacional a cohortes externas con un total de 1.575 pacientes
de DLBCL, comprobamos que las mutaciones en el sitio donador de splicing suponian el 30% de

todas las mutaciones de BCL7A.

A continuacion, al estudiar las posibles implicaciones moleculares de las mutaciones en el sitio
de splicing, descubrimos que estas mutaciones generaban un splicing aberrante. Debido a la
activacion de un sitio donador de splicing criptico dentro del exén 1, se generaba un ARN
mensajero maduro. Este transcrito da lugar a una forma mutante de BCL7A que pierde 27

aminoacidos de la regién amino-terminal (A27-BCL7A).

Posteriormente, decidimos analizar las consecuencias funcionales de las mutaciones de splicing
detectadas en BCL7A. Por un lado, mediante experimentos de inmunoprecipitacion y
espectrometria de masas, se ha caracterizado que la pérdida del dominio amino-terminal
(BCL7_Nt) impide que BCL7A pueda unirse al complejo SWI/SNF y, por tanto, podria estar
afectando a la funcién global del complejo SWI/SNF. Por otro lado, se han llevado a cabo
experimentos funcionales de restauracién en modelos celulares de DLBCL que carecen de la
expresion de BCL7A salvaje debido a su inactivacién bialélica. La restauracién de la expresion de
BCL7A en este contexto ejerce un fenotipo supresor tumoral tanto en estudios funcionales in
vitro como en xenotrasplantes in vivo. Ademas, los andlisis de expresidon génica mediante RNA-
Seq han revelado que BCL7A participa en vias de activacion de células B y que es capaz de regular

la expresion de genes relacionados con el ciclo celular como CDKN1A (p21).

El DLBCL es una neoplasia maligna muy heterogénea donde el 40% de los pacientes desarrollan
enfermedad refractaria y terminan sucumbiendo a la enfermedad. Es por ello que el tratamiento
de estos pacientes avanza hacia un escenario que requiere del desarrollo de nuevas terapias
dirigidas. Nuestro estudio ha conseguido por primera vez demostrar un papel supresor tumoral
de una subunidad del complejo SWI/SNF en DLBCL. Ademas, hemos mostrado cémo el complejo
SWI/SNF se encuentra mutado en mas de la mitad de los pacientes del subtipo de centro
germinal (GCB)-DLBCL. Todos estos resultados refuerzan la idea de que el complejo SWI/SNF
juega un papel relevante en la patogénesis del DLBCL y sirven de apoyo para nuevas
aproximaciones terapéuticas que mejoren el prondstico y tratamiento personalizado de estos

pacientes mediante el uso de terapias epigenéticas que estan actualmente en desarrollo.
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Célula B activada (Activated B-Cell like)
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Deaminasa de citidina inducida por activacion (Activation Induced Cytosine
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Leucemia mieloide aguda (Acute Myeloid Leukemia)

Representacién binaria de un mapa de alineamiento (Binary Alignment
Map)

Centro Germinal (Germinal Center)
Linfoma difuso de células B grandes (Diffuse Large B-Cell Lymphoma)
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Clasificaciéon de células activadas por fluorescencia (Fluorescence-
Activated Cell Sorting)
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False Discovery Rate

Linfoma folicular (Follicular Lymphoma)
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Célula B del centro germinal (Germinal Center B-cell like)
Peroxidasa de rabano picante (Horseradish Peroxidase)

Cromatografia liquida con espectrometria de masas en tandem (Liquid
Chromatography with tandem Mass Spectrometry)

Secuenciacién de nueva generacion (Next-Generation Sequencing)
Nucleétido/s

Multiplicidad de infeccidn (Multiplicity of Infection)

Organizacion Mundial de la Salud

p-valor

Reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)

Pares de bases



PBS: Tampodn fosfato salino

PMBCL: Linfoma primario mediastinico de células B (PrimaryMediastatinal B Cell
Lymphoma)

PRC Complejo represor Polycomb (Polycomb Repressive Complex)

qPCR: PCR cuantitativa (Quantitative PCR)

rpm: Revoluciones por minuto

RT-gqPCR: PCR con transcriptasa inversa (Reverse Transcription-qPCR)

SDS: Dodecilsulfato sédico

SDS-PAGE: Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS

SNP: Polimorfismo de nucledtido Unico (Single Nucleotide Polymorphism)

UTR: Regidén no traducida (Untranslated Region)

SWI/SNF: SWitch/Sucrose Non-Fermentable

WES: Secuenciacion de exoma completo (Whole Exome Sequencing)

WT: Silvestre (Wild-type)

Algunos términos en inglés, ampliamente utilizados en Biologia Molecular y sin una

traduccidn simple al castellano se presentan en cursiva a lo largo del texto.
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1.1 CANCER

Céancer es un término que engloba a un conjunto de enfermedades caracterizadas por presentar

un crecimiento celular descontrolado y que puede originarse en casi cualquier tejido. La

carcinogénesis se manifiesta como un proceso complejo de multiples etapas donde se produce
un cumulo de variaciones genéticas o epigenéticas que dan lugar a la transformacidn de una
célula sana en una célula tumoral. Estas variaciones permiten a la célula tumoral adquirir
caracteristicas particulares que le posibilitan exceder la tasa proliferativa de una célula sanay
dar lugar a un tumor o neoplasia. Ademas de un crecimiento descontrolado, la célula tumoral

puede incluso llegar a invadir otros érganos en un proceso conocido como metadstasis, siendo

ésta la principal causa de muerte en los pacientes con cancer?.

En cuanto a la etiologia, muchos tipos de céncer se asocian con factores de riesgo relacionados
con el estilo de vida, el ambiente o la exposicidn a determinadas sustancias. Algunos ejemplos
son el consumo de tabaco o alcohol, llevar una vida sedentaria, tener una dieta no saludable o
tener una gran exposicion a ambientes y sustancias contaminantes. Por otro lado, mientras que
un factor como la edad es considerado un factor de riesgo global, hay otros factores que
dependen de la riqueza de un pais. De este modo, las infecciones crénicas son un mayor riesgo
en paises con indice de ingresos bajo-medio, mientras que el impacto del tabaco tiene mayor

incidencia en paises con altos ingresos?.

Tal y como hemos mencionado, todas las células tumorales tienen en comun una proliferacion
celular descontrolada independientemente del tejido al que pertenecen. Pero, équé
mecanismos permiten a una célula tumoral proliferar de forma descontrolada? A lo largo de los
afios se han descrito numerosas sefias de identidad del cancer que incluyen tener un potencial
de replicacién ilimitado, capacidad de evadir la muerte celular programada o evadir las sefales
de anti-crecimiento, favorecer la angiogénesis para mejorar la irrigacion del tumor, tener
autosuficiencia en las sefiales de crecimiento y/o aumentar la capacidad invasiva para favorecer
la metéstasis®. Mas recientemente, se han descrito nuevas capacidades de las células tumorales
como la reprogramacién metabdlica y la evasién del sistema inmune para evitar ser
reconocidas®. Ademds, en esta ultima revisidn, los autores sugieren dos nuevos mecanismos
importantes por los cuales las células tumorales adquieren todas las capacidades mencionadas.
Estos mecanismos son la inestabilidad gendmica, que promueve la variabilidad genética, y la

inflamacidn crénica como detonante de la tumorogénesis.
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Los diferentes fenotipos que adquiere una célula para dar lugar a un tumor se adquieren debido
a una sucesion de alteraciones genéticas y/o epigenéticas que proporcionan una ventaja de
crecimiento vy, por lo tanto, dan lugar a una seleccién clonal®. Si la alteracién genética supone
una ventaja para la célula tumoral es debido a que ésta se produce en determinados genes
conductores del cancer (del inglés cancer driver genes). De forma simplificada, las mutaciones
conductoras que desencadenan la progresién tumoral ocurren en tres tipos principales de

genes: protooncogenes, genes supresores de tumores y genes reparadores de ADN.

- Protooncogenes: Estos genes tienen funciones bioldgicas relacionadas con la activacion de
mecanismos implicados en la proliferacién o crecimiento celular®. El tipo de mutaciones que
suelen adquirir estos genes son de ganancia de funcién y pueden producir la activacion del gen
de forma permanente. Las mutaciones en oncogenes suelen tener un efecto dominante y

pueden presentarse en heterocigosis.

- Genes supresores de tumores: Estos genes tienen funciones bioldgicas relacionadas con la

inhibicidn de los procesos de proliferacién’. Las mutaciones que afectan a estos genes suelen

dar lugar a una pérdida de funcion. Ademas, normalmente tienen un efecto recesivo, lo cual

implica que en determinados casos sea necesario la inactivacion de ambos alelos para eliminar
. . 8 . . .7 . e b3 . .

por completo la actividad del gen®. La inactivacidn bialélica puede producirse por mutaciones

inactivadoras o por pérdida de heterocigosidad, debido a la delecion de una parte de un

cromosoma o por recombinacién homéloga aberrante.

- Genes reparadores de ADN: Este conjunto de genes se encargan de reparar errores producidos
en el ADN durante la replicacion errénea o incompleta del mismo o a través de mutaciones
inducidas por radiacién o agentes quimicos®. Por tanto, mutaciones es estos genes estan
asociadas a una mayor inestabilidad gendmica y un aumento en la tasa de mutaciones que

podrian afectar a otro tipo de genes como los protooncogenes o genes supresores de tumores.

1.2 NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

Las neoplasias hematoldgicas se originan a partir de las células sanguineas. Aunque el término
neoplasia se utiliza normalmente para designar a una masa anormal de tejido que puede ser
cancerosa (maligna) o no cancerosa (benigna), cuando se habla de neoplasias hematoldgica se
hace referencia a enfermedades malignas. Teniendo en cuenta la localizacién, las neoplasias
hematoldgicas se han clasificado de forma mas tradicional en leucemia o linfoma. Esta
diferenciacidn se basa en que la leucemia es considerada un tumor liquido en el que hay una

proliferacién incontrolada de células inmaduras en la sangre. En cambio, el linfoma se produce
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de manera mas localizada en forma de una masa tumoral sélida en algin érgano linfoide y se
origina a partir de células en estadios mas maduros, normalmente linfocitos. Pero, actualmente
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estratifica las neoplasias hematoldgicas en tres
grupos primarios basados en el linaje celular: neoplasias mieloides, neoplasias linfoides y
neoplasias de histiocitos o células dendriticas!®. Dentro de cada categoria hay numerosas
clasificaciones en funcién del grado de diferenciacién celular, del tipo celular, del nivel de

agresividad o de caracteristicas moleculares referentes a translocaciones o genes particulares.

Las neoplasias hematoldgicas incluyen un grandisimo nimero de categorias. A grandes rasgos y
de forma simplificada, en la tabla 1 se muestran las neoplasias hematoldgicas mas frecuentes
en la poblacidn, asi como su incidencia. Como podemos ver, los linfomas son mas frecuentes
que las leucemias. Dentro de los linfomas, los linfomas de Hodgkin solo representan un pequeio
porcentaje frente a los linfomas no Hodgkin, los cuales engloban alrededor de la mitad de todas
las neoplasias hematoldgicas diagnosticadas. El mieloma multiple, con un porcentaje elevado de
incidencia, se clasifica dentro de las neoplasias linfoides derivadas de células B maduras. Mas
concretamente, el mieloma multiple se produce por la proliferacién anormal de células

plasmaticas, que representan el ultimo estadio de diferenciacién de las células B.

Tabla 1. Incidencia de las neoplasias hematoldgicas mas frecuentes entre la poblacion

Tipo de Neoplasia Hematoldgica Porcentaje por subtipo Porcentaje
Leucemias -- 30,4%
Leucemia linfoblastica aguda 1%
Leucemia mieloide aguda 8,7%
Leucemia linfocitica crénica 10,2%
Leucemia mieloide crénica 3,7%
Otras leucemias 3,8%
Linfomas -- 55,6%
Linfoma de Hodgkin 7%
Linfoma no Hodgkin 48,6%
Mieloma multiple -- 14%

Datos referentes a la poblacién de EE.UU. (afios 1975-2006)!

Una particularidad de las neoplasias hematoldgicas respecto a tumores sélidos es la presencia
de translocaciones cromosdmicas. Muchas veces, las translocaciones presentes en la célula

tumoral son las que condicionan tanto el diagndstico como el tratamiento a seguir. Asi, por

ejemplo, dentro de los linfomas no Hodgkin de células B la translocacion t(11; 14)(q13; g23) esta

presente en mas del 95% de los linfomas del manto?®2. Esta translocaciéon promueve la expresion
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del gen de ciclina D1, que sirve como marcador inmunofenotipico en el diagndstico de este tipo
de linfomas. Otro gran ejemplo, es la translocacion t(9;22)(g34;q11.2) que sirve de biomarcador
diagndstico en un 95% de los casos de leucemia mieloide crénica®®. Ademads, la caracterizacion
de determinadas translocaciones puede derivar incluso en tratamiento concretos. Esto se ha
observado en la leucemia promielocitica aguda, un subtipo concreto de leucemia mieloide
aguda, que se caracteriza por presentar la translocacion t(14;17)(q22;q12). Esta translocacion
da lugar al gen de fusion PML-RARa que genera un receptor de acido retinoico truncado. Esta
caracterizacién ha derivado en el uso farmacoldgico de acido transretinoico (ATRA), el cual, en
conjunto con otros fadrmacos, ha mejorado el prondstico de estos pacientes®. Este es uno de los

pocos ejemplos de neoplasias hematoldgicas que tienen tratamientos moleculares especificos.

1.3 LINFOMA DISFUSO DE CELULAS B GRANDES

El linfoma difuso de células B grandes (DLBCL) es el subtipo mas prevalente dentro de los
linfomas no Hodgkin. Es una forma agresiva de linfoma y representa alrededor de un 35% de
todos los linfomas no Hodgkin diagnosticados'®®®, Raramente afecta a adultos jévenes o nifios y
tiene una edad media de diagndstico de aproximadamente 70 afios. El primer sintoma suele ser
el crecimiento rapido de una masa tumoral localizada en zonas ganglionares, acompafada de
los denominados sintomas B: fiebre, pérdida de peso y sudoraciones nocturnas. Normalmente
se diagnostica de novo siguiendo criterios morfolégicos o inmunofenotipicos. Pero, en
determinados casos el DLBCL aparece como una transformacion de algun linfoma mas indolente

como linfoma folicular (FL) o leucemia linfocitica crénica®®.

A diferencia de otras neoplasias hematoldgicas, en DLBCL no hay translocaciones relacionadas
con su etiologia o diagndstico de forma inequivoca. Mas bien, el DLBCL se caracteriza por tener
una gran heterogeneidad, donde la adquisicion de sucesivas alteraciones génicas termina
desencadenando el fenotipo maligno de la enfermedad®>!’. Hay determinadas translocaciones
que se producen en algunos pacientes de DLBCL y que afectan normalmente a los genes MYC,
BCL2 o BCL6. Ahora bien, estas translocaciones no originan genes de fusién como ocurre en
leucemias agudas, sino que los genes involucrados quedan regulados por regiones promotoras
heterdlogas. En consecuencia, se produce una expresion ectdpica o exacerbada de genes como

MYC, BCL6 y/o BCL2 que pasan a actuar como oncogenes.

Finalmente, la frase que mejor define el DLBCL a nivel bioldgico es la siguiente: “el DLBCL es una

expansion maligna de clones de células B que han quedado atrapados en alguna de las diferentes

etapas de diferenciacion de una célula B en el centro germinal”. Las siguientes secciones
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hablaran de diferentes aspectos encaminados a descifrar el significado e implicaciones de esta

afirmacion.

1.3.1 Biologia de las células B: reaccion de centro germinal

Primero, para poder comprender con detalle los mecanismos moleculares que desencadenan la
linfomagénesis en el DLBCL, es necesario entender la propia biologia de las células B, también
llamadas linfocitos B. Las células B tienen un papel central en la inmunidad adaptativa humoral
a través de la generacién de los anticuerpos necesarios para protegernos frente a
microorganismos extracelulares y sus toxinas!®. Las células productoras de anticuerpos
especificos frente a determinados antigenos son las células plasmaticas o las células B de
memoria y éstas se generan a partir de la diferenciacion de los linfocitos B maduros (Figura 1).
Ahora bien, cuando una célula B reconoce un antigeno puede iniciar caminos diferentes. Una
opcidn es que las células B se diferencien a células plasmaticas sin requerir de la accion de los
linfocitos T%. La otra opcidn, dependiente de la accidn de los linfocitos T, es que las células B

entren en un proceso de maduracion en el interior del centro germinal (CG)%.

Los CGs son estructuras que se forman transitoriamente en respuesta a un antigeno. Estas
entidades se desarrollan en los 6rganos linfoides periféricos como el bazo, ganglios linfaticos,
amigdala o placas de Peyer. El CG se caracteriza por generar un microambiente totalmente
especializado donde los linfocitos B completan su ciclo de maduraciéon por afinidad®.
Basicamente, el CG sirve para que una célula B activada por antigeno sea capaz de producir
anticuerpos con una afinidad mucho mayor que la original por ese mismo antigeno. El nombre
de CG procede de la primera vez que fueron caracterizadas histolégicamente estas estructuras,
ya que se distinguian como regiones con una alta proliferacién celular®. Ya por entonces, se
definieron dos zonas dentro del CG, la zona oscura y la zona clara. La zona oscura es donde los
linfocitos B naive, que acaban de encontrarse con el antigeno por primera vez, se diferencian a
centroblastos y proliferan rapidamente. A continuacidén, migran hacia la zona clara donde pasan
a llamarse centrocitos y son seleccionados por afinidad con ayuda de otros tipos celulares como

los linfocitos T o las células foliculares dendriticas (Figura 1).
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Figura 1. La reaccion de centro germinal. Tras la estimulacidn por antigeno dependiente de células T, las
células B naive migran a los drganos linfoides secundarios, se diferencian en centroblastos y proliferan en
la zona oscura de los CGs. Dentro de la zona oscura, los centroblastos experimentan el proceso de SHM,
que introduce variaciones en las regiones variables del locus de las cadenas pesadas y ligeras de las
inmunoglobulinas, con el objetivo de aumentar su afinidad por el antigeno. Posteriormente, los
centroblastos se mueven a la zona clara, donde se diferencian a centrocitos y pueden experimentar el
proceso de CSR. Las células T y las células dendriticas foliculares (FDC) ayudan a los centrocitos a
reencontrarse con el antigeno. De esta manera, las células con un receptor de inmunoglobulina con baja
afinidad se eliminan por apoptosis, mientras que un subconjunto de centrocitos con alta afinidad por el
antigeno se seleccionan para diferenciarse a células B de memoria o a células plasmaticas. El paso de zona
oscura a zona clara es bidireccional y un centrocito con afinidad por antigeno puede volver a la zona
oscura para seguir proliferando y mejorando su afinidad. Imagen adaptada de Schneider, C. et al. (2011)%*.
Hay una serie de procesos que son intrinsecos a la maduracion por afinidad que se produce en
los CGs. Estos procesos son la hipermutacion somatica (SHM) y la recombinacién de cambio de
clase (CSR). La hipermutaciéon somética es el mecanismo por el cual se modifican las regiones
variables de los genes de inmunoglobulinas mediante la introduccién de mutaciones. Esto
permite generar un amplio repertorio de anticuerpos que puedan mejorar la afinidad contra el
antigeno?. En cuanto a la recombinacién de cambio de clase, es el proceso por el cual se produce
un cambio de la regién pesada de las inmunoglobulinas para producir anticuerpos de diferentes
isotipos que mejoren la respuesta efectora del sistema inmune contra un patdégeno
determinado®. Los mecanismos de SHM y CSR estdn orquestados por la enzima Deaminasa de
Citosina Inducida por Activacion (AID o AICDA)?. La enzima AID tiene la capacidad de deaminar
las citosinas para convertirlas en uracilos. Estos cambios, si no se reparan, dan lugar a

mutaciones, o bien, pueden generarse roturas de doble cadena que son necesarias para el

proceso de CSR.

Los mecanismos de SHM o CSR, aun siendo herramientas imprescindibles para generar

respuestas inmunes especificas, representan una espada de doble filo. La generacién de roturas
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en el ADN puede inducir determinadas translocaciones cromosémicas?. Por otro lado, ademas
de genes de inmunoglobulinas, la enzima AID estd directamente relacionada con mutaciones en
muchos otros genes. Un claro ejemplo de esta hipermutacién somadtica “aberrante” se ha
caracterizado en el locus de BCL6, donde mutaciones inducidas por AID en regiones promotoras

provocan la desregulacidn de la expresidn de este gen?.

1.3.2 Regulacion transcripcional de la reaccién de CG

El hecho de que una célula B sea seleccionada para emprender su camino a través del CG es algo
excepcional. Una célula B no lleva escrito en su ADN los pasos que debe tomar para realizar el
proceso de maduracion por afinidad. Por el contrario, determinados cambios a nivel de
regulacién transcripcional hacen posible que las células B con mayor afinidad por el antigeno

migren hacia ciertas zonas de los foliculos linfoides y de comienzo la reaccién de CG.

Uno de los reguladores transcripcionales mds importante para iniciar la reacciéon de CG es BCL6,
cuya expresidn es rapidamente inducida cuando una célula B es seleccionada por afinidad®.
BCL6 actuia como represor transcripcional y dirige la inhibicidn de diferentes genes3!. Algunos
de ellos estdn relacionados con la mayor capacidad proliferativa que adquieren los
centroblastos®*33, mientras que la inhibicidn de otros genes predispone a las células B a tener
una mayor permisividad hacia los dafios producidos en el ADN durante los procesos de SHM o
CSR34, La expresion de genes como BCL6 se mantendra activa mientras las células B no terminen
su maduracioén. Eso si, una vez que las células B son seleccionadas para diferenciarse a una célula
productora de anticuerpos, la expresion de BCL6 se apaga y otros genes como PRDM1 o XBP1
toman el control de la regulacién transcripcional en la etapa final de diferenciacion de las células
B. En la figura 2 se puede ver el patrén de expresion de algunos de los genes implicados en la

regulacién transcripcional a lo largo de la reaccion de CG.

En definitiva, la reaccion de CG es un proceso que requiere de una regulacién transcripcional
muy precisa donde hay muchos genes implicados. Esta complejidad también implica un talén de
Aquiles que aprovechan las células tumorales para adquirir ventajas proliferativas cuando
alguno de los multiples genes sufre variaciones genéticas de ganancia o de pérdida de funcidn.
De hecho, cerca del 80% de linfomas de tipo no Hodgkin, incluyendo el linfoma de Burkitt, FL o
DLBCL, derivan de células B del propio CG (Figura 2). Todos los linfomas derivados del CG
presentan genes de inmunoglobulinas mutados, indicativo de que han experimentado la

reaccion de CG3® o incluso mantienen todavia activos los mecanismos de SHM?’.
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Figura 2. Moduladores transcripcionales que dirigen la reaccion de centro germinal. El inicio de la

reaccion de CG depende de algunos factores de trascripcion como BCL6 o MEF2B, cuya expresion esta
restringida a las etapas que suceden dentro del CG. Otros factores como MYC o IRF4 se expresan durante
la iniciacion y en posteriores etapas, pero su expresidon se apaga momentaneamente en células B que
proliferan en la zona oscura. Finalmente, otros genes como PRDM1 o XBP1 dirigen la Ultima etapa de
diferenciacion de una célula B a célula plasmdtica. Distintos tipos de linfoma que derivan del CG
representan clones de células que se asemejan molecularmente a células B atrapadas en distintos
estadios de maduracién. Imagen adaptada de Basso, K. and Dalla-Favera, R. (2015)3°.

1.3.3 Clasificacion molecular del DLBCL

El uso de plataformas como los microarrays a principio de los afios 2000, permitié clasificar los
linfomas DLBCL en dos grandes grupos, atendiendo a similitudes con la supuesta célula de
origen: (i) célula B de centro germinal, (GCB-DLBCL); (ii) célula B activada, (ABC-DLBCL)3®3° Estos
subtipos son indistinguibles morfolégicamente pero el estudio de los perfiles de expresién
génica ha permitido clasificarlos en funcién a la similitud que comparten con células B que

representan distintas etapas de diferenciacién a lo largo del CG. El subtipo GCB es el mas
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frecuente y es aquel en el que los perfiles de expresidn génica se asemejan a los mostrados por
los centroblastos o centrocitos. En cambio, el subtipo ABC tiene inhibida la expresiéon de
marcadores tipicos del CG en favor de genes como IRF4 o XBP1, que estan relacionados con la
diferenciacion a células plasmaticas. Sin embargo, alrededor del 15% de los pacientes no se

pueden clasificar en ninguno de los subtipos mencionados®®4%,

Hay un “tercer” subtipo de DLBCL denominado linfoma mediastinico primario de células B
grandes (PMBCL). Su incidencia es baja, representando Unicamente alrededor de un 6% de todos
los DLBCL. En un principio, el PMBCL se consider6 como un subtipo de DLBCL con la
particularidad de que se originaba a partir de células B localizadas en el timo. Los primeros
estudios de expresién génica mostraron que compartia patrones de expresion con el linfoma de
Hodgkin* pero a diferencia de este si que presentaba expresién de genes tipicos de células B
maduras®. En el afio 2001, la OMS lo considerd como una entidad Unica de linfoma, pero hay

autores que incluso a dia de hoy siguen mencionando al PMBCL como un subtipo de DLBCL3944,

La clasificacion GCB/ABC se realizé a principios de los afios 2000 gracias a plataformas de analisis
de expresidn génica como los microarrays y su validez se mantiene a dia de hoy. Ahora bien, la
posterior aplicacién de la secuenciacion masiva en genomas tumorales de DLBCL ha revelado
una sorprendente heterogeneidad a nivel molecular. El nimero de genes que presentan
mutaciones en DLBCL es muy elevado®*. Esta gran heterogeneidad genera incluso
ambigliedades a la hora de definir los genes frecuentemente mutados en DLBCL en funcién de
la cohorte de pacientes analizada*. Aun asi, dentro de esa heterogeneidad, existen patrones
mutacionales representativos en funcién de la célula de origen. En el subtipo ABC predominan
mutaciones en genes implicados en la sefializacién a través del receptor de la célula B (BCR) y
miembros de la sefializacion por NF-kB**°. Por el contrario, genes modificadores de la
cromatina se encuentran frecuentemente mutados en el subtipo GCB y en otros linfomas
derivados del CG, como es el FL5. Por tanto, una mejor caracterizacién molecular de grupos de
pacientes es necesaria para entender los procesos biolégicos que contribuyen al fracaso de los

tratamientos convencionales.

1.3.4 Tratamiento

A dia de hoy el tratamiento estandar de primera linea para tratar el DLBCL es la combinacidn R-
CHOP. Las siglas CHOP atienden a una combinacién de agentes quimioterapéuticos:
ciclofosfomida (C), clorhidrato de doxorrubicina (Hidroxidaunorrubicina), vincristina (Oncovin) y
prednisona (P). El tratamiento CHOP se establecié como tratamiento de primera linea después

de mostrar una menor toxicidad en comparacién a otros regimenes quimioterapéuticos®.
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Posteriormente, en el afio 1997, se aprobd el uso de Rituximab (R) que es un anticuerpo
monoclonal contra el receptor CD20, expresado normalmente en las células B. La inclusién del
rituximab en el tratamiento supuso una gran mejora en el prondstico de los pacientes con

DLBCL>***,

A pesar de las mejoras en los tratamientos, aproximadamente un 40% de los pacientes recaen
o desarrollan enfermedad refractaria y terminan sucumbiendo a la enfermedad®. Otros
regimenes terapéuticos o combinaciones de quimioterapéuticos son investigados, pero sin
mejoras adicionales hasta el momento®”*8, Los distintos subtipos de DLBCL en base a los perfiles
de expresion génica parecen tener distinta respuesta a los tratamientos actuales, siendo el
subtipo ABC el que presenta un mayor riesgo de recaida®®. En cuanto al tratamiento del
subtipo PMBCL, al ser un subtipo que afecta a adultos jévenes, se han llevado a cabo estudios
en los que se ha aumentado la dosis de agentes quimioterapéuticos o se han incluido ciclos de

radioterapia®!, habiendo obtenido mejoras de supervivencia en algunos ensayos clinicos®?.

Hoy en dia, mediante la aplicacién de la secuenciacion masiva, se conoce una mayor cantidad
de genes que se encuentran somaticamente mutados en el DLBCL. Conforme se van conociendo
en detalle las vias de sefializacion que contribuyen al desarrollo tumoral, se abren nuevas
oportunidades para avanzar hacia una terapia cada vez mas personaliza®. Ademads, nuevas
entidades de DLBCL se definen en funcién a la coocurrencia de determinadas variaciones
moleculares, como es el caso de los denominados linfomas de doble hit. Estos linfomas tienen
un prondstico malo y se caracterizan por presentar translocaciones en el gen MYC junto a

translocaciones en BCL2 y/o BCL6%.

En definitiva, es fundamental definir la implicacidn sobre el fenotipo tumoral de los distintos
genes alterados en DLBCL. Solamente de esta forma se podran logar terapias complementarias
a la quimioterapia actual y que actuen de forma efectiva frente a las vulnerabilidades generadas
en los diferentes pacientes. También, debido a que el DLBCL afecta a la poblacidn anciana,
muchas veces los tratamientos tienen efectos de comorbilidad y los pacientes no se benefician
de tratamientos de quimio o radioterapia. En cambio, la inmunoterapia u otras terapias
moleculares dirigidas podrian sortear la alta toxicidad de las terapias actuales que reciben los

pacientes de DLBCL.
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1.4 REMODELACION DE LA CROMATINA Y COMPLEJO SWI/SNF

1.4.1 Complejos remodeladores de la cromatina

El material genético de cada una de nuestras células se encuentra altamente compactado en el
interior del nucleo celular en forma de cromosomas. Se denomina cromatina a la mezcla
compactada de ADN, ARN y proteinas que forman nuestros cromosomas. Los nucleosomas son
la unidad basica de la cromatina y estan formados por un octamero de histonas, alrededor del
cual se enrollan unos 146 pares de bases de ADN®, La estructura de la cromatina varia de forma
dindmica y los complejos remodeladores de la cromatina, junto a enzimas modificadoras de
histonas, se encargan de reestructurar el complejo histonas-ADN. Esto es necesario para que el
ADN sea accesible durante los procesos de transcripcidn, replicacidon o reparacion. Las enzimas
modificadoras de histonas reconocen y marcan covalentemente residuos especificos en las colas
de histonas mediante acetilacién, metilacién, fosforilacién, ubiquitinacién u otros proceso®. Por
el contrario, los complejos remodeladores de la cromatina reconocen estas marcas y, a través

de la hidrdlisis de ATP, movilizan, reestructuran o expulsan los nucleosomas®”

Nucleosome assembly Chromatin access Nucleosome editing

Deposition of 2
H3-H4 tetramers INO80
or H2A-H2B dimers Chromatln Histone
v altelatlon pe exchange
ATP  ADP %

M M Repositioning W

Random deposition

Irregular spacing or Installation or removal

Nucleosome of histone variants

maturation, Nucleosome

assembly and ejection
spacmg @)

eviction

Regqular spacing

Figura 3. Clasificacion funcional de los complejos remodeladores de la cromatina dependientes de ATP.
Los distintos complejos remodeladores estan especializados para realizar preferiblemente alguna de las
siguientes funciones: organizacién y ensamblaje de los nucleosomas, controlar la accesibilidad de la
cromatina o editar los nucleosomas. Estas funciones son llevadas a cabo preferencialmente por los
complejos ISWI-CHD, SWI/SNF e INO80 respectivamente. En cuanto al complejo SWI/SNF, este ejerce una
funcién primaria en controlar la accesibilidad de la cromatina mediante distintos procesos como son
reposicionar nucleosomas o bien expulsar nucleosomas de forma completa o parcial. Esta clasificacion
funcional es una simplificacién, ya que ciertos subtipos de complejos INO80 o ISWI/CHD son capaces de
controlar también la accesibilidad de la cromatina. Imagen adaptada de Clapier, C.R. et al. (2017)¢.
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Los complejos remodeladores de la cromatina dependientes de ATP se clasifican en distintas
familias dependiendo de su actividad bioldgica y de las subunidades que contienen. Estas
familias incluyen los complejos SWI/SNF, INO8O0, ISWI, y CHD/NuRD. Se ha visto que los distintos
complejos comparten el mecanismo de translocacion del ADN debido a un dominio ATPasa
“similar” capaz de realizar esta funcién®. Ademas, dominios adicionales dentro de la subunidad
ATPasa, que varian segun la familia, son los que les aportan diferencias en la forma de regular la
subunidad ATPasa o unirse a otras subunidades accesorias. En la figura 3, podemos ver ejemplos
de como los diferentes complejos presentan mecanismos especificos a la hora de remodelar el

tandem ADN-nucleosoma.

1.4.2 Complejo SWI/SNF: Estructura y funcion

Alo largo de los afios se van describiendo particularidades funcionales de los distintos complejos
remodeladores de la cromatina. De entre todos ellos, el complejo SWI/SNF es el que presenta
una mayor tasa mutacional en distintos tipos de tumores humanos®. Esto ha atraido la atencidn
de la comunidad cientifica, haciendo que el complejo SWI/SNF sea el complejo remodelador de

la cromatina mas estudiado hoy en dia.

El complejo SWI/SNF es necesario para llevar a cabo distintos procesos bioldgicos entre los que
se incluye la replicacién y reparacién del ADN’®"?, |a regulacidon del desarrollo’ o la regulacién
de la diferenciacién celular’. La gran diversidad funcional del complejo SWI/SNF surge de la
amplia variabilidad de subunidades que forman estos complejos multiproteicos. A dia de hoy,
se han descrito complejos SWI/SNF formados por un total de hasta 15 subunidades, que son
codificadas por 29 genes’. A grandes rasgos, se han descrito tres complejos SWI/SNF diferentes
en mamiferos en funciéon de las subunidades que contienen: un complejo candnico BAF
(BRM/BRG- associated factor); PBAF (polybromo-associated BAF); y mas recientemente se ha
descrito un complejo ncBAF (non-canonical BAF)”>7% (Figura 4). En el apéndice | podemos ver
una lista de todas las subunidades descritas hasta el momento y los tipos de complejos SWI/SNF

que forman.
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Abbreviations:

C-SMARCC1/C2 BR7-BRD7
D-SMARCD1/D2/D3 G1-GLTSCR1/1L

B-SMARCB1 BR9-BRD9
E-SMARCE1 B7-BCL7A/B/C
ARID1-ARID1A/B 18-SS18/L1
DPF-DPF1/2/3 A6-ACTL6A
PH10-PHF10 Act-B-Actin
ATPase-SMARCA2/4
1) 2
SMARCC dimer Initial BAF Core

@)
ncBAF Core

Figura 4. Ensamblaje por etapas de las subunidades de los distintos complejos SWI/SNF en mamiferos:

BRD9/ncBAF Core Act _ ATPase
©) s :
ATPase module

BAF, PBAF o ncBAF. Se muestran las diferentes etapas de ensamblaje de las subunidades del complejo
SWI/SNF y las ramificaciones que se producen para construir los diferentes tipos de complejos. Imagen
adaptada de Mashtalir, N. et al. (2018)"’.

La remodelacién de la cromatina no seria posible sin la actividad ATPasa de estos complejos.
Gracias a diferentes ensayos in vitro, se ha visto como la actividad remodeladora de la cromatina
recae solamente sobre cuatro subunidades del complejo SWI/SNF’2. Por un lado, la subunidad
ATPasa que puede ser tanto SMARCA4 (también llamado BRG1) como SMARCA2 (BRM) de forma
excluyente, y por otro lado subunidades estructurales como SMARCD1 (BAF60A), SMARCC1
(BAF155) y SMARCC2 (BAF170). Estas tres ultimas subunidades mencionadas, junto a las
subunidades SMARCB1 (BAF47) y SMARCE1 (BAF57), forman lo que se ha denominado nucleo
BAF, y esta presente en las versiones del complejo BAF o PBAF. En cambio, las subunidades
SMARCB1 o SMARCE1 no son necesarias para formar el nicleo ncBAF, el cual se forma a partir
de las subunidades GLTSCR1 o GLTSCR1L, que son exclusivas de los complejos ncBAF. Estos
nucleos BAF o ncBAF son los primeros en ensamblarse y sirven como soporte para el anclaje del
resto de subunidades “accesorias” (Figura 4)”’. Las subunidades “accesorias” aportan a los
complejos SWI/SNF distintas funcionalidades a la hora de unirse al ADN, reconocer marcas
epigenéticas, servir como anclaje a otras proteinas o contribuir en la regulacion

transcripcional”®

. Algunas de estas funciones vienen determinadas por los diferentes dominios
que presentan algunas de las subunidades, entre los que encontramos bromodominios® (unién
a lisinas acetiladas), cromodominios®! (unidn a lisinas metiladas), dominios de unién a ADN y

dominios “PHD finger” de unién a marcas epigenéticas.
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Ademas, lo que hace dinamico al complejo SWI/SNF en mamiferos es que la composicidn de
subunidades puede incluso variar dependiendo del subtipo celular. A lo largo de la evolucidn,
desde los complejos SWI/SNF en levaduras hasta los complejos en vertebrados, nuevas
subunidades han aportado diferentes vias para adaptarse a grandes cambios evolutivos como
son la multicelularidad en Drosophila o la aparicién de la metilacion del ADN en los vertebrados
(Figura 5)%. Un claro ejemplo de cémo las subunidades del complejo SWI/SNF aportan
funcionalidades muy especificas dependiendo del subtipo celular, viene dado por la diferente
composicion de subunidades que se produce durante la diferenciacion neuronal en los
mamiferos®. En este caso particular, las subunidades PHF10 y ACTL6A, que estdn presentas en
los complejos SWI/SNF de progenitores neuronales (npBAF), son intercambiadas por las
subunidades DPF1/2 y ACTL6B en neuronas post-mitdticas. De hecho, cada vez es méas evidente
que el complejo SWI/SNF tienen importantes funciones en el desarrollo neuronal a intelectual,
ya que numerosas discapacidades intelectuales se han relacionado con mutaciones en algunas

subunidades del complejo®:.

Unicellular

Multicellularity, polycomb, H1

DNA methylation Vertebrate organogenesis

SWI/SNF BAP BAF BAF45a,d

Swp29

Bcl7ab,c BAF180
mar)) (PBAF) I 518

:> BAF250A [[BAF47

ol OABF?OFOZSB(IE
ab,c p
1 Brg B-Actin

Brm

AF155) BAF170
BAF53a
(ARP6la;

BAP110 BAF57
Yeast Drosophila Vertebrates
Genome size: 2 Mbp Genome size: 120 Mbp Genome size: 3000 Mbp
Most genes active Most genes repressed Combinatorial assemby
Histone Hox regulation, polycomb opposition Functional diversification

Subunits lost SWP29, SWP82, SNF6, SWI1

Subunits Added OSA, BAF180, BAF200 Brg, BAF45a,d, Bel11ab Bcl7ab,c, SS18,

Figura 5. Evoluciéon del complejo SWI/SNF desde levaduras a vertebrados, pasando por Drosophila. La
composicién en subunidades o sus homdlogos ha ido variando a lo largo de millones de afios de evolucidn.
Los colores usados indican homologia entre subunidades. El desarrollo de la multicelularidad y la
necesidad de reprimir gran cantidad de genes vino acompafiado de la aparicién de los complejos
represores Polycomb o la histona H1. Estos eventos aparecieron acoplados temporalmente a grandes
cambios en la composicion de subunidades en los complejos SWI/SNF en levaduras a los complejos BAP
en moscas. Posteriormente, eventos como la metilacién del ADN, la aparicion de genomas mas grandes o
la complejidad que aparecié con los organismos vertebrados vinieron acompafiados de una nueva
transicidn en cuanto a subunidades y a la capacidad combinatoria de ensamblaje de los complejos BAF en
vertebrados. Imagen adaptada de Kadoch, C. and Crabtree, G. R. (2015)7°.
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Debido a la capacidad del complejo SWI/SNF de movilizar nucleosomas, la funcién mas directa
qgue se le atribuye es la regulacidén transcripcional. Pero mas alld de esa visidon simplista, el
complejo SWI/SNF también se ha visto asociado a otros procesos celulares. Por un lado, se ha
descrito que algunas subunidades como SMARCA4 o ARID1A son necesarias para asistir en
diversos procesos relacionados con la reparaciéon del ADN®8¢. Ademas, el complejo SWI/SNF
también se ha visto implicado en procesos que ocurren durante la divisién celular como son la

decatenacién del ADN o la unidn de los teldmeros®28,

En cuanto a la regulacién transcripcional, existen evidencias de que el complejo SWI/SNF es
capaz tanto de activar como de inhibir la expresion génica®. Independientemente de si induce
o reprime la expresiéon de determinados genes, numerosos trabajos han determinado que el
complejo SWI/SNF tiene una presencia importante en regiones conocidas como potenciadores
(término “enhancer” en inglés). Los enhancers son regiones de ADN no codificante que sirven
como plataforma de anclaje para distintos factores de transcripcién que de forma conjunta
permiten la regulacidn de la expresion génica. En este sentido, el complejo SWI/SNF mantendria
accesibles estas zonas para permitir la entrada de otros reguladores transcripcionales. Pues
bien, se ha visto que el complejo SWI/SNF se asocia preferencialmente a enhancers que dirigen
la expresidn de genes importantes en la diferenciacién celular®®®2, También, se ha visto cémo el
complejo SWI/SNF juega un papel importante en la regulacién epigenética de los promotores

bivalentes®.

1.4.3 Complejo SWI/SNF y sus implicaciones en cancer

La primera vez que se relaciond al complejo SWI/SNF con cancer fue a finales de la década de
los 90 cuando se identificaron mutaciones bialélicas en el gen codificante de la subunidad
SMARCB1 en précticamente la totalidad de tumores rabdoides®, un tipo de cancer pediatrico
raro pero muy agresivo. Posteriormente, diferentes estudios in vivo corroboraron el papel
supresor tumoral de la subunidad SMARCB1 al observar cémo la pérdida de esta subunidad en
modelos de ratén originaba tumores similares a los encontrados en humanos®>%. A partir del
afio 2010, debido al auge de estudios de secuenciacidon masiva en multiples subtipos tumorales,
se puso de manifiesto la altisima prevalencia de mutaciones de las diferentes subunidades del

complejo SWI/SNF en numerosos tipos de tumores®”%,

Ahora bien, no todas las subunidades del complejo SWI/SNF parecen estar mutadas de forma
equivalente o ubicua. Mientras que hay subunidades como SMARCE1, BCL7B/C, BAF45A-D o
BAF60A-C que apenas se encuentran mutadas en cancer, hay otras subunidades como ARID1A,

ARID1B o SMARCA4 que aparecen mutadas frecuentemente en un amplio espectro de tipos de
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tumores”. En cambio, hay subunidades del complejo SWI/SNF que presentan mutaciones de
forma muy especifica en determinados tipos de tumores. Ademas de las ya mencionadas
mutaciones de SMARCB1 en practicamente la totalidad de tumores rabdoides y en un tipo
concreto de meningioma®, la subunidad SMARCA4 presenta inactivacion bialélica en mas del
90% de carcinomas de ovario de células pequefias de tipo hipercalcémico'®. También, otra
subunidad exclusiva de los complejos PBAF, como es PBRM1, presenta mutaciones en mas del

40% de los carcinomas renales®.,

Ademas de los tumores rabdoides, otro de los grandes ejemplos en los que variaciones en el
complejo SWI/SNF estan directamente relacionadas con el desarrollo tumoral son los sarcomas
sinoviales. A diferencia de los tumores rabdoides, los sarcomas sinoviales son un caso particular
en el cual el complejo SWI/SNF actla como un oncogén. La particularidad de los sarcomas
sinoviales es que presentan la translocacién t(X;18), la cual se produce entre la subunidad del
complejo SS18 y los genes SSX'%2. Esta translocaciéon da lugar a una proteina de fusidn
oncogénica SS18-SSX, provocando ademas que la subunidad SMARCB1 deje de ensamblarse en
los complejos BAF. Ambos eventos dan lugar a la expresidon preferencial de genes relacionados
con una mayor proliferacion®. Finalmente, en la figura 6 podemos ver la relacién entre la
prevalencia de mutaciones en subunidades concretas del complejo SWI/SNF con determinados
tipos de cancer.

mSWVI/SNF subcomplexes

BAF
Glioma PEAE Renal cell carcinoma

Lung adenocarcinoma (46% metastatic patients)

A : FE2 ) Oesophageal carcinoma
24X Synovial sarcoma SS18-SSX
Colorectal ‘ fusion (~100% patients)

Malignant rhabdoid tumour
— (~100% patients)
Epithelioid sarcoma (~90% patients)

~~Leukaemia/T-ALL

/
Ovarian clear-cell carcinoma
Endometrioid carcinoma
Bladder cancer
Neuroblastoma

Hepatocellular
carcinoma

Figura 6. Mutaciones en determinadas subunidades de los complejos SWI/SNF en mamiferos estan
asociadas con ciertos tipos de cancer. Las subunidades que son Unicas de determinados tipos de
complejos SWI/SNF en mamiferos se muestran coloreadas en rojo (BAF) o en azul (PBAF). En esta figura
no se muestran los complejos ncBAF, ya que ninguna de las subunidades propias de estos complejos como
son GLTSCR1/1L o BRD9 presentan mutaciones de forma especifica en algin tipo de cancer. Imagen
adaptada de Valencia, A.M. and Kadoch, C. (2019)%4,

Una vez se ha definido que distintas subunidades del complejo SWI/SNF estan mutadas en
distintos tipos de tumores, la gran pregunta que surge es écdmo contribuyen estas mutaciones

al desarrollo tumoral? Tal como hemos comentado previamente, el complejo SWI/SNF esta

relacionado con la regulacidn transcripcional y se podria deducir que cualquier alteracion que
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favorezca la expresidn aberrante de un oncogén o la represion de un supresor tumoral podria
favorecer la progresion del cancer. Al mismo tiempo, se ha visto que el complejo SWI/SNF estd
implicado en procesos de reparacidn o replicacion del ADN%>1%, por consiguiente, mutaciones
de pérdida de funcién de subunidades del complejo SWI/SNF podrian dar lugar a una mayor
inestabilidad gendmica o a un aumento de la carga mutacional de la célula. Debido a esta
dualidad, hay cierto debate en cuanto a si el papel supresor tumoral del complejo SWI/SNF se
debe a que los tumores mutantes dan lugar a una regulacidn transcripcional aberrante, o bien
conllevan una inestabilidad genémica asociada. Aunque es dificil de abordar, la teoria de la
inestabilidad gendmica no parece disponer de evidencias contundentes’. Ademds, se ha
demostrado que tumores rabdoides deficientes en SMARCB1 presentan genomas bastante
simples y diploides!?’. En cambio, diferentes estudios muestran afio tras afio cdmo defectos en
SWI/SNF desencadenan importantes cambios transcripcionales. Por ejemplo, estudios en
modelos celulares de sarcomas sinoviales muestran como los complejos BAF dejan de activar la
expresion de determinados genes localizados en zonas de enhancers. De la misma forma, los
complejos BAF favorecen la expresién oncogénica de genes bajo el control de promotores
bivalentes'®, Ademads, la desregulacion de programas transcripcionales implicados en la
diferenciacién celular parece ser una constante en diversos contextos tumorales mutantes para

el complejo SWI/SNF?°-92,

Finalmente, se puede concluir que modelos tumorales especificos como los rabdoides o
sarcomas sinoviales, donde se sabe que los defectos en el complejo SWI/SNF son el
desencadenante de la transformacién tumoral, han servido durante estos Ultimos afios para
realizar grandes avances en comprender cémo influye el complejo SWI/SNF en la
tumorogénesis. En cambio, en tumores mas heterogéneos, donde la carga mutacional en las
subunidades del complejo SWI/SNF queda diluida y entrecruzada con el amplio espectro de
mutaciones en muchos otros genes, es dificil determinar la contribucidn real de las diferentes
subunidades del complejo SWI/SNF en el desarrollo tumoral. Aun asi, comprender las
consecuencias moleculares de variaciones en determinadas subunidades del complejo SWI/SNF
en distintos contextos tumorales tiene un gran valor, ya que podria derivar en el desarrollo de

terapias dirigidas que mejoren el prondstico de determinados pacientes.

1.4.3 Aproximaciones terapéuticas en tumores mutantes para SWI/SNF
Ahora que sabemos que las mutaciones en el complejo SWI/SNF son muy frecuentes en distintos
tipos de tumores, la pregunta mas inmediata es équé estrategias terapéuticas pueden ser

efectivas contra los tumores que presentan estas mutaciones? Las mutaciones en las
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subunidades del complejo suelen ser mutaciones de pérdida de funcién como mutaciones sin
sentido, mutaciones con cambio del marco de lectura u otros eventos como grandes deleciones.
Sin embargo, las subunidades mutantes en si mismas no representan posibles dianas
terapéuticas para el uso de farmacos. Es por ello, que el interés actual reside en identificar las
vulnerabilidades o dependencias que confieren estas mutaciones a las células tumorales y

explotar el potencial de dichas “debilidades” para generar nuevos farmacos’.

Un concepto terapéutico que puede aplicarse a los tumores mutantes en SWI/SNF es el
concepto de letalidad sintética’®'%, La letalidad sintética es la coocurrencia de dos eventos que
dan lugar a la deficiencia de la expresidon o funcion de dos genes distintos que conduce a la
muerte celular. Este fendmeno de letalidad sintética se aplica a cualquier susceptibilidad génica
pero el caso de los tumores mutantes para el complejo SWI/SNF es bastante particular, ya que
se ha visto que la letalidad sintética se produce entre genes del propio complejo SWI/SNF. El Dr.
Schiaffino, antiguo miembro de nuestro laboratorio, escribié un articulo de revisiéon al
respecto!!. Por ejemplo, se han demostrado numerosos casos en los que la inhibicién de
SMARCA?2 tiene un efecto anti-tumoral en células mutantes para la subunidad SMARCA4112114,
Cabe mencionar que las subunidades SMARCA4 y SMARCA2 son genes paralogos, muy similares
en cuanto a secuencia, y ademas son mutuamente excluyentes. Esto implica que aquellos
complejos SWI/SNF que contienen una de las subunidades cataliticas no contienen la otra. Del
mismo modo, el fendmeno de letalidad sintética también se ha identificado para otras
subunidades paralogas y mutuamente excluyentes como son ARID1A y ARID1B!. La primera
conclusion que se puede sacar de estos estudios es que los complejos SWI/SNF residuales, que
contienen las subunidades paralogas a las que presentan mutaciones, son capaces de dirigir el
fenotipo proliferativo de las células tumorales. Mas recientemente, se ha visto que el efecto de
letalidad sintética entre subunidades del complejo no se produce solamente entre subunidades
pardlogas. También se ha observado que tumores rabdoides o sarcomas sinoviales, que carecen

de SMARCB1 por diversos motivos, parecen ser sensibles a la inhibiciéon de BRD9!16117,

Tras haberse caracterizado que el propio complejo SWI/SNF es capaz de dirigir el fenotipo
tumoral, algunas de las aproximaciones terapéuticas se basan en intentar bloquear la funcién
del propio complejo SWI/SNF residual que permanece en las células mutantes. Una de las
estrategias que se han explorado consiste en usar inhibidores de bromodominios. Estos
dominios estdan presentes en subunidades como SMARCA2, SMARCA4 o BRD9.
Desafortunadamente, el uso de inhibidores de bromodominios dirigidos contra SMARCA2 en
células mutantes para SMARCA4 no han mostrado efectos anti-proliferativos, ya que la actividad

ATPasa parece tener una mayor relevancia que el propio bromodominio para mantener la
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arquitectura del complejo SWI/SNF o mantener su unidn a la cromatina®!®. Posteriormente,
inhibidores de la funcidon ATPasa han mostrado un efecto anti-proliferativo en xenotrasplantes
de células derivadas de pulmdn mutantes para SMARCA4%, Otras terapias con gran potencial
son aquellas en las que, en lugar de inhibir la actividad de ciertos dominios, lo que buscan es
degradar completamente una proteina mediante lo que se denominan PROTACs (del inglés
Proteolysis Targeting Chimeras)'®. Esta terapia se ha probado para degradar ciertas
subunidades del complejo y se ha conseguido un efecto anti-proliferativo al degradar SMARCA2
en células mutantes para SMARCA4. Desafortunadamente, la aplicacidn traslacional de las
terapias mencionadas tiene ciertas limitaciones, ya que tanto los inhibidores de ATPasa como
los PROTACs no son especificos de SMARCA2, sino que también afectan a la actividad SMARCA4

y, por tanto, podrian generar toxicidad en las células no tumorales.

Por otra parte, se ha observado que el propio complejo SWI/SNF, en situaciones en las que no
presenta mutaciones o translocaciones, es capaz de contribuir en el fenotipo tumoral. Esto se
ha observado en contextos muy particulares de leucemias mieloides agudas (AML), donde se ha
visto que los complejos SWI/SNF de las células leucémicas estan preferencialmente
ensamblados en torno a la subunidad SMARCA4!2!, Ademas, se ha visto en estos modelos que
la actividad de SMARCA4 esta relacionada con un aumento de la transcripcion del oncogén
Myc'?2. De la misma forma, al igual que en el caso de tumores mutantes para SMARCB1, se ha
visto que los modelos de AML son sensibles a la inhibicion de BRD9'?%. En este caso los
inhibidores especificos contra el bromodominio de BRD9 si que han mostrado efecto anti-
proliferativo en lineas celulares derivadas de pacientes con AML!?3. Mientras que los inhibidores
del bromodominio de BRD9 no han mostrado eficacia en lineas celulares derivadas de tumores
rabdoides o sarcomas sinoviales, la degradacién quimica de BRD9 si que ha mostrado eficacia

antitumoral*'®117,

En resumen, numerosas estrategias terapéuticas van surgiendo para intentar atacar las
“debilidades” de las células tumorales mutantes para el complejo SWI/SNF. Aun asi, podemos
concluir que no existe una terapia ubicua, sino que las aplicaciones son muy dependientes del
contexto y subtipo tumoral. Variaciones en ciertas subunidades del complejo SWI/SNF generan
consecuencias moleculares muy particulares dependiendo del tipo celular. Por lo tanto, explorar
los diferentes contextos puede ser la clave para encontrar beneficios terapéuticos para

determinados pacientes.
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1.5BCL7A

El gen BCL7A se describid por primera vez en el afio 1996 al estudiar una triple translocacion que
involucraba a los genes MYC, IGH'* y a un gen desconocido en el cromosoma 12 en la linea
celular Wien 133, derivada de un paciente con linfoma de Burkitt!?. Los autores nombraron
BCL7A al gen que acababan de caracterizar, utilizando el acrénimo 'BCL' (del inglés B-cell
Lymphoma) en sintonia a otros genes, como BCL2 o BCL6, que suelen estar implicados
frecuentemente en translocaciones en neoplasias hematoldgicas!?®. Sin embargo, BCL7A ha sido

menos estudiado que otros genes 'BCL' y su funcidn bioldgica sigue siendo desconocida.

BCL7A forma parte de la familia de genes BCL7 junto a BCL7B y BCL7C'?’. Estructuralmente, los
tres genes paralogos comparten el dominio amino-terminal con una identidad del 90% en los
primeros 51 aminoacidos de la secuencia proteica. Estos aminoacidos forman el dominio BCL_N,
gue estd registrado en las bases de datos de proteinas como Pfam: “PF04714 — BCL, N-terminal
conserver region” . Pero lo cierto es que no se ha resuelto la estructura tridimensional de ninguno
de los miembros de la familia BCL7 y se desconoce la posible funcion o funciones que pueden

tener tanto el dominio BCL_N como el resto de la secuencia peptidica.

Con anterioridad a la época dorada de la secuenciacién masiva, diferentes trabajos en cohortes
de pacientes relativamente pequefias, mostraron cémo BCL7A perdia su expresidon en
determinados tipos de tumores. Asi, por ejemplo, se ha observado que BCL7A se silencia por
hipermetilacién del promotor en el 48% de los linfomas cutdneos de células T,'*® y mds
concretamente en la entidad conocida como micosis fungoide, donde también se ha visto que
la expresiéon de BCL7A es menor con respecto a una entidad mas indolente de la enfermedad®®.
Por otra parte, también en el subtipo micosis fungoides, se ha observado que la expresion de
BCL7A se inactiva mediante delecidon génica en 9/16 tumores®®, Por Ultimo, en otro estudio
independiente que analizé perfiles de expresidon en diferentes subtipos de linfomas derivados
de células T, una menor expresidn de BCL7A se asoci6 a un fenotipo més agresivo*!. Todos estos
estudios parecen indicar que la pérdida de BCL7A esta relacionada con un peor prondstico, pero
las implicaciones funcionales de BCL7A en neoplasias derivadas de células T es algo que se

desconoce a dia de hoy.

1.5.1 BCL7A: asociacion al complejo SWI/SNF e historial mutacional

Tal y como hemos comentado anteriormente, la aplicacidén de técnicas de secuenciaciéon masiva
en el estudio de genomas tumorales puso de manifiesto que el complejo SWI/SNF estaba
frecuentemente mutado en cancer. Ademas, en ese mismo momento, en el afio 2013 se

describieron nuevas subunidades del complejo SWI/SNF entre las que se encontraban BCL7A
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junto a sus genes pardlogos BCL7B/C, ademas de otras subunidades como BRD9 o BCL11A/B®.
BCL7A ya se habia asociado previamente al complejo SWI/SNF en otros trabajos independientes,
pero consideraban a BCL7A y a otras subunidades simplemente como “BAF-associated

factors”8%:132

Los mismos autores que definieron a BCL7A como una subunidad del complejo SWI/SNF también
mostraron que BCL7A tenia un patréon mutacional muy concreto. A diferencia de otros genes,
gue aparecen mutados en diferentes tipos de tumores, las mutaciones de BCL7A se
concentraban particularmente en neoplasias hematolégicas'®. Por un lado, se encontraron

133

mutaciones en un 20% de los pacientes analizados con linfomas de tipo no Hodgkin*** o en un

22% de pacientes diagnosticados con mieloma multiple!3

, aunque en este ultimo estudio las
mutaciones definidas realmente se encontraban en regiones no codificantes del gen. El DLBCL
es el linfoma no Hodgkin mas frecuente entre la poblacidn y los primeros estudios centrados
exclusivamente en este tipo de linfoma salieron a la luz dos afios después. Estos primeros
estudios de secuenciacion masiva manejaban cohortes relativamente pequefias de entre 40 a
75 pacientes de DLBCL. La realidad es que BCL7A no aparecia reflejado como un gen
frecuentemente mutado en estos primeros estudios*#”#8, Aun asi, poco después se llegd a la
conclusién de que se necesitarian al menos 400 pacientes de DLBCL para poder determinar, con
el suficiente poder estadistico, aquellos genes mutados con una frecuencia > 5%'%. Mas
recientemente, los ultimos trabajos de secuenciacidon centrados en DLBCL han analizado
cohortes suficientemente numerosas para generar un mapa completo de los genes
frecuentemente mutados en este tipo de neoplasia hematoldgica tan heterogénea®*'%’, En
estos estudios, BCL7A aparece como uno de los genes que presenta mutaciones somaticas en
DLBCL. De la misma forma, BCL7A también mostrd una prevalencia mutacional cercana al 20%
en una cohorte de 105 pacientes de FL'*8, Aun asi, a pesar de que BCL7A se encuentra mutado
recurrentemente en linfomas derivados del CG, a dia de hoy no se ha realizado ningin estudio

que profundice en el significado funcional o clinico de estas mutaciones.

1.5.2 La expresion de BCL7A parece modularse durante la reaccién de CG

Tal como hemos visto anteriormente, el gen BCL7A presenta mutaciones en linfomas derivados
del CG. También, cabe destacar que la expresion de BCL7A parece ser un marcador de células B
que se encuentran en plena reaccién de CG3*¥%, Asimismo, la expresiéon de BCL7A depende de
la correcta funcidn de BCL6, ya que se ha observado como la expresion de BCL7A disminuye en
células B que expresan un BCL6 mutante con efecto dominante negativo!*®. Ademds de los

estudios de expresion génica mencionados, se ha observado mediante inmunohistoquimica que
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la expresion de BCL7A es especialmente elevada en los linfocitos B dentro del CG, pero su

expresion se pierde en las células plasmética que abandonan el CG*,

BCL7A BCL6 EZH2
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1]

100 200 300 400 500 600 700 800 900

Célula B

Folicular

Centrocito

Centroblasto

Plasmablasto

Figura 7. Niveles de expresion de BCL7A en células B maduras en comparacion con otros genes como
BCL6 0 EZH2 en distintos momentos de diferenciacion de una célula B. Estos datos han sido tomados del
consorcio Immunological Genome Project**? (https://www.immgen.org/).

Hemos hablado en anteriores secciones de cémo la reaccidén de CG es un proceso en el que hay
una regulacién transcripcional secuencial por etapas. Hay factores de transcripcion como BCL6
o PAX5 que son necesarios para dirigir los estadios iniciales de la reaccién de CG.
Posteriormente, estos genes se apagan para dar paso a otros genes como PRDM1 o XBP1 que
permiten la diferenciacidn de una célula B hacia célula plasmatica y su salida del CG**. Siguiendo
en esta linea, la expresion de BCL7A se modula de forma analoga a genes como BCL6 o EZH2
(Figura 7). La expresion de todos ellos se induce en centroblastos y centrocitos para
posteriormente apagarse en plasmablastos. Ahora bien, mientras que BCL6 y EZH2 han sido y
son ampliamente estudiados en relacién a la biologia y la fisiopatologia de las células B, las

implicaciones de BCL7A en estos contextos siguen siendo una incégnita.

Por otro lado, BCL7A ha sido caracterizado como uno de los genes que son diana de AID y sufre
mutaciones debidas al proceso de SHM¥*31%4, Las mutaciones por AID se producen cerca del sitio
de inicio de la transcripcion, a menos de 2kb aguas abajo. Ademas, el proceso de SHM estd

directamente asociado con altos niveles de transcripcion'®®

. El gen BCL7A cumple ambos
condicionantes ya que su expresion se induce en células B del CG y su patron mutacional
concuerda con la accidn de AID'*. Ahora bien, si las mutaciones generadas por AID favorecen el

desarrollo tumoral, es algo que se desconoce.
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2. JUSTIFICACION E HIPOTESIS

En los ultimos afios, diferentes estudios de secuenciacidon en genomas tumorales han puesto de
manifiesto la alta prevalencia de mutaciones de las distintas subunidades del complejo
remodelador de la cromatina SWI/SNF. Ademas, se han vinculado esas mutaciones al desarrollo
tumoral, ya que se ha visto que tanto ratones genéticamente modificados como ratones con
mutaciones de pérdida de funcién en linea germinal para varias subunidades del complejo
SWI/SNF tienen predisposicion a desarrollar tumores. La novedad de estas apreciaciones deja
en desventaja al complejo SWI/SNF en comparacidn con otros genes supresores de tumores u
oncogenes que llevan siendo estudiados durante décadas. Es por ello que el papel del complejo
SWI/SNF como supresor tumoral en diversos tipos de neoplasias ha atraido el interés de la
comunidad cientifica. De tal forma, este estudio pretende colaborar en comprender las posibles
implicaciones terapéuticas asociadas a mutaciones en genes que codifican para las subunidades

del complejo SWI/SNF y asi mejorar el prondstico y tratamiento de estos pacientes.

El complejo SWI/SNF lo forman multitud de subunidades. Algunas de ellas presentan homologia
con las de los complejos SWI/SNF en levaduras, pero otras, que no estan presentes en levaduras,
han sido caracterizadas recientemente. Es el caso de BCL7A, cuya asociacion al complejo se puso
de manifiesto en el afio 2013. Ademas, diferentes estudios han mostrado cémo las mutaciones
en BCL7A parecen restringirse a determinadas neoplasias hematoldgicas derivadas de células B

como los linfomas no Hodgkin.

En la actualidad, la funcién biolégica de BCL7A es en gran parte desconocida, aunque diferentes
estudios han demostrado que podria desempenar un papel importante en el CG, donde su
expresion se modula durante la diferenciacion de una célula B. Por otro lado, BCL7A se ha
mostrado como uno de los genes que puede sufrir mutaciones a través de un proceso conocido
como hipermutacion somatica aberrante. Este mecanismo se produce en células B durante la
reaccion de CG. Ahora bien, se desconoce si estas mutaciones son seleccionadas por las células

tumorales y confieren una ventaja proliferativa que desencadene el desarrollo tumoral.

Dada la reciente asociacion de BCL7A al complejo SWI/SNF y el patrén de mutaciones tan
especifico que presenta, este trabajo se ha centrado en dilucidar las posibles implicaciones de
este gen en el desarrollo tumoral de neoplasias hematoldgicas, donde BCL7A podria

desempenar un papel supresor tumoral que se desconoce hasta el momento.
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3. OBJETIVOS

El objetivo general de este estudio es contribuir a determinar el papel que podria desempefiar
el gen BCL7A en el desarrollo tumoral. Mas concretamente, nos centraremos en abordar las
implicaciones de BCL7A en neoplasias hematoldgicas, donde existen la mayoria de indicios que

apuntan a que BCL7A podria tener un papel relevante.
Objetivos especificos:

1. Determinar la inactivacion de la expresion génica de BCL7A en lineas celulares derivadas
de neoplasias hematoldgicas. Este primer estudio tiene como objetivo definir un modelo
de enfermedad en la cual BCL7A pudiese tener un papel importante en el diagndstico,
prondstico y/o tratamiento de los pacientes.

2. Establecer un modelo funcional para estudiar la actividad de BCL7A. El modelo éptimo de
linea celular sera aquel en el que la expresion de BCL7A se haya perdido debido a
alteraciones genéticas o epigenéticas. Para ello estudiaremos las consecuencias a nivel
molecular de las variaciones genéticas detectadas.

3. Restaurar la expresion de BCL7A en aquellos modelos celulares que sean defectivos en

BCL7A. Estos modelos funcionales nos permitiran:

a. Estudiar los cambios fenotipicos tras la restauracién de la expresidon de BCL7A a nivel
celular y a nivel de organismo, mediante la realizacién de xenotrasplantes.
b. Estudiar los cambios en los perfiles de expresidn génica tras la restauracion de la

expresion de BCL7A.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 MUESTRAS BIOLOGICAS: LINEAS CELULARES Y PACIENTES

4.1.1 Coleccidén de lineas celulares para el estudio piloto

En un primer estudio se utilizé una coleccién de lineas celulares que englobaban distintos tipos
de neoplasias hematoldgicas (Tabla M1). Todas las lineas fueron cultivadas con el objetivo de
recoger pellets celulares. Ademas, se guardaron viales de cada una de las lineas en nitrégeno
liguido para su posible uso futuro.

Tabla M1. Lineas celulares utilizadas en el estudio piloto

Linea celular ATCC DSMz Origen/descripcién Tipo neoplasia
Daudi ACC 78 Linfoma Burkitt
DB CRL-2289 DLBCL (GCB)
HBL1 Nozawa, Y. et al., 1988 DLBCL (ABC)
HUT-78 Bunn P A, Jr. et al., 1996 CTCL
JJN-3 ACC 541 Mieloma multiple
Jurkat ACC 282 T-ALL
K-562 ACC 10 CML
Karpas-422 Dyer, M. J. et al., 1990 DLBCL (GCB)
Karpas-1106 Nacheva, E. et al., 1994 DLBCL (PMBCL)
KM-H2 ACC 8 Linfoma Hodgkin
KMS-28BM Inoue, J. et al., 2004 Mieloma multiple
KU-812 ACC 378 CML
L-363 CRL-9068 Mieloma multiple
Loucy ACC 394 CML
MOLT-4 CRL-1582 T-ALL
Namalwa CRL-1432 Linfoma Burkitt
NB4 ACC 207 APL
OCI-LY1 ACC 722 DLBCL (GCB)
OCI-LY3 ACC 761 DLBCL (ABC)
Raiji ACC 319 Linfoma Burkitt
Ramos ACC 603 Linfoma Burkitt
REH ACC 22 Leucemia precursor B
Riva ACC 585 DLBCL (ABC)
RL ACC 613 DLBCL (GCB)
RPMI-8226 ACC 402 Mieloma muiltiple
RS4:11 CRL-1873 T-ALL
U-266 ACC9 Mieloma multiple
U-2932 ACC 633 DLBCL (ABC)
Wien 133 Nacheva, E. et al., 1987 Linfoma Burkitt

APL: Leucemia promielocitica aguda; CML: Leucemia mieloide crénica; CTCL: Linfoma cutaneo de células
T; T-ALL: Leucemia linfoide aguda de célula T.

35



4. MATERIALES Y METODOS

4.1.2 Panel de lineas celulares de DLBCL
Se utilizé una coleccidn de lineas celulares derivadas de pacientes diagnosticados con DLBCL
para secuenciar el gen BCL7A a nivel de ADN gendmico y realizar asi un exhaustivo analisis

mutacional sobre la secuencia codificante del gen de interés.

Este estudid agrupd un total de 41 lineas celulares derivadas de pacientes que engloban los
distintos subtipos de DLBCL. De estas, 25 derivan del subtipo GCB (DB, DOHH2, Farage, HT,
Karpas-422, NU-DHL-1, OCI-LY1, OCI-LY19, OCI-LY4, OCI-LY7, OCI-LY8, Pfeiffer, PR1, RL, ROS-50,
SC-1, SU-DHL-4, SU-DHL-5, SU-DHL-6, SU-DHL-10, SU-DHL-16, Toledo, VAL, WSU-DLCL2 y WSU-
NHL), 11 del subtipo ABC (Granta-452, HBL1, HLY-1, MD901, NU-DUL-1, OCI-LY3, OCI-LY10, RC-
K8, Riva, SU-DHL-8 y U-2932), 2 del subtipo mediastinico (PMBCL) (Karpas-1106 y MEDB1) y tres
no clasificadas (Karpas-231, OZ y 380). El material genético relativo a todas estas lineas celulares
y los pacientes fue cedido por nuestro colaborador José Angel Martinez Climent (CIMA, Navarra,
Espafia) y no tuvimos que extraer ADN y/o ARN nosotros mismos. En el apéndice Il podemos

encontrar una lista con los nombres y origen de todas las lineas celulares derivadas de DLBCL.

4.1.3 Muestras de pacientes de DLBCL y FL

Para el andlisis mutacional de BCL7A contamos con ADN extraido de biopsias de 38 pacientes
diagnosticados con DLBCL. Algunos de los pacientes habian sido previamente clasificados en
funcién del subtipo de DLBCL*. En total, habia 15 pacientes GCB-DLBCL, 2 pacientes ABC-DLBCL
y 21 pacientes DLBCL no clasificados. Ademas, se incluyeron 15 muestras de pacientes
diagnosticados con FL. Para la recogida de muestras, se obtuvo el consentimiento informado de
los pacientes en conformidad con la declaracidon de Helsinki. El estudio fue aprobado por los
comités de ética del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, la Universidad de

Salamanca y la Universidad de Navarra.

4.2 EXTRACCION DE ADN, ARN Y TRANSCRIPCION INVERSA

El ARN total fue extraido a partir de pellets celulares mediante el uso del reactivo Trizol (TR/
Reagent; Cat#T9424, Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del
fabricante. La concentracion de ARN y su pureza fueron medidas mediante el uso de un
espectrofotometro Nanodrop 2000c (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Para la
conversion de ARN a ADN complementario (ADNc), se utilizé 1ug de ARN de partida y la
transcripcidn inversa se realizé6 mediante el kit RevertAid™ (ThermoFisher Scientific), siguiendo

las instrucciones del fabricante.
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El ADN gendmico utilizado en el analisis de variacién de nimero de copias se extrajo a partir de
pellets celulares mediante un protocolo casero que se detalla a continuacidn. Sobre el pellet
celular se anadié 1mL de buffer de extraccidn (4mM NazEDTA, 100mM NacCl, 20mM Tris-HCl; pH
7,5) y se homogeneizé la muestra. A continuacién, se anadieron 100uL de una solucién acuosa
de SDS al 10% y se agitd en vortex durante unos 30 segundos. Luego, se afiadieron 10uL de una
solucién de 20mg/mL de proteinasa K recién preparada y se incubaron las muestras durante
toda la noche (maximo 24h) a una temperatura de 55°C. Posteriormente, se dejaron atemperar
las muestras y se afiadieron 0,8mL de una solucién 5,3M NaCl y se agitaron durante 15 segundos.
A continuacién, se centrifugé durante 5 minutos a 4°C y 13000 rpm. El precipitado blanco se
descartdé y nos quedamos con el sobrenadante, trasvasandolo a un tubo nuevo. Entonces, se
anadié 1 volumen de isopropanol frio, almacenado a -20°C, y se invirti6 el tubo unas 5 veces.
Para aislar el precipitado de DNA que se forma, centrifugamos a maxima velocidad durante 30
minutos. Posteriormente, se hicieron dos lavados sucesivos con 1mL de etanol al 70% y
centrifugacion de 30 minutos a maxima velocidad. Por ultimo, se deja secando el ADN durante

unos 20 minutos a 37°Cy se resuspende el pellet final en agua.

4.3 ANALISIS DE EXPRESION DE BCL7A EN EL ESTUDIO PILOTO

Se llevd a cabo la optimizacién de un ensayo RT-gPCR para el analisis de expresiéon de BCL7A
utilizando SYBR Green (Sigma-Aldrich, Cat-KK4618) y los siguientes cebadores directo (Fw) y
reverso  (Rv):  BCL7A-Fwl: 5'-  CTCCCCAGCCTCCGTCTCC-3' 'y BCL7A-Rvl: 5'-
GTCACCAACGGTCACCCATTT-3". Las reacciones de qPCR contenian un total de 30ng de ADNc,
5uL de SYBR Green 2X y 0,2uL de cada uno de los cebadores (Concentracién inicial de 10uM).
Las condiciones de PCR fueron de 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, y posteriormente 15
segundo a 95°C y 1 minuto a 60°C durante 40 ciclos. Todas las muestras se midieron en
triplicado. Para cada muestra experimental, se determind la cantidad de BCL7A y se utilizo la
medida del gen endégeno GAPDH para normalizar. La expresién de BCL7A y GAPDH se calculd
mediante el método de curva estandar y se calculé la media del log(cantidad BCL7A/GAPDH)

para cada muestra.

4.4 ANALISIS DE VARIACION DE NUMERO DE COPIAS

Para el analisis de variacion de nimero de copias se utilizaron sondas TagMan™ (n? catdlogo:
4400291 ID: Hs02932986_cn; ThermoFisher Scientific). El andlisis se realizé para las siguientes
lineas celulares: Daudi, DB, HBL1, Karpas-1106, KM-H2, OCI-LY1, OCI-LY7, Riva, ROS-50, SU-DHL-
4y VAL. Se realizaron dos repeticiones y cuatro réplicas por repeticion. Las reacciones de PCR se

realizaron en un sistema de PCR en tiempo real (7000 Real-Time PCR system; Applied
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Biosystems) y los resultados se analizaron utilizando el software CopyCaller (v2.1). Los valores
estimados de AACt para cada linea celular se promediaron entre las dos repeticiones del ensayo.
Por ultimo, los valores del numero de copia se estimaron tal y como se describe en la guia del

usuario de CopycCaller.

4.5 ESTUDIOS DE SECUENCIACION EN LINEAS CELULARES Y COHORTE PROPIA DE
PACIENTES DERIVADOS DE DLBCL Y FL

El gen BCL7A fue secuenciado a nivel de ADN gendmico en 41 lineas celulares y 38 tumores
primarios de pacientes con DLBCL. Ademas, se incluyeron en el estudio 15 muestras de pacientes
diagnosticados con FL. Distintas parejas de cebadores fueron disefiadas para amplificar la
secuencia codificante de BCL7A, incluyendo los seis exones y sus respectivas secuencias de
splicing adyacentes (Tabla M2). Las distintas reacciones de amplificacién se llevaron a cabo en
un volumen final de 20ul usando 1 U de polimerasa Taq (Cat#D4545, Sigma-Aldrich) y las
siguientes condiciones de PCR: una primera etapa a 94°C durante 1 minutos, seguida de 40 ciclos
con etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 10 segundos, etapa de anillamiento a 65°C
durante 30 segundos y etapa de extensién a 72°C durante 30 segundos, y una etapa final a 72°C
durante 10 minutos. En el caso concreto de la amplificacion del exén 1, se tuvo que realizar un
programa especifico de PCR para mejorar el rendimiento y la especificidad (Figura M1). Esto se

debe probablemente a la presencia de secuencias repetidas en la regién 5 -UTR.

x 5 cycles x 5 cycles x30 cycles

Figura M1. Esquema del programa de PCR utilizado para amplificar el exén 1 de BCL7A.

Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,5 (%m/v) v,
tras cortar la banda, éstos fueron purificados mediante un kit (GenElute™ Gel Extraction Kit,
Cat#NA1111, Sigma-Aldrich) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Posteriormente se
realizd la secuenciacion mediante el método de Sanger, a través de la compafia StabVida
(Setubal, Portugal), que hacen uso del kit Big Dye version 3.1 y analizan las muestras en equipos

3730 XL de la compaiiia Applied biosystems (Foster city, CA, EE. UU.).
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Tabla M2. Lista de cebadores utilizados para la amplificacidn de los diferentes exones de BCL7A a nivel de
ADN gendmico.

Exon Cebador directo (5°-3") Cebador reverso (5°-3") Tamaio amplicon (pb)
1 GCTCTGTGCAGCTGCCGCCC GCTCTCTGGAGCCGCGCTCG 397
2 CCAAGGGAGTGTGGCCTGTG CAGCACGGTGGGTAGCAGTG 248
3 CTCTGAGCACGTGTGCGCAC GACCGAGTGCTTGGCCAAGG 225
4 GCATTGAGGCACAGGGATGC GCACATGACAGGGCCTCCTG 355
5 GCCTTCAAAGACCACTGGCC CAAGGCAGAGCCCAGGACTG 416
6 CTTGGCTGACCTTCGGCCTC CACCCAAGAGGAATCGCTGG 248

4.6 ESTUDIOS DE SECUENCIACION EN COHORTES EXTERNAS DE PACIENTES DE DLBCL

4.6.1 Descarga de datos
Para realizar los analisis mutacionales en cohortes externas, primero se descargaron los archivos

BAM de secuenciacién de exomas completos (WES), obtenidos de los siguientes estudios:

(i) Reddy et al. (2017), descargados del European Genome-Phenome Archive
(EGAD00001003600). Filtramos los archivos BAM seguln una region gendmica alrededor de
BCL7A (chr12:122,460,090-122,460,091, version del genoma humano hgl9). Se excluyeron 13
archivos de WES debido a que tenian una cobertura baja o nula en la regiéon de BCL7A
mencionada, pese a que las muestras excluidas no tenian deleciones reportadas que afectaran

al locus de BCL7A. Esto dejé un tamaio de muestra efectivo de 988 muestras de DLBCL.

(i) Schmitz et al. (2018), estudio al que se accedid a través de la base de Genotypes and
Phenotypes (dbGaP) del National Institutes of Health (NIH), conjuntos de datos
phs0014444.v1.p1, phs000178.v10.p8 y phs001175.v2.p2. En total, se recopilaron 553 archivos
BAM de WES utilizando la siguiente consulta en el Portal de datos Genomic Data Commons

(GDC) (https://portal.gdc.cancer.gov):

cases.project.project id in ["CTSP-DLBCL1","NCICCR-DLBCL","TCGA-DLBC"]
and cases.samples.sample type in ["Primary Tumor", "Tumor"] and
files.data_ category in ["Sequencing Reads"] and

files.experimental strategy in ["WXS"]

Los 553 archivos BAM se descargaron a través de la interfaz de programacién de aplicaciones
(API) de GDC utilizando la opcién “BAM slicing” ("?gencode-BCL7A"). Los archivos de mutaciones
halladas por los autores del estudio original se obtuvieron del sitio web de la publicacién en GDC

(https://gdc.cancer.gov/about-data/publications/DLBCL-2018).
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4.6.2 Deteccidn y anotacién de variantes

Debido a la falta de datos de muestras normales pareadas para la mayoria de los pacientes, se
realizé un analisis mutacional no pareado de los archivos BAM descargados, restringiéndolo al
gen BCL7A. Para la deteccidn de variantes, se utilizé BCFtools (v1.7; www.htslib.org) utilizando
los mismos genomas de referencia que se habian utilizado para generar los archivos BAM.
Después de la deteccidn de variantes, se aplicaron filtros estrictos para eliminar falsos positivos

(QUAL > 60, FMT/DP > 8):

bcftools mpileup -B -f S${reference fasta} -Q 13 -g 1 -a “FORMAT/DP” -0
u ${bam} | bcftools call -mvO u | bcftools filter -e “$QUAL<60 ||
FMT/DP<8” > out.vcf

bcftools merge -m none *vcf | bcftools norm -m -any -f ${reference fasta}

> merged.vct

A continuacién, las coordenadas gendmicas de todas las variantes se convirtieron a la version
hg38 del genoma humano utilizando el paquete de R 'liftOver' (versién R 3.5.2, Bioconductor
version 3.8). Por dltimo, se anotaron las variantes utilizando ANNOVAR (version 2017-07-17; #7)
y las siguientes bases de datos: ensGene (v20170912), 1000g_2015aug_all, exac03, avsnp150 y
dbnsfp33a. Se eliminaron todas las variantes que no afectaban a exones o sitios de splicing, asi
como aquellas que tenian una frecuencia poblacional superior al 1% en el proyecto 1000
Genomes o en ExAc. Después de comprobar la concordancia entre las mutaciones exdnicas
detectadas por nosotros y por los autores originales, se afiadieron las mutaciones del sitio de
splicing a la lista de mutaciones exdnicas reportada por los autores originales. Finalmente, se
realizd una inspeccion manual de todas las muestras mutadas en BCL7A mediante el software
Integrative Genomics Viewer (IGV), con el fin de confirmar las nuevas mutaciones detectadas,
hallar posibles mutaciones no detectadas por los métodos utilizados y, en el caso de pacientes
con dos o mas mutaciones, evaluar si estas se encontraban en el mismo alelo o en alelos

distintos.

4.7 ESTUDIO DE LA IMPLICACION DE AID EN EL PATRON MUTACIONAL DE BCL7A

Este estudio fue realizado en colaboracidn con el laboratorio B cell Biology, dirigido por la Dra.
Almudena R. Ramiro. Se trata de un laboratorio experto en el estudio de la biologia de las células
By, en particular, en el estudio de los mecanismos propios de la fisiologia del CG como es la
hipermutacidn somatica. En el afio 2018 publicaron un articulo definiendo una estrategia para
analizar a gran escala genes que sufren mutaciones debido al proceso de hipermutacion

sométical®. La libreria generada en su estudio no incluyé el anélisis del gen BCL7A. Por tanto,
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decidimos analizar el perfil mutacional de Bcl/7a en las muestras utilizadas previamente en su

estudio.

Estas muestras se generaron mediante el aislamiento de ADN gendmico procedente de células
B del CG (Cd19*Fas*GL7"), a partir de las placas de Peyer de ratones Ung”" Msh2”"y Aicda”", tal
y como se describe en el articulo original**®. Posteriormente, se amplific6 mediante PCR una
region que cubria la 5°-UTR y el primer exdn de BCL7A. Se utilizaron 100ng totales de ADN y se
usaron los siguientes cebadores: Directo (Fw) 5-GCTTTCCCAGAGTGAGGTCC-3"; Reverso (Rv) 5'-
GCTGCACAATGGAGCTC-3". Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen
final de 25ul usando 1 U de la polimerasa Phusion High-Fidelity (Cat#F530S, ThermoFisher
Scientific) y las siguientes condiciones de PCR: una primera etapa a 98°C durante 2 minutos,
seguida de 26 ciclos con etapa de desnaturalizacion a 98°C durante 5 segundos, etapa de
anillamiento a 57°C durante 30 segundos y etapa de extension a 72°C durante 30 segundos, y
una etapa final a 72°C durante 10 minutos. Tras varios intentos, vimos que la eficiencia de la PCR
era muy baja, lo cual se debia probablemente al gran contenido de citosinas y guaninas en la
region amplificada. Este inconveniente se soluciond gracias al uso de formamida al 5% (%v/v)
como suplemento en la reaccién de amplificacidn. Los productos de PCR se purificaron tras la
electroforesis en gel de agarosa al 1% (//lustra Gel Band Purification kit; GE Healthcare, Chicago,
IL, EE. UU.) y posteriormente se cuantificaron haciendo uso del equipo Qubit Fluorometric

(ThermoFisher Scientific).

Posteriormente, los productos de PCR se fragmentaron usando un sonicador y las librerias se
prepararon siguiendo las instrucciones del fabricante (NEBNext Ultra DNA Library Prep; New
England Biolabs, Ipswich, MA, EE. UU.). La secuenciacion se llevé a cabo en la plataforma HiSeq
2500 (Illumina, San Diego, CA, EE. UU.). Las lecturas se realizaron de un Unico extremo (single-
end) de fragmentos de una longitud de 61pb y las lecturas se alinearon mediante el software
Novaling al genoma de referencia GRCm38.75. Los alineamientos se procesaron haciendo uso
de samtools 1.9. Posteriormente, el andlisis mutacional se realizd utilizando un script Perl
personalizado, generado por Angel Alvarez Prado®. Solo los nucleétidos cubiertos por mas de
100 lecturas que pasaron el umbral de calidad Q20 (es decir, la precisién de la lectura >99%)
tanto en el modelo Ung”"Msh27- como en Aicda”- se consideraron para el analisis. Eso supuso
un total de 312pb que se corresponden con las coordenadas gendmicas chr5:123344457-
123344769. Las diferencias en los recuentos totales de mutaciones entre ratones Aicda”"y Ung’
/“Msh2” se evaluaron mediante un test de Fisher de dos colas seguido de correccién mediante

FDR.
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4.8 CULTIVOS CELULARES

Las lineas celulares tumorales se cultivaron a 37°C en una atmdsfera al 5% de CO,. La linea celular
OCI-LY1 se cultivdé en medio IMDM (Cat-201980-032, ThermoFisher Scientific) mientras que las
lineas celulares HBL1, K-562 y VAL se cultivaron en medio RPMI (Cat-L0498-500, Biowest,
Riverside, MO, EE. UU.). Cada cultivo celular se complementd con un 10% de suero bovino fetal
(FBS) (Cat-10270-106, Gibco™ ThermoFisher Scientific) y 100 U/ml de estreptomicina y penicilina
(Cat-P0781-100ML, Sigma-Aldrich). Para cada una de las lineas celulares se realizé un andlisis
para comprobar la posible contaminacidon por micoplasma. Para ello, se utilizd el kit

Venor®GeM-qEP (Minerva Biolabs, Berlin, Alemania).

4.9 GENERACION DE VECTORES LENTIVIRALES

Los pldasmidos empaquetadores usados en este estudio estan basados en el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH). El plasmido empaquetador psPAX2 y el plasmido de la
envuelta pMD2.G, ampliamente usados en la bibliografia’®®, han sido amablemente
proporcionados por el laboratorio de Didier Trono (Nimeros de referencia de Addgene #12260
y #12259 respectivamente). Por un lado, el plasmido empaquetador psPAX2 codifica para los
genes gag, pol, taty rev. Por otro lado, el plasmido pMD2.G codifica para la proteina G del virus
de la estomatitis vesicular (VSV-G). En cuanto al vector lentiviral pLVX-IRES-ZsGreenl
(Cat#632187, Clontech, Shiga, Japdn), éste contiene el promotor del virus humano

|ll

citomegalovirus (mas concretamente contiene el “promotor temprano del citomegalovirus
humano (Pcwvie)”) y expresa el fluorocromo ZsGreen1 a través de un transcrito bicistrénico junto
con el posible transgén clonado. El vector pLVX-IRES-ZsGreenl también contiene el elemento
WPRE (Woodchuck posttranscriptional regulatory element) y el fragmento central de polipurina
(cPPT). Finalmente, el plasmido lentiviral pUltra-Chili-Luc fue cedido por el laboratorio de

Malcom Moore (Addgene #48688) y ha sido usado para la expresion estable de luciferasa en los

ensayos de bioluminiscencia in vivo.

El esqueleto del plasmido pLVX-IRES-ZsGreenl se usé para clonar tanto la forma silvestre de
BCL7A como las variantes A27-BCL7A (isoformas corta y larga). Los diferentes insertos fueron
generados mediante PCR, haciendo uso de cebadores que contenian las dianas para las enzimas
de restricciéon Xbal y BamHI. Estas dianas estaban adyacentes a los codones de iniciacion (ATG)
y terminacidon (TGA) respectivamente. Posteriormente, los insertos y el plasmido receptor
fueron digeridos doblemente con las enzimas Xbal/BamHI y la ligacién se llevé a cabo con la
enzima ligasa T4 (Cat#ELO011, ThermoFisher Scientific) mediante incubacién a 16°C durante

toda la noche.

42



4. MATERIALES Y METODOS

El esqueleto del plasmido SE-SAR2(LTR) se usé del mismo modo para clonar tanto la forma
silvestre de BCL7A como las variantes A27-BCL7A (isoformas corta y larga). El uso alternativo de
este vector lentiviral se realizé debido a la baja eficiencia, bajo nivel de expresién y alto
silenciamiento de las particulas lentivirales generadas a partir del vector pLVX-IRES-ZsGreenl en
la linea celular VAL. El plasmido SE-SAR2(LTR) expresa el transgén a través del promotor SFFV
(Spleen Focus Forming Virus) y contiene el elemento SAR2'* insertado dentro de la secuencia
3'LTR, con el objetivo de mejorar los niveles de expresidon y reducir el silenciamiento génico. A
continuacidén, para generar las diferentes construcciones SE-SAR2(LTR) expresando las
diferentes variantes de BCL7A junto con el fluorocromo ZsGreenl, se digirieron los pldsmidos
pLVX-BCL7As-IRES-ZsGreenl con las enzimas Spel/Pstl. Después, los diferentes fragmentos
conteniendo las variantes BCL7A/IRES/ZsGreen1/WRPE fueron clonados en los plasmidos SE-
SAR2(LTR) previamente digeridos con las enzimas BamHI/Sbfl. De esta forma, se obtuvieron los
plasmidos finales denominados SAR2(LTR)-BCL7As-IRES-ZsGreen1. De forma similar, el plasmido
lentiviral control SAR2(LTR)-IRES-ZsGreenl se construyé usando como donador el plasmido

pLVX-IRES-ZsGreenl.

4.10 PRODUCCION Y TITULACION DE LAS PARTICULAS LENTIVIRALES

La produccidn de particulas lentivirales se llevé a cabo usando células HEK293T como células
empaquetadoras y la transfeccidn de estas células se llevéd a cabo mediante lipofeccién. Las
células HEK293T se crecieron en medio DMEM (Cat#L0103-500, Biowest) suplementado con FBS
al 10% y penicilina-estreptomicina al 1%. El dia previo a la transfeccidn, las células se plaquearon
en placas de Petri de 10 cm de didmetro (Cat#SIAL0167, Sigma-Aldrich) a una confluencia en
torno al 95%. Previamente a la transfeccidn, se renueva el medio dejando un volumen final de
5mL. En ese momento se procede a preparar la mezcla de transfeccién. En un volumen de 0,5mL
de medio sin FBS se hace la mezcla de plasmidos (18ug totales de ADN) conteniendo el plasmido
lentiviral junto con el plasmido empaquetador psPAX2 y el plasmido de la envuelta pMD2.G en
proporciones 3:2:1 respectivamente. Una vez tenemos el conjunto de plasmidos, estos se
mezclan a su vez con 45yl de LipoD293 (Cat#SL100668, Signagen Laboratories, Rockville, MD,
EE. UU.) previamente diluidos en 0,5mL de medio sin FBS y se incuba la mezcla durante 20
minutos a temperatura ambiente. Se afiade la mezcla de plasmidos/LipoD293 sobre las células
y tras 5 horas de incubacion se retira la mezcla para posteriormente afiadir unos 7mL de medio
completo cuidadosamente sobre las células. Los sobrenadantes, conteniendo las particulas
lentivirales, se recogieron 48 y 72 horas después y se pasaron a través de filtros de 0.45um de
didmetro (Cat#FPE404030, JET Biofil, Guangzhou, China) para, posteriormente, preparar

alicuotas y guardarlas rapidamente a -80°C.
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Para todas las transducciones realizadas con alguno de los pldasmidos que expresan el
fluorocromo ZsGreenl, el porcentaje de células transducidas fue determinado en base al
incremento de fluorescencia de dicho fluorocromo, mediante analisis por citometria de flujo. El
calculo del titulo viral de las particulas lentivirales (ifu/mL: unidades infectivas por mililitro) se
realizd en base al porcentaje de células ZsGreenl* detectadas en un rango linear de una dilucién
seriada del sobrenadante. Para el calculo del titulo viral se utilizd la linea celular K-562 que tiene

una gran permisividad para ser transducida.

4.11 ENSAYOS DE CRECIMIENTO CELULAR COMPETITIVO

Los ensayos de crecimiento celular competitivo han sido llevados a cabo para estudiar el efecto
en la proliferacion de la restauracién de la expresion de BCL7A. Esta técnica, a diferencia de
otras, permite detectar cambios fenotipicos sutiles®!. El uso de pldsmidos lentivirales que
expresan de forma estable el fluorocromo ZsGreenl permite la seleccidon, mediante FACS, de
aquellas células que han sido transducidas. De esta forma, mediante el uso de un cultivo mixto
gue contiene tanto células transducidas ZsGreenl* como células no transducidas ZsGreenl’,y a
través del uso de citometria de flujo, se pueden hacer medidas de la relaciéon de células

ZsGreenl*/ ZsGreenl vy relacionarlo con la tasa de proliferacién celular.

Las lineas celulares OCI-LY1 y VAL se transdujeron con las construcciones SAR2(LTR)-BCL7As-
IRES-ZsGreen1 expresando BCL7A de tipo silvestre, el mutante A27-BCL7A o el vector vacio. Las
células fueron transducidas tanto con las isoformas cortas como largas de las variantes BCL7A
silvestre y mutante A27-BCL7A. Las células se transdujeron mediante 3 ciclos de infeccidn
consecutivos con un MOI=2 para ambas lineas celulares. Posteriormente, las células ZsGreen1*
transducidas se aislaron mediante FACS (BD FACSAria, BD Biosciences, San Jose, CA, EE. UU.).
A continuacién, se mezclaron con células no transducidas (ZsGreenl’), también aisladas por
FACS. A partir de la mezcla, se mantuvieron cultivos mixtos que contenian ambos tipos de células
y los cultivos fueron analizados por citometria de flujo para medir la abundancia de la poblacién
ZsGreenl® alolargo del tiempo (BD FACSVerse, BD Biosciences). El crecimiento celular se dedujo
del porcentaje de células ZsGreenl1* que expresan BCL7A silvestre, A27-BCL7A o el vector vacio
y se normalizd teniendo en cuenta el porcentaje de células ZsGreenl* a tiempo inicial de un dia

después de la mezcla para cada una de las condiciones.

4,12 XENOTRASPLANTE DE LA LINEA CELULAR OCI-LY1 EN RATONES NSG

El estudio de bioluminiscencia in vivo, mediante el uso de xenotrasplantes, se realizé en estricta

conformidad con las recomendaciones de la guia para el cuidado y el uso de animales de
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laboratorio elaborada por el comité bioético de la Universidad de Granada. De la misma manera,
los protocolos fueron aprobados por la Comision de ética de experimentacion animal de la
Universidad de Granada. Todos los procedimientos se realizaron bajo anestesia por inhalaciéon

de isoflurano y se hizo todo lo posible para minimizar el sufrimiento de los animales.

Se utilizaron 30 ratones NOD.scid l12rg tm1W;jl/SzJ (NSG) de ocho semanas de edad, facilitados
por el Servicio de Experimentacion Animal de la Universidad de Granada. Se utilizaron solamente
ratones macho para evitar posibles efectos hormonales. Los xenotrasplantes se realizaron con
células derivadas de la linea celular OCI-LY1. Primero, se generd una linea celular OCI-LY1 que
expresaba de forma estable la enzima luciferasa. Para ello, la linea celular OCI-LY1 se transdujo
con particulas lentivirales (MOI=1) que contenian la construccién pUIltra-Chili-Luc.
Posteriormente, las células transducidas se purificaron por FACS gracias a la expresion del
fluorocromo dTomato. Una vez que teniamos la linea celular OCI-LY1/Luc?, esta se transdujo con
3 tipos de lentivirus diferentes que contenian las construcciones pLVX-IRES-ZsGreenl para
expresar BCL7A silvestre, el mutante A27-BCL7A, o bien el vector vacio (10 ratones/grupo). En
este caso, las células transducidas se purificaron por FACS gracias a la expresion del fluorocromo

ZsGreenl y se dejaron crecen en cultivo hasta obtener el nUmero necesario.

Cada ratdn se inyectd, por via intravenosa a través de la cola, con 5x10° células OCI-LY1/Luc* que
expresaban las 3 construcciones mencionadas. Posteriormente, se inyectd D-luciferina a
diferentes tiempos a los que se tomaron las imagenes de bioluminiscencia. La D-luciferina se
inyectd por via intraperitoneal disuelta en PBS a una dosis de 150mg/kg de peso corporal.
Después de 5 a 8 minutos, los animales fueron anestesiados en la camara oscura usando 3% de
isoflurano en el aire a 1,5 L/miny O, a 0,2 L/min/ratén, y las imagenes fueron tomadas en una
cabina conectada a una camara (IVIS, Xenogen, Alameda, CA, EE. UU.). El tiempo de exposicion
fue de 3 minutos en la opcidn large binning, y la cuantificacién de la emisién de luz se realizé en
fotones por segundo utilizando el software Living Image (Xenogen). El sistema IVIS adquiere una
imagen fotografica bajo luz blanca y mide al mismo tiempo la sefial bioluminiscente de forma
cuantitativa. Posteriormente, el sistema es capaz de superponer la sefial bioluminiscente,
expresada en fotones por segundo, sobre la imagen creando una imagen final que se muestra
como un mapa de intensidad. Las imdagenes se tomaron en los dias 0, 7, 14 y 21 después de

inyectar las células y se tomaron con los ratones tanto en posicion ventral como dorsal.

4.13 ANALISIS DE EXPRESION GENICA MEDIANTE RNA-SEQ

El ARN se extrajo utilizando el kit RNeasy Mini (Qiagen, Hilden, Alemania), siguiendo las

instrucciones del fabricante. EI ARN se aislé de células OCI-LY1 y VAL, positivas para el reportero
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ZsGreenl, que habian sido previamente separadas por FACS tras ser transducidas con las
construcciones SAR2(LTR)-BCL7As-IRES-ZsGreenl, que expresaban BCL7A silvestre, A27-BCL7A
o el vector vacio. Las células fueron transducidas mediante 3 ciclos de infeccién consecutivos
con un MOI=2. Se analizaron dos réplicas biolégicas de transducciones independientes. Los
pellets celulares se tomaron 10 y 17 dias después de la transduccion para las lineas celulares
OCI-LY1 y VAL respectivamente. La concentracion y calidad del ARN extraido se midieron
utilizando el fluorémetro Qubit 4 (ThermoFisher Scientific) y el Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.). Las bibliotecas de ARNm se prepararon utilizando 1ug
de ARN de partida y el kit de preparacién de bibliotecas TruSeq Stranded mRNA (lllumina). Las
bibliotecas de ARNm se secuenciaron en el sistema NextSeq 500 (lllumina) utilizando el modo

highest output y las longitudes de lectura de 75pb de extremo emparejado (paired-end).

Se realizd un control de calidad de los archivos FASTQ mediante el uso del software FastQC
(v0.11.8). Las lecturas se alinearon con el genoma humano de referencia GRCh38.d1.vd1

(descargado de https://gdc.cancer.gov/about-data/data-harmonization-and-generation/gdc-

reference-files) usando STAR (version 2.6.1b) en el modo two-pass. El software GENCODE v31
se usé como referencia para la anotacién y, posteriormente, los archivos BAM multi-sample se
separaron en archivos BAM single-sample. La calidad de los archivos BAM se llevé a cabo
haciendo uso de Picard (v2.20.4) y QualiMap (v2.2.1) en combinacién con multigc (v1.7).
También se confirmé que la contaminacidn del ARN ribosémico era menor al 1% y se uso el
software IGV para confirmar la presencia, a nivel de ARN, de las mutaciones esperadas segun el
gen BCL7A exdgeno introducido en cada una de las muestras. El nimero de lecturas asignadas

a cada una de las réplicas bioldgicas fue de aproximadamente 70 millones.

Los numeros de lectura por gen (read counts per gene) se obtuvieron utilizando htseq-count
(v0.11.2) con las siguientes opciones: "-m intersection-nonempty -f bam -t exon -i gene_id -r pos
-s reverse". Se realizaron analisis posteriores utilizando R (versidon 3.6.1 y versidon de
Bioconductor 3.9) y los paquetes 'edgeR’, 'DESeq2' y 'EnhancedVolcano'. Se realizaron clusteres
jerdrquicos y analisis de componentes principales para confirmar las similitudes entre las
réplicas y las condiciones. DESeq2 se utilizd, con los pardametros predeterminados, para el
analisis de expresion diferencial, considerando cada combinacién de linea celular y/o
tratamiento como una condicién diferente. El analisis de enriquecimiento de términos por
ontologia de genes se llevd a cabo utilizando la herramienta de anotacidon génica y analisis

Metascape (http://metascape.org/gp/index.html).
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4.14 ANALISIS DE EXPRESION DE BCL7A MEDIANTE RT-QPCR

Se realizé un analisis de RT-gPCR para medir la expresién de BCL7A en nuestros modelos de
lineas celulares transducidas con las construcciones que expresan las distintas variantes de
BCL7A o un vector vacio. La deteccion se realizd utilizando SYBR Green (Sigma-Aldrich, Cat-
KK4618) y los siguientes cebadores especificos: BCL7A-Fw2: 5'- GTGACACCCTACGAATCTAC-3'y
BCL7A-Rv2: 5'-CACTTCTCTCTGTCTCTCTCTCTCT-3". Un microgramo de ARN se utilizé para la
transcripcién inversa con el kit RevertAid RT (Cat-K1691, ThermoFisher Scientific) utilizando
cebadores aleatorios y siguiendo las instrucciones del fabricante. Las reacciones de gqPCR
contenian un total de 30 ng de ADNc, 5uL SYBR Green 2Xy 0,2uL de cada cebador (Concentracion
inicial de 10uM). Las condiciones de gqPCR fueron de 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C,
seguido de 40 ciclos con etapas de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C. Todas las muestras se
midieron en triplicado. Para cada muestra experimental, se determiné la cantidad de BCL7A y
de una referencia enddgena (GAPDH). La expresién de BCL7A y GAPDH se calculé mediante el
método de curva estandar y se calculd la media del log (cantidad BCL7A/GAPDH) para cada

muestra.

4.15 WESTERN BLOT

Para el uso rutinario de analisis de proteinas por Western blot se siguié la siguiente metodologia.
La proteina total se extrajo usando el buffer de lisis RIPA (150mM NaCl, 1% NP-40, 0,5%
desoxicolato de sodio, 0,1% SDS y 50mM Tris-HCI; pH 7,5) que contenia inhibidores de proteasas
y fosfatasas (0,2mM PMSF, 7mM OV, and 1X cOmplete Mini EDTA-free Protease Inhibitor
Cocktail). La concentracion de proteina total (mg/ulL) fue calculada usando el reactivo Bradford
(Cat#tM172, VWR, Radnor, PA, EE. UU.) y usando la proteina BSA para la recta patrén. Los
Western blot se desarrollaron en condiciones desnaturalizantes mediante el uso de buffer de
carga que contenian agentes reductores y detergentes. Las proteinas se resolvieron mediante
electroforesis en geles SDS-PAGE al 10% de poliacrilamida. Posteriormente, las proteinas fueron
transferidas a membranas de PVDF y se bloquearon las membranas usando una disoluciéon de
leche libre de grasa al 5% (% m/v) en PBS con 0.1% (v/v) de Tween. La proteina BCL7A se visualizd
mediante el uso de un anticuerpo policlonal (#HPA019762, Sigma-Aldrich). En cuanto a la
proteina p21 se usé el siguiente anticuerpo (12D1: Cat# 2947, Cell Signaling, Danvers, MA, EE.
UU.). La proteina Tubulina-a (sc-23948, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE. UU.) se
usé como control de carga. Las diluciones de todos los anticuerpos primarios mencionados
fueron 1:1000 en una disolucién de leche libre de grasa al 3% (% m/v) en PBS con 0.1% (v/v) de

Tween. Posteriormente, tras lavar las membranas con PBS 0.1% Tween, estas se incubaron con
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los anticuerpos secundarios especificos de especie (anti-conejo HRP, dilucién 1:2000 o anti-
raton HRP, dilucién 1:1000; Dako/Agilent Technologies). Las imagenes de Western blot se
adquirieron mediante técnicas de quimioluminiscencia y un sistema de cdmara ImageQuant LAS
4000 (GE Healthcare). Para la cuantificacion de bandas se utilizd la herramienta Plot Lanes del

software ImagelJ v1.49c.

Las lineas celulares HAP1 Parental y HAP1 BCL7A Knockout (NUmero de clon 2434-10) (Product
ID: HZGHC002434c010, Horizon Discovery, Waterbeach, Reino Unido), se usaron para
determinar la especificidad del anticuerpo. En cuanto a la linea HAP1 BCL7A Knockout
modificada genéticamente, esta contenia una delecién de 7pb en el gen BCL7A

(211_217delAAATGGG) que genera un cambio en el marco de lectura.

En cuanto a los Western blot que reflejan los resultados de ensayos de inmunoprecipitacion, la

metodologia se detalla en el siguiente apartado.

4.16 INMUNOPRECIPITACION Y ESPECTROMETRIA DE MASAS (LC-MS/MS)

La linea celular HBL1 fue transducida con las construcciones pLVX-IRES-ZsGreenl expresando la
forma silvestre de BCL7A o el mutante A27-BCL7A (solamente la isoforma corta en ambos casos).
Las células fueron transducidas en tres ciclos consecutivos usando un MOI=1 para las distintas
condiciones. Pasados cinco dias, las células fueron separadas por FACS para obtener una
poblacién pura ZsGreenl* y se cultivaron hasta obtener un nimero de células adecuado.
Posteriormente, se extrajo la proteina total y se cuantificé siguiendo la metodologia indicada en
la seccion Western blot. Para la inmunoprecipitacion, se partiéo de 1mg de proteina total y se
incubd durante toda la noche a 4°C con 1ug de anticuerpo por cada pg de proteina total. Los
anticuerpos usados para las inmunoprecipitaciones fueron un anti-BCL7A de la casa comercial
Sigma-Aldrich (#HPA019762) y un anti-SMARCA4 (G7:sc-17796, Santa Cruz Biotechnology). En
cada uno de los experimentos, una muestra fue incubada usando como control de uniones
inespecificas un anticuerpo irrelevante anti-conejo 1gG o anti-ratéon IgG para las

inmunoprecipitaciones de BCL7A o SMARCA4 respectivamente.

Los anticuerpos utilizados para comprobar la co-inmunoprecipitacion de ciertas proteinas
mediante Western blot fueron los siguientes: anti-BCL7A monoclonal (Clone 15C, Monoclonal
Antibodies Unit, CNIO, Madrid, Espafia); anti-SMARCA4 policlonal (H88:s5¢c-10768, Santa Cruz
Biotechnology); anti-BRM monoclonal (D9E8B:Cat#11966, Cell Signaling); anti-SMARCC1
monoclonal (D7F8S:Cat#11956 D7F8S:Cat#11956, Cell Signaling); anti-SMARCC2 monoclonal
(D809V:Cat#12760, Cell Signaling); anti-SMARCD1 monoclonal (sc-135843, Santa Cruz
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Biotechnology) anti-SMARCE1 policlonal (Cat# A300-810A, Bethyl, Montgomery, TZ, EE. UU.) y
anti-SMARCB1 monoclonal (D9C2:Cat# 8745, Cell Signaling).

Para el andlisis mediante LC/MS-MS, los lisados de la linea celular HBL1 transducida se
prepararon en buffer de lisis RIPA conteniendo inhibidores de proteasas y fosfatasas (0,2mM
PMSF, 7 mM OV, y 1X cOmplete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets). Después de
cuantificar la proteina total usando el reactivo Bradford, 4mg de proteina para cada una de las
condiciones se inmunoprecipitaron durante toda la noche a 4°C usando 1ug de anticuerpo anti-
BCL7A (#HPA019762, Sigma-Aldrich) por cada pg de proteina total. Para cada una de las
condiciones se incubd una muestra con un anticuerpo irrelevante anti-conejo IgG para analizar
las uniones inespecificas. Los inmunocomplejos se recuperaron tras afiadir 200uL de Dynabeads
Protein G (Cat#10004D, ThermoFisher Scientific) e incubar las muestras durante 3 horas a
temperatura ambiente en agitacién con una noria. Posteriormente, las beads se lavaron 3 veces
consecutivas con PBS al 1X conteniendo inhibidores de proteasas. La elucién final se llevé a cabo
en dos pasos, afiadiendo en cada paso 600uL de una solucion 8M de urea en 0,1M Tris-HCl a

pH8, e incubando a 26°C durante 10 minutos con agitacion a 1400rpm.

4.16.1 Preparacion de las muestras para el andlisis proteémico

Los eluidos se digirieron mediante el protocolo estdndar FASP. Brevemente, las proteinas se
redujeron (TCEP 15mM, 30 minutos, temperatura ambiente), se alquilaron (CAA 50mM, 20
minutos en oscuridad, temperatura ambiente) y se digirieron secuencialmente con Lys-C
(FUJIFILM Wako Chemicals, Neuss, Alemania) (relaciéon proteina:enzima 1:50, incubacion
durante la noche a temperatura ambiente) y tripsina (Promega, Madison, WI, EE. UU.)
(proporcion proteina: enzima 1:100, 6h a 37°C). Los péptidos resultantes se desalaron usando

puntas de etapa Cis.

4.16.2 Espectrometria de masas (Q Exactive™)

El proceso de LC-MS/MS se realizé acoplando un sistema de HPLC UltiMate 3000 a un
espectrometro de masas Q Exactive Plus (ThermoFisher Scientific). Los péptidos se cargaron en
una columna trampa (Acclaim™ PepMap™ 100 Cy5 LC Columns 5 um, 20mm de longitud) durante
3 minutos a una velocidad de flujo de 10 puL/min en 0,1% Formaldehido (FA). Luego, los péptidos
se transfirieron a una columna analitica (PepMap RSLC C18 2 um, 75 um x 50 cm) y se separaron
usando un gradiente lineal efectivo de 90 minutos (tampdn A: 4% de Acetonitrilo (ACN), 0,1%
de FA; tampdn B: 100% de ACN, 0,1 % FA) a un caudal de 250 nL/min. El gradiente utilizado fue:
0-5 min 4% B, 5-7.5 min 6% B, 7.5-60 min 17.5% B, 60-72.5 min 21.5% B, 72.5-80 min 25% B, 80-
94 min 42.5 % B, 94-100 min 98% B, 100-104.5 min 4% B, 105-110 min 0% B. El espectrémetro

49



4. MATERIALES Y METODOS

de masas se hizo funcionar en un modo dependiente de datos, con un cambio automatico entre
los escaneos MS (350-1400 m/z) y los escaneos MS/MS y usando lo que se denomina “Top 15
method” (sefial umbral de intensidad > 3.9E4, z >2). Los espectros de MS se adquirieron en el
Orbitrap con una resolucién de 70.000 FWHM (200 m/z) y los espectros de MS/MS con una
resolucién de 17.500 FWHM (200 m/z). Se usé un tiempo de exclusidn activa de 26,3 segundos.
Los péptidos se aislaron usando una ventana de 2Th y se fragmentaron usando una disociacion
de colision de alta energia (HCD) con una energia de colision normalizada de 27. Los valores
diana de los iones fueron 3E6 para MS (tiempo de inyeccién maximo de 25ms) y 1E5 para MS/MS

(tiempo de inyeccién maximo de 90ms).

4.16.3 Analisis de los datos generados por LC-MS/MS

Los datos crudos se procesaron con MaxQuant (v 1.6.2.6a) usando la configuracién estandar y
usando como referencia una base de datos de proteinas humanas (UniProtKB / Swiss-Prot,
20.373 secuencias) suplementada con contaminantes. La cuantificacion por LFQ (Label-free
cuantification) se realizé por coincidencia entre corridas (ventanas de coincidencia de 0,7
minutos y ventana de alineacion de 20 minutos). La carbamidometilacidn de las cisteinas se
establecié como una modificacidn fija, mientras que la oxidaciéon de las metioninas y la
acetilacion de proteinas en el extremo amino-terminal se establecieron como modificaciones
variables. La longitud minima del péptido se fijé en 7 aminodcidos y se permitié un maximo de
dos divisiones tripticas perdidas. Los resultados se filtraron a 0,01 FDR (tanto a nivel de péptido

como a nivel de proteina).

Posteriormente, el archivo "proteinGroup.txt" se cargd en ProStar (v 1.12.12) para su posterior
analisis estadistico. Se requiridé un minimo de dos valores validos de LFQ por grupo para la
cuantificacion. Los valores ausentes se imputaron usando la configuracién estandar en Prostar
(es decir, SLSA para POV y Det quantile para MEC). A continuacién, se realizé un analisis
mediante Limma y los valores de p se ajustaron utilizando el método Benjamin-Hochberg.
Solamente las proteinas con un p-valor <0,05 y una proporcién muestra/control con valor log; >
1,5 se consideraron como posibles interactores. En todos los casos, el FDR resultante fue inferior

al 5%.

4.17 DATOS GENERADOS EN ESTE ESTUDIO ALMACENADOS EN REPOSITORIOS

Los datos de expresion génica (archivos BAM y nimero de lecturas por gen) que se han discutido
en este trabajo se han depositado en la base de datos NCBI's Gene Expression Omnibus (GEO) y

son accesibles a través del nimero identificador GEO Series GSE149277.
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En cuanto a los datos referentes a la espectrometria de masas, los datos crudos han sido
depositados en el consorcio ProteomeXchange a través del repositorio PRIDE. El identificador de

nuestra base de datos es PXD014795.
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5.1 ESTUDIO PILOTO EN DISTINTAS NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

En un primer estudio se trabajé con una coleccion de lineas celulares que englobaban distintas
neoplasias hematoldgicas. Los nombres y detalles de cada una de las lineas celulares analizadas
en este estudio piloto se muestran en la Tabla M1 (Seccién Materiales y métodos). Este estudio
piloto se realizé con el objetivo de caracterizar un modelo de enfermedad en el que BCL7A
pudiese tener una implicacion funcional y, al mismo tiempo, encontrar posibles lineas celulares
gue sirvan como modelos para llevar a cabo estudios funcionales sobre la actividad de BCL7A.
Primero decidimos medir los niveles de expresién de BCL7A. Para ello, se extrajo ARN de cada
una de las lineas celulares y se midieron los niveles de expresidon de BCL7A mediante qPCR

(Figura 8).
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Figura 8. Analisis de expresion de BCL7A en una coleccion de 29 lineas celulares hematoldgicas. Analisis
de expresion de BCL7A a nivel de ARNm mediante RT-qPCR. Los valores de expresion relativa
BCL7A/GAPDH fueron transformados en logaritmo y se han representado en una grafica centrada en el
valor de la mediana (linea horizontal discontinua). Las barras de error representan la desviacion estandar.

Basandonos en los resultados de expresion obtenidos mediante RT-qPCR, se observd que hay
varias lineas celulares que tienen una expresiéon de BCL7A muy por debajo de la media. Una de
las lineas celulares es HBL1, que deriva de un paciente diagnosticado con DLBCL. Otras de las
lineas celulares son KM-H2 o NB4, que derivan de pacientes diagnosticados con linfoma de
Hodgkin y leucemia promielocitica aguda respectivamente. Por ultimo, otra de las lineas
celulares con una expresion muy baja es L-363, que deriva de un paciente diagnosticado con
mieloma multiple y comparte origen con otras de las lineas como U-266, KMS-28BM o RPMI-

8226 que también expresan bajos niveles de BCL7A.
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El resto de lineas celulares expresan niveles mas o menos homogéneos de BCL7A. Si nos fijamos
en un estudio publicado anteriormente en el que analizaron la expresion de BCL7A en tejidos y
células humanas (Ramos-Medina et al.), nuestros datos concuerdan con el hecho de que BCL7A
se expresa en células B maduras®l. Por tanto, es coherente detectar expresién de BCL7A en
lineas derivadas de pacientes tanto de DLBCL como de linfoma de Burkitt, que representan
neoplasias originadas a partir de células B. En cambio, la expresidn de BCL7A es practicamente
nula en lineas derivadas de mieloma multiple, lo cual concuerda tanto con nuestros datos como

con los resultados del estudio de Ramos-Medina et al.

En cuanto a la linea celular KM-H2, se trata de una linea celular que proviene de un paciente con
una forma poco comun de linfoma de Hodgkin con deplecién leucocitaria. Estas células
presentan celularidad mixta carente de marcadores de linfocitos B como CD19 y que presentan
marcadores mieloides como CD14 o CD15. Este tipo de linfoma de Hodgkin con celularidad mixta
presentaba un nivel de expresion de BCL7A bajo segln el estudio de Ramos-Medina et al. En
nuestro estudio de expresién de BCL7A también analizamos algunas lineas celulares que derivan
de pacientes con neoplasias hematoldgicas originadas por linfocitos T y observamos que BCL7A
presentaba unos niveles de expresion similares a los observados en otras neoplasias derivadas

de linfocitos B.

Durante el andlisis de los datos crudos obtenidos por gPCR, se observé una anomalia en la curva
de disociacidn en dos lineas celulares, OCI-LY1 y Karpas-1106 (Figura 9). Al observar la curva de
disociaciéon obtenida para la linea celular Daudi, vimos un Unico pico que concuerda con la
amplificacion de un Unico fragmento. La curva de disociacién observada para Daudi era la misma
que la observada para todas las lineas celulares a excepcién de OCI-LY1 y Karpas-1106. Por el
contrario, para las lineas celulares OCI-LY1 y Karpas-1106, se observé una curva de disociacion
con dos picos. Uno de los picos aparece a la misma temperatura de fusidn obtenida en Daudi, lo
que es indicativo de que podria tratarse del mismo fragmento. En cambio, el otro pico aparece
a una temperatura de fusion menor, lo cual indicaria que se esta amplificando un fragmento de
menor tamafio. En conjunto, estos patrones observados podrian ser el resultado de una
amplificacion aberrante de los transcritos del gen BCL7A, debido a una posible anomalia

genética en las lineas celulares OCI-LY1 y Karpas-1106.
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Figura 9. Curvas de disociacion aberrantes obtenidas mediante RT-qPCR en lineas celulares de DLBCL.

[ oci-Ly1 [ Karpas-1106 [l Daudi

Se muestran las curvas de disociacién obtenidas mediante qPCR para la linea celular OCI-LY1 (izquierda),
Karpas-1106 (centro) y la superposicion de ambas (derecha). La curva de disociacion obtenida para la linea
celular Daudi se muestra en cada uno de los graficos como referencia de la amplificacion de un transcrito
BCL7A silvestre.

Ademas del analisis de expresiéon de BCL7A por RT-gPCR en el panel de lineas celulares
seleccionado, decidimos realizar un analisis en busca de mutaciones en el gen BCL7A.
Inicialmente se disefid una estrategia para secuenciar BCL7A en las distintas lineas celulares a
nivel de ARN mensajero (ARNm). Dado que no contdbamos con técnicas de secuenciacion
masiva, secuenciar el ARN suponia el abordaje mas eficiente en cuanto a nimero de PCRs por
linea celular. En la figura 10 se muestra un esquema del transcrito de BCL7A, el cual esta
compuesto de 6 exones, que dan lugar a la expresiéon de dos isoformas debido a un splicing
alternativo en el exdn 5. Se utilizaron dos parejas de cebadores para amplificar dos regiones

distintas que de forma conjunta engloban la secuencia codificante completa de BCL7A.
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GGCCGCAGAG
GGGGCAGCCA
GGAGTGCCAC
CGAAGAGATG
GGTACATCAG
GGGTGCGAAC

G GAGCGCGAGC
C

CGGAACCATG
AAGATGATAT
GAGAAGARAT
GGTCCCTGTG
ARAGGCAAGGA
TCCTCCCCAG
CATCGCAGAT
CCGCTCCAGA
GTGGATGAGG
TTCTGATGAG
CAGAGAAAGT
ACGTCTGCAA
GATCGGCCGG
CCTCTAARRA
TAGACGATGC
CRAATTAATTC
AGAACTACTA

TCGGGCAGGT
CRAGAGGGTC
GGGTGACCGT
ACGGAGCCCA
CGAGAAGTGT
GGATGATGGA
GCCTCCCCCA
GCCCAACTCG
CCCAGGCTGA
CAGAATTCAC
AGATCGGCAG
TCTCTCAGGT
GAGCCCATTG
GATGAAACTG
TTTRAAAGCCT
TAGAGCAACT
ACGTTTCAAG

Figura 10. Representacion de la secuencia de BCL7A a nivel de ADNc desde la posicidn 1 a la posicion
1000. La secuencia codificante se muestra en azul, mientras que las regiones no traducidas (UTRs) se
muestran en rojo. Las letras negras representan el primer y Gltimo nucleétido de cada exdn. Las regiones
coloreadas en verde o amarillo representan las dos parejas de cebadores (directo y reverso) utilizados
para amplificar dos regiones independientes del transcrito de BCL7A. Finalmente, en color naranja se
muestra la region de 63pb que estd presente en la isoforma larga pero no en la isoforma corta de BCL7A
debido al splicing alternativo del exén 5.
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En la figura 11A podemos ver un ejemplo del resultado de amplificacion obtenido para algunas
de las lineas celulares del estudio piloto. Si nos fijamos Unicamente en una de las lineas celulares
como Ramos, vimos que la amplificacién utilizando la primera pareja de cebadores (1; color
verde) dio lugar a un Unico fragmento de 478pb. En cambio, al utilizar la segunda pareja de
cebadores (2; color amarillo) se obtuvo un patrén de doble banda. Esto es debido a que esta
region contiene la parte diferencial que determina las distintas isoformas de BCL7A. Por lo tanto,
se amplificaron dos bandas de 420 y 483pb que se corresponden a las isoformas corta y larga

respectivamente.

A

483pb
420pb

1 1 1 1 1 1

Ramos Daudi K-562 Karpas Riva Ramos CNT
422 Neg

AGTCCTCGAT GGAACATTCG ATGAACAGCT CAGAGAAAGT
CCGTCTGGAG ACTCGGGTCT GGCCGCAGAG ACGTCTGCAA TCIX

2 ATCTGGAA GGAGTGCCAC CCTCTAARAA T
GAGGCCTCTC AACAAAACTC CGAAGAGATG TAGACGATGC TTTAAAGCCT
b4
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Figura 11. Amplificacion de BCL7A mediante PCR para secuenciacion de Sanger. A) Se amplificé BCL7A a

partir de ADNc en diferentes lineas celulares. Se amplificaron de forma independiente dos regiones de
BCL7A con las dos parejas de cebadores 1y 2 que se muestran en la figura 10 de color verde y amarillo
respectivamente. Se utilizé un control negativo (CNT Neg) que no contenia molde para la PCR. B)
Visualizacion del cromatograma obtenido por secuenciacion de Sanger de la banda de 483pb obtenida al
amplificar la regién 2 de BCL7A. Las flechas rojas indican la posicidon del nucleétido donde empieza la
region diferencial de las isoformas de BCL7A. Debido a la doble banda no se pudo obtener una lectura
correcta.

Al secuenciar la banda de 483pb, obtenida al amplificar la segunda regién de BCL7A, observamos
que se obtenia una lectura que impedia un correcto analisis (Figura 11B). Por lo tanto, con el
objetivo de mejorar el andlisis, disefiamos una nueva estrategia de amplificacion. Lo que hicimos
fue amplificar la secuencia codificante completa de BCL7A utilizando cebadores flanqueantes a
la misma. De esta forma obtuvimos dos bandas de tamafios 796 y 859pb relativas a la isoforma

corta y la isoforma larga de BCL7A respectivamente (Figura 12). Posteriormente, escindimos y

purificamos Unicamente la banda de 859pb. Para su secuenciacién utilizamos cebadores directos
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y reversos que se unian a la region de 63pb propia de la isoforma larga y de esa manera
conseguimos obtener secuenciaciones que cubrian la secuencia codificante completa de BCL7A
para muchas de las lineas celulares del estudio piloto. Las lineas celulares para las que no se
pudo obtener amplificacion fueron las que tenian niveles de expresidn igual o menor a la linea

celular RPMI-8226 (Ver Figura 8).

Figura 12. Amplificacion de la regidn codificante completa de BCL7A a nivel de ADNc. Se observa un
patrén de doble banda debido a la amplificacién tanto de la isoforma corta (796pb) como de la isoforma
larga (859pb) de BCL7A en las tres lineas celulares indicadas.

Tras analizar las secuenciaciones para las todas las lineas celulares del estudio piloto, se
encontraron mutaciones en dos de ellas: DB y OCI-LY1l. Ambas lineas celulares derivan de
pacientes diagnosticados con DLBCL. En este punto, no vamos a definir y mostrar las mutaciones

encontradas ya que se discutirdn en la préxima seccion.

La conclusion del estudio piloto es que las lineas celulares de DLBCL parecian aglomerar distintas
anomalias observadas al amplificar BCL7A. Primero, la ausencia de expresién en la linea celular
HBL1. Por otro lado, se encontraron mutaciones en lineas como DB y OCI-LY1. Finalmente,
también se observé la presencia de posibles transcritos aberrantes en las lineas celulares OCI-
LY1 o Karpas-1106 en base a las curvas de disociacién obtenidas mediante qPCR. En lineas
derivadas de pacientes con mieloma multiple la expresion de BCL7A es muy baja, lo cual
concuerda con la baja expresién fisiolégica que muestran las células plasmaticas!*. En otras
lineas como KM-H2 o NB4 también hemos encontrado ausencia de expresidn, pero representan
patologias muy poco comunes y no disponiamos de lineas celulares adicionales para corroborar

los resultados obtenidos.

5.2 ESTUDIO MUTACIONAL EN DLBCL

Tras el cribado realizado en distintas lineas celulares de origen hematoldgico, pudimos
comprobar que las mutaciones u otras anomalias se encontraban en lineas celulares que tenian
como denominador comun neoplasias en células B y mas concretamente en lineas celulares

derivadas de pacientes con DLBCL. Este tipo de linfoma tiene la caracteristica de que se origina
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a partir de células B que han quedado ancladas en algin momento de su diferenciacion a través
del CG. Teniendo en cuenta que la expresion de BCL7A se modula en funcién de los diferentes
estadios de diferenciacion de una célula B!*, es concebible que BCL7A pueda tener importantes

implicaciones tanto en la fisiologia del CG como en la fisiopatologia del DLBCL.

Con el objetivo de ampliar nuestro andlisis a un mayor niumero de lineas celulares derivadas de
DLBCL, conseguimos aglomerar un panel con un total de 41 lineas celulares derivadas de
pacientes diagnosticados con DLBCL, asi como 38 muestras de pacientes que habian
desarrollado DLBCL. También, se incluyé un panel de 15 muestras de pacientes diagnosticados
con FL, un tipo de linfoma no Hodgkin que comparte grandes similitudes con el DLBCL y que en

determinadas ocasiones evoluciona histoldgica y molecularmente a DLBCL*2.

Con el fin de analizar el estado mutacional de BCL7A en DLBCL, se llevd a cabo la secuenciacion,
en este caso a nivel de ADN, de cada uno de los exones del gen en cada una de las muestras
previamente mencionadas (total n=94 muestras incluyendo lineas celulares y pacientes). En el
apéndice lll se resumen las mutaciones encontradas tanto en lineas celulares como en muestras
de pacientes. A continuacion, se detallan las mutaciones y otras anomalias encontradas a raiz

del estudio mutacional.

5.2.1 Variantes genéticas en BCL7A en lineas celulares

De las 41 lineas celulares incluidas en el analisis, siete de ellas presentaron alguna variacion
genética en BCL7A, lo que representa el 17%. Se identificaron principalmente dos tipos de
mutaciones: mutaciones con cambio de sentido y mutaciones que afectan al sitio de splicing. A
continuacién, se muestran en detalle las variaciones genéticas encontradas, desglosadas por

tipo de mutacion.

5.2.1.1 Mutaciones con cambio de sentido

Las lineas celulares DB, OCI-LY7 y VAL presentaron una mutacién con cambio de sentido en
heterocigosis (Figura 13). En las tres lineas celulares, las mutaciones se localizan en el exén 1,
aunque en distintas posiciones (Apéndice Ill). En la linea celular DB se detecté la mutacion
€.33G>C, la cual da lugar a un cambio de arginina por serina en el codén 11 (p.R11S). En cuanto
a OCI-LY7, esta linea celular presenta la mutacidn c.85C>T, que genera un cambio de aminoacido
en el coddn 29 de la secuencia peptidica (p.R29C). En el caso de VAL, la mutacion se encuentra
en la posicién 32 de la secuencia codificante (c.32G>C). A nivel de proteina, se produce el cambio
del aminoacido arginina por treonina, también en el codén 11 (p.R11T). En los tres casos

mencionados, la mutacién implica un cambio del aminodcido basico arginina por un aminoacido
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polar sin carga; sin embargo, se desconoce la consecuencia funcional que pueden tener estas

alteraciones en la funcién de la proteina.

A G/IC CIT G/C T/IG
ACGAGCAGCCG AAGT GY GC AAA GACGAGGAGCC AACCAGGTC GG
7.-'\__,.-".% I|“‘II‘ A l|""|‘ |"'I‘
OCI-LY7 VAL OCI-LY1
B ROS-50 cell line CIA
'CGGJNccu'G'CGGGC-‘AGG'CGG"CG"‘GCCG“G*CG"‘GG“GCCGGGCC;"".'G
A
oMt o o et
A‘é;‘k;éAAGAGGG‘CA‘éGCGGééL‘(’:G-‘-VG—'-;-;‘-CV,V‘éC‘(VZ;A;‘Gé‘——GCGG;GG

| GIT

Figura 13. Mutaciones con cambio de sentido y mutacion puntual en el coddn de inicio en lineas
celulares de DLBCL. A) Cromatogramas representativos, obtenidos mediante secuenciacién de Sanger,
que muestran tanto las mutaciones con cambio de sentido encontradas en las lineas celulares DB, OCI-
LY7 y VAL, como la mutacién puntual en el codén de inicio encontrada en la linea celular OCI-LY1. B)
Cromatograma completo del exdn 1 en la linea celular ROS-50 donde se muestran las dos mutaciones
heterocigotas obtenidas para esta linea celular.

En el caso de la linea celular ROS-50 se identificaron dos mutaciones en el exédn 1. Ambas son
mutaciones con cambio de sentido y se presentan en heterocigosis (Figura 13B). La primera de
ellas se localizé en la posicién 23 de la secuencia codificante (c.23C>A) y provoca un cambio de
alanina por acido aspartico (p.A8D). La segunda mutacion se encontré en posicion 86 (c.86G>T)
y también origina un cambio de aminodcido en la secuencia peptidica, en este caso de arginina
por leucina en el codén 29 (p.R29L). Mediante la técnica conocida como “TA cloning”, que
permite la clonacidn y posterior secuenciacién individualizada de cada uno de los alelos a través
de un vector comercial, pudimos determinar que las dos mutaciones heterocigotas presentes

en la linea celular ROS-50 se localizan en alelos diferentes (resultados de secuenciacién no

mostrados).

5.2.1.2 Mutacién puntual en el coddn de inicio de la traduccién
En el caso concreto de la linea celular OCI-LY1, se encontré una mutacidn heterocigota en el
codon de inicio de la traduccién (c.2T>G). Esta mutacidn, a diferencia del resto de mutaciones

con cambio de sentido mencionadas, no genera un cambid de aminoacido, sino que implica que
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la maquinaria de traduccién no pueda reconocer el inicio de la secuencia codificante del gen 'y,

por tanto, se genera una pérdida de expresidn de proteina a partir del alelo mutado.

5.2.1.3 Mutaciones de splicing

En las lineas celulares Karpas-1106, OCI-LY1 y VAL se encontrd una mutacién en heterocigosis
en la misma posicidn, el primer nucleétido del intrén 1 (Figura 14). Esta posicidn, ocupada por
el nucledtido guanina (G), es muy importante para la maquinaria de procesamiento
postranscripcional ya que representa el sitio donador de splicing*>3. Como desglosaremos en las

préximas secciones, esta mutacién conlleva importantes implicaciones funcionales.

G/IC G/A G/A

!
N/

Karpas-1106 OCI-LY1

Figura 14. Mutaciones de splicing en lineas celulares de DLBCL. Cromatogramas obtenidos mediante
secuenciacion de Sanger que muestran las mutaciones heterocigotas en el sitio donador de splicing del
intrén 1 en las lineas celulares Karpas-1106, OCI-LY1 y VAL.

5.2.1.4 Delecién en HBL1

Un caso particular fue el de la linea celular HBL1. En esta linea celular no se consiguié amplificar
el exdn 1 de BCL7A a nivel de ADN después de varios intentos (Figura 15A). En cambio, si que se
amplificaron correctamente el resto de exones de BCL7A como se puede ver para los exones 2
y 3 en la figura 15B. Este resultado sugiere que HBL1 podria presentar una deleciéon o

translocacion que afecte al exdn 1.
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Figura 15. La linea celular HBL1 presenta una delecién del locus del exén 1 de BCL7A. A) Electroforesis
en geles de agarosa de los productos de PCR obtenidos al amplificar el exdn 1 de BCL7A en distintas lineas
celulares de DLBCL. Se utilizdé un control negativo (CNT Neg) que no contenia molde para la PCR. B)
Electroforesis en geles de agarosa de los productos de PCR obtenidos al amplificar los exones 2 y 3 de
BCL7A en las lineas celulares HBL1 y Daudi. Se utilizé un CNT Neg que no contenia molde para la PCR. C)
Analisis de variacién de nimero de copias (sondas TagMan) para BCL7A en las lineas celulares mostradas.
Los valores de AACt, calculados por el software CopyCaller, se promediaron entre las dos repeticiones del
ensayo. Los valores del nimero de copia se estimaron a partir del promedio de los valores de AACt. Las
barras de error representan el rango. La linea discontinua vertical representa el nimero de copias tedrico
para un genoma diploide.

Para confirmar la posibilidad de que HBL1 presente una delecidn se llevé a cabo un analisis de
variacion de nimero de copias utilizando distintas lineas celulares entre las que se encontraba
HBL1. Como se puede apreciar en la figura 15C, practicamente todas las lineas presentan un
numero de copias en torno a 2, indicativo de la presencia de dos alelos. Los valores de n=2 para
Karpas-1106, OCI-LY1, ROS-50 o VAL concuerdan con los datos previamente mostrados (Figura
14). En cambio, para HBL1 el nimero de copias es cercano a cero. Esto hace pensar que,
efectivamente, hay una delecion de la regién cromosémica en torno al exdén 1 de BCL7A, o bien
podria haber una translocacién cromosémica. El andlisis de variacion de nimero de copias
también nos indicd un valor cercano a n=3 para las lineas celulares DB y KM-H2. Este dato
concuerda con el hecho de que ambas lineas celulares han sido caracterizadas como triploides
(n=3; informacién recogida en la base de datos DSMZ). Ademas, el dato de n=3 concuerda con
nuestros datos de secuenciacion a nivel de ADN para la linea celular DB (Figura 13A), donde el
cromatograma muestra que el pico relativo al nucleétido mutante citosina (C) tiene el doble de
tamafio que el nucledtido silvestre guanina (G). Esto es indicativo de una proporcidn alélica

mutante:silvestre de 2:1. Por tanto, la linea celular DB expresaria dos copias del alelo mutante

R11S-BCL7A y una copia del alelo silvestre.
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5.2.2 Variantes genéticas en BCL7A en muestras de pacientes

De las 53 muestras de pacientes incluidas en el analisis (38 DLBCL + 15 FL), 3 de ellas presentaron
una mutacidn en BCL7A. Se identificaron 2 mutaciones heterocigotas con cambio de sentido en
2 pacientes con DLBCL (prevalencia del 5,26%) (Apéndice Il). Las mutaciones encontradas fueron
¢.32G>T en el paciente D29, que da lugar a un cambio de arginina por metionina en el codén 11
(p.R11M), y la mutacién c.17T>C en el paciente D32, que da lugar a una sustitucion de valina por
alanina en el coddn 6 (p.V6A). Ambas mutaciones se localizan en el exén 1 del gen. Por otro lado,
en un paciente diagnosticado con FL se identificé una mutacidn en heterocigosis en el primer

sitio donador de splicing, representando una prevalencia mutacional del 6,6 % en FL.

5.2.3 SNPs en regiones codificantes de BCL7A

Otro tipo de variantes genéticas que pueden darse en la secuencia de ADN son los polimorfismos
de nucleétido Unico (SNP). Este tipo de variaciones deben darse en al menos un 1% de la
poblacién para ser consideradas como SNPs. Tanto en los pacientes como en las lineas celulares
analizadas en este estudio se detectaron tres SNPs en BCL7A, todos ellos descritos previamente
en bases de datos. En la tabla 2 se resumen los SNPs encontrados y se detalla su localizacion en
el gen, su frecuencia genotipica y la frecuencia alélica en una poblacién control dentro del

proyecto 1000 Genomes.

El SNP localizado en el exdn 2 corresponde a la variante c.174C>T, presente en 10 muestras en
heterocigosis y en 2 muestras en homocigosis. Se trata de un SNP sinénimo, es decir, una
mutacion que no genera un cambio de aminoacido en la proteina, por lo que probablemente no
tenga repercusion funcional. EI SNP identificado en el exdn 4 corresponde a la variante
¢.359A>C, que origina un cambio de aminodcido en el codén 120 (N120T). Este SNP no sinénimo,
que implica un cambio aminodcido, se encontré en 8 muestras (8,42%), y se observa en
heterocigosis en el 50% de esos casos. Por ultimo, el andlisis del exdn 6 mostré otro SNP
sindnimo, L210L, en mas de la mitad de los pacientes y lineas celulares (72,34%), presente tanto
en heterocigosis como en homocigosis. La frecuencia alélica de este SNP descrita en los
diferentes grupos poblacionales del proyecto 1000 Genomes es también muy alta (Tabla 2), por
lo que se trata de una variacion genética muy comun en la poblacién y, probablemente, no tiene

consecuencias en la funcionalidad de BCL7A.
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Tabla 2. SNPs detectados en BCL7A mediante secuenciacidn de Sanger en lineas celulares y pacientes

Referencia del Variacién de Localizacién en el Variacién de Frecuencia del Frecuencia MAF**
SNP* nucledtido gen aminoacido SNP (n=94) genotipica (n=94) (1000 Genomes)

83 (87,23%)

rs2272132 .174C>T Exon 2 D58D 12 (12,77%) C:C 10 (10,64%) T=3,45%
TT/T- 2 (2,13%)
AA 86 (91,49%)
rs34821485 ¢.359A>C Exén 4 N120T 8 (8,51%) C=1,64%
AC 4 (4,25%)
cc/c- 4 (4,25%)
T 26 (27,66%)
1528629903 €.628T>C EX6n 6 L210L 68 (72,34%) TC 29 (30,85%) T=49,46%***
cc/c- 39 (41,49%)

* Referencia de la base de datos dbSNP.

** MAF representa la frecuencia de aparicidn del alelo menos comun en la poblacién. En este caso, los grupos poblacionales incluidos en el proyecto 1000
Genomes. Los datos de MAF se obtuvieron de la base de datos dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP).

*** En este caso el alelo de menor frecuencia encontrado en nuestras muestras es el considerado silvestre (timina)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP
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5.2.4 Variantes genéticas en regiones no codificantes

Ademas de las mutaciones encontradas en la secuencia codificante de BCL7A, también se
detectaron mutaciones en regiones no codificantes del gen. Para llevar a cabo la amplificacién
de todos los exones de BCL7A se habian utilizado cebadores que anillaban en las regiones
intrénicas flanqueantes. Por tanto, también se pudo secuenciar una pequefia parte de estas
regiones. En concreto, para la amplificacidon del exén 1 se utilizé un cebador directo que anillaba
en la regidon 5’-UTR y un cebador reverso en el primer intrén. Los resultados de secuenciacién
mostraron mutaciones puntuales e inserciones en diferentes posiciones de la regién 5’UTR en
la mayoria de pacientes y lineas celulares. La informacion de estas mutaciones se resume en la

tabla 3.

Tabla 3. Variantes genéticas en regiones no codificantes

Referencia de la o . Localizacién MAF
variacidn genética Variacion nucledtido en el gen (1000 genomes)

rs776212842 c.-134_-133insAG 5'UTR Desconocida
rs1678962 c.-135T>A 5'UTR A=27,28%
rs7298159 c.-162A>G 5'UTR Desconocida

rs182018224 c.-164G>A 5'UTR Desconocida

rs576752089 c.-165_-164insAT 5'UTR Desconocida
No descrita c.-166G>A 5’'UTR -

No descrita c.-176T>G 5'UTR -
rs2280574 €.624+83T>C Intrén 5 C=40,43%

También se identificd una mutacidn en el intron 5 en el 25% de las muestras, aunque en una
posicidon alejada del sitio de splicing, por lo que no se considera que pudiese tener efecto en el

procesamiento del ARNm.

5.3 CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS TRANSCRITOS DERIVADOS DE LAS
MUTACIONES DE SPLICING

Segun el andlisis mutacional llevado a cabo en muestras de DLBCL y FL, las mutaciones de splicing
representaban un 33,3% del total de las 12 mutaciones encontradas (Apéndice Il), solamente
teniendo en cuenta mutaciones en la secuencia codificante o sitios de splicing. La importancia
de esta mutacién reside en que se localiza en el sitio donador de splicing, una zona en la

unidn exon-intrén que es reconocida por el espliceosoma. Este complejo esta implicado en el
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Figura 16. Diferentes mutaciones impiden la expresion de la forma silvestre de BCL7A en algunas lineas
celulares de DLBCL. A) Cromatograma obtenido mediante secuenciacion de Sanger del exdn 1, a nivel de
ADN, en las lineas celulares OCI-LY1 (panel superior) y VAL (panel inferior). En ambas lineas celulares se
indican las mutaciones heterocigotas caracterizadas. La secuencia codificante del exdén 1 se muestra
resaltada en color azul. B) Secuenciacion de Sanger de los diferentes productos de PCR obtenidos, a nivel
de ADNC, en las lineas celulares OCI-LY1, VAL y Karpas-1106. El disefio de la PCR se muestra en la Figura
17C. En cuanto a la linea celular OCI-LY1, la banda superior tiene una mutacion puntual en el codon de
inicio de la traduccion, mientras que la banda inferior tiene un codén de inicio ATG silvestre, pero es 81nt
mas corta debido a la mutacidn de splicing. En el caso de la linea celular VAL, la banda superior tiene un
codon R11 mutado mientras que la banda inferior es 81nt mas corta debido a la mutacién de splicing. Por
ultimo, la banda que se obtiene en Karpas-1106 es equivalente a la obtenida en las otras dos lineas
celulares y es 81nt mas corta que el amplicén de tamafio silvestre, el cual se muestra para la linea celular
Daudi, utilizada como control.
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procesamiento del transcrito primario de ARNm (o pre-ARNm) mediante la eliminacién de
intrones para dar lugar al ARNm maduro. Por tanto, una mutacién en esta regidn podria alterar

el patrén normal de corte y empalme (splicing) y generar transcritos maduros aberrantes.

Las tres lineas celulares en las que se detectaron mutaciones de splicing son Karpas-1106, OCI-
LY1 y VAL (Figura 14). Mientras que para Karpas-1106 solamente se observé la mutacién de
splicing como Unica mutacién en la secuencia codificante, para las lineas celulares OCILY1 y VAL
se detectaron mutaciones adicionales en el codén de inicio y en R11 respectivamente, tal y como
podemos ver en las secuenciaciones de Sanger completas del exén 1 (Figura 16A). Para
determinar qué consecuencias tiene dicha mutacion en el ARNm maduro, se procedid a
amplificar una regidn de BCL7A a nivel de ADNc. Para ello, se utilizé un cebador directo que
anillaba en el exén 1, concretamente en la regién 5°-UTR, y un cebador reverso en el exén 4. Los
resultados de la amplificacion se muestran en la figura 16B. El patron de bandas obtenido en
OCI-LY1, Karpas-1106 y VAL se compard con el patrén observado en Daudi, linea celular que
expresa la forma silvestre de BCL7A y que se utilizé como control de la amplificacién. En el caso
de las tres lineas celulares que albergan las mutaciones de splicing se observd una banda de
menor tamafio con respecto al observado en Daudi. Las secuenciaciones de los amplicones de

menor tamafio revelaron que existe una delecién de 81nt a nivel de ARNm (Figura 16B).

La conclusidn que se puede extraer de estos resultados es que, al estar mutado el sitio donador
de splicing, el espliceosoma reconoce como nueva secuencia donadora de splicing una secuencia
GT que se encuentra dentro del propio exdn 1 (Figura 17A). Este fendmeno se conoce como
generacion de un splicing criptico y en el caso de BCL7A, se genera un ARNm maduro que es
81nt mas corto (Figura 17B-C). A pesar del splicing criptico, el marco de lectura permanece
intacto y, como veremos mas adelante, la proteina resultante pierde 27 aminodcidos
(S5_W31del) en la regién amino-terminal, dando lugar a un BCL7A mutante que nosotros hemos

nombrado A27-BCL7A.
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A Exon 1
ATGTCGGGCAGGT CGGTTCGAGCCGAGACGAGGAGCCGGGCCAAAGATGATATCAAGAGG
[
GTCATGGCGGCGATCGAGAAAGTGCGCAAATGlGGAGAAGAAATGGGTGACCGTTGGTGAC
ACATCCCTACGAATCTACAAATGGGTCCCTGTGACGGAGCCCAAGGTTGATGAC
Exoén 2
B
AACCJATGTCGGGCAGIGGAGAAGAAATGGGBTGACCGTTGGTGAC ACATCCC
130 40 150 160 170
i |'1|
ﬂ I\ I|'| ‘ ‘ (||
VYA A
I | )
Exon 1 A81 nt Exon 2
¢ 488 pb
5 3

> -
BCL7A silvestre - [ 1 | | |
1 2 3 4 5 6

407 pb
5 »————— -
A27-BCL7A ! 1 | | |
172 3 4 5 6

Figura 17. Las mutaciones de splicing generan un BCL7A mutante que pierde gran parte del exoén 1.

3

A) Representacion esquematica del sitio de splicing criptico (rojo) que la maquinaria de corte y empalme
reconoce cuando el sitio de splicing original estda mutado. Los nucleétidos subrayados en el exén 1 se
mantienen presentes en el ARNm de la forma mutante A27-BCL7A, mientras que el resto de nucledtidos
del exdn 1 se pierden durante el procesamiento del transcrito aberrante. B) Secuenciacion de Sanger del
ARNmM de A27-BCL7A en la linea celular Karpas-1106. Se trata de un ARNm mas corto que carece de 81nt
del exén 1 debido a la mutacion en el sitio splicing (92+1G>C). Este ARNm mutante mantiene el marco de
lectura de BCL7A. C) Representacion grafica de las isoformas cortas de BCL7A tanto para un BCL7A
silvestre como para un BCL7A mutante (A27-BCL7A). El exdn 1 de la forma mutante quedaria reducido a
unos pocos nucleétidos (sefialados en color naranja). Debido a los diferentes tamafios de los transcritos,
obtenemos amplicones de diferentes tamafios mediante amplificacién por PCR de la regién de BCL7A
indicada: un producto de PCR de 488pb al amplificar BCL7A silvestre; otro de 407pb al amplificar el
transcrito mutante A27-BCL7A. Las flechas indican la direccién: cebador directo () o reverso (¢) y la
ubicacion de los mismos: 5'-UTR (directo) y Exdn 4 (reverso).

En el caso de la linea celular OCI-LY1, la secuenciacién de la banda superior (Figura 16B), del
mismo tamafio que la banda silvestre, confirmd que la mutacion puntual en el coddn de inicio
esta presente en el alelo contrario al que presenta la mutacidn de splicing. También se secuencid
la banda superior obtenida para la linea celular VAL encontramos la mutacién definida en el
coddén R11 (Figura 16B). En conclusion, tanto en OCI-LY1 como en VAL, las mutaciones de splicing

y las mutaciones que implican una segunda variacion genética se encuentran en distintos alelos.
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A
—— 488 pb
— 407 pb
Daudi OCI-LY1 Karpas-1106
B
—— 247 pb
— 92 pb
—— Dimeros de primers
Daudi Karpas-1106 CNT
92 pb
5 ->-—
BCL7A wt I [ | |
1 2 3 4 5 6
247 pb
- -
5' ‘giﬁb‘_
BCL7Adup 2-3 [N
1 2 3 2 3 4 5 6
Cc
— 129 pb
—— Dimeros de primers
Daudi Karpas-1106 CNT
5 No zimpliﬁ_gacién 3
BCL7A wt | [ _--
1 2 3 5 6
s J290p
BCL7A dup 2-3 -- - I —
3 3
D
PR ————— 0000 GAT QACRA‘-NA-C‘-A G AAT AA G AAAAAAGGCAAGG
k) 40
Exon 2

AC GAGAAGTGWGGC TCAGAGGTGACCACTCCGGAGAACAGTTCCTCCCCAGGG ATGAT GG
S0 60 70 80 90 100

GGTCCCYGTGACOGAGCCCAAGOTTGATOAC AAAAC AAGAAT »«»«RA»AAA»«GGCAAGG c
180 200 210

Exén 3

Figura 18. La linea celular Karpas-1106 presenta una duplicacidon en tdndem que afecta a los exones 2 y

3 en un Unico alelo. A) Electroforesis en gel de agarosa mostrando los productos de PCR obtenidos para

las lineas celulares indicadas siguiendo el esquema de PCR mostrado en la figura 17C. B-C) Se utilizaron

diferentes disefios de PCR para la caracterizacion de la duplicacién presente en Karpas-1106 a nivel de

ARNmM. La linea celular Daudi se utilizd como control para la expresion de BCL7A silvestre y se incluyd un

control negativo (CNT) que no incluia molde para cada una de las PCRs. Las flechas indican la ubicacién de

los cebadores directos (=) o reversos (&). También se muestras los tamarios de banda tedricos para cada

producto de PCR posible. D) Cromatograma obtenido mediante secuenciacidon de Sanger del amplicon de

247pb. Se observa que los exones 2 (resaltado en azul) y 3 (resaltado en amarillo) se encuentran

duplicados en tandem.
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Para la linea celular Karpas-1106, al amplificar la regidn la regién entre el exén 1y el exén 4, no
se obtuvo ninguna banda de tamafio “silvestre” (Figura 16B). Este resultado se replicd al realizar
una nueva amplificacién (Figura 18A). Por tanto, mientras que un alelo presenta la mutacion de
splicing que genera el transcrito mutante A27-BCL7A, debe haber otro tipo de variacion genética
que afecta al otro alelo e impide la expresidon de la forma silvestre de BCL7A. Tras realizar
diferentes amplificaciones en la linea celular Karpas-1106, se observd un patréon de bandas
inesperado (Figura 18B). Al secuenciar el amplicon de tamafio aberrante (247pb) pudimos
caracterizar una duplicaciéon en tdndem de los exones 2 y 3 (Figura 18D). Posteriormente, se
confirmaron estos resultados realizando otra amplificacion a nivel de ADNc. Esta amplificacion
podria darse exclusivamente si la duplicacion mencionada tiene lugar. En este caso, se usé un
cebador directo que anillaba en el exdn 3 y un cebador reverso que anillaba en el exén 2 (Figura
18C). De esta forma, se confirmé la duplicacién en tandem de los exones 2 y 3 en la linea celular

Karpas-1106.

5.4 EXPRESION DE BCL7A A NIVEL DE PROTEINA

Una vez caracterizadas las mutaciones encontradas en las distintas muestras analizadas, el
siguiente paso fue determinar las consecuencias de dichas mutaciones sobre la expresion de
BCL7A a nivel de proteina. Uno de los objetivos de este estudio era encontrar una linea o lineas
celulares en las que se haya perdido la expresién de la proteina BCL7A silvestre, de forma que
puedan usarse como modelo para restaurar la expresiéon de BCL7A y revaluar el fenotipo

tumoral.

Las lineas celulares candidatas después de nuestro analisis mutacional fueron OCI-LY1, Karpas-
1106 y VAL. Las tres lineas celulares presentaban una mutacién de splicing que genera un
transcrito aberrante a nivel de ARNm. Ademds, todas ellas presentan un patrén de inactivacion
bialélica, donde una segunda variacidn genética impide la expresidn de BCL7A silvestre.
Basandonos en los resultados mutacionales, las lineas celulares OCI-LY1 y Karpas-1106 solo
expresarian la forma mutante A27-BCL7A, mientras que la linea VAL expresaria un BCL7A
mutante en la posicion R11 (R11T-BCL7A) junto al mutante A27-BCL7A. Debido a que BCL7A
expresa dos isoformas, corta y larga, podrian coexistir hasta cuatro transcritos BCL7A de
distintos tamafios en una linea celular como VAL. Dos transcritos serian relativos a las variantes
silvestres corta y larga y otros dos transcritos serian relativos a las variantes A27-BCL7A corta y
larga. En cuanto al mutante R11T-BCL7A tendria un tamanio indistinguible respecto a la forma

silvestre de BCL7A (WT). En base a todo lo expuesto, en la figura 19 se muestra un esquema de
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los distintos transcritos y proteinas que, de forma tedrica, podriamos encontrar en las 3 lineas

celulares candidatas a usarse como modelo.

A Splicing
criptico _,

1 2 3 4 5 63pb 6
Isoformas BCL7A silvestre (WT) Isoformas mutante de splicing A27-BCL7A
5 3 5' 3
1) [ I I I N (3) | .
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
5' ' 5' 3'
(2) [ I D (4) [ .
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
B pb KDa
caE— eommme» (2) WT/R11-BCL7A Larga 696 25.03
pares
de bases cEEE—— eammms» (1) WT/R11-BCL7A Corta 633 22.81
(4) A27-BCL7A Larga 615 21.85
(pb)
(3) A27-BCL7A Corta 552 19.63

Daudi OCI-LY1 VAL
(WT) Karpas-1106

Figura 19. Representacion de los posibles transcritos obtenidos a partir de BCL7A silvestre o del mutante
A27-BCL7A. A) Representacion de la estructura de los genes BCL7A y A27-BCL7A a nivel de ARNm. Los
exones estan coloreados en verde y las regiones UTR coloreadas en gris. La region diferencial en el exén
5 entre las isoformas cortas y largas se resalta en verde claro. La secuencia donadora de splicing que esta
mutada en la variante A27-BCL7A esta tachada y el nuevo sitio de splicing criptico se muestra dentro del
propio exdn 1. Los distintos transcritos se han enumerado entre paréntesis para facilitar su visualizacion
en el panel inferior. B) Representacién en forma de dibujo en el que se indica cémo se ordenarian por
tamafio, en pares de bases, los distintos transcritos de las variantes de BCL7A en las lineas celulares OCI-
LY1y Karpas-1106 en comparacién a la linea celular VAL. Ademas, se incluye también la linea celular Daudi
como referencia de linea celular que expresa BCL7A WT. Los valores de KDa que se muestran en la figura
han sido calculados de forma tedrica utilizando una herramienta bioinformatica del servidor ExPASy:
(https://web.expasy.org/compute pi/).

Primero, se decidié analizar la expresion de BCL7A mediante Western blot en las lineas celulares
OCI-LY1 y Karpas-1106 en comparacion con las lineas celulares Daudi y SU-DHL-4, que expresan
un BCL7A WT y se utilizaron como controles positivos. Ademas, usamos como controles
negativos algunas de las lineas celulares para las cuales habiamos detectado una expresion nula
de BCL7A mediante RT-gPCR (Figura 8). Aunque las variaciones son muy sutiles en cuanto a
tamanfio, podemos ver como las lineas celulares OCI-LY1 y Karpas-11060 mostraban una banda
de un menor tamafio que las lineas celulares control (Figura 20A). Aun asi, se visualiza un patrén
de 3 bandas tanto para las lineas mutantes como para las lineas WT, algo que no encaja con lo
esperado (Figura 19B). En cuanto a las lineas celulares utilizadas como controles negativos, HBL1

y KM-H2, mostraron también una banda. Estos resultados sugirieron que esa banda, de tamafio
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intermedio entre las isoformas cortas y largas, podria ser una banda no especifica. La Unica linea

celular que no muestra ninguna banda en el analisis por Western blot es la linea celular NB4.

A continuacion, aprovechando que NB4 mostrd una expresiéon nula de BCL7A a nivel de proteina,
se utilizd esta linea celular para expresar las diferentes variantes de BCL7A de forma exdgena y
verificar el patrén de bandas observado para cada una de las 4 variantes posibles entre BCL7A y
A27-BCL7A (Figura 20B). Podemos ver que las isoformas cortas y largas de las variantes WT y
A27-BCL7A tienen una mayor separacion entre ellas de lo esperado (comparar Figuras 19B y
20B). Ademas, la expresion exdgena de las variantes de BCL7A en NB4 nos confirmé que la banda
intermedia es probablemente una banda no especifica. Por otro lado, decidimos expresar las
variantes de BCL7A también en la linea celular OCI-LY1. Si nos fijamos en la intensidad relativa
de las bandas y tenemos en cuenta la propia expresidon basal de las variantes A27-BCL7A en OCI-

LY1, el patréon de bandas es idéntico al obtenido en NB4.

Finalmente, para salir de dudas con respecto a la banda no especifica, decidimos adquirir una
linea celular HAP1-BCL7A-KO donde la expresion de BCL7A estd inhibida mediante CRISPR-Cas9
(Ver Materiales y métodos; seccién Western blot). Junto a la linea noqueada se usé como
referencia la linea celular HAP1 Parental, que expresa BCL7A WT. De esta forma, se pudo validar
gue la banda intermedia es una banda no especifica reconocida por el anticuerpo utilizado
(Figura 20C). Teniendo en cuenta todos los Western blots y comprobaciones realizadas, en la
figura 20D se muestra un diagrama final en el que aparecen las posiciones relativas de las

distintas bandas observadas y su relacion con la variante de BCL7A a la que representan.
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SU-DHL-4 HAP1 HAP1 HBL1 « : A27-BCL7A Corta
Parental BCL7A KO

Figura 20. Expresion de BCL7A a nivel de proteina en distintos contextos celulares. A) Analisis por
Western blot de la expresién enddgena de BCL7A en extractos de proteina total de distintas lineas
celulares. La proteina a-Tubulina se usé como control de carga. B) Analisis por Western blot de la
expresion de BCL7A en extractos de proteina total de las lineas celulares NB4 (arriba) y OCI-LY1 (abajo)
transducidas con las construcciones pLVX-IRES-ZsGreenl que contienen las distintas isoformas corta y
larga tanto de BCL7A WT como del mutante A27-BCL7A o un vector vacio. C) Analisis por Western blot
para determinar que la banda intermedia es una banda reconocida por el anticuerpo de forma no
especifica. Para validar el anticuerpo se utilizaron las lineas celulares HAP1 BCL7A knockout (KO) y HAP1
Parental. La linea celular SU-DHL-4 se utilizé6 como control positivo para la expresion de BCL7A silvestre.
HBL1 se usé como control negativo que carece de la expresion de BCL7A. D) Se muestra un dibujo para
representar la posicién relativa de cada una de las distintas bandas observadas en los distintos Western
blots realizados en este estudio y la asociacidon de cada una de ellas con la variante de BCL7A que
representan.

Por ultimo, una vez validada la expresion de BCL7A por Western blot, también decidimos evaluar
la expresién de BCL7A en algunas lineas celulares adicionales. Lo que hicimos fue ver la expresion

enddgena de la proteina BCL7A en un grupo de lineas celulares derivadas de linfoma de Burkitt
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y compararla con un grupo de lineas celulares derivadas de mieloma multiple. Pues bien, se
puede apreciar una clara diferencia en cuanto a la expresion de BCL7A ambos grupos de lineas
celulares (Figura 21). Mientras que las lineas celulares derivadas de linfoma de Burkitt expresan
altos niveles de BCL7A, las lineas de mieloma multiple tienen baja o incluso nula expresion de
BCL7A. Estos datos concuerdan con la idea de que la expresién de BCL7A se produce en células
B que experimentan la reaccidn de CG, pero la expresiéon de BCL7A se pierde cuando las células

B abandonan el CG para convertirse en una célula plasmatica.

—— B, i
MeaMaSs 0

TR S S S S T . St ww | o Tybulina

Figura 21. Expresion de BCL7A a nivel de proteina en lineas celulares derivadas de linfoma de Burkitt o
mieloma muiltiple. Analisis por Western blot de la expresion enddgena de BCL7A en extractos de proteina
total de las distintas lineas celulares que se indican. La proteina a-Tubulina se usé como control de carga.

5.5 ESTUDIO MUTACIONAL DE BCL7A EN COHORTES EXTERNAS

Poco después de concluir nuestro estudio mutacional, se publicaron dos articulos
independientes en los que habian conseguido aglutinar un nimero de pacientes de DLBCL que
superaba el medio millar en ambos casos y habian aplicado técnicas de secuenciacién masiva
para analizar exoma completo. A continuacidn, se detallan los datos mutacionales obtenidos
para BCL7A en los dos estudios de DLBCL mas grandes realizados hasta la fecha: el estudio de

Reddy et al. con 1001 pacientes'®* y el estudio de Schmitz et al. con 574 pacientes de DLBCL*,

Por un lado, a finales del afio 2017, se publicé un articulo en la revista Cell que englobaba un
exhaustivo analisis en 1001 pacientes de DLBCL™®. El andlisis integraba datos mutacionales,
datos de expresidn y datos clinicos. Gracias al uso de 400 muestras pareadas tumor/linea
germinal, los autores establecieron una lista de 150 genes conductores del cancer con
prevalencias mutacionales que iban desde un 1 a un 28,8%. En el caso de BCL7A, este gen
mostraba una prevalencia mutacional del 4,5%, situandolo en la posicién 65 del total de 150
genes. Sin embargo, nos dimos cuenta de que las mutaciones de splicing no habian sido tenidas

en cuenta ya que el estudio se habia restringido al andlisis de mutaciones exdnicas.

Por otro lado, en el afio 2018 se publicd otro articulo en la revista The New England Journal of

Medicine donde se realizd un andlisis que integraba datos mutacionales, datos de expresion y
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datos clinicos de 574 pacientes de DLBCL'¥. En este caso, también se definia a BCL7A como uno
de los genes frecuentemente mutados en pacientes de DLBCL, con una prevalencia mutacional
de 6.1%. De nuevo, la mayoria de las mutaciones de splicing de BCL7A se habian dejado fuera

del andlisis debido a los criterios de filtrado aplicados por los autores del trabajo.

En el estudio mutacional que habiamos realizado nosotros sobre un total de 94 muestras que
englobaban lineas celulares y pacientes de DLBCL, habiamos observado que la mutacién de
splicing era la mas frecuente. Ademads, se caracterizd6 molecularmente que las mutaciones de
splicing generaban una variante mutante de BCL7A que podria tener implicaciones funcionales
sobre el fenotipo tumoral. Por lo tanto, quisimos obtener los datos crudos de secuenciacién de
los dos estudios de DLBCL recién publicados y asi analizar si las mutaciones de splicing

representan una sefa de identidad mutacional en pacientes de DLBCL.

Tras obtener los permisos necesarios, se consiguio acceso a los datos crudos de WES de ambos
estudios y aplicamos un método propio de andlisis para determinar la tasa mutacional del gen
BCL7A, incluyendo también las posiciones de splicing. El reanalisis de ambas bases de datos
permitié definir 28 y 7 mutaciones de splicing en las bases de datos de Reddy et al. y Schmitz et
al. respectivamente (Tabla 4). Con el fin de confirmar las nuevas mutaciones detectadas, ser
realizéd una inspeccidn visual de todas las muestras mutadas en BCL7A mediante el software
Integrative Genomics Viewer (IGV). Al realizar este analisis, se observé un posible sobrefiltrado
de mutaciones tanto en la posicién del coddn de inicio de la traduccién como en el aminoacido

11 (R11) en BCL7A en el estudio de Reddy et al. (Tabla 4).
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Tabla 4. Nuevas mutaciones identificadas para BCL7A en cohortes externas

Reddy et al (2017), N = 1001

Mutacion (hg38) Localizacion N2 casos IDs de pacientes
chr12:122022092_A/G  Coddn de inicio 1 2211
chr12:122022092_A/T Codon de inicio 1 3712
chr12:122022093_T/G  Coddn de inicio 2 2166, 2203
chr12:122022123_G/C R11T 1 2478
chr12:122022124_G/T R11S 1 2047
chr12:122022184_G/C Splicing 7 2137, 2533, 2832, 3659, 3816, 3849, 3916
chr12:122022184_G/T Splicing 6 2127, 2475, 2639, 2669, 2933, 3589
2047, 2087, 2151, 2166, 2203, 2278, 2554,
chr12:122022184_G/A Splicing 12
2678, 3712, 3785, 3817, 3856
chr12:122022185_T/C Splicing 1 3647
chr12:122022185_T/G Splicing 2 2076, 2707

Schmitz et al (2018), N = 574

Mutacién (hg38) Localizacién N2 casos IDs de pacientes

DLBCL11655, DLBCL10945, DLBCL11558,

chr12:122022184_G/C Splicing 4

DLBCL11242
chr12:122022184_G/T Splicing 2 DLBCL10863, DLBCL10514
chr12:122022184_G/A Splicing 1 DLBCL11584

Las localizaciones cromosdmicas de las mutaciones vienen indicadas en base a la versidon del genoma
GRCh38/hg38. Los identificadores IDs de los pacientes son los que se han utilizado en cada uno de los
estudios. Las mutaciones en el codén de inicio y en la posicion R11 se rescataron tras inspeccionar
visualmente en IGV los archivos de secuenciacién de los pacientes en los que detectamos mutaciones de
splicing u otras mutaciones inactivadoras previamente descritas en BCL7A por los autores originales de

los estudios.

Nuestro andlisis tuvo una limitacion para poder determinar el estado somatico de las nuevas
mutaciones detectadas, ya que nosotros no tuvimos acceso a los datos de secuenciacion de las
muestras pareadas de tejido sano de las que disponian los autores originales de los estudios.
Para determinar si las nuevas mutaciones definidas por nuestro analisis eran somaticas, primero
observamos que las mutaciones en el codén de inicio o en R11 en BCL7A no se encuentran en
cohortes de mas de 100.000 sujetos sin cdncer en la base de datos de gnomAD

(https://gnomad.broadinstitute.org). Asimismo, el resto de mutaciones en el codén de inicio y
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en R11 que se definen en el estudio de Reddy et al. estan confirmadas como somaticas. En
cuanto a las mutaciones de splicing, se observé que las mutaciones en el primer sitio de splicing
de BCL7A estan presentes en la base de datos gnomAD a frecuencias alélicas por debajo de 1/10°
(N = 145.172 alelos secuenciados en la posicién c.92+1). Ademas, encontramos evidencia
externa de mutaciones somaticas en la posicién c.92+1 de BCL7A en tres muestras de linfoma
de células B en la base de datos COSMICy una muestra en la base de datos de TCGA-DLBC (Tabla
5). En cuanto a las dos mutaciones en la posicidn ¢.92+2 que si estaban presentes en los datos
originales del estudio de Schmitz et al. (2018), se confirmaron como somaticas en el estudio
original. En conjunto, estos hechos parecen indicar que, a pesar de la falta de informacion de la
linea germinal en la mayoria de los pacientes analizados, es altamente probable que las

mutaciones recién identificadas en BCL7A sean somaticas.

Tabla 5. Mutaciones de BCL7A en la posicidn c92+1 definidas como somaticas en bases de datos

Base de datos Muestra ID Mutacion ID Tipo de muestra
COSMIC GHE1438 COSV55850485 DLBCL
Linfoma de zona
cosmic N10 COSV55850485 .
marginal
COSMIC QC2-40-T2 COSV55846678 DLBCL
TCGA TCGA-FF-8062 - DLBCL

COSMIC (v91) y TCGA-DLBC (N = 22 muestras pareadas tumor/normal)

5.6 LAS MUTACIONES EN BCL7A SE CONCENTRAN EN EL EXON 1 Y PRESENTAN UN
PATRON DE INACTIVACION BIALELICA

Al combinar ambas cohortes externas de pacientes (N=1575 pacientes totales), la inclusién de
las mutaciones identificadas en nuestro andlisis aumentd la frecuencia de mutaciéon de BCL7A
en un 30%, pasando de un 5,1% (80/1575) a un 6,6% (104/1575) de pacientes con mutaciones
en BCL7A. Estos numeros representan Unicamente las mutaciones en secuencias codificantes o
sitios de splicing. Si nos fijamos en la localizacién de las mutaciones con respecto a la secuencia
codificante del gen, la mayoria de las mutaciones de BCL7A se encuentran en el primer exdn o

en el sitio donador de splicing del intrén 1 (Figura 22).
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Figura 22. Grafico de mutaciones en BCL7A en cohortes externas de DLBCL. Se muestran las mutaciones
combinadas de las cohortes de Reddy et al. (2017) y Schmitz et al. (2018). Los circulos delineados en negro
representan las nuevas mutaciones encontradas en nuestro reandlisis. A) Grafico lollipop de mutaciones
en BCL7A a nivel de proteina a lo largo de toda la secuencia de la proteina BCL7A. Cada circulo representa
una muestra mutada. B) Grafico lollipop de mutaciones en BCL7A a nivel de ADN en el exén 1y el primer
sitio de donador de splicing. Los aminodacidos delecionados en la variante mutante A27-BCL7A
(S5_W31del) se muestran delimitados por un cuadro rojo de linea discontinua y representan el dominio

que hemos nombrado como BCL7_Nt.

De entre todas las mutaciones, la mutacién de splicing es un punto caliente mutacional (del
inglés “Hot-spot mutation”) ya que acumula un gran nimero de mutaciones. Ademas, se realizo
un test estadistico para evaluar otros posibles puntos calientes en la secuencia codificante de
BCL7A. Para ello, se utilizdé un modelo estadistico que asume como hipdtesis nula una
probabilidad de mutacién uniforme en todos los aminodcidos del primer exén de BCL7A,
incluyendo el sitio de splicing como si fuese un aminodcido mas. A continuacion, se realizd una
prueba binomial para evaluar si la frecuencia observada de mutaciones en cada aminodcido era
mayor que la esperado bajo la hipdtesis nula. Pues bien, ademas del punto caliente mutacional
ya mencionado en el sitio donador de splicing (p=8,24+102°), se caracterizaron otros dos puntos
calientes, aunque menos significativos, que concentran un alto porcentaje de mutaciones. Se

trata del coddn R11 y del coddn de inicio (ambas posiciones con p=1,20+10") (Figura 23A).

En secciones posteriores mostraremos porqué las mutaciones de splicing son consideradas
como mutaciones inactivadoras o de pérdida de funcién. Por el momento, y para simplificar la
nomenclatura, a partir de ahora nos referiremos conjuntamente a mutaciones en el sitio de
splicing, mutaciones con cambio de marco de lectura, mutaciones de pérdida del coddn de inicio
de la traduccién y mutaciones sin sentido en BCL7A como "mutaciones inactivadoras". De tal
modo, las mutaciones inactivadoras junto con las mutaciones con cambio de sentido en el codén
R11 engloban mas de la mitad (73/135) de todas las mutaciones en BCL7A (Figura 23A). A
continuacidn, al analizar la coocurrencia de mutaciones en BCL7A, se observé que un total de 15
pacientes presentaban mas de una mutacién inactivadora y/o mutacion en R11 (Tabla 6). En
todos estos casos, excepto en dos, estas mutaciones estaban presentes en diferentes alelos
(Figura 23B). En cambio, no se observaron patrones de exclusion alélica con mutaciones con
cambio de sentido distintas a R11 o M22L, aunque son solo dos pacientes presentaban la

mutacion M22L.
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Figura 23. Patron mutacional de BCL7A en cohortes externas de DLBCL e inactivacidn bialélica.

A) Distribucion de mutaciones en el gen BCL7A después de combinar las cohortes de los estudios de Reddy
et al. (2017) y Schmitz et al. (2018). Los tres puntos calientes mutacionales significativos segin nuestro
analisis se muestran en distintas tonalidades de rojo. B) Patréon de inactivacidn bialélica en BCL7A en
muestras de pacientes con DLBCL. Los identificadores de paciente (IDs) de las cohortes de Schmitz y Reddy
se muestran en el eje Y. Para cada paciente, cada uno de los dos alelos se representa como una fila
individual y los diferentes aminoacidos + sitio donador de splicing (spl) se representan en el eje X. Los
asteriscos en el borde derecho indican aquellos pacientes que muestran un patrén de inactivacion
bialélica, donde hay coexistencia de mutaciones inactivadoras y/o mutaciones en R11 (coloreadas en rojo)
en diferentes alelos. El resto de mutaciones con cambio de sentido diferentes a las mutaciones en R11
estan coloreadas en azul.
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Tabla 6. Analisis de inactivacion bialélica en pacientes de DLBCL que tienen mas de una mutacién en BCL7A
Reddy et al (2017), N = 1001

IDs Pacientes Mutaciones en BCL7A éEstan en el mismo alelo?

No (splicing vs otras)

2047 R11S + M22L + splicing
Si (R11Sy M22L)

2166 Codon de inicio + splicing No

2203 Codon de inicio + splicing No

2211 Coddn de inicio + R11G No

2241 R11S + R29C No

No (splicing vs otras)
2475 R11M + D16N + splicing
Si (R11M vy D16N)
2478 R11T + 125fs No
Coddn de inicio + K30R + No (Coddn de inicio vs otras)
2533
splicing Si (splicing y K30R)

2554 Rafs + splicing No

2669 K19X + splicing Si

2707 W31G + splicing Si

2933 K15R + splicing Si

3589 M22L + splicing No

3712 Cododn de inicio + splicing No

3817 W31X + splicing (doble SNV) Si

Cododn de inicio + Cododn de
3835 No
inicio
3856 R29C + splicing Si

Continta en la siguiente pagina
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Schmitz et al (2018), N =574

IDs Pacientes Mutaciones en BCL7A éEstan en el mismo alelo?
DLBCL11675 Codon de inicio + splicing No
DLBCL11589 R11S + S12G (doble SNV) Si

R11G + delecidn del sitio
DLBCL11527 No
donador de splicing

DLBCL10899 K19E + E26D Si
DLBCL10839 RAG + V6L Si
Cododn de inicio + Coddn de No (Ambas mutaciones del codén de inicio)
DLBCL11678
inicio + A8G Si (uno de los codones de inicio y A8G)
DLBCL10965 R11T + A14V Si
DLBCL10464 118V + R20G + K30N Si

Los identificadores IDs de los pacientes son los que se han utilizado en cada uno de los estudios. Los IDs
en color azul corresponden a los 15 pacientes en los que coexisten mas de una mutacién inactivadora y/o
mutacién en R11. Las mutaciones en el coddn de inicio y en R11 marcadas en rojo son aquellas que fueron
rescatadas mediante analisis visual en IGV (Ver tabla 4). “doble SNV”: Los SNVs afectan a nucledtidos

consecutivos. “fs”: frameshift (mutacion con cambio en el marco de lectura).

Por ultimo, se realizd un analisis para poder inferir si las mutaciones en BCL7A han podido
generarse en etapas tempranas o tardias del desarrollo tumoral. Para ello, se analizaron las
frecuencias de los alelos mutantes para BCL7A. Una mayor frecuencia alélica se asocia a la
aparicion de mutaciones en etapas tempranas. De tal forma, se observd que la frecuencia alélica
para los alelos mutantes era 230% en mas de la mitad (43/73) de las mutaciones inactivadoras
o mutaciones en R11, e incluso eran 270% para 3 de las mutaciones de splicing (resultados no
mostrados). Ademds, estos valores se han obtenido sin tener en cuenta la pureza o
heterogeneidad tumoral. En definitiva, el patrén de inactivacion bialélica sumado a la alta
frecuencia mutacional de las mutaciones inactivadoras apoyan la idea de que BCL7A pueda

ejercer un papel supresor tumoral en DLBCL.
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5.7 LA ACCION DE LA ENZIMA AID NO JUSTIFICA LA TOTALIDAD DE MUTACIONES QUE
PRESENTA BCL7A.

Estudios anteriores han mostrado que BCL7A es diana de la enzima deaminasa de citidina
inducida por activacién (AID o Aicda)*® y que las mutaciones en BCL7A presentan la huella
caracteristica de la accién de AID en linfomas derivados del CG'***>*, En las células B normales
del CG, la enzima AID genera una alta tasa de mutaciones en genes de inmunoglobulina a través
del mecanismo de SHM?. Sin embargo, se puede producir SHM de forma aberrante en locus de
genes distintos a los de inmunoglobulinas, generando mutaciones que contribuyen a la
inestabilidad gendmica y linfomagénesis en células B¥™. En este trabajo, hemos aplicado
secuenciacion de nueva generacion (NGS) para analizar mutaciones inducidas por AID en Bcl7a

16 v asi poder evaluar la implicacién directa de

en células B de CG de placas de Peyer de ratén
AID en el patrédn mutacional de Bc/7a. Brevemente, se comparé la frecuencia de mutaciones
transicionales en pares de bases de citosina/guanina (C/G) en células B de CG de ratones
noqueados para la enzima Aicda, y de ratones Ung”/~Msh2™-. Las enzimas UNG y MSH2 se
respaldan mutuamente para reparar las lesiones inducidas por AID'*, pero en ausencia de UNG
y MSH2, las deaminaciones inducidas por la AID no se procesan y dan lugar a transiciones C>T

y G->A, la huella representativa de la accién de AID**"18,

En primer lugar, se utilizé6 ADN gendmico de células B de CG para amplificar una region de 790pb
y el producto de PCR fue analizado por NGS. El posterior analisis de secuenciacién de Bcl7a se
limitd a una region de 312pb que estaba cubierta por mds de 100 lecturas de alta calidad. La
region de 312pb incluye la regién 5'-UTRy el primer exdn de Bcl7a (Figura 24A). Posteriormente,
analizamos la frecuencia de mutaciones transicionales en C/G dentro de las secuencias
WRCY/RGYW, que son los puntos calientes mutacionales mas representativos de la accion de
AID, Estas secuencias se mostraron altamente mutadas en Bc/7a en células B que expresan
AID en comparacién con las células B deficientes para AID (Figura 24B). Por otro lado, la
frecuencia de mutaciones transicionales era mucho mayor en C/G dentro de los dominios

(W)RCY o (R)GYW en comparacidn a la observada en C/G fuera de los dominios mencionados.
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Figura 24. Mutaciones en Bcl7a debido a la accion de AID. A) Representacion gréafica de la regidn
gendmica amplificada mediante PCR y posteriormente secuenciada por NGS. Esta regién abarca la 5'-UTR
y el primer exén de Bcl7a. Se indican las coordenadas gendmicas del amplicén completo (790pb; entre el
cebador directo (Fw) y reverso (Rv)) y de la region analizada después de realizar el filtrado de calidad
(312ph, ver seccidn Materiales y métodos). B) Frecuencia de mutaciones transicionales en los nucleétidos
C/G totales y en C/G dentro de las secuencias reconocidas por AID: WRC(Y)/(R)GYW (W = A/T; R=G/A; Y
= C/T); en células B de CG de las placas de Peyer de ratones Ung”-Msh2”~y Aicda™". Prueba de Fisher de
dos colas; ™", p < 10

Para validar la metodologia empleada y a modo de control, se analizé6 de la frecuencia de
mutaciones transicionales en la region de 312pb en dos motivos diferentes que no son
reconocidos por AID: las secuencias CTCT y GGCG; donde las letras subrayadas denotan las
citosinas susceptibles de sufrir mutaciones transicionales. La diferencia entre ratones

Ung”’"Msh27"y Aicda” no fue significativa para ninguno de los dos motivos analizados (Figura 25

y Tabla 7).

F

% 154 KKK Ung'/'MshZ'/'
~ Aicda™/"
(V]

%) -

c 10 -

©

Q

‘B

cC

e

a 2] N.S N.S

ks

c

0]

3

Q

L 0 A

[T

WRCY RGYW CTCT GGCG

Figura 25. Mutaciones inducidas por AID en secuencias no especificas. Frecuencia de mutaciones
transicionales en nucledtidos C/G en secuencias WRC(Y)/(R)GYW en comparacion con C/G en dos
secuencias no reconocidas por AID (W = A/T; R = G/A; Y = C/T). Prueba de Fisher de dos colas; ***, p <
1074 N.S = No significativo.
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Tabla 7. Célculo de frecuencia de mutaciones transicionales en distintas secuencias

Bases mutadas Bases Frecuencia
(transiciones) no mutadas de mutacion
U"%/KAZShZ A;':ga Ung:j/KlzshZ A;‘;:coia Ung/Msh2 dKO  Aicda KO p-valor
WRCY 36 34 34821 101477 1.03E-03 3.35E-04 3.23E-06
RGYW 46 20 33083 85846 1.39E-03 2.33E-04 2.00E-12
CTCT 13 35 43276 214315 3.00E-04 1.63E-04 0.078
GGCG 3 11 15537 37890 1.93E-04 2.90E-04 0.767

Se muestran los datos calculados de frecuencia transicional en C/G en las secuencias mostradas. Se

muestran los valores individuales para cada uno de los modelos de ratdn. Prueba de Fisher de dos colas.

A continuacion, se evalud la correlacidn entre las mutaciones encontradas en Bc/7a en el modelo
de ratén y las mutaciones identificadas en BCL7A en pacientes con DLBCL. A pesar de que
estamos comparando datos de NGS obtenidos en ratén con mutaciones en muestras humanas,
las secuencias entre el coddn de inicio y el sitio de splicing son idénticas al 98% entre especies.
Los nucledtidos con la frecuencia neta de transicion mds alta en ratones AID* presentan,
generalmente, mutaciones en muestras humanas de DLBCL (Figura 26, panel superior). Sin
embargo, una alta frecuencia de mutaciones transicionales en nuestro modelo de ratén no se
correlacionaba positivamente con una alta prevalencia de mutaciones en BCL7A en muestras
humanas de DLBCL (Figura 26, panel inferior). Ademas, las secuencias del coddn de inicio de la
traduccién o el coddn R11 no coinciden con secuencias de reconocimiento por AID y tienen una
frecuencia de transicion nula en nuestro modelo de ratén. Por otro lado, el motivo RGYW en el
primer sitio de splicing esta altamente mutado en pacientes con DLBCL, pero tiene una
frecuencia de transiciones relativamente baja en nuestro modelo de ratén. En conjunto, estas
observaciones sugieren que la accién de AID no explica completamente el patrén mutacional
encontrado en BCL7A en los tumores primarios de DLBCL. Nuestros datos también apoyan que
las mutaciones en el sitio splicing proporcionan una ventaja de crecimiento en las células
tumorales, ya que estan sobrerrepresentadas en comparaciéon con el amplio espectro de

mutaciones inducidas por AID que se observan en las células CG B no transformadas.

86



5. RESULTADOS

Bcl7a
Chr5:123344457-123344769 (GRCm38/mm10)
. %
o
~—
=
Q
U %* *
[1v]
£ 10-
c
c
©
S
§ *
5 5 4
© X
Q
c
S e
3 *
L 0 ] I Il
1
Cododn Sitio
... Inicio R11 Splicing
@ Chr12:122022092-122022185 (GRCh38/hg38)
'g 30
5 25
E
o 20
()
c 15
ki
g 10 -
a -
OE 5 ;; ! - i ; H 3
- ! ii-s i FI. L ] ..! -= - L 1 .= ’.E¥
0 1 1 pobee B ki ot b
ADN |ATGTCGGGCAGGTCG TTCGAGCCGAGACGAGGAGCLCGGGCCAAAGATGATATCAAGAGGGTCATGGCGGCGATCGAGAAAGTGCGCAAAT ﬁ_ﬂ
Sec AID ------ RGYMW----RGYW--WRCY----=---- PURIRA- - - - - - - == <= =«-cccccecccccicccaacaacacassaasnacasanmans RGYW

Proteina s2 R4 Ve As IE 110 3l s12 EEA14 [EE 016 Bl 118 [XER20 RElIM22 E¥E] A24 [ES £26 (8 V28 REEL <30

Figura 26. Correlacion entre las mutaciones inducidas por AID en nuestros modelos de ratén y
mutaciones en pacientes con DLBCL. Panel superior) Analisis base por base en el amplicén de 312pb
cuyas coordenadas gendmicas aparecen indicadas. El grafico muestra la frecuencia de transicién neta
(TS_freq) de mutaciones en C/G (TS_freq neta = TS_freq Ung/Msh2 dKO - TS_freq Aicda KO). Las
posiciones de nucledtidos que se correlacionan con las mutaciones encontradas en las muestras de DLBCL
se han coloreado en azul y los asteriscos se han colocado en nucleétidos C/G que pertenecen a los motivos
de reconocimiento por AID WRCY/RGYW. En el borde inferior del panel superior se indican las posiciones
relativas a los puntos calientes mutacionales (coddn de inicio, R11 y sitio donador de splicing) en muestras
humanas de DLBCL. Panel inferior) Grafico “lollipop” de mutaciones en BCL7A a nivel de ADN en la regién
que se extiende desde el codén de inicio hasta el primer sitio donador de splicing. Las mutaciones que se
muestran son las encontradas de forma conjunta en las cohortes de Reddy et al. (2017) y Schmitz et al.
(2018). Los circulos azules indican aquellas mutaciones que coinciden con los nucleétidos representados
con picos azules en el panel superior. Se muestran las secuencias de reconocimiento de AID (Sec AID)
WRCY/RGYW, resaltadas en azul, asi como la secuencia de BCL7A a nivel de proteina.

5.8 EL DOMINIO AMINO-TERMINAL DE BCL7A ES CRITICO PARA SU INTERACCION CON EL
COMPLEJO SWI/SNF.

El exdn 1 de BCL7A alberga la mayoria de las mutaciones. Es precisamente el exdén 1 de BCL7A
el que se deleciona casi totalmente debido a las mutaciones de splicing caracterizadas en este

estudio. A esa regién delecionada, la hemos denominado “dominio BCL7_Nt”. Este dominio esta
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conservado evolutivamente y se comparte con los otros dos miembros de la familia de genes
BCL7: BCL7B y BCL7C'¥. Teniendo en cuenta que los tres genes BCL7 son subunidades
excluyentes de los complejos SWI/SNF, el dominio amino-terminal podria tener una funcion
comun en integrar las subunidades BCL7 al complejo SWI/SNF. De tal forma, nosotros
postulamos que las mutaciones de splicing impiden la uniéon de BCL7A al complejo SWI/SNF
mediante la eliminacién del dominio BCL7_Nt. Para evaluar esta hipétesis, se realizaron estudios
de inmunoprecipitacién de BCL7A en células HBL1. Este modelo celular carece de la expresion
de BCL7A (Figura 20) y fue utilizado para expresar de forma exdgena las distintas variantes de
BCL7A. Asi, las células HBL1 fueron transducidas tanto con BCL7A silvestre como con el mutante
A27-BCL7A. A continuacién, se analizé si SMARCA4, la subunidad catalitica del complejo
SWI/SNF, inmunoprecipitaba junto a BCL7A. Se observé que mientras que BCL7A silvestre se

unia a SMARCA4, el mutante A27-BCL7A no lo hacia (Figura 27A).

Posteriormente, con el objetivo de describir mas a fondo la composicion del complejo SWI/SNF
residual y determinar qué subunidades podrian permanecer unidas tanto a BCL7A silvestre
como al mutante A27-BCL7A, llevamos a cabo un analisis de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (LC-MS/MS). Practicamente todas las subunidades del complejo
SWI/SNF se detectaron en los inmunocomplejos que contenian BCL7A silvestre. En cambio,
ninguna de las subunidades del complejo SWI/SNF permanecieron unidas a la forma mutante
A27-BCL7A (Figura 27B). A continuacion, nos preguntamos si la exclusion de BCL7A del complejo
SWI/SNF modificaba las interacciones entre SMARCA4 y las subunidades centrales del complejo
SWI/SNF. Mediante nuevos analisis de inmunoprecipitacion, pudimos comprobar que el estado
mutacional de BCL7A no afectaba a la uniéon de SMARCA4 a las subunidades centrales del
complejo SWI/SNF, ya que estas co-inmunoprecipitaron con SMARCA4 en células que
expresaban tanto BCL7A silvestre como el mutante A27-BCL7A (Figura 27C). En conjunto, estos
resultados muestran que el dominio BCL7_Nt, que se pierde debido a mutaciones en el sitio de
splicing, es necesario para que BCL7A se una al complejo SWI/SNF, pero la ausencia de BCL7A

parece no afectar a la integridad del complejo residual (Figura 27D).

En los analisis mostrados hasta ahora, solamente se han tenido en cuenta las subunidades del
propio complejo SWI/SNF que se unen a las subunidades BCL7A o SMARCA4. En cambio, a partir
de los datos de LC/MS-MS podemos plantearnos la siguiente pregunta: équé otras proteinas han
inmunoprecipitado con las variantes BCL7A salvaje o con el mutante A27-BCL7A? En el apéndice

IV se muestra una tabla de proteinas que han sido detectadas mediante espectrometria de
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Figura 27. La pérdida del dominio BCL7A_Nt impide la unién de BCL7A al complejo SWI/SNF.
A) Inmunoprecipitacion usando un anti-BCL7A a partir de extractos de proteina total de células HBL1

transducidas con BCL7A silvestre o A27-BCL7A (isoformas cortas). La co-inmunoprecipitacién de las
subunidades BCL7A y SMARCA4 se evalué mediante Western blot. El gel mostrado es una imagen
representativa después de realizar el experimento dos veces. B) Analisis por LC/MS-MS de las subunidades
del complejo SWI/SNF. Los inmunocomplejos se purificaron usando un anti-BCL7A en células HBL1
transducidas con BCL7A silvestre o A27-BCL7A (Isoformas cortas). Se realizaron dos réplicas bioldgicas
para cada condicién (IP e IgG) y cada réplica se corrid dos veces. Los valores de “Label-free Quantification”
(LFQ) se representaron después de la normalizacién por Z-Score. Todas las subunidades representadas en
el mapa de calor se caracterizaron como interactores de BCL7A al mostrar los siguientes valores; p<0.05
y log2FC>3. Las subunidades DPF1 y ACTB fueron las dos Unicas subunidades con un log:FC<3 (1.4 y 1.8
respectivamente). C) Los inmunocomplejos analizados en este apartado se purificaron usando un anti-
SMARCAA4 a partir de extractos de proteina total de células HBL1 transducidas con BCL7A silvestre o A27-
BCL7A (Isoformas cortas). Se analizd por Western blot la co-inmunoprepitacion de las subunidades
centrales del complejo SW/SNF, asi como de BCL7A, SMARCA4 y SMARCA2. D) Representacién del
complejo residual BAF. La pérdida del domino BCL7A_Nt, debido a las mutaciones de splicing, implica que
la proteina resultante A27-BCL7A no puede unirse al complejo SWI/SNF. Las subunidades del complejo
BAF se abreviaron de la siguiente forma: Las letras A4/2, B, C1, C2, D y E representan las diferentes
subunidades 'SMARC'; ARID1 = ARID1A/B; DPF = DPF1/2/3; S518 = S518 0 SS18L1.

masas en las diferentes condiciones analizadas. Se han considerado como interactores todas
aquellas proteinas que muestran una proporcion entre la muestra y su control IgG con valores
log2 superiores a 1,5 ya sea en células HBL1 transducidas con la forma salvaje de BCL7A o la
forma mutante A27-BCL7A. De forma similar a las proteinas del complejo SWI/SNF, la mayoria

de las proteinas detectadas pierden la capacidad de unirse a la forma mutante A27-BCL7A en
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comparacién con la forma salvaje de BCL7A. Probablemente, las uniones a esas proteinas no se
producen a partir del propio BCL7A, sino que son proteinas que se unen al resto del complejo
SWI/SNF. En cambio, hay algunas proteinas que parecen unirse de forma similar a las diferentes
variantes de BCL7A (Apéndice IV). En principio podriamos asumir que esas uniones se producen
a través de secuencias de BCL7A distintas al dominio BCL7_Nt. Aun asi, hay que tener cuidado
con estas apreciaciones ya que también podria tratarse de proteinas que se unen de forma
inespecifica al anticuerpo usado para inmunoprecipitar. De hecho, casi con total seguridad, la
proteina PAWR se corresponde a la banda no especifica que aparece en los Western blot
llevados a cabo en este estudio (Figura 20). Esto lo sabemos ya que, hemos llevado a cabo
analisis de inmunoprecipitacion en la linea celular NB4 (resultados no mostrados) y la proteina
PAWR no se detectdé mediante espectrometria de masas siguiendo la misma metodologia que
para la linea celular HBL1. NB4 era la Unica linea celular para la que no se detectaba la banda no

especifica en los Western blots.

Por otro lado, se realizé un analisis mediante la herramienta STRING (https://string-db.org/)

para analizar si las multiples proteinas detectadas mediante LC/MS-MS muestran
enriguecimiento en determinadas vias funcionales. De tal forma, algunos de los componentes
celulares mas representados fueron miembros del complejo remodelador de la cromatina Mi-
2/NuRD o miembros del complejo relacionado con la actina Arp2/3 (Apéndice IV). Todas estas
proteinas apenas se detectaban al inmunoprecipitar el mutante A27-BCL7A. Esto no quiere decir
que su unién dependa del dominio BCL7_Nt, sino que, probablemente, reflejan proteinas que

se asocian al complejo SWI/SNF en el contexto celular analizado.

5.9 LA RESTAURACION DE LA EXPRESION DE BCL7A TIENE UN EFECTO SUPRESOR
TUMORAL

Hasta el momento hemos identificado la alta prevalencia de las mutaciones de splicing de BCL7A
en muestras de DLBCL. Ademads, hemos caracterizado cémo esta mutacidn impide la unién de la
proteina resultante A27-BCL7A al complejo SWI/SNF. Para poder evaluar el efecto de restaurar
la expresion de BCL7A, decidimos usar como modelo aquellas lineas celulares derivadas de
DLBCL que no expresan la proteina BCL7A silvestre, sino que expresan la forma mutante A27-
BCL7A. Teniendo en cuenta que la capacidad de proliferar de manera descontrolada es una de
las caracteristicas que define a las células tumorales, lo primero que quisimos evaluar es el
cambio de proliferacién en nuestros modelos celulares tras restaurar la expresién de BCL7A. Con

este fin, desarrollamos un ensayo de crecimiento celular competitivo en células OCI-LY1, que
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expresan exclusivamente el mutante A27-BCL7A, y células VAL, que co-expresan el mutante

A27-BCL7A y el mutante R11T-BCL7A.
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Figura 28. La restauracion de la expresion de BCL7A induce un fenotipo supresor tumoral in vitro.
A) Analisis de la expresiéon de BCL7A mediante RT-qPCR en las lineas celulares OCI-LY1 y VAL transducidas
con un vector vacio (EV), A27-BCL7A (MUT) o BCL7A silvestre (WT). Se analizaron dos réplicas bioldgicas
de transducciones independientes y cada una por triplicado. La abundancia relativa de los transcritos,
convertida a logaritmo, se calculd utilizando el método de curva estandar y usando la medida de expresidn
de GAPDH para normalizar. La linea roja horizontal representa la media. Se muestran los valores p de
ANOVA. B) Andlisis de BCL7A mediante Western blot utilizando extractos de proteina de las lineas
celulares OCI-LY1 (panel izquierdo) y VAL (panel derecho) transducidas con las construcciones SAR2(LTR)-
IRES-ZsGreenl que expresan las diferentes isoformas de BCL7A silvestre, A27-BCL7A o el vector vacio. El
analisis de a-Tubulina se utilizé como control de carga. C) Ensayo de crecimiento celular competitivo en
las lineas celulares de DLBCL transducidas con (i) vector vacio, (ii) A27-BCL7A o (iii) BCL7A silvestre. Tanto
para la forma silvestre como para el mutante A27-BCL7A se co-expresaron las isoformas corta y larga. Se
muestran los valores p de ANOVA para las comparaciones a tiempo final del experimento. D) Ensayo de
crecimiento celular competitivo en la linea celular OCI-LY1 transducida con (i) vector vacio, (ii) BCL7A WT
isoforma corta, (iii) BCL7A WT isoforma larga (iv) A27-BCL7A isoforma corta, o (v) A27-BCL7A isoforma
larga. C-D) Las células ZsGreenl* se purificaron mediante FACS 5 dias después de la transduccidn y se
cultivaron hasta obtener aproximadamente 5x10° células totales. Posteriormente, las células ZsGreen1*
se mezclaron con células ZsGreenl™ para obtener tres cultivos independientes por condicién con 1x10°
células totales por cultivo y un porcentaje inicial de células ZsGreenl* del 60%. La media del porcentaje
de células ZsGreenl* en cada punto de tiempo se normalizé con respecto a la media del porcentaje de
células ZsGreenl* en el dia 1. Los puntos de partida (dia 1) para el analisis de crecimiento celular
competitivo fueron 8 y 15 dias después de la transduccidon para las lineas celulares OCI-LY1 y VAL
respectivamente.
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Ambas lineas celulares fueron transducidas con diferentes construcciones lentivirales que co-
expresan de forma estable las variantes de BCL7A junto con el fluorocromo ZsGreenl. Con el fin
de validar nuestros modelos, la expresién de las variantes de BCL7A se analiz6 mediante RT-
gPCR y Western blot (Figura 28A-B). La restauracion de la expresidon de BCL7A silvestre dio lugar
a una disminucidn en la proliferacidn en las lineas celulares OCI-LY1 y VAL en comparacién con
las células transducidas tanto con el vector vacio como con el mutante A27-BCL7A (Figura 28C).
Por otro lado, la expresion independiente de las isoformas corta o larga de BCL7A silvestre o
A27-BCL7A también indujeron un fenotipo anti-proliferativo (Figura 28D), de forma equivalente
al inducido por la co-expresion de ambas isoformas (Figura 28C). Cabe destacar que el fenotipo
inducido por la expresién del mutante A27-BCL7A no era significativamente diferente al fenotipo
inducido por el vector vacio (prueba t de Student a tiempo final, p > 0.05). Estos datos sugieren
gue BCL7A desempefiia un papel supresor tumoral en nuestros modelos de DLBCL, fenotipo que

se pierde debido a la mutacién de splicing.

Tras comprobar cémo la restauracién de la expresién de BCL7A disminuye la capacidad tumoral
de la linea celular OCI-LY1 in vitro, decidimos utilizar esta linea celular para realizar un
xenotrasplante en ratones NSG inmunodeficientes. Para ello, se cred una linea celular estable
expresando luciferasa (OCI-LY1/Luc*) mediante transduccidn lentiviral. La luciferasa es capaz de
metabolizar el sustrato luciferina y generar bioluminiscencia. Las células OCI-LY1/Luc+ fueron
transducidas con las distintas variantes de BCL7A o con el vector vacio. Posteriormente, los
ratones se inyectaron intravenosamente con 5x10° células en tres cohortes diferentes de 10
ratones. El crecimiento tumoral se siguid in vivo gracias al sistema empleado. Al inyectar a los
ratones intraperitonealmente con luciferina a distintos tiempos, se pudo monitorizar la
bioluminiscencia, la cual es proporcional al crecimiento de las células tumorales inyectadas.
Como se puede apreciar en la figura 29, el crecimiento tumoral fue significativamente menor
para los ratones inyectados con células OCI-LY1/Luc* que expresaban BCL7A silvestre en
comparacién con los ratones que fueron inyectados con células transducidas tanto con el vector
vacio como con la forma mutante A27-BCL7A. Estos resultados, junto con los datos de los
ensayos de crecimiento celular competitivo in vitro, indican que BCL7A tiene un papel supresor

tumoral en DLBCL, el cual se pierde debido a mutaciones en el sitio donador de splicing.
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Figura 29. Xenotrasplante de la linea celular OCI-LY1 transducida con las variantes de BCL7A en ratones
NSG. Se inyectaron ratones NSG con la linea celular OCI-LY1/Luc" previamente transducida con las
construcciones pLVX-IRES-ZsGreen1 conteniendo (i) vector vacio, (ii) A27-BCL7A o (iii) BCL7A silvestre. Las
células inyectadas a dia 0 (12 dias después de la transduccién) eran sélo células positivas para el reportero
ZsGreen1*. Se utilizaron diez ratones NSG por grupo. Se tomaron imagenes de los ratones a dias 0, 7, 14
y 21 post-inyeccidn usando el sistema de imdgenes IVIS-Spectrum. A) Imagenes en posicidn ventral a dia
21 de los 5 ratones/grupo con la sefial de bioluminiscencia mas alta. B) Sefial de bioluminiscencia,
transformada a logaritmo, en el dia 21 después de inyectar las células (10 ratones/grupo en posicion
ventral). Las comparaciones por pares se realizaron utilizando una prueba de rangos con signo de
Wilcoxon. C) Cuantificacidn de la bioluminiscencia (flujo total en fotones/s) en los distintos grupos ratones
a lo largo del tiempo (10 ratones/grupo en posicidn ventral). Las barras de error representan el rango
intercuartil.

5.10 BCL7A PARTICIPA EN VIAS DE ACTIVACION DE CELULAS B Y EN LA REGULACION DE
GENES IMPLICADOS EN EL CICLO CELULAR

Con el objetivo de indagar en las consecuencias funcionales derivadas de la restauracion de la
expresion de BCL7A, se realizd un andlisis de RNA-Seq para las lineas celulares OCI-LY1 y VAL
usando tres condiciones diferentes: sobreexpresién de BCL7A silvestre, sobreexpresion del
mutante A27-BCL7A y transduccién con el vector vacio. Se obtuvieron dos réplicas bioldgicas

para cada condicion utilizada. El propio andlisis de expresion diferencial sirvié como validacion

93



5. RESULTADOS

del modelo experimental utilizado, al confirmar que BCL7A era el gen mds sobreexpresado al
comparar las condiciones BCL7A silvestre vs. vector vacio (cambio de expresién (FC) de 3,71 para
OCI-LY1 y 1,61 para VAL), asi como en la comparacién de la expresién de A27-BCL7A vs. vector
vacio (FC de 3,76 para OCI-LY1 y 1,70 para VAL). En cambio, los niveles de BCL7A no variaron al
comparar la sobreexpresion de BCL7A silvestre vs A27-BCL7A (FC de 0,99 para OCI-LY1 y 0,95
para VAL) (Ver figura 28A).
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Figura 30. Analisis de expresion diferencial mediante RNA-Seq en las lineas celulares OCI-LY1 y VAL
después de la sobreexpresion de BCL7A silvestre vs. sobreexpresion de A27-BCL7A. A) Volcano plot
destacando los genes expresados diferencialmente en las lineas celulares OCI-LY1 (izquierda) y VAL
(derecha). Se muestran los nombres de los genes pertenecientes al término GO “regulation of B cell
activation” segln nuestro andlisis de enriquecimiento llevado a cabo en Metascape. B) Mapa de calor que
muestra los términos obtenidos al realizar un andlisis de enriquecimiento de términos por ontologia de
genes mediante Metascape. Como input se utilizaron los genes diferencialmente expresados al comparar
la sobreexpresién de BCL7A silvestre vs. sobreexpresion de A27-BCL7A en ambas lineas celulares OCI-LY1
y VAL, separados en funcién de si estaban inducidos (UP) o inhibidos (DOWN).
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Los ensayos de crecimiento celular competitivo mostraron que, al restaurar la expresion de
BCL7A silvestre, la tasa de proliferacidon de las células tumorales disminuia. En cambio, este
fenotipo no se producia al expresar la forma mutante A27-BCL7A. Por tanto, decidimos
comparar los modelos de sobreexpresién de BCL7A silvestre vs. A27-BCL7A e identificamos 320
genes expresados diferencialmente en OCI-LY1 y 978 en VAL (valor p-ajustado (padj) < 0.05)
(Figura 30A). Para determinar si estos genes estan implicados en determinadas vias funcionales,
llevamos a cabo un andlisis de enriquecimiento de términos por ontologia de genes, usando la
opcién de mapa de calor de la herramienta Metascape®®. Para ello, dividimos los genes
diferencialmente expresados en genes que aparecian inducidos (UP) o inhibidos (DOWN) en
ambas lineas celulares. Como podemos ver en la figura 30B, los genes inducidos tras restaurar
la expresidn de BCL7A estdn relacionados con vias de activacidn de células B. Por el contrario,
los genes inhibidos muestran enriquecimiento en vias de sefializacion relacionadas con el ciclo
celular, lo cual es consistente con la disminucién en la proliferacidon observada tras restaurar la

expresion de BCL7A tanto en los modelos in vitro como in vivo utilizados en este estudio.
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Figura 31. Los genes diferencialmente expresados de forma comin en ambos modelos celulares OCI-
LY1 y VAL estan relacionados con vias de activacion de células B. A) Representacion, mediante diagrama
de Venn, del nimero de genes diferencialmente expresados (padj < 0.05) en las lineas celulares OCI-LY1
y VAL al comparar la sobreexpresion de BCL7A silvestre (WT) vs. sobreexpresion del mutante A27-BCL7A
(MUT). 162 genes eran comunes entre ambas lineas celulares. B) Grafica de barras que muestra los
términos enriquecidos por ontologia génica obtenidos a partir de los 162 genes diferencialmente
expresados de forma comun en las lineas OCI-LY1 y VAL al comparar la condicién WT vs MUT. C) Mapas
de calor que muestran los valores de expresidon de 31 genes diferencialmente expresados al comparar WT
vs MUT y que son comunes en los dos modelos celulares OCI-LY1 y VAL. Los 31 genes pertenecen al
término GO “regulation of B cell activation” de acuerdo al analisis de enriquecimiento llevado a cabo en
Metascape. También se muestran los valores de expresidn de los 31 genes en el caso de transducir con el
vector vacio (EV). Los niveles de expresion se han normalizado mediante Z-Score.

Tal y como hemos visto, al comparar los modelos de expresiéon BCL7A silvestre vs. A27-BCL7A en
ambas lineas celulares, existe cierto grado de homologia en cuanto a los genes diferencialmente
expresados. Mas de la mitad de los genes alterados en OCI-LY1, eran comunes en ambas lineas
celulares (Figura 31A). Para determinar si estos genes comunes se agrupan dentro de alguna via
funcional, realizamos un analisis de enriquecimiento de términos por ontologia de genes,

utilizando la opcidén de diagrama de barras de la herramienta Metascape. Las vias funcionales
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mas enriquecidas estaban relacionadas con la biologia de las células B (Figura 31B) e incluyen:
regulacion de la activacion de células B, adhesion inter-leucocitaria, vias de sefalizacion
mediadas por citoquinas y diferenciacidn de linfocitos. Entre las diferentes vias que aparecen en
el analisis, la via "regulacién de la activaciéon de células B" (GO: 00508064) destacaba con la
mayor significancia (p=1,14-10"1) e incluye 31 genes que se expresaban diferencialmente en las

lineas celulares OCI-LY1 y VAL (Figura 31C).
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Figura 32. Expresion diferencial de determinados genes al restaurar la expresion de BCL7A. (A) Analisis
mediante Western blot de p21 en extractos de proteina total de las lineas celulares OCI-LY1 (izquierda) y
VAL (derecha) transducidas con las construcciones SAR2(LTR)-IRES-ZsGreenl expresando las isoformas
corta y larga tanto de BCL7A silvestre como del mutante A27-BCL7A o un vector vacio. La proteina a-
Tubulina se usé como control de carga y la cuantificacion de bandas se llevé a cabo mediante el software
Imagel v1.49c, usando la opcidn “Plot Lanes”. B) Valores de expresidn de los genes CDKN1A (p21), TP63y
TRIB2 en funcidn a nuestros datos de RNA-Seq. Las lecturas de expresion génica obtenidas y normalizadas
mediante el software DESeq2 se transformaron a cuentas por millén (CPMnorm) y se transformaron a
logaritmo en R escribiendo el siguiente cédigo; com (..., log = TRUE, prior.count = 2).
Las lineas rojas horizontales representan la media. Se muestran los valores p de ANOVA.

Entre los diferentes genes que aparecen diferencialmente expresados destaca el gen CDKN1A
(p21), cuya expresion estd regulada durante la diferenciacion de células B. La expresion de p21
permite un estado de proliferacion mas permisivo, necesario para la expansién clonal de células
B en el CG3¥1%1, E| analisis mediante Western blot mostré que la expresién de p21 incrementa al
restaurar la expresién de BCL7A (Figura 32A). Otros genes relacionados con la proliferacién que
se expresaron diferencialmente al restaurar BCL7A fueron TP63 o TRIB2 (Figura 32B). Por un
lado, el gen supresor tumoral TP63, el cual se ha visto que modula la transcripcion de CDKN1A¥2,
se mostré inducido en células que expresan BCL7A silvestre. Por otro lado, encontramos una

inhibicidn en la expresién de TRIB2, que actlia como oncogén en neoplasias hematolégicas®

y
que recientemente se ha caracterizado como un oncogén capaz de promover la tumorogénesis
mediante el bloqueo de la via de sefializacién AP4/CDKN1A®*, En conjunto, nuestros resultados
sugieren que BCL7A regula la expresidon de genes clave para las células B y que pueden estar

vinculados con el fenotipo supresor tumoral que se observa tanto in vitro como in vivo.
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5.11 EL COMPLEJO SWI/SNF ESTA FRECUENTEMENTE MUTADO EN EL SUBTIPO GCB-
DLBCL

A continuacidén, quisimos evaluar si, ademas de BCL7A, otros miembros del complejo SWI/SNF
presentan variaciones génicas en DLBCL. También, se estudid la posible coocurrencia de
mutaciones entre BCL7A y otros genes relevantes en el contexto del DLBCL. Para ello,
reanalizamos las cohortes utilizadas por Reddy et al. (2017)*3¢ y Schmitz et al. (2018)**”. Primero,
nos centramos exclusivamente en el complejo SWI/SNF y consideramos todas las subunidades
descritas para los distintos complejos SWI/SNF en humanos: BAF, PBAF y ncBAF; con un total de
31 subunidades’>!® (Apéndice 1), e incluimos las mutaciones de BCL7A detectadas en nuestro
propio analisis. De esta forma, se definieron un total de 289/1001 (29%) pacientes mutantes
para el complejo SWI/SNF en la cohorte de Reddy et al. y 238/574 (41,5%) en la cohorte de
Schmitz et al. Todos ellos mostraron mutaciones en al menos un gen del complejo SWI/SNF
(Figura 33 y Tabla 8). BCL7A, junto a los genes ARID1A, ARID1B, SMARCA4 y ACTB, fueron los
genes del complejo SWI/SNF mutados con mayor frecuencia en pacientes de DLBCL. De hecho,
estos 5 genes fueron los Unicos que Reddy et al. definieron como mutados en su cohorte.
Posteriormente, se realizd un analisis de coocurrencia de mutaciones entre las distintas
subunidades del propio complejo SWI/SNF. Se encontré que no existia ninguna relacién
significativa de coocurrencia o exclusion mutua de mutaciones entre cualquier par de

subunidades del complejo SWI/SNF (prueba exacta de Fisher, p > 0.05; Figura 33).

Por otro lado, se analizd la distribucion de las mutaciones de los distintos genes del complejo
SWI/SNF entre los distintos subtipos de DLBCL. En primer lugar, las mutaciones en BCL7A
afectaban preferentemente a las muestras de GCB-DLBCL en comparaciéon con ABC-DLBC.
Dependiendo de la cohorte analizada los porcentajes de mutacién de BCL7A fueron de 8,8-13,4%
en pacientes GCB, 3,8-4,4% en pacientes ABC, y 5,3-6,1% en pacientes no clasificados. Aunque
esta tendencia se observd para varios genes SWI/SNF, sélo fue estadisticamente significativa
para BCL7A (Tabla 8). Ahora bien, al considerar el complejo SWI/SNF como un todo vy clasificar
las muestras como mutantes o no mutantes en funcién de si tienen al menos una mutacién en
alguno de los genes del complejo SWI/SNF, observamos que las mutaciones en el complejo
SWI/SNF se producen preferentemente en el subtipo GCB-DLBCL (prueba exacta de Fisher, p <

0.05; para ambas cohortes analizadas; Tabla 8).
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Figura 33. Waterfall plot de mutaciones en el complejo SWI/SNF en cohortes externas de DLBCL. Se
muestran las mutaciones para el complejo SWI/SNF en las cohortes de Reddy et al. (panel superior) y
Schmitz et al. (panel inferior). El eje X representa cada uno de los pacientes que tenia al menos una
mutacién en uno de los genes del complejo SWI/SNF. El nimero total de pacientes mutantes y el tamafio
de la cohorte se muestran debajo del eje X. Si mas de una mutacién coexiste en el mismo gen para un

mismo paciente, la mutacion truncante se priorizd sobre otras mutaciones. Se consideraron como

mutaciones truncantes a mutaciones en el sitio de splicing, mutaciones con cambio de marco de lectura

(frameshift), mutaciones de pérdida del coddn de inicio y mutaciones sin sentido. Missense = mutaciones

con cambio de sentido. IN-FRAME = mutaciones con desplazamiento del marco de lectura. Los graficos de

barras representados a la izquierda muestran la frecuencia de mutacién de cada uno de los genes del
complejo SWI/SNF en las distintas cohortes.
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Tabla 8. Anlisis de enriquecimiento de mutaciones en genes SWI/SNF entre subtipos de DLBCL

Schmitz et al (2018), N =574

# muts, No
# mutaciones # muts, GCB # muts, ABC
Gen clasificado (NC) Fisher p-valor
(N =574) (N = 164) (N =295)
(N =115)

ACTB 48 20 18 10 0.080
ACTL6A 2 1 1 0 1
ARID1A 54 20 22 12 0.225
ARID1B 37 14 18 5 0.384

ARID2 8 1 5 2 0.639
BCL11A 23 7 12 4 1

BCL7A 42 22 13 7 _

BCL7B 2 0 2 0 0.706

BCL7C 2 0 1 1 0.442

BICRA 11 2 5 4 0.395
BICRAL 4 1 2 1 1

BRD7 5 0 4 1 0.411

BRDS9 4 1 3 0 0.817

DPF1 2 1 1 0 1

DPF2 4 1 2 1 1

DPF3 1 0 1 0 1
PBRM1 15 4 5 6 0.173

PHF10 4 1 3 0 0.817

SMARCA2 7 1 3 3 0.354
SMARCA4 16 6 8 2 0.630
SMARCB1 9 2 7 0 0.259
SMARCC1 2 1 1 0 1

SMARCC2 4 1 2 1 1

SMARCD1 2 2 0 0 0.121
SMARCD2 2 0 1 1 0.442
SMARCD3 1 0 0 1 0.200
SMARCE1 2 0 1 1 0.442

5518 4 1 3 0 0.817
5818L1 1 0 0 1 0.200

SWI/SNF Global 238 85 108 45 _

Continua en la siguiente pagina
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Reddy et al (2017), N = 1001

# muts, No
# mutaciones # muts, GCB # muts, ABC
Gen clasificado (NC) Fisher p-valor
(N =1001) (N=331) (N=313)
(N=131)

ACTB 13 8 2 2 0.174
ARID1A 96 33 31 14 0.961
ARID1B 83 32 20 13 0.248

SMARCA4 76 31 18 12 0.184

SWI/SNF Global 289 113 75 40 _

Para cada una de las bases de datos, solamente se muestran los genes del complejo SWI/SNF que tenian
al menos una mutacion. Nota: En el estudio de Reddy et al. solamente 775 pacientes fueron clasificados
por subtipo de linfoma GCB/ABC/NC en base a datos de RNA-Seq. La fila “SWI/SNF Global” indica el
numero de pacientes que presentan mutacion en al menos un gen del complejo SWI/SNF. Para determinar
el enriquecimiento de mutaciones entre subtipos de DLBCL se utilizd una prueba exacta de Fisher. Las
celdas con p-valores significativos (no ajustados) estan resaltadas en verde.

Posteriormente, se realizé un andlisis de enriquecimiento de términos por ontologia de genes
utilizando la herramienta enrichR®, y usando como input los 50 genes mas mutados en la base
de datos de Reddy et al**®. El propio BCL7A pasé a encontrarse en la lista de 50 genes mas
mutados al incluir tanto las mutaciones de splicing como otras mutaciones detectadas en
nuestro estudio. El andlisis a través de enrichR mostré un enriquecimiento significativo en vias
relacionadas con la remodelacién de la cromatina y genes SWI/SNF (Tabla 9). En general,

nuestros resultados apuntan a un papel importante del complejo remodelador de cromatina

SWI/SNF en DLBCL, especialmente en el subtipo GCB-DLBCL.

Hasta ahora, hemos visto como las mutaciones en el gen BCL7A se encuentran
preferencialmente en el subtipo GCB-DLBCL, en concordancia con los andlisis realizados en los
propios estudios originales tanto de Reddy et al. como de Schmitz et al. Ademas, si nos fijamos
con mas detalle en la clasificacidn realizada por Schmitz et al., las mutaciones en BCL7A tienden
a estar presentes, no solo en el subtipo GCB, sino mas concretamente en el subtipo que definen
como “EZB”. Este subtipo se caracteriza por presentar mutaciones en EZH2 y translocaciones en

BCL2.
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Tabla 9. Términos GO enriquecidos al analizar los 50 genes mds mutados en pacientes de DLBCL

Puntuacion

p-valor

Categoria GO Términos GO . . Genes
combinada ajustado
Cellular
‘ nuclear chromatin (GO:0000790) 31.2307779 1.3959E-05 CREBBP;MEF2B;MYC;HIST1H1E;ARID1A;TP53;EZH2;SMARCA4
componen
Cellular
SWI/SNF complex (G0O:0016514) 27.0428651  0.00014583 ARID1A;ARID1B;SMARCA4
component
Cellular
BAF-type complex (GO:0090544) 25.1532139 0.0001589 ARID1A;ARID1B;SMARCA4
component
Biological positive regulation of transcription, DNA- 35.91242 5 E9E-07 CREBBP;MEF2B;TET2;ARID1A;ETS1;ARID1B;MTOR;DCAF6;
process templated (GO:0045893) ' ’ SMARCA4;TBL1XR1;KLHL6;IRF4;MYC;IRF8;EP300;STAT6;TP53
Biological cytokine-mediated signaling pathway =5 EEs R CD70;PIK3CD;SMARCA4;SOCS1;IRF4;MYC;BCL2;PIM1;IRFS;
process (G0O:0019221) ' ’ TNFRSF14;STAT6;B2M;TP53;MYD88;MCL1
Biological chromatin-mediated maintenance of
Lo 30.90866 0.00301 ARID1A;ARID1B
process transcription (GO:0048096)
Molecular activating transcription factor binding
. 25.5298829  0.00045943 CREBBP;MEF2B;MYC;EP300
function (GO:0033613)
Molecul RNA polymerase Il regulatory region
olecular
functi sequence-specific DNA binding 24.5067747 0.00014351 MEF2B;IRF4;MYC;IRF8;ARID5B;STAT6;ETS1;TP53;SMARCA4
unction
(GO:0000977)
Molecular core promoter proximal region sequence-
. . Lo 23.379652 6.5406E-05 CREBBP;MEF2B;IRF4;MYC;IRF8;ETS1;TP53;SMARCA4
function specific DNA binding (GO:0000987)

Para cada una de las categorias de ontologia génica (GO), se muestran los 3 términos con mayor puntuacidn. Para el analisis de enriquecimiento, mediante la herramienta
enrichR, se utilizaron los 50 genes mas mutados en la cohorte de Reddy et al., después de incluir las mutaciones en BCL7A detectadas en nuestro analisis. Los datos de
enriquecimiento estan infravalorados ya que BCL7A no estd anotado en Gene Ontology como miembro del complejo SWI/SNF o como gen relacionado con la remodelacion

de la cromatina.
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EZH2 es la subunidad catalitica del complejo represor Polycomb 2 (PRC2). La relacién entre el
complejo SWI/SNF y los complejos Polycomb tiene una gran importancia, debido a que tienen
funciones opuestas tanto en células normales como en células tumorales!®. Por otro lado, se
sabe que mutaciones concomitantes en SWI/SNF y EZH2 tienen importantes implicaciones
funcionales y terapéuticas'®”!%, Ademas, en el contexto de los linfomas, se ha determinado que
las mutaciones en EZH2 estan implicadas en el desarrollo tumoral y especialmente en el subtipo
GCB-DLBCL!*1° Teniendo esto en cuenta y considerando que nosotros identificamos nuevas
mutaciones de BCL7A, decidimos analizar si las mutaciones en SWI/SNF coocurrian con
mutaciones en los complejos PRC, con especial atencidn en la relacion mutacional entre BCL7A
y EZH2. Nuestro anadlisis mostréd que habia una coocurrencia significativa de mutaciones en
BCL7Ay EZH2 en la cohorte de Schmitz et al. (p = 0.009; prueba exacta de Fisher) y una tendencia
similar en la base de datos de Reddy et al.,, aunque no era significativa (p = 0.09).
Sorprendentemente, las mutaciones en BCL7A solamente coocurrian con mutaciones EZH2 en
la tirosina 641 (EZH2Y%4!) (Tabla 10). Las mutaciones EZH2"%*! son mutaciones de ganancia de
funcidn y se ha descrito que estdn presentes preferencialmente en el subtipo GCB-DLBCL!®. A
excepcion de EZH2, no se encontrd ninguna asociacion de coocurrencia o exclusién entre
mutaciones en BCL7A y mutaciones en cualquier otra subunidad de los complejos PRC1 o PRC2

(resultados no mostrados).

Tabla 10. Coocurrencia de mutaciones de BCL7A y EZH2 en cohortes externas

Estudio de Schmitz et al. Estudio de Reddy et al.
BCL7A BCL7A BCL7A BCL7A
silvestre mutante silvestre mutante
EZH2 silvestre 489 I 33 885 55
EZH2 mutante (No Y641) 10 0 4 0
EZH2Y64 33 9 50 7

Clasificacion de pacientes de DLBCL en funcién a su estado mutacional de los genes BCL7A y EZH2. Los
pacientes con mas de una mutacién en EZH2 se clasificaron como “EZH2 Y641” si una de las mutaciones
afectaba a la posicion Y641.

Posteriormente, se decidié ampliar el estudio a otras subunidades del complejo SWI/SNF, pero
no encontramos ninguna relacion de coocurrencia o exclusion de mutaciones entre las
subunidades del complejo SWI/SNF y cualquiera de las subunidades de los complejos PRC1 o
PRC2. Para cada una de las bases de datos, solo incluimos en el analisis las subunidades que

presentaban mutaciones en al menos 10 pacientes.
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A continuacién, decidimos considerar el complejo SWI/SNF como un todo y clasificar las
muestras como mutantes o silvestres para el complejo SWI/SNF en funcidn de si tienen al menos
una mutacion en alguno de los genes que lo forman. En base a este andlisis, se encontrd una
relacién de coocurrencia significativa entre mutaciones en el complejo SWI/SNF y mutaciones
en EZH2 en la base de datos de Schmitz (p = 9,9E-5) pero no en la base de datos de Reddy et al.
(p =0,24). Es importante tener en cuenta que, debido a motivos de filtrado, el estudio de Reddy
et al. solamente reporté mutaciones en 5 de las 31 subunidades del complejo SWI/SNF (Tabla
8). Por otro lado, a diferencia de lo observado para BCL7A, el complejo SWI/SNF mutante (para
alguna subunidad) no presentd coocurrencia con mutaciones EZH2%*! de forma exclusiva, pero
si que conservd una tendencia significativa (Tabla 11), siendo pocos los casos en los que

coexisten mutaciones en SWI/SNF y mutaciones en EZH2 distintas a EZH2%%%,

Tabla 11. Coocurrencia de mutaciones en el complejo SWI/SNF y en EZH2 en cohortes externas

Estudio de Schmitz et al. Estudio de Reddy et al.
SWI/SNF SWI/SNF SWI/SNF SWI/SNF
silvestre mutante silvestre mutante
EZH2 silvestre 387 I 135 672 268
EZH2 mutante (No Y641) | 6 4 | 2 2

EZH2Y64 | 18 24 | 37 20

Clasificacion de pacientes de DLBCL en funcidn a su estado mutacional en EZH2 y en los genes del complejo
SWI/SNF. Los pacientes con mutaciones en al menos un gen del complejo SWI/SNF fueron considerados
como “SWI/SNF mutante”. Los pacientes con mas de una mutacion en EZH2 se clasificaron como “EZH2
Y641” si una de las mutaciones afectaba a la posicidn Y641.
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A mediados del afio 2013, poco antes de comenzar esta tesis doctoral, BCL7A acababa de ser
caracterizado como una “nueva” subunidad del complejo SWI/SNF en humanos®. Ademas,
mientras que algunos estudios de secuenciacién masiva mostraban que BCL7A estaba mutado
en determinadas neoplasias hematoldgicas, las mutaciones en BCL7A eran practicamente nulas
en otros tipos de tumores® 7>, Es por ello que pusimos en marcha un estudio piloto en busca de
mutaciones o alteraciones en BCL7A en lineas celulares hematoldgicas. Este estudio nos condujo
a profundizar en el DLBCL, siendo este el subtipo tumoral que aglomeraba la mayoria de
variaciones genéticas encontradas. Al extender el estudio a un mayor nimero de muestras de
DLBCL, se detectd una frecuencia mutacional del 17% sobre 41 lineas celulares y del 5.3% en una

cohorte de 38 pacientes de DLBCL.

A diferencia de lo que nosotros observamos en nuestro estudio de secuenciacién, nuevos
trabajos que aplicaban NGS a tumores de DLBCL no definian a BCL7A como un gen
frecuentemente mutado en este tipo de neoplasia®®*’. Ahora bien, estos primeros estudios
sirvieron para poner de manifiesto la alta heterogeneidad del DLBCL tanto a nivel molecular
como a nivel clinico. Esta alta heterogeneidad derivé incluso en discrepancias entre estudios de
secuenciacion a la hora de definir con exactitud qué genes estan frecuentemente mutados en
DLBCL*®. Al mismo tiempo, el bajo nimero de muestras utilizado en estos estudios pioneros
dificultaba la caracterizacién de mutaciones que podrian ser fisiopatolégicamente relevantes,
simplemente por presentar frecuencias mutacionales relativamente bajas®>. La limitacion del
numero de muestras es algo que nosotros mismos hemos experimentado con tan solo 38
pacientes de DLBCL en nuestra cohorte. Aun asi, pudimos caracterizar una frecuencia
mutacional en BCL7A del 5,3% mediante secuenciacién de Sanger. Esta técnica nos permite un
analisis visual directo de las mutaciones sin entrar en consideraciones estadisticas que aplican a

grandes estudios de secuenciacién masiva.

Mas recientemente, a finales del afio 2017 se publicé un trabajo que analizaba un total de 1001
pacientes de DLBCL (Reddy et al.*®). Unos meses mas tarde, se publicd otro estudio
independiente que analizaba 574 pacientes de DLBCL (Schmitz el al.’*?). Ahora si, ambos estudios
mostraban que BCL7A se encuentra frecuentemente mutado en DLBCL. Sin embargo, pudimos
observar que estos estudios habian excluido de sus andlisis las mutaciones de splicing en la
posicion ¢.92+1. Es cierto que nosotros mismos no habiamos detectado la mutacion de splicing
en nuestra cohorte de 38 pacientes de DLBCL, pero si que la habiamos identificado como la
mutacion mas recurrente en el panel de 41 lineas celulares analizado. Ademds, pudimos
detectar la mutacién de splicing en, al menos, 1 de los 15 pacientes de FL analizados en nuestro

estudio. Del mismo modo, un trabajo publicado en el afio 2017, que analizé una cohorte de 105
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pacientes de FL, definié a BCL7A como uno de los genes con mayor frecuencia mutacional y, en
este caso, si que habian tenido en cuenta la mutacién de splicing*3®. De hecho, la mutacién de

splicing representaba el 27,6% (8/29) de todas las mutaciones encontradas en el gen BCL7A.

En los estudios de analisis de secuenciacidon masiva en cohortes numerosas, es necesario aplicar
filtros que simplifiquen la deteccién de mutaciones. De una forma u otra, los criterios de filtrado
aplicados en los trabajos de Reddy et al. o Schmitz et al. han excluido las mutaciones de splicing
de BCL7A, pudiendo infravalorarlas en comparacion a otras mutaciones exdnicas. Si bien las
mutaciones en secuencias codificantes pueden tener un gran impacto sobre la funcién de la
proteina, también hay numerosos casos en los que las mutaciones de splicing tienen un
importante efecto deletéreo en la proteina resultante!’?. Hay distintas secuencias conservadas
que influyen en el proceso de splicing y se localizan en posiciones intrdnicas adyacentes a los
exones o bien cerca de esas regiones’’?. Se ha llegado a estimar que un 10-15% de las
enfermedades genéticas hereditarias estan relacionadas con mutaciones en secuencias
conservadas de splicing'’®. La mayoria de las mutaciones afectan a los nucleétidos invariables
AG o GT en los sitios de splicing 3" y 5’ respectivamente®’®. En el caso de BCL7A, la mutacién en
la guanina de la secuencia donadora del sitio de splicing 5" hace que el espliceosoma reconozca
un sitio de splicing criptico en el propio exdn uno, dando lugar a una delecién de 27 aminoacidos.
La formacion de sitios cripticos de splicing es algo que se ha caracterizado en determinadas
enfermedades hereditarias como son la beta talasemia'’®. En el contexto del cdncer también se
han caracterizado mutaciones particulares que generan un splicing alternativo con diferentes
consecuencias moleculares'’®. Igualmente, se han relacionado con céncer patrones de splicing
alternativo en determinados genes que no dependen de mutaciones puntuales en el propio gen
sino en defectos en los componentes de la maquinaria de splicing*’®. En conclusién, creemos
que todo analisis mutacional debe tener en cuenta tanto mutaciones exdnicas como mutaciones
de splicing, ya que ambos tipos de mutaciones pueden tener importantes implicaciones

funcionales.

Teniendo en cuenta la alta frecuencia de la mutacion de splicing en las lineas celulares de DLBCL
analizadas y en la cohorte de 105 pacientes de FL'%, es dificil asumir que en una cohorte
combinada de 1575 pacientes de DLBCL no se hubiese descrito ninguna mutacidn de splicing en
la posicion ¢.92+1. En el estudio de Schmitz et al. si que detectaron como somiticas las
mutaciones en la posicion de splicing c.92+2 pero, en cambio, no describieron ninguna mutacion
en la posicion c.92+1. Esto se debe a que los autores originales descartaron las mutaciones
presentes en bases de datos de poblacién sana, tales como dbSNP, asi como en colecciones

internas no publicas. Las mutaciones en ¢.92+1 en BCL7A aparecen a frecuencias muy bajas en
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bases de datos de poblacién sana. En dbSNP, mutaciones en c.92+1 de BCL7A aparecen descritas
con una frecuencia nula, lo cual es suficiente para que fuesen filtradas en estudios como el de
Schmitz et al. En gnomAD, la mayor colecciéon de exomas y genomas completos en poblacidn
sana con mas de 100.000 individuos, las mutaciones en posicidn c.92+1 en BCL7A aparecen con
una frecuencia del orden de 107°, y en todos los casos son heterocigotas. Estas observaciones
llevan a concluir que no hay motivos suficientes para excluir las mutaciones de splicing en la
posicién ¢.92+1 en BCL7A como irrelevantes funcionalmente en cancer en base a su frecuencia
en la poblacién sana. Por otro lado, los autores del estudio de Reddy et al. directamente
restringieron el analisis a mutaciones exdnicas, obviando cualquier posicidn de splicing a lo largo

de todo el genoma.

Al analizar nosotros mismos las dos cohortes externas de DLBCL e incluir las posiciones de
splicing en el analisis, se encontré un incremento del 27,4% y del 17% en las mutaciones totales
de BCL7A en los estudios de Reddy et al. y Schmitz et al. respectivamente. Ahora bien, nuestro
analisis tenia una limitacidon para poder determinar el estado somatico de las mutaciones de
splicing caracterizadas ya que no disponiamos de datos de secuenciacidn de linea germinal o
tejido sano adyacente al tumor biopsiado. Aun asi, hemos mostrado evidencia suficiente en
favor de que las mutaciones de splicing no estan presentes en linea germinal. Ademas, hemos
caracterizado cémo las mutaciones de splicing, cuando coocurren con otras mutaciones
inactivadoras en BCL7A, presentan un patrén de inactivacion bialélica. La inactivacion bialélica
es una caracteristica que se encuentra frecuentemente en genes supresores de tumores'’’. Tras
el estudio pionero de Knudson en 19718, la deteccidn de un patrdn de inactivacién bialélica en
determinados genes ha servido como aliciente para iniciar diferentes estudios funcionales que
han demostrado el papel supresor tumoral de los genes inactivados. Ademas de coocurrir en
ambos alelos, muchas de las mutaciones inactivadoras presentaban valores de frecuencia alélica
elevados, lo cual es caracteristico de mutaciones que se generan en etapas tempranas del
desarrollo tumoral. Globalmente, el gen BCL7A muestra patrones mutacionales tipicos de los
genes supresores de tumores en el contexto del DLBCL, donde podria ejercer un rol importante

desde etapas tempranas del desarrollo tumoral.

Otro detalle importante acerca del patrén mutacional de BCL7A es que las mutaciones se
agrupan en el domino amino-terminal, mas concretamente en el exén 1. Es por ello que su
etiologia se ha ligado al mecanismo de SHM®7144_ Anteriores trabajos se basaban en combinar
distintos parametros para estimar grupos de genes que sufren el proceso de SHM. Estos
parametros incluyen la localizacién o tipo de mutacién observada, el nucledtido concreto

afectado o los niveles de expresidn génica'®. Aun asi, estos pardmetros simplemente predicen
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la accion de la enzima AID. En cambio, nosotros hemos aportado evidencia experimental de
como BCL7A sufre mutagénesis dirigida por la accidn de la enzima AID utilizando modelos
murinos disefiados para este fin. De la misma forma, la accién directa de la enzima AID sobre
BCL7A también ha sido demostrada previamente en estudios in vitro'*®. Por otra parte, la
asociacion de las mutaciones de BCL7A con el proceso de SHM no solo se ha descrito en DLBCL
sino también en otros linfomas derivados del CG. Asi, mutaciones en BCL7A tanto en regiones
codificantes como no codificantes son mads frecuentes en el subtipo endémico de linfoma de
Burkitt que en los subtipos esporadico o el asociado a inmunodeficiencia. Es precisamente el
subtipo endémico el que presenta una mayor actividad global de la enzima AID*"®, Por otro lado,
mutaciones derivadas de la accién de AID en BCL7A se han relacionado con la transformacion
de FL a DLBCL'*2. Ademas, la huella de AID podria también explicar las mutaciones de BCL7A en
linfomas derivados de células B post-CG como el mieloma multiple, donde mutaciones en BCL7A

se han identificado en regiones no codificantes cercanas al inicio de la transcripcién®3*,

Diferentes evidencias muestran que BCL7A sufre mutaciones mediante el proceso de SHM. Dado
que los mecanismos de SHM siguen activos en el subtipo GCB, pero no en el subtipo ABC*’, esto
podria explicar el hecho de que las mutaciones de BCL7A aparezcan con mayor frecuencia en el
subtipo GCB en comparacién con el subtipo ABC (Ver articulos originales de Reddy y Schmitz).
También, se podria razonar que las mutaciones en BCL7A son una mera consecuencia del
contexto tumoral en el que nos encontramos. De hecho, siempre hay grandes dudas en la
comunidad cientifica sobre si las mutaciones derivadas de AID son mutaciones pasajeras o
realmente podrian representan mutaciones conductoras con capacidad de promover el
desarrollo tumoral. Para intentar resolver esta dicotomia, lo primero que hay que tener en
cuenta es que muchas de las mutaciones generadas por AID, en genes distintos a los de
inmunoglobulinas, son reparadas cooperativamente por distintos sistemas de reparacion 48179,
Aun asi, algunas mutaciones sin reparar podrian proporcionan una ventaja proliferativa. De esta
forma, en caso de ser seleccionadas positivamente, determinadas mutaciones inducidas por AID
podrian detectarse frecuentemente en determinados linfomas. En células B normales no suelen
detectarse mutaciones originadas por SHM fuera de los locus de genes de inmunoglobulinas,
aunque se han demostrado determinadas excepciones como ocurre con el gen BCL6%8L En
consecuencia, se ha descrito que determinadas mutaciones originadas mediante SHM en BCL6
aparecen Unicamente en pacientes con DLBCL, lo cual sugiere un mecanismo de seleccion
positivo por parte de las células tumorales?®. Ademads de BCL6, otras mutaciones encontradas

frecuentemente en linfomas derivados del CG en genes como PIM1 o GNA13 se han
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caracterizado siguiendo la metodologia empleada en nuestro estudio!*®, lo que sugiere que el

mecanismo de SHM puede ser el origen de ciertas mutaciones con potencial linfomagénico.

En el caso de BCL7A, se desconoce si este gen presenta mutaciones originadas por SHM en
células B normales. Ahora bien, hemos podido determinar que algunas de las mutaciones de
BCL7A en la regidon amino-terminal pueden originarse mediante la accion de AID. Aun asi, en
base a nuestros resultados, podemos concluir que no hay una relacién directa que implique que
una mutacion originada por AID tenga una mayor prevalencia en DLBCL. Algunas de las citosinas
0 guaninas dentro de secuencias de reconocimiento de AID (RGYW/WRCY), que aparecen
mutadas en nuestros modelos murinos, ni siquiera aparecen mutadas en los 1575 pacientes de
DLBCL analizados (Figura 26). En cuanto a la mutacién de splicing, aunque no presenta una
frecuencia de transicion alta en los modelos murinos, se encuentra dentro de un motivo RGYW
y resulta ser la mutacién mds frecuente de BCL7A en pacientes de DLBCL. En cuanto a otras
posiciones del gen BCL7A que representan puntos calientes mutacionales en pacientes de
DLBCL, como el codén de inicio o el codén R11, no se encuentran bajo secuencias de
reconocimiento por AID y no son susceptibles de mutar mediante SHM. En conclusion, el
proceso de SHM podria originar las mutaciones inactivadoras mas prevalentes en pacientes de
DLBCL, las mutaciones de splicing, pero la accién de la enzima AID no es el Unico mecanismo por
el cual se originan mutaciones inactivadoras en BCL7A. En conjunto a la accién de la enzima AID,
la alta prevalencia de la mutacién de splicing sugiere un mecanismo adicional de seleccién por

parte de las células tumorales para adquirir una ventaja proliferativa.

6.1 LAS MUTACIONES DE SPLICING DE BCL7A IMPIDEN SU UNION AL COMPLEJO SWI/SNF

Nuestro estudio ha puesto de manifiesto que la mutacién de splicing es la mas frecuente de las
mutaciones detectadas en BCL7A en pacientes de DLBCL. Mas alla de su alta prevalencia, hemos
demostrado que las mutaciones de splicing dan lugar a una proteina BCL7A truncada (A27-
BCL7A), que pierde 27 aminoacidos de su region amino-terminal. La regién perdida forma parte
de los 51 aminoacidos que componen el dominio BCL_N (Anotado en la base de datos Pfam:
“PF04714- BCL, N-terminal conserver region”), el cual se comparte entre los genes paralogos
BCL7A, BCL7B y BCL7C'. Nosotros hemos nombrado “dominio BCL7_Nt” al fragmento de 27
aminodcidos que se pierde debido a las mutaciones de splicing. Los genes pardlogos BCL7A,
BCL7By BCL7C, de ahora en adelante nombrados de forma conjunta como genes o subunidades
BCL7, son subunidades excluyentes a la hora de formar los complejos SWI/SNF. El hecho de que
compartan el dominio BCL_N sugiere una funcién comun para dicho dominio en relacién a la

union de las diferentes subunidades BCL7 al complejo SWI/SNF. Es por ello que decidimos
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realizar experimentos de inmunoprecipitacién para evaluar las consecuencias de las mutaciones
de splicing sobre la unién de BCL7A con el complejo SWI/SNF. De tal forma, nuestros analisis
revelaron que la pérdida del dominio BCL7_Nt hace que la proteina resultante A27-BCL7A no
sea capaz de unirse al resto del complejo SWI/SNF. Absolutamente todas las subunidades del
complejo SWI/SNF que inmunoprecipitan con la forma silvestre de BCL7A dejan de hacerlo con
el mutante A27-BCL7A. Por lo tanto, podemos concluir que el dominio BCL7_Nt es totalmente
necesario para que BCL7A pueda unirse a cualquier subunidad del complejo SWI/SNF, mientras
gue el resto de la secuencia peptidica de BCL7A no realizaria ninguna funcién en este aspecto

en base a nuestros resultados.

Recientemente, se ha descrito que la subunidad BCL7A y sus homélogos BCL7B y BCL7C forman
parte del denominado médulo ATPasa dentro del complejo SWI/SNF’’. Este mddulo estd
formado por la subunidad catalitica excluyente SMARCA4 o SMARCA2 junto a las subunidades
excluyentes ACTL6A o ACTL6B y la subunidad ACTB. El complejo ATPasa también lo forma la
subunidad SS18, la cual no esta presente en los complejos PBAF. En cambio, las subunidades
BCL7 si que se ha descrito que estan presentes en el mddulo ATPasa de forma ubicua en los
diferentes complejos cBAF, PBAF o ncBAF””. A la hora de ensamblarse el complejo SWI/SNF, el
moédulo ATPasa parece ser el ultimo en unirse en bloque al resto del complejo, que ya esta
ensamblado previamente (Ver figura 4). Esto concuerda con lo que hemos observado nosotros
mismos en cuanto a que el estado de BCL7A, silvestre o mutante, no afecta a la integridad de
parte del complejo residual ya que la subunidad SMARCA4 mantiene sus uniones con las otras
subunidades que forman el nucleo principal de los complejos BAF. Ahora bien, en futuros
estudios y dado que BCL7A pertenece al mddulo ATPasa, seria interesante comprobar si la
pérdida del domino BCL7_Nt podria afectar también a la unidn de los otros componentes dentro
del propio mdédulo ATPasa, asi como determinar cudl podria ser la funcion de BCL7A dentro del
maodulo ATPasa. En el caso de las subunidades ACTL6 o ACTB (B-actina) si que se ha determinado
que son necesarias para potenciar la actividad ATPasa de SMARCA42, También seria
interesante comprobar si al perder BCL7A su asociacion con el complejo SWI/SNF, cabria la
posibilidad de que su lugar fuese ocupado por las subunidades homodlogas BCL7B o BCL7C. Por
el momento, debido a la ausencia de anticuerpos comerciales que den buenos resultados para

revelar estas proteinas mediante Western blot, no pudimos responder a esta cuestion.

Hace apenas unos meses, se ha publicado un estudio que puede ser de gran importancia para
descifrar la funcidn que podria tener BCL7A dentro del complejo SWI/SNF y més concretamente
dentro del mddulo ATPasa. Mediante la combinacion de técnicas innovadoras como cryo-EM y

CX-MS (del inglés “cryoelectron microscopy” y “cross-linking mass spectrometry”), se han
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estudiado los complejos BAF a nivel estructural, incluso en su conformaciéon de unién a
nucleosomas!®8,  Gracias a estos estudios, se ha conseguido por primera vez mapear la
posicion relativa de las proteinas BCL7 dentro del complejo. Ademas, se han caracterizado
interacciones especificas de BCL7A con otras subunidades del complejo. En este sentido, se ha
visto que el domino amino-terminal de BCL7A (BCL_N) se une al domino HSA de SMARCA4/2. El
dominio HSA es capaz de unir actina o bien proteinas ARP relacionadas con actina (ARP; Actin-
related proteins) como son ACTB o ACTL6. Precisamente, son las proteinas ARP las que forman
parte del médulo ATPasa junto a BCL7A. Ademds, BCL7A también se une a determinados
residuos de la proteina SMARCB1 y de las histonas nucleosomales H2A y H2B3, Por tanto,
debido a su localizacién dentro del médulo ATPasa y el lugar que ocupa dentro del complejo,
BCL7A podria tener una implicacién dentro de la actividad remodeladora de la cromatina del
complejo SWI/SNF en conjunto a otras proteinas relacionadas con la actina. Por dltimo, mientras
qgue el dominio BCL7_Nt es critico para unirse al complejo SWI/SNF, la funcion del resto de la
secuencia peptidica de BCL7A se desconoce. Futuros estudios podran determinar si BCL7A

puede aportar al complejo SWI/SNF funciones concretas aln por dilucidar.

6.2 LA RESTAURACION DE LA EXPRESION DE BCL7A EJERCE UN PAPEL SUPRESOR
TUMORAL EN MODELOS CELULARES DE DLBCL

Uno de los objetivos de este estudio era definir lineas celulares que pudiesen ser usadas como
modelo para estudiar la actividad de BCL7A. En un principio, se penso que los modelos celulares
Optimos serian aquellos en los que se hubiese perdido la expresion de BCL7A.
Consecuentemente, las lineas celulares deficientes en BCL7A podrian ser usadas para restaurar
la expresién de este gen y evaluar las implicaciones funcionales de BCL7A sobre el fenotipo
tumoral. Ahora bien, nuestro estudio nos ha dirigido hacia un contexto diferente donde no
existe una pérdida de expresion de BCL7A como tal. Después de un exhaustivo andlisis en 41
lineas celulares de DLBCL, nos encontramos con modelos celulares que no expresaban una

forma salvaje de BCL7A, pero si que expresaban distintas formas mutantes.

Los estudios funcionales realizados en este trabajo se han llevado a cabo en lineas celulares
donde ambos alelos de BCL7A presentaban diferentes eventos genéticos, que incluyen
mutaciones y duplicaciones. En cuanto a las mutaciones encontradas, se han definido
mutaciones puntuales en el coddn de inicio de la traduccidén, mutaciones con cambio de sentido
y mutaciones de splicing. Estas Ultimas, detectadas en las lineas celulares Karpas-1106, OCI-LY1
y VAL, dan lugar a una delecion del dominio BCL7_Nt. Por otro lado, en la linea celular Karpas-

1106 se caracterizd una duplicacién en tandem de los exones 2 y 3. Mediante analisis in silico,
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se comprobd que la duplicacidn generaba un coddn de terminacién prematuro y se descarta que
pueda generarse una proteina BCL7A aberrante a partir de ese alelo. Mutaciones con cambio de
sentido se detectaron en las lineas celulares DB, OCI-LY7, ROS-50 o VAL (Apéndice Il). En el caso
de DB y OCI-LY7, estas lineas celulares siguen expresando un alelo salvaje de BCL7A por lo que
fueron descartadas para usarse como modelos. La linea celular ROS-50 presentaba mutaciones
heterocigotas con cambio de sentido en ambos alelos. Dada la baja frecuencia de estas
mutaciones en la cohorte de DLBCL analizada, se descartd el uso de ROS-50 en los estudios

funcionales, ya que no hay evidencia de que esas mutaciones afecten a la funcién de BCL7A.

Por tanto, las lineas celulares candidatas a usarse en los estudios funcionales fueron Karpas-
1106, OCI-LY1 y VAL. Por un lado, tenemos las lineas celulares Karpas-1106 y OCI-LY1 que
expresan el mutante A27-BCL7A. Por otro lado, tenemos la linea celular VAL que expresa tanto
el mutante A27-BCL7A como un BCL7A con mutacién en el codén 11 (R11T-BCL7A). La posicion
del coddén R11, a diferencia de otras mutaciones con cambio de sentido, si que representa un
punto caliente mutacional y podria ser de gran valor estudiar un fondo genético donde
coocurren la mutacidon en R11 y la mutacién de splicing. Una vez caracterizado el estatus de
BCL7A en estos tres modelos celulares mencionados, se procedid a restaurar la expresion de la
forma salvaje de BCL7A mediante el uso de sistemas de transduccidn lentiviral. Ademads, también
usamos como control las transducciones de la forma mutante A27-BCL7A y de un vector vacio.
La linea celular Karpas-1106 resulté ser un modelo celular muy complicado con el que trabajar
ya que las eficiencias de transduccidn eran tan bajas que no pudimos aislar por FACS poblaciones
celulares viables que expresasen nuestras construcciones. Es por ello que los estudios

funcionales se limitaron a los modelos celulares de OCI-LY1 y VAL.

La restauracion de la expresion de BCL7A en las lineas celulares OCI-LY1 y VAL dio lugar a una
disminucién de la proliferacién. Estos cambios fenotipicos fueron determinados gracias al
desarrollo de ensayos de crecimiento celular competitivo. Este tipo de ensayos se adaptan bien
al uso de lineas celulares hematoldgicas'?'22, Al mismo tiempo, estos ensayos también encajan
con la metodologia que hemos usado, a través de la cual conseguimos la expresidn estable del
transgén a lo largo del tiempo mediante transduccidn lentiviral. Por tanto, los ensayos de
crecimiento celular competitivo permiten la deteccién de cambios sutiles en la proliferacion
celular, pero prolongados en el tiempo®!. De tal forma, pudimos identificar una disminucién en
la proliferacidn en las células que expresan BCL7A, mientras que este fenotipo no se observa al
expresar la forma mutante A27-BCL7A o el vector vacio. Posteriormente, usamos la linea celular
OCI-LY1 para llevar a cabo xenotrasplantes en ratones NSG y analizar in vivo el crecimiento de la

linea tumoral trasplantada. De esta forma, pudimos corroborar el fenotipo previamente
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observado en cultivos celulares. Por tanto, podemos concluir que restaurar la expresion de
BCL7A ejerce un efecto supresor tumoral en modelos celulares de DLBCL que expresan la forma

mutante A27-BCL7A.

Aunque en este trabajo nos hemos centrado en caracterizar las consecuencias moleculares y
funcionales de las mutaciones de splicing en BCL7A, es probable que las mutaciones en R11
puedan tener también un impacto importante en la funcién de BCL7A. Estas mutaciones a
menudo coexisten con mutaciones inactivadoras y, cuando esto ocurre, tienden a estar
presenten es diferentes alelos. Ademas de presentar un patrén de “inactivacién” bialélica, la
mutacién en R11 es la Unica mutacién con cambio de sentido que ha sido caracterizada como
punto caliente mutacional. En conjunto, estas apreciaciones ponen de manifiesto la importancia
de evaluar si las mutaciones en R11 afectan y cémo a la funcidon de BCL7A. Por el momento, en
funcién a los ensayos realizados en la linea celular VAL, no podemos concluir si el efecto anti-
proliferativo se debe a rescatar la funcidn del alelo mutante A27-BCL7A o también se restaura

la funcién “perdida” por la mutacién en la posicion R11.

Una vez caracterizado el fenotipo supresor tumoral que ejerce el rescatar la expresién de BCL7A,
pasamos a estudiar posibles cambios en los perfiles de expresidon génica. Los andlisis de
expresion diferencial mediante RNA-Seq revelaron algunos genes que pueden estar detrds de
esa disminucién proliferativa como pueden ser TP63, TRIB2, o CDKN1A (p21). Por un lado, el gen
supresor tumoral TP63, el cual se ha visto que modula la transcripcién de CDKN1A?, se mostré
inducido en células que expresan BCL7A silvestre. Por otro lado, encontramos una inhibicién en

la expresion de TRIB2, que actla como oncogén en neoplasias hematoldgicas'®

y que
recientemente se ha caracterizado que es capaz de promover la tumorogénesis mediante el
bloqueo de la via de sefializacion AP4/CDKN1A¥*, Desconocemos si puede haber una relacién
directa entre TP63 y TRIB2 con la transcripciéon del gen CDKN1A, pero este ultimo mostrd
mayores de niveles expresion, incluso a nivel de proteina, en células que expresan BCL7A

silvestre.

Por otro lado, los estudios de expresidn diferencial han mostrado un claro enriquecimiento en
vias de activacion de células B, lo cual puede tener gran relevancia en el contexto del DLBCL.
Mientras que hay estudios que demuestran la importancia de un gen como SMARCA4 en

185 a dia de hoy se desconoce en gran

establecer el linaje de una célula B en estadios tempranos
parte las funciones que puede ejercer el complejo SWI/SNF durante la reaccidn de CG. Futuros
estudios permitirdn comprender las implicaciones de BCL7A y del complejo SWI/SNF en el

contexto del CG. El abordaje éptimo de estos estudios deberia realizarse en modelos in vivo,
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donde las células B, dentro de su nicho bioldgico, puedan interactuar con otros tipos celulares
como linfocitos T o células foliculares dendriticas a lo largo del proceso de maduracién por

afinidad.

6.3 EL COMPLEJO SWI/SNF EN EL CONTEXTO FISIOPATOLOGICO DEL CENTRO GERMINAL

El DLBCL es una expansion maligna de clones de células B que han quedado atrapados en alguna
de las diferentes etapas de diferenciacidn de una célula B a lo largo de la reaccion de CG. Los
diferentes pasos que va dando una célula B durante el proceso de maduracidn por afinidad estan
controlados a través de una regulacién transcripcional muy precisa. Es por ello que diferentes
lesiones génicas que dafian gran variedad de genes involucrados en la regulacién transcripcional
estdn relacionadas con la linfomagénesis!’. Al mismo tiempo, la regulacién transcripcional
depende en gran medida de la estructura de la cromatina y de los diferentes mecanismos
epigenéticos que la regulan®®®. De forma conjunta, son muchos los genes que contribuyen a
modificar covalentemente el ADN o las histonas para regular el estado conformacional de la
cromatina entre una forma activa o represiva®®’. En este sentido, los estudios de secuenciacién
masiva en DLBCL han mostrado que hay una gran cantidad de genes relacionados con la
modificacion de la cromatina que estdn mutados en DLBCL y otros linfomas derivados del CG.
Estos genes incluyen metiltransferasas como KMT2D (MLL2) o acetiltransferasas como CREBBP
0 EP300'%. Todo ello apunta a un papel muy relevante de la regulacién epigenética tanto en la

fisiologia como en la fisiopatologia de los linfomas derivados del CG.

A dia de hoy, se conoce muy poco acerca de la funcidn que ejerce el complejo SWI/SNF en el
contexto del CG. Algun estudio ha mostrado que SMARCA4 se requiere para regular la expresion

189 pero no hay indicios

de algunos genes relacionados con la proliferacién de células B activadas
de que el complejo SWI/SNF esté relacionado con el proceso de linfomagénesis. Ahora bien, el
complejo SWI/SNF podria tener una implicacién muy importante en prevenir la linfomagénesis
debido al rol que ejerce en antagonizar la funcién de los complejos represores Polycomb
(PRC)®. Investigaciones recientes en tumores sélidos han demostrado que la pérdida de la
integridad del complejo SWI/SNF afecta a sus capacidades para desplazar a los complejos PRC
de la cromatina'®, actividad para la cual es imprescindible la funcién ATPasa del complejo
SWI/SNF1, En este sentido, se sabe que las células B, para entrar transitoriamente en el proceso
de maduracién, necesitan inhibir genes como PRDM1 o IRF4 para bloquear su diferenciacién a
células plasmaticas. Esta funcién es llevada a cabo de forma cooperativa por genes como BCL6

0 EZH2'*?, que es la subunidad catalitica del complejo PRC2. Ademds, también se inhiben genes

como CDKN1A o CDKN1B con el objetivo de permitir un estado proliferativo més permisivo®®,
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Todos estos genes, que se reprimen de forma transitoria, tienen en comun que estan bajo el
control de promotores bivalentes!®2. Es precisamente en promotores bivalentes donde se ha
visto que el complejo SWI/SNF es importante para contrarrestar la represiéon que ejercen los
complejos PRC*. En resumen, en el contexto de la linfomagénesis derivada del CG, un complejo
SWI/SNF aberrante podria no ser capaz de desplazar los complejos PRC. Esta situacion podria
inducir un estado represivo exacerbado a nivel transcripcional dictado por los complejos PRC,

guedando las células B bloqueadas en su diferenciacién hacia células plasmaticas.

En los modelos celulares utilizados en nuestro estudio, pudimos observar que la expresion del
gen CDKN1A (p21) fue inducida al restaurar la expresién de BCL7A. Este efecto se pudo ver mejor
en la linea celular OCI-LY1, donde observamos un aumento de los niveles de p21 incluso a nivel
de proteina. Esto podria estar relacionado con que, debido a la restauracién de BCL7A, el
complejo SWI/SNF recupera en parte su capacidad de antagonizar la represion de los complejos
PRC sobre la transcripcion del gen CDKNI1A. De todas formas, estas observaciones no son
suficientes para afirmar que el complejo SWI/SNF antagoniza a los complejos PRC en células B.
Por el contrario, hay un estudio que afirma mas bien lo contrario. Aunque no relacionaron el
complejo SWI/SNF directamente con los complejos PRC, Choi, J. et al. definieron que el complejo
SWI/SNF regula la formacion del CG mediante la inhibicidn, dependiente de BCL6, de la
expresién de PRDM1%%*, Segun este estudio, el complejo SWI/SNF seria necesario para ayudar
en la represion transcripcional producida durante el proceso de maduracion por afinidad de una
célula B, lo cual podria ser incompatible con la funcién del complejo SWI/SNF en antagonizar a
los complejos represores PRC. Aun asi, ambos escenarios opuestos serian compatibles en base
a nuevos estudios que indican que el complejo SWI/SNF es capaz tanto de promover la
activaciéon como la represidon génica redistribuyendo la cantidad/dosis de los complejos
represivos PRC de forma dindmica®®. Por otro lado, también se ha visto que otros complejos
remodeladores de la cromatina como son los complejos Mi-2/NuRD son capaces de
interaccionar y cooperar con represores transcripcionales como BCL6 o EZH2%1%7
Curiosamente, nosotros también hemos observado en nuestros analisis de inmunoprecipitacion
como el complejo SWI/SNF interacciona con miembros de los complejos Mi-2/NuRD (Apéndice
IV). En conclusion, diferentes complejos represores y activadores parecen interactuar para
dirigir una compleja regulacién transcripcional y futuros estudios podran definir las aportaciones

individuales de cada uno de los participantes.

Tal y como hemos descrito previamente, hay multitud de genes implicados en la biologia del CG
que se encuentran mutados en linfomas. Asi, se conoce que mutaciones de ganancia de funcidn

en EZH2, o bien una expresion constitutiva de BCL6, dan lugar a una hiperplasia del CG'7%1%, De
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hecho, las mutaciones de ganancia de funcién de EZH2 (EZH2Y%4!) son un sello distintivo de los
linfomas derivados del CG como el FL o el subtipo GCB-DLBCL®. Aun asi, un EZH2 mutante no
parece ser suficiente para la transformacién de células B en células tumorales. En cambio,
mutaciones EZH2"%*! en combinacién con la sobreexpresién de oncogenes como Bcl2 o Myc
aceleran la aparicion de linfomas en modelos murinos!’%'°, Del mismo modo, la inactivacién del
complejo SWI/SNF y las mutaciones de ganancia de funcién de EZH2%*! podrian cooperar para
limitar la diferenciacion de las células B a células plasmaticas y, por tanto, inducir la
linfomagénesis. De hecho, las mutaciones en BCL7A y EZH2 tienden a coexistir en GCB-DLBCL, y
m4ds precisamente en el subtipo "EZB" descrito por Schmitz et al.’®’, caracterizado por presentar
mutaciones en EZH2 y translocaciones en BCL2. Curiosamente, hemos visto que las mutaciones
en BCL7A coocurren con mutaciones EZH2"%*! en las cohortes analizadas (Tabla 10). Estas
observaciones podrian ser de gran importancia a la hora de la estratificar pacientes de DLBCL

gue puedan beneficiarse de determinadas terapias epigenéticas dirigidas.

Recientemente, diferentes estudios han mostrado que los tumores mutantes para el complejo
SWI/SNF dependen de la actividad de EZH22%, Ademds, la inhibicidn de EZH2 ha mostrado que
puede ser una herramienta terapéutica prometedora contra los tumores mutantes en
SWI/SNF®’. A principios del afio 2020, el inhibidor de EZH2 Tazemetostat fue aprobado por la
FDA (Food and Drug Administration) para tratar sarcomas epitelioides carentes de la expresion
de SMARCBI1. En el contexto de pacientes con linfoma, hay evidencias preclinicas en las que
inhibidores de EZH2 junto a glucocorticoides han mostrado un efecto antitumoral en modelos
de linfomas derivados del CG*!. Ademads, hay ensayos clinicos en curso para tratar con
Tazemetostat a pacientes con linfoma no Hodgkin recidivante que tienen mutaciones de
ganancia de funcién en EZH2 y/o mutaciones de pérdida de funcién en SMARCA4 o SMARCB1%%2,
Dada la alta frecuencia mutacional de otras subunidades del complejo SWI/SNF como BCL7A en
linfomas derivados del CG, seria interesante incluir a pacientes mutantes para BCL7A vy otras
subunidades del complejo SWI/SNF en futuros ensayos clinicos que prueben inhibidores de EZH2

en pacientes con linfomas.
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El gen BCL7A esta mutado frecuentemente en muestras de linfoma difuso de células B
grandes (DLBCL), mostrando una frecuencia mutacional del 17% en lineas celulares (7/41) y

del 5,3% en una cohorte de pacientes (2/38).

Las mutaciones de BCL7A en DLBCL se concentran en torno al exon 1. Ademas, BCL7A
presenta tres puntos calientes mutacionales situados en el primer coddén de la traduccién,
en el codén 11y en la secuencia donadora de splicing del intrén 1, siendo este Gltimo el mas

frecuente.

El reandlisis mutacional de una cohorte externa de 1575 pacientes de DLBCL desvelé que se
habian excluido, al menos parcialmente, las mutaciones del sitio donador de splicing del
intrén 1. Suinclusién dio lugar a un incremento del 30% en la frecuencia mutacional. Asi, la

prevalencia mutacional de BCL7A en un total de 1575 pacientes de DLBCL fue del 6,6%.

Mutaciones inactivadoras en BCL7A, junto a mutaciones en el codén 11, presenta un patrén
de inactivacidn bialélica en muestras de DLBCL, una caracteristica tipica de genes supresores
de tumores. En un 87% de los pacientes que mostraron mds de una mutacién inactivadora

o mutacién en el coddn 11, estas mutaciones se encontraron en diferentes alelos.

La mutacién en el sitio donador de splicing genera un transcrito aberrante en el que, debido
a un splicing criptico, se produce la pérdida de 81 nucledtidos del exén 1. Esto da lugar a la
expresion de una proteina mutante que pierde 27 aminoacidos de su dominio amino-

terminal (A27-BCL7A).

La pérdida de los 27 aminodcidos del dominio amino-terminal (BCL7_Nt) impide la unién de
BCL7A con el resto de subunidades que forman el complejo SWI/SNF. En cambio, la pérdida
del dominio BCL7_Nt no afecta a la unién del resto de subunidades centrales del complejo

SWI/SNF.
La restauracion de la expresion de BCL7A en lineas celulares que expresan la forma mutante

A27-BCL7A da lugar a una disminucion de la proliferacién, lo cual es indicativo de su funcién

supresora tumoral en este contexto tanto en cultivo celular como in vivo.
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- Larestauracién de la expresion de BCL7A estd relacionada con la regulacién transcripcional
de genes implicados en la activacién de células B, asi como otros genes relacionados con la

proliferacién y el ciclo celular.

- Tanto BCL7A como el complejo SWI/SNF estdn mutados con mayor frecuencia en el subtipo
GCB-DLBCL en comparacién con el subtipo ABC-DLBCL, lo cual puede tener implicaciones
importantes en la estratificacién de pacientes para la aplicacién de determinadas terapias

dirigidas.
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APENDICE |

La tabla que se muestra en el apéndice | busca servir de referencia para reconocer cada una de
las subunidades de los complejo SWI/SNF en humanos a través de las diferentes nomenclaturas
gue tienen. Primero, se introdujo la nomenclatura con el acrénimo BAF (BRG1/BRM-associated
factor) seguido de un niumero que indica el tamario de las proteinas (en KDa) codificadas por los
distintos genes. Posteriormente, la nomenclatura oficial HUGO (Human Genome Organization)
se realizé a partir del acrénico SMARC (SWI/SNF-related, Matrix-associated, Actin-dependent
Regulator of Chromatin). Aun asi, las evidencias detras de la relacién del complejo SWI/SNF con
la matriz extracelular tenian ciertas limitaciones y muchas de las subunidades descritas mas

recientemente han adoptado nombres propios.

En el Apéndice | se muestran también los distintos complejos BAF que forman cada una de las
subunidades: canonical BAF (cBAF), polybromo-associated BAF (PFAF) o non-canonical BAF
(ncBAF). Por ultimo, en la dltima columna se muestra el médulo estructural en el que se ha
caracterizado a cada una de las subunidades segun el estudio llevado a cabo por Mashtalir, N.

et al. (2018)”’.

La tabla se ha adaptado de una de las Ultimas revisiones publicadas del complejo SWI/SNF74. Las
subunidades BCL11A y BCL11B no se han tenido en cuenta como subunidades del complejo ya
gue no se han encontrado asociadas al complejo en diversos estudios protedmicos, como es el
caso de esta tesis doctoral. Aun asi, otros autores siguen considerando a estas subunidades

como integrantes del complejo SWI/SNF2%,

APENDICE II

La tabla que se muestra en el apéndice Il muestra todas y cada una de las lineas celulares
derivadas de DLBCL que han sido utilizadas en el estudio de secuenciacidn de BCL7A. En la tabla
se muestran los repositorios de lineas celulares del cual se han obtenido cada una de las lineas
celulares, asi como los nimeros de identificacién. Algunas de las lineas celulares no estan
disponibles en los repositorios y se indica la referencia bibliografica que indica el origen y los

investigadores que han cedido esas lineas celulares.

APENDICE Il

La tabla que se muestra en el apéndice Il resume las variaciones genéticas encontradas para el
gen BCL7A tanto en la coleccidn de 41 lineas celulares como en la cohorte de pacientes
analizadas en este estudio. Se indica la posicidn de las mutaciones tanto a nivel de ADN, como a
nivel de proteina. Se indica también, si se conoce, el subtipo de DLBCL en funcién de la célula de

origen.
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APENDICE IV

En el apéndice IV se muestra una tabla con algunas de las proteinas que fueron detectadas
mediante los andlisis de LC/MS-MS a partir de los inmunocomplejos de BCL7A en la linea celular
HBL1 (Ver seccidn materiales y métodos). En la tabla se muestra tanto el nombre de la proteina

como el ID con el cual se encuentran anotadas en las bases de datos.

Las proteinas que se muestran en la tabla se han ordenado en funcién a los valores decrecientes
del fold change (FC) para la condicion A27-BCL7A vs 1gG siempre y cuando los valores fuesen
log,FC > 1,5. Ademas, se rescataron aquellas proteinas que tenian también valores de log,FC >
1,5 para la condicién BCL7A salvaje (WT) vs IgG. Las celdas de las dos condiciones mencionadas
que presentan valores log, FC> | 1| y un p-valor < 0,05 aparecen coloreadas. Se muestra también
una columna en la que aparecen los valores de FC calculados por el software Limma para la

comparacién A27-BCL7A vs WT.

Usando las 134 proteinas que se muestran en la tabla, se realizé un andlisis de enriquecimiento
mediante la herramienta STRING. En una de las columnas de la tabla se muestran algunos de los
componentes celulares obtenidos en el andlisis de enriquecimiento por ontologia génica.
Ademas de haber obtenido un enriquecimiento esperado para las subunidades de los complejos
SWI/SNF, aparece representado otro complejo remodelador de la cromatina como es el
complejo NuRD y un complejo relacionado con la polimerizacion de actina, el complejo Arp2/3.
Ademas, en la Ultima columna se muestra una flecha que indica si las proteinas que pertenecen
a los componentes celulares mencionados se detectan en mayor (1) o menor ({/) cantidad al

comparar A27-BCL7A vs WT.

Por ultimo, algunas celdas de proteinas han sido marcadas en amarillo. Estas proteinas parecen
unirse de manera similar (=) tanto a la forma mutante A27-BCL7A como a la forma WT. Todas
ellas tienen valores de log,FC > 1,5 tanto para la comparacién A27-BCL7A vs I1gG como para la

comparacién WT vs IgG. Ademas, tienen un valor de log,FC < | 1] al comparar A27-BCL7A vs WT.

APENDICE V

Portada del articulo publicado en la revista Leukemia donde se incluyen gran parte de los
resultados generados durante la realizacidn de esta tesis doctoral. En el apéndice V solamente
se muestra una imagen con el resumen del articulo junto con los nombres completos y

afiliaciones de todos los autores que han colaborado en su realizacién.
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APENDICE I. Subunidades de los complejos SWI/SNF en mamiferos

Complejos
Gen Alias Maddulo
mSWI/SNF
ACTB B-actina cBAF / PBAF/ncBAF ATPasa
ACTL6A BAF53A CBAF / PBAF/ncBAF ATPasa
ACTL6B BAF53B CBAF / PBAF/ncBAF ATPasa
BCL7A CBAF / PBAF/ncBAF ATPasa
BCL7B CBAF / PBAF/ncBAF ATPasa
BCL7C CBAF / PBAF/ncBAF ATPasa
SMARCA?2 BRM cBAF / PBAF/ncBAF ATPasa
SMARCA4 BRG1 cBAF / PBAF/ncBAF ATPasa
SMARCC1 BAF155 CBAF / PBAF/ncBAF Nucleo BAF
SMARCC2 BAF170 cBAF / PBAF/ncBAF Nucleo BAF
SMARCD1 BAF60A cBAF / PBAF/ncBAF Nucleo BAF
SMARCD2 BAF60B CBAF / PBAF/ncBAF Nucleo BAF
SMARCD3 BAF60C cBAF / PBAF/ncBAF Nucleo BAF
ARID1A BAF250A CBAF Especifica cBAF
ARID1B FAB250B CBAF Especifica cBAF
ARID2 BAF200 PBAF Especifica PBAF
BICRA GLTSCR1 ncBAF Especifica ncBAF
BICRAL GLTSCRL1 ncBAF Especifica ncBAF
BRD7 PBAF Especifica cBAF
BRD9 ncBAF Especifica ncBAF
DPF1 BAF45B CcBAF Especifica cBAF
DPF2 BAF45D CcBAF Especifica cBAF
DPF3 BAF45C CcBAF Especifica cBAF
PHF10 BAF45A PBAF Especifica PBAF
PBRM1 BAF180 PBAF Especifica PBAF
SMARCB1 BAF47 / INI1 cBAF / PBAF Ndcleo BAF
SMARCE1 BAF57 cBAF / PBAF Ndcleo BAF
SS18 SSXT / SYT cBAF / ncBAF ATPasa
SS18L1 CREST cBAF / ncBAF ATPasa
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APENDICE Il. Variaciones génicas en BCL7A en nuestra cohorte de pacientes y lineas celulares

Mutaciones
Muestra Linfoma subtipo Localizacién Nucledtido Cambio AA Impacto funcional
Mutaciones de splicing
OCI-LY1 GCB-DLBCL Intrén 1 (splicing) 92+1G>T S5_W31del A27-BCL7A
Karpas-1106 PMBCL Intrén 1 (splicing) 92+1G>C S5_W31del A27-BCL7A
VAL GCB-DLBCL Intrén 1 (splicing) 92+1G>C S5_W31del A27-BCL7A
F13 (Paciente) FL Intrén 1 (splicing) 92+1G>C S5_W31del A27-BCL7A
Mutaciones con cambio de sentido
OCI-LY7 GCB-DLBCL Exdn 1 85C>T R29C Cambio de aminoacido
DB GCB-DLBCL Exdn 1 33G>C R11S Cambio de aminoacido
VAL GCB-DLBCL Exon 1 32G>C R11T Cambio de aminoacido
ROS-50 GCB-DLBCL Exén 1 [23C>A] + [86G>T] A8D + R29L Cambio de aminoacido
D32 (Paciente) GCB-DLBCL Exdn 1 17T>C V6A Cambio de aminoacido
D29 (Paciente) No clasificado Exdn 1 32G>T R11M Cambio de aminoacido
Mutaciones con cambio de marco de lectura
OCI-LY1 GCB-DLBCL Exén 1 2T>G M1R Pérdida coddn de inicio
Translocaciones cromosdmicas y deleciones
Karpas-1106 PMBCL Exones 2y 3 Duplicacién en tandem - Codon de terminacién
prematuro
HBL1 ABC-DLBCL Exén 1 Delecion homocigota - No expresa BCL7A
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APENDICE 1. Lineas celulares de DLBCL

Linea celular ATCC DSMz Origen / Descripcion
DB CRL-2289
DOHH-2 ACC 47
Farage CRL-2630
Granta-452 ACC 713
HBL1 Nozawa, Y. et al., 1988
HLY1 Brown, P. J. et al., 2008
HT ACC 567
Karpas-231 Nacheva, E. et al., 1993
Karpas-422 Dyer, M. J. et al., 1990
Karpas-1106 Nacheva, E. et al., 1994
MD901 Miki, T. et al., 1994
MEDB1 Bentz, M. et al., 2001
NU-DHL-1 ACC 583
NU-DUL-1 CRL-2969
OCI-LY1 ACC 722
0CI-LY3 ACC 761
OCI-LY4 Mehra, S. et al., 200
OCI-LY7 ACC 688
OCI-LY8 Tweeddale, M. E. et al., 1987
OCI-LY10 Tweeddale, M. E. et al., 1987
0OCI-LY19 ACC 528
0z
Pfeiffer CRL-2632
RC-K8 ACC561
PR1 Mestre-Escorihuela, C. et al., 2007
RIVA ACC 585
RL ACC613
ROS-50 ACC 557
SC-1 ACC 558
SU-DHL-4 ACC 495
SU-DHL-5 ACC571
SU-DHL-6 CRL-2959
SU-DHL-8 CRL-2961
SU-DHL-10 ACC576
SU-DHL-16 CRL-2964
Toledo CRL-2631
U-2932 ACC 633
VAL ACC 586
WSU-DLCL2 ACC575
WSU-NHL ACC 58
380 ACC 39

Bentz M, Barth TF, Bruderlein S, Bock D, Schwerer MJ, Baudis M, et al. Gain of chromosome arm 9p is
characteristic of primary mediastinal B-cell ymphoma (MBL): comprehensive molecular cytogenetic
analysis and presentation of a novel MBL cell line. Genes Chromosomes Cancer. 2001;30(4):393-401.
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Brown PJ, Ashe SL, Leich E, Burek C, Barrans S, Fenton JA, et al. Potentially oncogenic B-cell activation-
induced smaller isoforms of FOXP1 are highly expressed in the activated B cell-like subtype of DLBCL.
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APENDICE IV. Resultados obtenidos por espectrometria de masas (LC/MS-MS)

Proteina ID Proteina | A27 vs IgG | WT vs IgG | A27 vs WT CO?;Z::ZT; lz(;IyL;Iar Mfﬁl’nlts)l\?VT
SMARCC2 Q8TAQ2 3.13 14.53 -12.66 SWI/SNF J
SMARCA2 P51531 1.51 14.04 -13.03 SWI/SNF N2

ACTL6A 096019 2.25 13.81 -11.98 SWI/SNF N2

DPF2 Q92785 -2.32 13.80 -12.07 SWI/SNF N2
SMARCC1 Q92922 0.92 12.83 -11.51 SWI/SNF J
SMARCA4 P51532 -2.60 11.74 -11.80 SWI/SNF J

PBRM1 Q86U86 -2.35 11.47 -11.38 SWI/SNF J

PAWR Q96120 10.64 11.42 0.95 =
SMARCB1 Q12824 0.74 11.02 -10.05 SWI/SNF J

ARID1A 014497 2.60 10.84 -9.20 SWI/SNF N2
SMARCE1 Q969G3 1.78 10.21 -7.89 SWI/SNF J

BCL7A Q4vCo5 13.50 10.05 291 SWI/SNF
SMARCD2 Q92925 -0.86 9.61 -10.61 SWI/SNF N

ARID1B Q8NFD5 0.61 9.25 -8.53 SWI/SNF J

SMARCD1 Q96GM5 -1.23 8.47 -10.03 SWI/SNF J
ARID2 Q68CP9 0.06 8.41 -8.23 SWI/SNF J
PHF10 Q8WUBS 1.01 8.18 -7.05 SWI/SNF J

SS18 Q15532 0.06 7.95 -7.15 SWI/SNF N

BRD9 Q9H8M2 -0.52 7.54 -7.95 SWI/SNF N

BRD7 Q9NPI1 1.58 7.36 -5.99 SWI/SNF N
GLTSCR1L Q6AI39 0.06 7.29 -7.11 SWI/SNF N

ACAP2 Q15057 6.17 6.60 -0.31 =
GLTSCR1 Q9NZM4 0.06 6.33 -6.15 SWI/SNF J
SS18L1 075177 0.06 5.06 -4.88 SWI/SNF J
ACTA1l P68133 -0.70 4.76 -4.49 Actina J
ENO3 P13929 0.06 4.18 -4.00
DPF3 Q92784 0.06 4.16 -3.98
SNX18 Q96RFO 2.50 3.85 -1.24

NPM3 075607 0.98 3.79 -1.01

ATP5F1 P24539 3.56 3.77 -0.10 =

CHD4 Q14839 0.85 3.74 -2.13 NuRD complex J

HDAC1 Q13547 2.32 3.71 -1.27 NuRD complex N

CSNK2A1 P68400 0.45 3.53 -2.86 NuRD complex J
KPNA3 000505 0.28 3.26 -3.24

CSNK2A2 P19784 0.21 3.22 -2.96
RBBP4 Q09028 0.97 3.20 -1.83 NuRD complex

C4A PocoL4 3.74 3.16 0.89 =

KPNA2 P52292 0.87 3.08 -2.11

TMEM159 Q96B96 2.82 3.01 -0.35 =
ZBTB37 Q5TC79 3.29 291 0.50 =
CEP97 Q8IW35 3.01 2.85 0.28 =
MYL6B P14649 0.06 2.70 -2.52

GPI P0O6744 0.22 2.63 -0.11

ZMYM4 Q5VZL5 2.51 2.61 0.02 =

MYL6 P60660 0.32 2.46 -1.73

c1QBp Q07021 0.44 2.45 -1.74

MTA2 094776 0.48 2.44 -1.40 NuRD complex J

RPLP1 P05386 0.35 2.36 -2.18

MYH9 P35579 0.02 2.35 -2.20

ACTR3 P61158 -0.20 2.34 -2.67 Arp 2/3 complex N
PSMB6 P28072 -0.55 2.30 0.65
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; , Componente celular Cambio
Proteina ID Proteina | A27 vs IgG | WT vs I1gG | A27 vs WT (Gene Ontology) MUT vs WT
BUB3 043684 0.33 2.27 -0.55
ACTG1 P63261 -0.02 2.27 -2.52 Actina N%
MYH10 P35580 -0.50 2.24 -2.41
GATAD2B Q8WXI9 1.03 2.22 -1.69 NuRD complex J
HCLS1 P14317 0.17 2.22 -2.15
ARPC1B 015143 -0.27 2.20 -2.39 Arp 2/3 complex J
TMOD3 QS9NYL9 -0.15 2.18 -1.80
TCEB1 Q15369 0.06 2.18 -2.00
ATAD3A Q9NVI7 1.87 2.16 -0.18
HSPA8 P11142 1.67 2.15 -0.32
BTF3 P20290 2.25 2.12 0.24
KPNA4 000629 0.49 2.11 -1.56
MYCBP Q99417 1.84 2.10 0.04
TCEB2 Q15370 1.91 2.09 -0.07
MYO1D 094832 -0.52 2.07 -2.09
PRKCB P0O5771 0.06 2.07 -1.89
DBN1 Q16643 -0.23 2.06 -2.83
NAA10 P41227 1.77 2.04 -0.16
CCS 014618 2.38 2.03 0.46
MYL12A P19105 -0.31 2.02 -1.78
PDHB P11177 0.13 1.99 -0.17
CORO1C QouLv4 -0.33 1.91 -2.73
CBX1 P83916 0.06 1.90 -1.72
TRMT10C Q7L0Y3 1.62 1.89 -0.15
PRPF19 Q9UMS4 0.34 1.89 -1.50
NAGK QouJ70 0.60 1.88 -1.30
RNH1 P13489 0.63 1.88 -0.01
ACTR2 P61160 -0.08 1.87 -2.04 Arp 2/3 complex N
SUPT16H Q9Y5B9 0.34 1.87 -0.85
RPLP2 P05387 0.47 1.83 -1.08
LYN P07948 0.00 1.83 -2.72
MYL9 P24844 0.00 1.82 -1.83
ACTB P60709 0.04 1.81 -1.59 SWI/SNF - Actina N
ARPC3 015145 -0.35 1.80 -2.17 Arp 2/3 complex N
CAPZB P47756 -0.07 1.78 -1.95
PDHA1 P08559 0.06 1.78 -1.60
RRBP1 Q9P2E9 0.06 1.77 -1.59
SPTAN1 Q13813 -0.18 1.77 -2.00
PPP2R2A P63151 0.39 1.76 -0.46
CSNK2B P67870 -0.06 1.74 -2.12
RPL12 P30050 0.68 1.74 -1.09
RBBP7 Q16576 0.81 1.74 -1.18
BCAS2 075934 1.38 1.72 -0.23
PML P29590 2.07 1.72 0.47
BST2 Q10589 0.33 1.72 -2.38
PRPSAP2 060256 1.62 1.71 0.02
NPM1 P06748 0.82 1.70 -0.93
AP3B1 000203 0.44 1.70 -1.05
LSP1 P33241 0.32 1.69 -1.64
TLN1 Q9Y490 1.36 1.68 -0.21
MCM7 P33993 1.12 1.67 -0.28
RPL5 P46777 0.73 1.66 -0.80
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; , Componente celular Cambio
Proteina ID Proteina | A27 vs IgG | WT vs I1gG | A27 vs WT (Gene Ontology) MUT vs WT

TPM4 P67936 0.40 1.65 -1.07
RPL3 P39023 0.57 1.63 -1.00
SUGT1 Q9Y2z0 0.67 1.63 -0.61
KPNA1 P52294 0.90 1.61 -0.59
RPL27A P46776 0.22 1.58 -0.18
MYL1 P05976 -0.54 1.57 -1.50

ARPC5 015511 -0.33 1.57 -1.86 Arp 2/3 complex N
CAPZA1l P52907 -0.31 1.57 -2.04
SEC23B Q15437 -0.80 1.55 -1.37
GRB2 P62993 0.10 1.54 -1.45

ARPC2 015144 0.23 1.53 -1.80 Arp 2/3 complex J
IKZF3 Q9UKT9 0.06 1.53 -2.57
RBM14 Q96PK6 0.71 1.51 -0.67
MTPN P58546 0.52 1.51 -0.49
COX5B P10606 1.38 1.50 0.16
ATPEV1A P38606 -0.26 1.50 -0.62

DPF1 Q92782 0.06 1.40 -1.22 SWI/SNF N
HSPAS P11021 1.60 1.47 0.41
GEMING Q8WXD5 1.81 1.47 0.57
PCBP1 Q15365 3.21 0.58 0.09
LRRC15 Q8TF66 2.74 0.35 4.30
HVCN1 Q96D96 2.61 0.70 -0.48
PRPS1 P60891 2.20 -0.22 0.46
SON P18583 2.25 0.55 0.28
ERLIN2 094905 2.10 0.56 1.58
DSG4 Q86SJ6 1.92 0.35 3.69
HNRNPAO Q13151 1.78 0.35 1.55
PNN Q9H307 1.76 1.22 -0.64
CYB5R3 P00387 1.66 0.14 1.20
DDX39A 000148 1.65 0.59 0.78
APOD P05090 1.55 -0.40 0.65
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Abstract

Mutations in genes encoding subunits of the SWI/SNF chromatin remodeling complex are frequently found in different
human cancers. While the tumor suppressor function of this complex i widely established in solid tumors, its ole in
hematologic malignancies 1$ largely unknown. Recurrent point mutations in BCL7A gene, encoding a subumit of the SWL/
SNF complex, have been reported in diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL), but their funchonal impact remains to be
elucidated. Here we show that BCLTA often undergoes biallehie mactivation, meluding a previously umnoticed mutational
hotspot m the sphee donor site of intron one. The sphce site mutations render a truncated BCLTA protein, lacking a portion
of the amino-termmal domain. Moreover, restoration of wild-type BCLTA expression cheits a tumor suppressor-hike
phenotype in vitro and in vivo. In contrast splice site mutations block the tumor suppressor function of BCLTA by
preventing its binding to the SWISNF complex. We also show that BCLTA restoration induces ranscriptomic changes in
genes involved in B-cell activation. In addition, we report that SWEISNF complex subunits harbor mutations in more than
half’ of patients with germinal center B-cell (GCB)-DLBCL. Overall, this work demonstrates the tumor suppressor function
of BCL7A m DLBCL, and highhghts that the SWI/SNF complex plays a relevant role in DLBCL pathogenesis.

Introduction

Daffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) 15 the most common
lymphoma, with an amual incidence of over 100L00 cases
worldwide. Although most DLBCL patients achieve complete
remission with frontline R-CHOP  immunochemotherapy,
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