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Resumen

La leucemia mieloide aguda (LMA) pedidtrica es un desorden
hematoldgico caracterizado por la proliferacién descontrolada de
células progenitoras mieloides en médula ésea. Esta causada por
alteraciones gendmicas, muy frecuentemente translocaciones
cromosomicas, que se producen durante el desarrollo fetal. Los
tratamientos actuales no son efectivos en todos los pacientes y
suelen ocasionar efectos secundarios a largo plazo, por lo que es de
suma importancia conseguir nuevos tratamientos mas especificos y

eficaces.

Falta mucho conocimiento sobre los mecanismos y el desarrollo de
la LMA pediatrica debido en parte a baja disponibilidad de muestras
de paciente y la limitada fidelidad de los modelos de la enfermedad.
Una de las mayores incégnitas es la célula en la que se origina la

mutacion durante el desarrollo fetal.

Por estos motivos, en esta tesis hemos planteado el uso de células
pluripotentes humanas (hPSC) como base para la generacion de un
modelo de estudio de la LMA pediatrica. Las hPSC son células
capaces de diferenciarse a cualquier tipo celular y pueden servir

para el estudio de la hematopoyesis embrionaria.



La translocacién cromosémica t(11;12)(p15;p13) que produce el gen
de fusion NUP98-KDM5A (NK5A) se encuentra exclusivamente en

pacientes pediatricos con LMA.

En esta tesis, se han desarrollado varios modelos de expresion de
NK5A en hPSC. Utilizando el sistema CRISPR/Cas9 generamos hPSC
con la translocacidon cromosémica t(11;12)(p15;p13), sin embargo,
en el cultivo hubo una seleccion negativa de las células editadas y
no fue posible su expansién y caracterizacion. A través de la
expresion constitutiva de NK5A con vectores lentivirales se
generaron lineas clonales de hPSC con distintos niveles de expresién
de NK5A, que permitié el estudio del fenotipo de acumulacion de
aberraciones cromosdmicas por errores en el proceso de mitosis.
Sugerimos que estas mitosis aberrantes se producen por la
interferencia de NK5A con las funciones del NUP98 enddgeno, al
interaccionar NK5A con la proteina RAE1, ademas de un aumento
del dafio en el ADN durante la mitosis. En este ademas observamos
un bloqueo de la diferenciacion en el mesodermo en las hPSC que

expresan NK5A, sin llegar a producir células hematopoyéticas.

Por dltimo, se generd un modelo de expresién inducible por
doxiciclina de NK5A en hPSC. Este ultimo modelo permitié expresar
NK5A en distintos momentos de la diferenciacién hematopoyética
mostrando que dependiendo de la poblacion en la que se expresa la
proteina de fusién se produce un bloqueo en la diferenciacién en

distintas poblaciones, quedando clara su utilidad para identificar la



célula de origen y los mecanismos de transformacién de la LMA

pedidtrica causada por la expresiéon de NK5A.



Abstract

Pediatric acute myeloid leukemia (AML) is a hematologic disorder
characterized by uncontrolled proliferation of myeloid progenitor
cells in bone marrow. It is caused by genomic alterations, most
frequently chromosomal translocations, which occur during fetal
development. Current treatments are not effective in all patients
and often cause long-term side effects, so it is of utmost importance

to develop new, more specific, and effective treatments.

Much knowledge about the mechanisms and development of
pediatric AML is lacking due in part to low availability of patient
samples and limited fidelity of disease models. One of the major
unknowns is the cell in which the mutation originates during fetal

development.

For these reasons, in this thesis we have proposed the use of human
pluripotent stem cells (hPSC) as the basis for the generation of a
model for the study of pediatric AML. hPSC are cells capable of
differentiating into any cell type and can be used to study embryonic

hematopoiesis.

The chromosomal translocation t(11;12)(p15;p13) producing the
NUP98-KDM5A (NK5A) fusion gene is found exclusively in pediatric
AML patients.



In this thesis, several models with NK5A expression in hPSC have
been developed. Using the CRISPR/Cas9 system we generated hPSC
with the chromosomal translocation t(11;12)(p15;p13), however in
culture there was a negative selection of the edited cells and
expansion, and characterization was not possible. Through
constitutive expression of NK5A with lentiviral vectors, clonal hPSC
lines with different levels of NK5A expression were generated,
which allowed the study of the phenotype of chromosomal
aberration accumulation due to errors in the mitosis process. We
suggest that these aberrant mitoses are caused by NKS5SA
interference with endogenous NUP98 functions, by NK5A
interacting with the RAE1 protein, in addition to increased DNA
damage during mitosis. In this model we further observed a block of
mesodermal differentiation in hPSC expressing NK5A, without

producing hematopoietic cells.

Finally, a model of doxycycline-inducible expression of NK5A in hPSC
was generated. This last model allowed the expression of NK5A at
different time points of hematopoietic differentiation. Depending
on the population in which the fusion protein is expressed, a
blockage in different populations. This model could be useful to
identify the cell of origin and the mechanisms of transformation of

pediatric AML caused by the expression of NK5A.






Introduccion

1. Introduccion

1.1 Cancer

1.1.1 Definicidn y caracteristicas

Cancer es una palabra dada a un extenso numero de enfermedades
relacionadas por una proliferacidon descontrolada de células que son
capaces de invadir otros tejidos del organismo.! La inestabilidad
gendmica es un factor comun en todos los canceres que promueve
la adquisicidon de cambios en el genoma. Algunos de estos cambios
provocan una ventaja en el crecimiento del tumor y suelen estar
asociados a un aumento de la proliferacidn, a evadir inhibidores del
crecimiento, a resistir la muerte celular, permitir la replicacién
infinita, inducir la angiogénesis y activar la invasion y metéstasis.?
Todas estas modificaciones en el comportamiento y las capacidades
de las células confieren al cancer su facultad para crecer
descontroladamente causando problemas en el funcionamiento del

organismo y en una ultima instancia, causar su muerte.

El cdncer evoluciona de forma reiterativa por expansiéon clonal,
diversificacion genética y seleccion clonal dentro de un tejido u
organismo generando heterogeneidad dentro del tumor. Es por este
sistema de seleccion natural donde van apareciendo clones con
alteraciones genéticas adquiridas al azar que compiten por los
recursos. Esta competencia hace que se vayan seleccionando clones

mas adaptados y se favorezca a los clones que hayan adquirido
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mutaciones que promueven ventajas en la supervivencia y
expansion. Los tratamientos también someten al cdncer a una
presion donde el numero de clones se reduce drasticamente pero
da la oportunidad a clones resistentes al tratamiento a surgir y

convertirse en la poblacién dominante del tumor (Fig. 1).3

Selective pressures — Tx

a Ecosystem 1 Ecosystem 2 Ecosystem 4

2 N
\/(_ L ) | Recurrence
J { /

Ecosystem 3

_

Single
founder

cell (stem or
progenitor)

Confined Diffuse
(CIS)

2 Subclones with unique Metastases
o] X ) S

genotype / ‘driver’ mutations

Figura 1. Evolucion del cancer dénde la presion selectiva y
nuevas mutaciones generan distintos clones que prosperan o se
extinguen. Imagen extraida de Greaves, et al. 2012. Tx:

Tratamiento.
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1.1.2 El alcance mundial del cancer

Existen evidencias que el cancer ha afectado a los humanos desde la
antigiedad,* pero su incidencia se ha visto oscurecida por las
muertes tempranas que causaban las infecciones en los siglos
anteriores. Ademas, hasta hace relativamente poco, su alcance solo
se conocia en paises desarrollados y actualmente por fin se puede

hacer una estimacién del efecto que tiene el cancer a nivel global.®

Es la segunda causa de muerte mds comun a nivel mundial con una
estimacion de 9.6 millones de muertes en 2018 y una prevision de
27 millones de nuevos casos anuales para 2040. El nivel de
desarrollo del pais afecta a la incidencia y al tipo de cdnceres
detectados. Mientras que en paises mas desarrollados se reduce la
incidencia de canceres relacionados con infecciones y las muertes
por cancer estdn decayendo, en los paises en vias de desarrollo no
muestran tal progreso.® El incremento de nimero de casos de
cancer crecera en todos los paises, llegando a aumentar los costes
sanitarios en 2030 un 34% respecto a 2015 en los EEUU. sélo por

incremento de la poblacién.®

1.1.3 Origen y causas

La adquisicion de mutaciones en el genoma de células de todo el
organismo se incrementa con el tiempo y su sucesiva acumulacién
promueve la aparicidn de células con la capacidad de dar inicio a un

tumor.” Por este motivo la edad es uno de los principales factores
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de riesgos del cancer.® Ademds, la exposicion a téxicos cémo el
tabaco o vivir en ambientes con altos niveles de polucion, una dieta
poco sana, la falta de ejercicio fisico y las infecciones crdnicas

también pueden promover su aparicién.®

La aparicion de la enfermedad va asociada a la aparicién de
mutaciones normalmente adquiridas por errores en los procesos de
reparacion y a la exposicién a agentes genotdxicos. Las alteraciones
se acumulan en algunas células hasta que la combinacion de varias
o la adquisicién de una mutacién en un gen crucial desencadena el

proceso de carcinogénesis.

La carcinogénesis se divide en tres etapas. La iniciacidn se basa en la
adquisicion de alteraciones genéticas irreversibles, como las
mutaciones puntuales o las deleciones. Este proceso continua con la
promocidn, donde se altera el funcionamiento del genoma a raiz de
las alteraciones iniciales. Por ultimo, la progresién, donde la
inestabilidad gendmica y el crecimiento descontrolado son las

caracteristicas principales.®

Las mutaciones que favorecen la aparicion del tumor se conocen
como mutaciones conductoras y pueden ser de dos tipos:*°
1. Protooncogén: Son genes con funciones generalmente
relacionadas con la proliferacion celular y su activacion
descontrolada o aumento en el niumero de copias puede

provocar el inicio del proceso de carcinogénesis.
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2. Supresor tumoral: Las funciones de estos genes suelen ser el
control del ciclo celular, evitar una proliferacion excesiva y
promover una localizacién especifica. La mutacién en ambos
alelos puede provocar la pérdida de funcién e inducir

tumorogénesis.

Las mutaciones que afectan a proto-oncogenes y pueden dar lugar
a oncoproteinas que generalmente promueven el crecimiento o la
invasividad. Una mutacidn en un alelo del gen suele ser suficiente
para su aparicion y funcionamiento y por si mismas pueden
desencadenar el proceso de carcinogénesis. Las que afectan a
supresores tumorales, donde generalmente son necesarias
mutaciones en ambos alelos, y se produce una pérdida de funciény
promueve una alteracién del ciclo celular, un crecimiento
descontrolado o una localizacién celular inadecuada.'! Ademas,
existen multitud de mutaciones adicionales que pueden promover
el desarrollo del tumor como las proteinas de fusién, donde se
generan nuevas secuencias con funciones alteradas.!?> Mutaciones
que interfieran en el buen funcionamiento en genes de reparacién
del ADN también pueden provocar una mayor aparicion de

mutaciones en proto-oncogenes o supresores tumorales.!3
Durante el proceso de carcinogénesis se genera una seleccidn clonal

dentro del propio tumor donde las ventajas proliferativas o de

resistencia a tratamientos favorecen a unos clones frente a otros.?
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1.1.4 Cancer pediatrico

Asi como en adultos el cancer es una de las enfermedades con
mayor incidencia, en la poblacién pediatrica se considera una
enfermedad rara, sélo el 1% de los cadnceres diagnosticados
anualmente son en pacientes pediatricos.!* Hasta donde se sabe, los
origenes y causas del cancer pedidtrico son diferentes de las de
adulto. Ya que no es la acumulacidon de mutaciones en el tiempo la
principal causa, hace que el cancer en este grupo de edad se
considere una entidad diferente.'® La falta de conocimiento sobre la
etiologia de la enfermedad y de cdmo esta se desarrolla causa que
las terapias que se utilizan actualmente no son del todo precisas y
asi como en adultos, los riesgos a largo plazo no son considerados
una limitacién en ciertos tratamientos, en pacientes pediatricos si

generan muchos problemas.!>16
Entre los tipos de cancer mas frecuentes en nifios, tenemos las

leucemias, seguidos de los tumores del sistema nervioso y los

linfomas!’ (Fig. 2).
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Namero de nuevos casos estimados en 2020, en todo el mundo, ambos sexos, edad 0-14

Otros Canceres Leucemia
67 697 (32.8%0) 67 008 (32.5%)

Ovario
2474 (1 2%)
Higado
4 487 (2.2%)
Linfoma de Hodgkin C/SNC
7 600 (3.790) 24 388 (11.8%)
ifd
13 57'? (srv‘%) Linfoma no Hodgkin

18 931 (9.2%)

Total : 206 362

Figura 2. Incidencia de los casos de cancer en 2020 en la poblacion
menor a 14 ailos proporcionado por la base de datos GLOBOCAN.

Imagen modificada. C/SNS: Cerebro/sistema nervioso central.

1.2 Leucemia

La leucemia es un grupo heterogéneo de desdrdenes sanguineos
caracterizados por una proliferacion y diferenciacion anormal de las
células del sistema hematopoyético. Estas generalmente se
clasifican en funcion del grado de diferenciacion de las células
afectadas pudiendo ser aguda, células en etapas tempranas de
diferenciacidén con un crecimiento rapido, o crénica, con células mas

diferenciadas y funcionales con una evolucion mas lenta de la
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enfermedad. Al mismo tiempo se clasifican en funcién del linaje
hematopoyético afectado siendo mieloblasticas si afectan al linaje

mieloide o linfoblésticas si afectan al linaje linfoide.119

Las leucemias no se consideraron una entidad propia hasta los afios
50 del siglo XIX, anteriormente solo se consideraban como una
acumulacién de pus e inflamacion, y gracias al uso del microscopio
de John Bennett se identificaron células sanguineas como causantes
de la enfermedad.?® Desde entonces se ha modificado en repetidas
ocasiones la forma de clasificar y describir la leucemia consiguiendo
distinguir los diferentes canceres sanguineos en leucemias, linfomas
y mielomas, dependiendo del tipo celular que afectan o su
localizacién. En el caso de la leucemia, se ven afectadas células
sanguineas en médula dsea o sangre, en los linfomas, células
linfoides en los ganglios linfaticos y en los mielomas, las células
plasmaticas productoras de anticuerpos.> Por este motivo la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) implementé en 2001 una
clasificacién para neoplasias sanguineas basado en datos genéticos
junto a informacién inmunoldgica, morfolégica y pardmetros
clinicos.?! Por desgracia, la falta de equipamiento especializado y la
falta de formacidn en algunos casos dificulta la implementacién de

estas nuevas clasificaciones, mucho mas precisas.®

La leucemia es el 15avo tipo de cancer mas comun del mundo con
437000 casos diagnosticados en 2018, siendo un 2.4% de los nuevos

casos de cancer diagnosticados anualmente, aunque en muchos
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paises de bajo desarrollo su diagndstico es dificil y se confunden
mucho sus sintomas con enfermedades infecciosas o malnutricion.
Las leucemias son el 40% de todos los canceres hematoldgicos
siendo la leucemia linfocitica cronica de célula B la mas frecuente,

seguida de neoplasias mieloproliferativa y la LMA.>

Las principales causas de la leucemia como todos los tipos de
enfermedades tienen condicionantes genéticos y ambientales,
aunque en cada sub-tipo de leucemia tienen pesos diferentes en su
etiologia. El factor de riesgo mas reconocido es la edad, siendo mas
probable padecer la enfermedad a media que envejece el individuo.
Existe un incremento del riesgo en individuos menores a 15 afios
siendo igual de probable que en individuos entre los 40 a 49 afos.
También existe una correlacién con el sexo masculino, siendo mayor
en todo el espectro de edades, habiendo una ratio de sexos del 1.58
a favor de los hombres. Aparte se conocen otros factores de riesgo
como la exposicién a radiacion ionizante o algunas infecciones
viricas que tienen una asociacién clara como el virus HTLV-1 que
puede provocar leucemia de célula T adulta. También se conocen
ciertos desordenes congénitos asociados con el desarrollo de
leucemia, normalmente en pacientes pediatricos, como el sindrome
de Down con la LMA y la anemia de Fanconi con sindromes

mielodisplésicos.’

Los sintomas de la leucemia suelen ser los tipicos de otros tipos de

citopenias como, la anemia, la fatiga, fiebre, sangrados vy
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hepatoesplenomegalia entre otros. La presencia de fiebre puede ser
una consecuencia de la enfermedad ya que estos pacientes son
susceptibles a padecer mas infecciones por lo que inicialmente se

suele tratar con antibioticos.

El diagnodstico de la leucemia se inicia con la identificacidn de blastos
leucémicos en sangre periférica o médula dsea. Se empieza por una
caracterizacion morfologica basada en el fenotipo del linaje seguido
de una citoquimica para confirmar esa primera aproximacién
morfoldgica. Se suele continuar con un inmunofenotipo para acabar
de clasificar la leucemia en el subtipo al que pertenece. Por ultimo
se realiza una caracterizacion genética con cariotipo, FISH vy
secuenciacion para intentar determinar las mutaciones vy
alteraciones genéticas que alberga el paciente y estratificarlo

correctamente.??

1.2.1 Leucemia mieloide aguda

La LMA es un tipo de neoplasia hematolégica que afecta a las células
del linaje mieloide y sufre una evolucion rapida, caracterizada por la
proliferacién de células poco diferenciadas. En adultos, la LMA
representa aproximadamente el 80% de los casos de leucemias
agudas?3, mientras que representa el 13% de los casos de leucemias
agudas en nifios menores de 10 aflos y aumenta a un 39% en el caso

de leucemias agudas entre las edades de 15 a 19 afios.?*

33



Introduccion

Para poder realizar un buen diagndstico se siguen una serie de
pautas para poder identificar el subtipo de LMA que padece el

paciente.

Se inicia el diagnostico con una clasificacion morfoldgica, la mas
usada, se basa en el sistema Franco-americano-britanico (FAB). Esta
reconoce 8 subtipos que van desde la MO a la M7 solo basandose en
morfologia e histologia y yendo de la mas indiferenciada a la mas

diferenciada (Tabla 1).%

Subtipo Nombre Grado de
FAB diferenciacién
MO Leucemia mielobldstica aguda

indiferenciada
M1 Leucemia mieloblastica aguda con
maduracién minima
M2 Leucemia mieloblastica aguda con
maduracion
M3 Leucemia promielocitica aguda
M4 Leucemia mielomonocitica aguda

M4eos Leucemia mielomonocitica aguda
con eosinofilia

M5 Leucemia monocitica aguda
M6 Leucemia eritroide aguda
M7 Leucemia megacariobldastica aguda

Tabla 1. Clasificacion FAB de las leucemias mieloides agudas

El inmunofenotipo es un método rapido para determinar el linaje de

los blastos leucémicos con mas especificidad. De acuerdo a la OMS,
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como minimo hay que utilizar los marcadores CD34, CD117, CD11b,
CD13, CD14, CD15, CD33, CD64, CD65, iMPO, i-lisozima, CD41, CD61
para la LMAy CD19, iCD79a, iCD22, iCD3 para la leucemia aguda de

linaje mixto.??

Una vez identificado el linaje de la leucemia hay que proceder con
los estudios a nivel genético. La citogenética convencional permite
detectar anomalias estructurales y numeéricas en los cariotipos de
los pacientes en el 70-80% de los casos de LMA. Algunas
translocaciones cripticas no se pueden detectar con citogenética
convencional y es necesario el uso del FISH o PCR para su
identificacion.?? En la Ultima revision de la clasificacion de la OMS de
2016 se muestran muchas (aunque no todas) las aberraciones
cromosomicas asociadas a la LMA, ayudando a la clasificacion de la

enfermedad y a la estratificacion del riesgo.?®

Por dltimo, si es necesario se hace un diagndstico molecular
buscando los genes de fusién o mutaciones concretas presentes en
el paciente. Se intenta buscar mutaciones que sean tratables con
farmacos especificos como en FLT3-IDT, WT1, C-KIT, CEBPA, NPM 1

y anomalias en MLL.??

1.2.2 Tratamientos y genética

Las terapias basadas en quimioterapia intensiva desarrolladas hace

casi 50 afios siguen siendo las utilizadas tanto en adultos como en
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pacientes pediatricos.?’ La terapia de induccién de primera linea se
basa en una combinacion 7+3 de quimioterapia mielosupresora con
7 dias con infusidon de citarabina y 3 dias de administracién de una
antraciclina como la daunorubicina.?>?8 Estos tratamientos pueden
seguir con un trasplante de médula ésea en pacientes estratificados
con riesgo moderado o alto. En las ultimas décadas se ha mejorado
la administracidon y dosis de la quimioterapia y en la estratificacion
de los pacientes y a pesar de ello la supervivencia global en
pacientes pediatricos se mantiene alrededor de un 70%%° mientras
gue en pacientes mayores de 65 anos la mortalidad asciende al 70%

después de un afio del diagndstico.?3

En cuanto al trasplante de células madre hematopoyéticas (HSC; por
sus siglas en inglés) hay que decir que su eficacia esta ligada a la
aceptacion de las células del donante por parte del receptor por lo
que su uso esta reducido a pacientes de alto riesgo y se administra

después de los ciclos de quimioterapia.?®

Los tratamientos especificos son necesarios para mejorar la
supervivencia, calidad de vida y disminuir los efectos secundarios de
los pacientes y aunque existen algunos de ellos todavia no se aplican
con facilidad en la clinica. Las terapias innovadoras mas recientes se
basan en afadir un tercer agente a las ya usadas citarabina y
antraciclinas. Se han desarrollado algunos tratamientos especificos
como un anticuerpo dirigido contra el marcador de superficie CD33,

el Gentuzumab, antigeno de células del linaje mieloide encontrado
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en el 80% de pacientes con AML, conjugado al farmaco
Ozogamicina, que muestra un aumento de supervivencia libre de
eventos respecto a la quimioterapia.3® También el Midostaurin o el
Sorafenib que son inhibidores de la quinasa FLT3 y han mostrado
eficacia junto a la quimioterapia en ensayos clinicos en pacientes

con la mutacion FLT3-ITD.3132

Las causas de la enfermedad a nivel molecular son bastante
diferentes entre adultos y nifios. Para empezar el nimero de
mutaciones somaticas que se detecta en pacientes pediatricos es
menor a 1 por megabase, mientras que en adultos es mayor,

llegando incluso a més de 10 mutaciones por mega base.?3

Alteraciones en los genes RAS, KIT y FLT3 son mds comunes en
infantes mientras que mutaciones en genes como DNMT3A, IDH1/2,
NPM1 o TP53 son mas frecuentes en adultos. Alteraciones en el
numero de copias son mas comunes en pacientes jévenes mientras
que alteraciones en secuencias cortas son mas frecuentes en

pacientes adultos.3332

Las alteraciones estructurales gendmicas son de baja frecuencia en
adultos, sin embargo, son una de las principales causas de la
enfermedad en pacientes pediatricos con la presencia de
translocaciones cromosémicas recurrentes, en algunos casos
pudiendo ser cripticas. Se ha visto una gran asociacidn entre ciertos

genes de fusion y la edad de los pacientes. Mientras que fusiones
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gue afectan a genes como KMT2A, CBF2T3-GLIS2, RBM15-MKL1 o
MNX1 entre otras aparecen en pacientes menores a 3 afios, las
fusiones a partir de RUNX1, CBFB, RARA o NUP98 entre otras

pueden afectar a nifios entre los 3-14 afios.3?

1.2.3 Origen de la leucemia pediatrica

Tanto la leucemia pedidtrica como la de adulto presentan fenotipos
comunes, lo que hacia pensar en el pasado que eran las mismas
enfermedades. En la actualidad se sabe que representan
enfermedades genéticas diferentes. La leucemia en adultos, como
tantos otros tipos de tumores, se origina a partir de la acumulacién
de mutaciones somadticas durante la vida del paciente. Estas
mutaciones aumentan la posibilidad de aparicion del tumor a
medida que envejece el individuo.?> En cambio, en los individuos
pediatricos, no existe una ventana de tiempo lo suficientemente
amplia como para permitir la acumulacién de ese mismo nimero de
mutaciones y se conoce que la principal causa de la enfermedad son
translocaciones cromosomicas originadas durante el desarrollo

embrionario.33

Debido a la temprana edad de la mayoria de los pacientes
pedidtricos es muy posible que las alteraciones que dan lugar a la
enfermedad se produzcan antes del nacimiento. Estos pacientes
pueden ser diagnosticados de leucemia al nacer, durante los afios

posteriores o incluso pueden morir antes del parto.3®
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Las evidencias que las mutaciones causantes de la leucemia ocurren
in utero han ido en aumento. La primera evidencia fue un estudio de
leucemias concordantes en gemelos. Las tres parejas de gemelos
estudiadas compartian la translocacién en el gen MLL y las
secuencias eran idénticos entre los hermanos. Se origind la hipotesis
de que se genera un clon pre-leucémico en un gemelo y este
“metastatiza” al otro gemelo por anastomosis vascular en placentas
monocoridnicas.?’ Posteriormente se observé como la fusién con el
gen MLL podia ocurrir en una célula progenitora en un gemelo y
trasladarse al otro incluso en gemelos con dos placentas o
dicoriénicos.3® La siguiente evidencia se observd cuando se
compararon las alteraciones cromosdmicas encontradas en
pacientes pediatricos diagnosticados con leucemia con la sangre
que impregnaba las tarjetas de Guthrie para testar enfermedades
metabdlicas. Se encontraron los mismos genes de fusién por PCR,
tanto en el paciente en el momento del diagndstico como en la
sangre obtenida del mismo individuo el dia de su nacimiento,

indicando que la translocacion ocurrié in utero.

Mediante un cribado de sangre de corddon umbilical para la
deteccién de la fusién TEL-AML1 de 567 individuos, se determind
gue el 1% de los recién nacidos tiene la fusion TEL-AML1 en células
del linaje de células B, siendo este dato 100 veces mayor que la
incidencia de padecer leucemia linfobldstica aguda por esta fusion.
Este resultado indica que los recién nacidos que tienen alteraciones

cromosdmicas son mas frecuentes que lo que muestra la incidencia
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de la enfermedad y por lo tanto es necesario en muchos casos otros

eventos que desencadenen la enfermedad.*°

La causa mas frecuente de translocaciones cromosdmicas es la
rotura de doble cadena del ADN seguida de una reparacién errénea
por union de extremos no homdlogos (NHEJ, por sus siglas en
inglés).*! Estas translocaciones cromosémicas, aunque muy
frecuentes en neoplasias hematoldgicas, son insuficientes en
muchos casos para dar lugar a la transformacion de la célula
leucémica y requieren de sucesivas mutaciones en otros genes
después del nacimiento (Fig. 3).3® En algunos casos, pacientes con
translocaciones cromosdmicas que dan lugar a genes de fusién
como CBF2T3-GLIS2, fusiones con KMT2A o NUP98-KDM5A (gen de
fusion en el que se centra este trabajo), presentan menos
mutaciones en genes somaticos que otros individuos con otros

genes de fusion.33
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Transformacién
Clon pre-leucémico leucémica
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Figura 3. Esquema de la hipdtesis establecida en el campo del

origen in utero de la leucemia y su evolucién.
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Actualmente los retos mds importantes para mejorar nuestro
entendimiento sobre la leucemia pediatrica y encontrar
tratamientos mas efectivos son la identificacién de las células de

origen de la leucemia durante el desarrollo embrionario*?

1.2.4 Modelos de leucemia mieloide aguda pediatrica

Las primeras herramientas experimentales que se han usado para el
estudio de la leucemia son las lineas celulares derivadas de muestras
primarias de pacientes. Las células primarias tienen un crecimiento
limitado y rapidamente se diferencian en cultivo, por lo que la
generacidon de lineas celulares es largo y laborioso.** Una vez
generadas son un modelo barato y simple para estudiar los defectos
en la diferenciacidén o aberraciones en el crecimiento especificas de
la leucemia, ademds de ser una plataforma para el cribado de
moléculas o de mutaciones. Sin embargo, estas lineas celulares
adquieren caracteristicas distintas a las células del paciente debido
a los cultivos prolongados durante los cuales es frecuente que
adquieran gran numero de modificaciones genéticas, por lo que se
pueden seleccionar clones que muchas veces no son

representativos de la enfermedad que se pretende estudiar.*
También se ha utilizado una gran variedad de modelos animales,

como por ejemplo la mosca, el pez cebra* y el ratén. Los mas usados

son los modelos murinos, que han sido muy utiles para definir las
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mutaciones necesarias para el desarrollo de una leucemia, asi como
una plataforma para testar posibles opciones terapéuticas. Estos
modelos se realizan mediante generacion de animales transgénicos
que integran mediante recombinacidn homodloga mutaciones que
portan los pacientes. Por ejemplo, a través de recombinacion
homoélogas se generd el gen de fusidn MLL-AF9, encontrado
frecuentemente en leucemias pediatricas, y la formacion de
guimeras con esta mutacion generé leucemias que se asemejaban a
las que aparecen en humano.*® Otra estrategia es modificar
genéticamente progenitores hematopoyéticos, como se ha
realizado con el oncogén NUP98-KDM5A, donde se introdujo
mediante transduccion retroviral el oncogén de interés en células
hematopoyéticas que posteriormente se introducen en la médula
6sea del receptor. Estos progenitores mostraron un crecimiento

mayor produciendo una leucemia en el raton.*

A pesar de las ventajas de los modelos murinos, no se recapitulan
todas las caracteristicas de la enfermedad en humanos, debido a
diferencias en el genoma, desarrollo, funciones celulares, la
esperanza de vida y la capacidad de transformacién de las células de
ratén con respecto a las células humanas. Por ejemplo el modelo
con el oncogén ETV6-RUNX1 no produjo leucemia en ratén®® o el
modelo de ratén con el oncogén MLL-AF4 produjo leucemia pero
con un periodo de latencia mucho mas largo a lo que se observa en

humanos.*® Estas observaciones sugieren que la célula de origen
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puede ser de gran importancia a la hora de desarrollar los modelos
de enfermedad.**

También se han realizado modelos humanos de leucemia partiendo
de muestras primarias de pacientes e introduciéndolas en ratones
inmunodeprimidos para expandir este material. Las principales
desventajas para estos modelos son que no se consigue reproducir
el nicho de la médula 6ésea de humano en el ratén y el ambiente
inmunitario, juntamente con la seleccidén clonal que se produce al
cambiar drasticamente a las células leucémicas de ambiente.**>°
Esta técnica podria ser es especialmente util para las leucemias
pedidtricas, sin embargo éstas son particularmente dificiles de
trasplantar, por lo que actualmente se buscan condiciones que

“humanicen” la médula dsea de los ratones de experimentacion.>!

A pesar de todos estos avances y modelos generados, todavia falta
mucho conocimiento sobre el proceso de transformacién en la
leucemia pediatrica, las alteraciones gendmicas necesarias y el tipo
celular en que se originan. Es necesario seguir desarrollando
modelos de enfermedad mas precisos y fiables a lo que ocurre en el
paciente para generar nuevas terapias especificas para cada una de
las alteraciones que podemos encontrar en la leucemia.
Recientemente se han generado modelos de la enfermedad usando
células madre pluripotentes humanas (hPSC, del inglés human
Pluripotent Stem Cells) que como describiremos a continuacién
representan una alternativa muy prometedora por su capacidad de

imitar el proceso de desarrollo embrionario en el laboratorio.3*44
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1.3 Células madre

1.3.1 Definicidn y caracteristicas

Las células madre se definen por dos caracteristicas fundamentales:
auto renovacién y capacidad de diferenciacion. Ademas se clasifican
en funcién del origen, ya que pueden proceder de tejido
embrionario o tejido adulto, y de la capacidad de diferenciarse en

un mayor o menor nimero de tipos celulares.>?

La capacidad de auto renovacion permite a estas células dividirse de
forma ilimitada manteniendo las mismas caracteristicas que la
célula de origen, proporcionando una fuente de células constante.
La capacidad de diferenciacién hace referencia al hecho que la célula
madre es capaz de especializarse en sus funciones dando lugar a
distintos tipos celulares que puede necesitar el organismo en
momentos concretos. Estas células a medida que se diferencian

pierden la capacidad de proliferacion.

Dependiendo del origen de estas células se pueden clasificar en
embrionarias o adultas dependiendo de si son poblaciones sélo
presentes durante el desarrollo embrionario o si estdn en el
organismo adulto. Las que proceden del zigoto son totipotentes,
tienen la capacidad de dar lugar a células de todos los tejidos del
organismo, incluso a los tejidos extraembrionarios. Las células de la
masa celular interna del blastocisto son pluripotentes, son capaces

de dar lugar a tipos celulares de las tres capas germinales, pero sin
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dar lugar a ningun tejido extraembrionario. Las células
multipotentes son aquellas que pueden dar lugar a distintos tipos
celulares, pero dentro de un linaje, como las HSCs que pueden
generar cualquier tipo celular sanguineo. Por ultimo, tenemos las
células unipotentes que solo pueden diferenciarse en un Unico tipo
de célula como las células madre espermatogoniales, que sélo dan

lugar a los espermatozoides.>?

Las células pluripotentes permiten un cultivo indefinido in vitro y
tienen la capacidad de generar células de las tres capas germinales.
Las células pluripotentes se pueden obtener de dos maneras:

(i) Mediante el cultivo de células de la masa celular interna de
un blastocito, separandolo del trofoblasto. Por éste método
se derivaron células pluripotentes embrionarias de ratén en
1981% y en 1998 células pluripotentes embrionarias
humanas.>

(ii) También se pueden desdiferenciar células somaticas adultas
con la induccién de 4 factores de transcripcién; POU5F1,
SOX2, c-MYC y KLF4. La expresion de estos genes permite
obtener a una célula adulta las caracteristicas antes
mencionadas para las células madre pluripotentes, dando
lugar a células pluripotentes inducidas (iPSC, por sus siglas
en inglés). Estos hitos se consiguieron en 2006 para células

de ratdon> y 2007 para células humanas.>®
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La comunidad cientifica ha establecido criterios especificos para
determinar si una linea celular humana se puede considerar
pluripotente. Los criterios morfoldgicos son que las células crecen
en colonias compactas de células pequefias con el nucleo
prominente y varios nucleolos visibles. Los criterios moleculares se
centran en la expresién de los marcadores de superficie SSEA-3,
SSEA-4, TRA-1-60 y TRA-1-81, la expresion de los factores de
transcripcién POU5F1, SOX2 y NANOG y una elevada actividad de la
telomerasa. También tienen que ser capaces de diferenciarse a las
tres capas germinales a través de diferenciaciones estocasticas o

dirigidas.>%>4°6:57

1.3.2 Células pluripotentes como modelo del desarrollo y
enfermedad

Los modelos animales han sido muy utiles para conocer los
principios del desarrollo, asi como estudiar la especificacién celular
y la morfogénesis de tejidos. Ademds, muchos de los genes
implicados y procesos se ven conservados entre especies incluido el
humano. A pesar de estas ventajas, existen diferencias en el periodo
de gestacion, morfologia y regulacion génica tanto temporal como
espacial. Por eso, incluso los modelos de ratén no acaban de replicar

en su totalidad la embriogénesis en humano.>%>°

Las hPSC se han convertido en una gran herramienta para estudiar

el desarrollo embrionario ya que son capaces de diferenciarse a

células de las tres capas germinales con grandes similitudes a los
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procesos que se producen durante los estadios fetales y
embrionarios durante las primeras etapas del desarrollo.®® La
optimizacidén en los procesos de diferenciacion de las hPSC in vitro
aportan la oportunidad de estudiar y recapitular los eventos que
ocurren durante el desarrollo embrionario de una forma controlada

y barata.>®

1.3.3 Hematopoyesis embrionaria

La hematopoyesis es el proceso de diferenciacién por el cual se
generan las células sanguineas a partir las células madre vy
progenitores hematopoyéticos. En los adultos esta se produce en la
médula 6sea donde las HSCs proliferan y se diferencian.®® Las HSCs
se generan durante el desarrollo embrionario y van ocupando
distintos nichos hasta establecerse definitivamente en la médula
Osea y suplir de células sanguineas al organismo adulto el resto de

su vida.®!

La hematopoyesis embrionaria se produce en dos o tres oleadas
dependiendo del modelo cientifico. En el ratén, la primera oleada se
produce en el saco vitelino empezando en el dia E7.5 de gestacion
dénde se generan unas estructuras llamadas islas de sangre.®? Estas
“islas” albergan los primeros progenitores endoteliales vy
hematopoyéticos que proceden de un progenitor comun, el
hemangioblasto.®® Las células que se producen en esta

hematopoyesis primitiva son eritrocitos grandes y nucleados
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seguidos de macrofagos, megacariocitos y precursores mieloides.
Los eritrocitos primitivos expresan hemoglobinas fetales y permiten
la oxigenacidon del embrién en rdpido crecimiento mientras que
estos macréfagos contribuyen a las poblaciones de microglia, células
de Langerhans y Kupffer.b164% En el modelo de tres oleadas, se
considera una segunda oleada al momento en que se originan
progenitores eritro-mieloides y progenitores linfoides con

caracteristicas fetales y adultas.®”68

La segunda oleada o tercera en el modelo de tres oleadas, se
produce en una regién llamada aorta-gonado-mesonefros (AGM)
entre los dias E8.5 y E10.°° En esta regidon aparecen unos
progenitores conocidos como endotelio hemogénico, capaces de
generar células endoteliales y hematopoyéticas y de donde
aparecen las primeras HSCs inmaduras que no son capaces de
reconstituir el sistema hematopoyético de un organismo adulto,
capacidad de adquieren después del dia E10.7° Estas pre-HSCs
maduran en su transiciéon al higado fetal donde se expanden y
adquieren marcadores como el MHC tipo 1 y CD45.”t Por ultimo
estas células viajan a la médula ésea, donde generaran precursores

hematopoyéticos el resto de la vida del individuo.”?

Usando como modelo biolégico las hPSC se han optimizado
protocolos que buscan reproducir los procesos de diferenciacion
hematopoyética. Se han conseguido describir de manera secuencial

las poblaciones celulares que van surgiendo durante Ia
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hematopoyesis embrionaria y las sefiales necesarias para su
correcta diferenciacion. Se han desarrollado sistemas de
diferenciaciéon con co-cultivos de hPSC con lineas celulares que
emulan nichos de diferenciacion hematopoyética como los co-
cultivos con la linea S17 de médula 6ésea murina, la de saco vitelino
endotelial C1667® o las OP9 de médula 6sea de raton.”* La
generaciéon de cuerpos embrionarios con exposicién a citoquinas
hematopoyéticas es uno de los sistemas mas usados.”” En la
actualidad prevalecen los sistemas de cultivo que usan medios
definidos para controlar mejor las condiciones de las diferenciacién
y evitar contaminaciones cruzadas con componentes de origen

animal no humano.”®’”

En estos protocolos de diferenciacién se busca inicialmente generar
mesodermo ya que las células hematopoyéticas provienen del
mesodermo embrionario. Las células que dan lugar a las islas de
sangre en la primera oleada expresan el gen T (También conocido
como Brachyury) y KDR (Receptor de VEGF 2). El desarrollo del
mesodermo hematovascular se puede analizar con la aparicién de
los marcadores KDR, PDGFRA, APLNR. Una vez se reduce la
expresion de PDGFRA se producen progenitores hemato-
endoteliales, un tipo celular que puede producir tanto células
endoteliales como células hematopoyéticas y que expresan los
marcadores VE-cadherina, CD31 y CD34. Posteriormente Ia
adquisicion del marcador CD43 permite a la célula volverse mas

redondeada y menos adherente, proceso que se conoce como la
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transicion endotelio-hematopoyética.’® A partir de aqui van
apareciendo poblaciones de progenitores hematopoyéticos que van
expresando los marcadores CD235a y CD41 para finalmente adquirir

el marcador CD45 de compromiso mieloide.”

Las hPSC son de gran utilidad por ser una fuente inagotable de
material de experimentacion y por su capacidad de generar
cualquier tipo celular. El desarrollo de modelos de enfermedad se
inicia con la modificacion gendmica de las hPSC para que porten las
alteraciones genéticas que causan la enfermedad o la generacion de
iPSC la reprogramacion celular de las células de un paciente.
Generalmente su capacidad de reproducir los efectos de la
enfermedad y ser un buen modelo de estudio se cumplen cuando la
enfermedad es monogénica, muestra alta penetrancia, los eventos
importantes ocurren durante las etapas iniciales del desarrollo y

esta asociada claramente a un tipo celular.®

También se ha planteado el uso de modelos celulares basados en
hPSC para el cribado de moléculas o farmacos, debido a la gran
cantidad de células que se puede disponer en el laboratorio, aspecto

limitante en el uso de modelos animales.8°

Recientemente se han conseguido derivar iPSC de muestras
primarias de pacientes con LMA8182 generando modelos humanos
de leucemia y pudiendo introducir estas células en ratones para

investigar en mas profundidad el desarrollo leucémico humano.3*
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También se han generado modelos con hPSC donde se introducen
constructos que albergan el gen de fusion en hPSC para estudiar su
efecto durante la diferenciacién hematopoyética como el realizado

con el oncogén ETO2-GLIS2.83

En este trabajo se ha intentado generar un modelo con hPSC para el

estudio de la leucemia causada por el gen de fusién NUP98-KDM5A.

1.4 NUP98-KDM5A

1.4.1 Estructura y funcion

El gen de fusion NUP98-KDM5A se produce a partir de una
translocacion criptica entre el cromosoma 11 y el cromosoma 12,
t(11;12)(p15;p13)(p15;p13). Esta translocacidon provoca que el
intrén 13 del gen NUP98 se fusione con el intron 26 del gen KDM5A
manteniendo el marco abierto de lectura.?* La proteina resultante
estd formada por los 13 primeros exones de NUP98 y los exones 27
y 28 de KDM5A en la mayoria de los casos.8> Se mantiene el extremo
N-terminal de NUP98 y los dominios GLFG y GLEBS. En cambio, para
KDM5A sélo se conserva una pequeia parte de la proteina y
mantiene su dominio PHD junto al extremo C-terminal y las sefiales

de localizacién nuclear®’ (Fig. 4).
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NUP98 KDMS5A
1-13 exones 27-28 exones
) 1-514 aa | 1489-1690 aa
I T 1
Extremo Extremo
GLEBS Repeticiones NLS PHD

GLFG
Figura 4. Esquema y dominios de la proteina de fusion NUP98-
KDM5A. GLEBS: Gle-2 binding site; NLS: Nuclear localization signal;
PHD: Plant homeodomain. Modificado de Wang, et. al. (2009).

Esta proteina de fusidon contiene los dominios con los que NUP98
interacciona con otras proteinas, manteniendo posiblemente
muchos de sus genes diana y el dominio PHD de KDM5A, dando la

posibilidad de unidén a la marca H3K4me3.

1.5 NUP98

1.5.1 Complejo del poro nuclear y las nucleoporinas

NUP98 forma parte del complejo del poro nuclear (NPC, por sus
siglas en inglés), una asociacidon de mas de 30 proteinas diferentes
(Nucleoporinas o Nups) de unos 120-MDa que se reparte por la
membrana nuclear y regula el transporte de material entre el
citoplasma y el nucleo. Esta formado por el complejo Nup93-205
gue forma el anillo interior y el complejo Nup107-160 que forma el
anillo exterior. Todas estas estructuras estas formadas por los Nups
estructurales. Los Nups periféricos conforman los filamentos

citoplasmaticos y la cesta nuclear y son proteinas mucho mas
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maviles que funcionan como sitios de anclaje para iniciar o finalizar

el transporte en ambos sentidos del poro nuclear (Fig. 5).86788

Cytoplasmlc

Nup
m m%*g, 107-160
Nup98 Nup98
Nucleus
Nup98 Nuclear basket

Figura 5. Esquema de la estructura del complejo del poro
nuclear. Se pueden observar el anillo interno formado por
Nup93-205 unido a los Nups transmembrana. También aparecen
los anillos exteriores formados por Nupl107-160 y el interior
formado por Nups-FG. Se ve representado también los
filamentos citoplasmaticos y la cesta nuclear. Resaltado
aparecen las localizaciones de NUP98, tanto anclado en el lado
citoplasmatico y el nuclear, ademas de su forma soluble en el

nucleo. Extraido de Franks, et. Al. (2013).

53



Introduccion

Alos Nups periféricos se les han atribuido otras funciones biolégicas
mas alla de regular el transporte de material entre el nucleo y el
citoplasma como la regulacién de la mitosis o la regulacion de
expresion génica.89%° El NPC permite el transporte de pequefios
iones y polipéptidos de forma difusa y de macromoléculas como
MRNA o proteinas de mds de 40 kDa de forma activa, a través de

proteinas llamadas karioferinas.”!

1.5.2 Estructura y regulacion de NUP98

Entre las nucleoporinas mas estudiadas esta la NUP98, una proteina
de 98 kDa presente a ambos lados del complejo del poro nuclear o

en forma soluble en el nucleo (Fig. 5).86°2

El gen que lo codifica, NUP98, se localiza en el cromosoma 11p15.4
y contiene 34 exones. El locus contiene la informacidn para codificar
dos transcritos diferentes generados por empalme alternativo. El
precursor NUP98-96 genera un polipéptido de 186 kDa que se
autoproteoliza y genera las dos proteinas NUP96 y NUP98 que se
mantienen unidas y son incorporadas al NPC. La otra variante es la
gue codifica solo la secuencia de NUP98 y de la misma manera se
auto-proteoliza pero se favorece que quede libre en el nucleo

realizando otras funciones (Fig. 6).869394
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Nup98-96 mRNA Nup98 mRNA
m7G /—»AAAAA m7G AAAAA

lTranslation
GLFG repeats

l Autoproteolysis

| Nup98 ‘ Nup98

Figura 6. Esquema de la Biosintesis de las variantes de mRNA y

proteinas de NUP98 y NUP96. Extraido de Franks, et. Al. (2013).

Un tercio de las nucleoporinas se encuentran dentro de la categoria
de los FG-Nups ya que contienen secuencias repetidas de Phe-X-
Phe-Gly o Gly-Leu-Phe-Gly (GLFG). NUP98 es un tipo especial de FG-
Nup ya que contiene secuencias de GLFG que no estan en tandem.*>
Estas secuencias FG se ven interrumpidas por un dominio de unién
a la secuencia Gle2 (GLEBS).%® En la regién cercana al extremo C-
terminal, encontramos un dominio de unién al ARN que puede tener
funciones relacionadas con la exportacién de distintos tipos de ARN
del nucleo.’”?® Por udltimo estd el sitio de autoprotedlisis donde
produce la forma madura de la proteina escindiendo una parte de
6kDa (Fig. 7). Este procesamiento es fundamental para la

incorporacion de NUP98 al NPC.%3%°
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APC/RAEA
CBP/p300 C TAP

GLFG GBD GLFG 4
RNA-binding
Autoproteolytic
cleavage site

Figura 7. Esquema de los dominios de NUP98 y las proteinas que
se unen a ellos. GBD: GLEBS binding domain. Extraido de Gough,
et. al. (2011).

1.5.3 Funciones de NUP98

La primera funcién y mas estudiada de las nucleoporinas en general
y de NUP98 en particular es la de formar el NPC y regular el
transporte de material de forma bidireccional entre el nucleo y el
citoplasma.8% Mds recientemente se le estan asociando mas
funciones, como la regulacién de la transcripcion y participacion en

la mitosis.100-102

NUP98 cuando se transcribe juntamente con NUP96 se traduce y se
autoproteoliza formando un complejo con las dos proteinas. Ese
complejo de forma muy favorable es incorporado al NPC para
realizar funciones de transporte de biomoléculas.’>®* Multiples
evidencias demuestran que NUP98 es esencial para la exportacién
de distintos tipos de ARN desde el nucleo, y que estd implicado tanto
en laimportacion como exportacion de biomoléculas entre el nucleo

y el citoplasma.®®
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NUP98 no se encuentra exclusivamente en el NPC, sino también
distribuido por el nucleo, excluyendo el nucléolo.?>1% La regién
GLFG de NUP98, ademas se ha visto que puede interaccionar con
CREB-binding protein (CBP)/ p300'°* un co-activador transcripcional

105

y con histona deacetilasas*®> dando mas evidencias de que puede

regular la expresion génica.

En Drosophila, se han identificado posibles genes dianas de NUP98
a partir de ensayos de sobreexpresion/inhibicion del gen. La
localizaciéon del NUP98 libre se relaciona con sitios del genoma
activos que tienen la marca epigenética de activacién H3K4me3. Los
genes identificados como diana de NUP98 estan relacionados con la
regulacion del ciclo celular y la diferenciacion.106:197

La unién de NUP98 desde el NPC parece estar relacionada con una
remodelacién de la cromatina y una inactivacién génica.l%® Estas
evidencias indican que NUP98 cambia su funcion dependiendo de si
se une a genes inactivos cerca del NPC o a genes altamente
transcritos en el nucleoplasma. En células madre, genes en las
etapas iniciales de la diferenciacién interaccionan con NUP98 en el
NPC viéndose inhibidos. Posteriormente, cuando empieza su

transcripcidn se ubican lejos de la periferia nuclear manteniendo su

unién a NUP98.10°
En humanos se ha descrito la interacciéon directa de NUP98 con el

complejo Wdr82-Set1A/COMPASS (WSC). Este complejo se encarga

de la tri-metilacion de H3K4. Se ha demostrado como los

57



Introduccion

promotores donde se une NUP98, reclutan el WSC y se activa la

expresion génica en células madre hematopoyéticas humanas. 119111

Todas estas evidencias indican que NUP98 cumple una funcién en la
regulacién génica, aunque cémo se regula su actividad adn

permanece sin elucidar.

Se conoce que NUP98 también participa en el proceso mitdtico.
Tanto NUP98 como RAE1 se encuentran en extractos mitdticos de

células humanas'®®

y se ha encontrado evidencia de la interaccion
de NUP98 con RAE1 a través del dominio GLEBS de NUP98, tanto en
el transporte de moléculas como en la regulacion de la mitosis. RAE1
tiene una gran similitud con un regulador de la mitosis, BUB3, que
también interacciona con la secuencia GLEBS de NUP98.1'? Para
prevenir la incorrecta y prematura inhibicion de la securina, NUP98
y RAE1 interaccionan con complejo promotor de la anafase (APC;
por sus siglas en inglés) para evitar entrar en la anafase de forma
precipitada evitando aneuploidias. Cuando los cinetocoros estdn
bien formados en la metafase tardia, NUP98 y RAE1 se separan del
complejo permitiendo la degradacion de la securina y la entrada en
anafase.l9%113 Se ha estudiado la implicacién de RAE1 en la
formacidn del huso mitdticos y la polimerizacién de los microtubulos
de forma independiente del centrosoma. Se ha observado un

enriquecimiento de RAE1 en los polos del huso mitdticos y en toda

la extension de los microtubulos polimerizados. La estabilizacién de
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los microtubulos ocurre a través de un complejo del que forman

parte RAE1 y NUP98.114

Se ha estudiado las localizaciones de algunas proteinas de fusién
que contienen NUP98 y se ha visto que durante la interfase se
pueden encontrar unidas a NUP98 enddgenas fuera del poro
nuclear. Durante la mitosis se encuentran en los cinetocoros y los
brazos de los cromosomas pudiendo afectar al proceso de

mitosis.1®

1.5.4 NUP98 y cancer

La primera vez que se establecidé una relacion entre NUP98 y el
cancer fue en 1996 cuando dos estudios independientes mostraron
que células leucémicas llevaban la translocacién cromosdmica
t(7;11)(p15;p15), que genera un gen de fusién entre NUP98 y el gen
HOXA9.11%117 Desde entonces se han identificado oncoproteinas de
fusion donde participa NUP98 junto a mas de 30 proteinas en
tumores hematolégicos tales como LMA, sindromes
mielodispldsicos!'®1?, leucemia mieldcitica crénica??®, leucemia
linfoblastica aguda de células T*21122 y leucemia aguda de fenotipo
mixto.1?® Estd clara la relacion entre NUP98 y los desérdenes
hematoldgicas pone en evidencia que NUP98 realiza una funcién en

la hematopoyesis normal.}® Al estar el locus de NUP98 en el

extremo del cromosoma, muchas de las translocaciones en las que
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aparece son cripticas y no son evidentes en un cariotipo normal, por

lo que se requieren técnicas moleculares para su deteccién.

124,125

Los pacientes diagnosticados con genes de fusién con NUP98

conforman un subgrupo con mal pronéstico. En un estudio con una

cohorte de 574 pacientes pedidtricos con LMA se determiné que las

fusiones que albergan NUP98 estdn presentes en el 3.8% de los

casos y se observd una clara bajada de la supervivencia global

cuando se comparaban pacientes con fusién con NUP98 o sin NUP98

(Fig. 8).125
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Figura 8. Supervivencia global de pacientes con proteinas de

fusion con NUP98 o sin ella. Extraido de Struski. et. al. (2017).

Las proteinas de fusidn donde participa NUP98 tienen una

estructura comun, se forman a partir del extremo N-terminal de
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NUP98 y el extremo C-terminal de la proteina pareja (Fig. 9). Las
fusiones se pueden dividir en dos categorias segun la presencia de
homeodominio (Dominio de proteina que permite la unién a la
region de ADN conocida como homeobox) o no. Los genes que
aportan el homeodomino son genes HOX como el HOXA9, HOXC11
0 PRRX1. El resto de genes que se fusionan con NUP98 tiene
dominios mas variados como homeodominios de planta (PHD; por
sus siglas en inglés) como KDM5A o NSD1 o dominios SET como

KMT2A o NSD3 entre otros.1?*

GLFG GBD GLFG +
T T T T f f RNA-binding
NUPS8 Intron 8 9 10 11 1213 14 A;:’;V’:;"Lﬁs
LEDGF
LEDGF BOX10
RAP1GDS1 ADD3 HHEX
DDX10 MLL
HGMB3 HOXC JARID1A
PMX2 RARG PHF23
NSD3 SETBP1 TOP1
RAP1GDS1 PMX1 TOP2B
HOXD LNP1
ANKRD28 1QCG
NSD1 CCDC28A
HOXA

RAP1GDS1

Figura 9. Esquema de los dominios de NUP98 y el intrén de
NUP98 donde se translocan el resto de los genes. Extraido de

Gough, et. al. (2011).

Los mecanismos que promueven la transformacién en las células
qgue llevan estas proteinas de fusién generalmente suponen la

alteracién de las funciones de NUP98.1** Hay cambios en la
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expresion génica comunes entre las proteinas de fusidn que
contienen NUP98, como por ejemplo la sobreexpresion de genes del
cluster HOXA y HOXB. También existen patrones especificos en cada
una de ellas, demostrando que el efecto que aporta el otro gen es
de gran importancia.l?>8>126 |3 desregulaciéon génica se debe
principalmente a cambios epigenéticos y de la cromatina
provocados por las proteinas de fusidon y factores que se asocian a
ellas. Se ha podido observar cémo células que expresan NUP9S8-
NSD1, NUP98-KDM5A o NUP98-PHF23 se unen a regiones cercanas
a los genes HOX y cambian el perfil epigenético de la zona,
permitiendo su expresion. Entre los factores que participan en este

proceso se ha visto a EP300 y HDAC1.47:127.128

Las fusiones con NUP98 pueden alterar el proceso mitético,
afectando a la formacidn del huso mitdtico, o mediante una
interaccion aberrante con CDC20 que produce una entrada
prematura en anafase.’?®!3° Ademds, las fusiones con NUP98
pueden producir cambios en los perfiles de ciclo celular en modelos

de ratén y alteraciones cromosdmicas en blastos de pacientes 131,132

1.6 KDM5A
1.6.1 Familia de las lisina desmetilasas KDM5 y estructura

La familia de desmetilasas KDM5 es la que mayoritariamente se
encarga de eliminar las marcas de tri-metilacion de la lisina 4 de la

histona 3 (H3K4me3). Esta compuesta por 4 miembros que incluyen:
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KDMS5A (RBP2 o JARID1A), KDM5B (PLU1), KDM5C (SMCX) y KDM5D
(SMCY .133,134

Los 4 miembros tienen dominios parecidos y una estructura similar.
Todos contienen los dominios Jumonji cerca del extremo N-terminal
o C-terminal (JmjN y JmjC) que actian como dominio catalitico para
eliminar la marca H3K4me3/2, ademas del dominio CsHC; de tipo
dedo de zinc para ayudar a la funcidn catalitica. El domino ARID
reconoce especificamente la secuencia CCGCCC en el ADN vy es
fundamental para la funcién catalitica. Por ultimo, los dominios PHD

sirven para el reconocimiento de los substratos (Fig. 10).133134

Homo sapiens

komsA <D= —-€ -o——I—1—
komsB O —i-€ -o0———1—1}
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Figura 10. Dominios de los distintos miembros de la familia de

KDMS5. Modificado de Harmeyer, et. al. (2017).

El gen KDM5A se ubica en el cromosoma 12p13.33 y contiene 28

exones. La proteina codificada tiene 1690 aminoacidos y contiene 7
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dominios. Contiene los mismos dominios cataliticos que los otros
miembros de la familia KDM5, pero ademas contiene 3 dominios
PHD. EI PHD1 sirve para el reconocimiento de la histona 3 sin
metilar. La funcidon del PHD2 no se conoce, pero si se elimina,
desestabiliza la proteina y el PHD3 reconoce la marca

H3K4me3.133.13¢

1.6.2 Funciones de KDM5A

Las marcas epigenéticas son modificaciones que sufre el ADN que
cambian su regulacidén sin afectar a la secuencia de nucledtidos. Se
conocen una gran variedad de ellas como acetilaciones,
metilaciones, fosforilaciones entre muchas otras. De las mas
estudiadas son las metilaciones de la lisina 4 de la histona 3
(H3K4me1/2/3). Estas metilaciones estan relacionadas con regiones
de la cromatina activamente transcrita. La mono-metilacién
H3K4mel se encuentra en potenciadores para fomentar la
transcripcidn de ciertos genes. La marca H3K4me2 se encuentra en
promotores activos o aquellos que se encuentran preparados para
una transcripcién futura y la marca H3K4me3 se encuentra en

regiones de eucromatina con genes activos.!3>13¢

KDM5A al ser una enzima desmetilasa que elimina todas las
metilaciones de H3K4 se ha considerado siempre un represor
transcripcional ya que al quitar estaos grupos metilo se reduce la

actividad transcripcional de los genes diana.!’®” Durante la
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diferenciacidén se ha visto que KDM5A egula genes como MFN2,
BRDS8, FGF4, OTX2, HOXA1, HOXA5 y HOXA7 entre otros. En estudios
donde se reduce o elimina la expresion de KDM5A, los niveles
globales de H3K4me3 no aumentan, posiblemente debido al efecto
redundante de otras desmetilasas, pero silo hace en los genes diana
aumentando su expresidon, observandose un efecto tejido
especifico.’®® Sin embargo, también puede actuar como activador
transcripcional en regulacién de la diferenciacién, progresion del
ciclo celular y funcién mitocondrial.'34 Su funcién como activador se
da cuando otras proteinas con las que interactua bloquean su
funcién de represor. Una de las interacciones mas estudiadas es con
RB1 (también conocida como pRB). La proteina RB1 secuestra a
KDMS5A de su funcién principal dejando a sus genes diana activos al
no eliminarse la marca H3K4me3. Esta interaccion se ha observado
en la salida del ciclo celular e induciendo el proceso de

diferenciacién.134137,139

1.6.3 KDMb5A y cancer

En varios tipos de cancer se ha descrito la sobreexpresidon de
KDMS5A. Esta produce una mayor proliferacion y una bajada de
expresion de supresores tumorales. Se ha descrito que KDM5A
puede reducir la expresion de p53 y p21 de forma indirecta en varios
tipos de céncer.13%1% De hecho se ha planteado la inhibicién de la
expresion de KDM5A como tratamiento para tratar diversos tipos de

cancer.14!
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En leucemia la primera vez que se observo a KDM5A formar parte

de un gen de fusién fue en 2006 como parte de NUP98-KDM5A .84

1.7 LMA CON EXPRESION DE NUP98-KDM5A

La translocacién cromosdmica t(11;12)(p15;p13)(q15;913), que
produce el gen de fusién NUP98-KDM5A se describid por vez
primera en un paciente de leucemia megacarioblastica (AMKL) tipo
M7.84 A partir de ese descubrimiento, se describid la presencia de
ese gen de fusidén Unicamente en pacientes con leucemia tipo M7 o
megacariobldstica. Sin embargo, un estudio reciente que engloba
2392 pacientes diagnosticados con LMA pediatrica identifico 47
casos de pacientes con la presencia de NUP98-KDM5A en todos los

tipos de LMA, desde la MO a la M7 (2% de los casos).
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Figura 11. Distribucién por edades y por tipos de leucemia de
pacientes con o sin NUP98-KDMS5A. Extraido de Noort, et. al.
(2021).
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La edad de estos pacientes fue significativamente mads baja que la
del resto de pacientes encontrandose el pico entre los 0y 4 afios.1#?

(Fig. 11).

La supervivencia global de los pacientes positivos para el gen de
fusion NUP98-KDM5A bajaba significativamente respecto a los
pacientes de LMA sin este gen de fusidn, por lo que puede ser
considerado como un indicador de mal prondstico.'4%143 Ademas, el
riesgo de recidiva aumentaba en estos pacientes hasta el 62.6% en

comparacion con los 42.5% del resto de pacientes.'*? (Fig. 12).
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Figura 12. Curva de supervivencia global y de riesgo de recidiva
de pacientes con o sin NUP98-KDM5A. Extraido de Noort, et. al.
(2021).

En la mayoria de los pacientes de leucemia, se detectan mutaciones

secundarias ademas de la translocacidon o mutacién principal que
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origina el proceso de transformacidn. En el caso de NUP98-KDM5A
algunos estudios sugieren que es un oncogén lo bastante potente
para inducir el proceso de transformacion por si mismo.'4%144 Sin
embargo otros estudios encuentran mutaciones secundarias en
practicamente todos los pacientes. Entre las mutaciones
secundarias identificadas asociadas a la proteina de fusidn se
encuentran en complejos de cohesina y CTCF (CCCTC-binding
factor), la via JAK-STAT y el gen GATAL. La asociacion mas fuerte se
da entre NUP98-KDM5A con el supresor tumoral RBI,
encontrandose mutado en casi todos los casos. La mutacion es una
pérdida de un fragmento del locus del gen RB1, provocando una
bajada de expresion del gen a la mitad respecto a otros pacientes

sin esa mutacidn.145146

1.7.1 Modelos de NUP98-KDM5A

Diversos estudios han analizado las bases moleculares del proceso
de transformaciéon que sufren las células que expresan el gen de

fusion NUP98-KDM5A.

En 2009 se generd el primer modelo de NUP98-KDM5A, en el que al
introducir el gen de fusidn (y una version del gen de fusién sin el
dominio PHD3) en células hematopoyéticas de raton a través de la
infeccion con lentivirus, las células proliferaron de manera
incontrolada, dando lugar a una leucemia. Este estudio demostré

que NUP98-KDM5A se une a regiones ricas en H3K4me3,
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aumentando la expresidn de los genes del cluster HOXA, del HOXA6
al HOXA10, siendo imprescindible el dominio PHD3 para esta unioén,
ya que la versién del gen sin el dominio PHD3 no generd este efecto.
En este articulo se establecié el primer y Unico modelo mecanistico
gue se tiene sobre la proteina de fusidn, en el que NUP98-KDM5A
actia como un dominante negativo, evitando que el KDMS5A
enddgeno elimine las marcas H3K4me3 evitando que los genes del
cluster HOXA. Ademas, recluta gracias a los dominios de NUP98 a
otros reguladores epigenéticos como p300 promoviendo aun mas la

transcripcion®’. (Fig. 13)
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Figura 13. Hipotesis de la funcion de NUP98-KDM5A sobre los
genes HOXA e interaccion con reguladores epigenéticos. Extraido

de Wang, et. al. (2009).
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La desregulacion de los genes HOXA conjuntamente con los HOXB
se ha descrito en todos los estudios que se han realizado sobre la

proteina de fusion 8>147,148

En 2019 se generaron modelos de estudio con expresion
constitutiva de NUP98-KDM5A en células humana de corddn
umbilical y también utilizando muestras de pacientes. Se demostro
como estas células proliferaban mas que las células control y eran
capaces de generar leucemias de distintos tipos en modelos de
raton. Ademas, en xenotrasplantes utilizando muestras de paciente
se observo la desregulacion de genes tales como los del cluster
HOXA y HOXB. Se identificd que la via JAK-STAT estaba alterada y
estas células muestran vulnerabilidad al uso de farmacos que son
capaces de revertir la desregulacion génica provocada por las
alteraciones en la via JAK-STAT. El problema que presenta este
modelo es que los xenotrasplantes generan leucemias de diversos
tipos, tanto de linaje mieloide como linfoide, estas ultimas nunca
vistas en pacientes con NUP98-KDM5A. Una posibilidad que explica
la aparicidn de leucemias no presentes en los pacientes puede ser
por no utilizar las correctas células de origen que dan lugar a la

leucemia.¥’

El modelo mas reciente se basa en un sistema para la inhibicién de
NUP98-KDM5A en células de ratdn regulado por doxiciclina. En este
estudio se observd que la expresidon de la proteina de fusidn es

fundamental para el desarrollo de la leucemia y que al reducir su
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expresion se produce la diferenciacidon de las células leucémicas. En
este estudio se analizaron También las proteinas de fusion NUP98-
NSD1 y NUP98-DDX10 y se determiné que CDK6 es un gen diana
comun de las proteinas de fusién con NUP98, donde su inhibicién
especifica puede revertir en cierta medida los efectos de las

proteinas de fusion y alargar la supervivencia en estos ratones!*.
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2. Hipodtesis

La LMA puede aparecer tanto en adultos como en poblacidon
pediatrica, aunque las causas de la enfermedad son diferentes. En
adultos la enfermedad se produce por acumulaciéon de mutaciones
durante la vida del individuo en células mieloides inmaduras en la
médula ésea, aumentando su incidencia con la edad. En individuos
pediatricos existe un pico de incidencia en infantes que no se explica
por acumulacion de mutaciones y se ha demostrado en algunos

casos que se producen alteraciones cromosémicas durante el

desarrollo embrionario, y el individuo nace con la mutacién que

desencadena la enfermedad. Una de las translocaciones causantes

de la leucemia mieloide aguda pediatrica es la t(11;12)(p15;p13),

gue provoca la expresion del gen de fusion NK5A. Este gen de fusidn

se encuentra en exclusividad en pacientes pediatricos con una

media de edad de tres afnos, indicando que muy probablemente se

inicie su expresion durante el desarrollo fetal.

Los modelos animales de la LMA pediatrica no recapitulan fielmente
la biologia del humano y las lineas celulares no permiten estudiar los
mecanismos moleculares y celulares que originan la enfermedad. En

cambio, las hPSC permiten imitar el desarrollo embrionario

temprano ofreciendo una plataforma de estudio similar al momento

donde se producen las translocaciones cromosomicas causantes de

la leucemia.
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Por estas razones hipotetizamos que: al expresar NK5A en hPSC,

generaremos un modelo de la enfermedad capaz de recapitular

eventos gue ocurren en los pacientes y podremos profundizar en los

mecanismos gue inducen el proceso de leucemogénesis.
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3.

Objetivos

Para poder profundizar en el conocimiento de la LMA ocasionada

por proteina de fusion NUP98-KDMS5A, se propusieron los

siguientes objetivos:

76

1. Generar la translocacion cromosémica t(11;12)(p15;p13)
usando el sistema CRISPR/Cas9 en células pluripotentes

humanas

1.1 Optimizar las herramientas de edicion génica y deteccion de

la translocacién cromosdmica utilizando células HEK-293

1.2 Generacion de la translocacion t(11;12)(p15;p13) en células

pluripotentes humanas

2. Desarrollar un modelo de células pluripotentes humanas
con expresion constitutiva del gen de fusion NUP9S8-

KDM5A

2.1 Generar lineas celulares pluripotentes humanas con

expresion constitutiva del gen de fusidén NUP98-KDM5A

2.2 Caracterizar el efecto de la expresion del gen de fusidon

NUP98-KDM5A en el estadio pluripotente
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2.3 Analizar el efecto de la expresion constitutiva de NUP98-

KDM5A durante la diferenciacién a las tres capas germinales

2.4 Analizar el efecto de la expresion constitutiva de NUP98-

KDMS5A durante la diferenciacion hematopoyética

3. Generar un modelo de expresion inducible del gen de

fusion NUP98-KDM5A en células pluripotentes humanas

3.1 Generar lineas inducibles para la expresion de NUP9S8-

KDM5A utilizando el sistema CRISPR/Cas9

3.2 Analizar el efecto de la expresion de NUP98-KDM5A durante

la diferenciacion hematopoyética
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3. Objectives

To gain insight into the understanding of AML caused by NUP98-

KDM5A fusion protein, the following objectives were proposed:
1. To generate the chromosomal translocation
t(11;12)(p15;p13) using the CRISPR/Cas9 system in human

pluripotent stem cells

1.1To optimize gene editing tools and chromosomal

translocation detection using HEK-293 cells

1.2 Generation of the t(11;12)(p15;p13) translocation in human

pluripotent stem cells

2. To develop a human pluripotent cell model with

constitutive expression of the NUP98-KDM5A fusion gene

2.1To generate human pluripotent stem cell lines with

constitutive expression of the NUP98-KDMJ5A fusion gene

2.2 To characterize the effect of expression of the NUP9S-

KDMS5A fusion gene at the pluripotent stage

2.3 To analyze the effect of constitutive expression of NUP98-

KDMS5A during differentiation to the three germ layers
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2.4 To analyze the effect of constitutive expression of NUP98-

KDMS5A during hematopoietic differentiation

3. To generate a model of inducible expression of the NUP98-

KDM5A fusion gene in human pluripotent stem cells

3.1 To generate inducible pluripotent stem cell lines for the

expression of NUP98-KDM5A using the CRISPR/Cas9 system

3.2 To analyze the effect of NUP98-KDM5A expression during

hematopoietic differentiation
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4. Materiales y métodos

4.1 Cultivos celulares

Las lineas de hESC H9 (WAO09, Wicell, EEUU) y las lineas de iPSC
PBMC1-iPS4F1 (iCMN.1) y PBMC2-iPS4F8 (iPS4F8) fueron
mantenidas en estado indiferenciado sin el uso de células de
soporte utilizando el medio de cultivo E8'*° sobre placas cubiertas
previamente con Matrigel® (BD Bioscience, EEUU, Ref: 356234).
Para los experimentos de diferenciacion y analisis con citometria de
masas, las células fueron cultivadas con el medio iPS-Brew (Miltenyi
Biotec, Germany, Ref: 130-104-368). El medio de cultivo se
cambiaba a diario y cultivos confluentes se subcultivaban mediante

disociacion con PBS-EDTA y rascado con rasquetas de cultivo.

Las lineas celulares HEK-293 y HEK-293T fueron cultivadas con el
medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium,
Gibco, EE. UU., Ref: 11965092) alto en glucosa, suplementado con
10% de suero fetal bovino (FBS), 1% aminoacidos no esenciales
(Non-essential aminoacids, NEAA, Thermofisher, EE. UU., Ref:
11140050) y 100lU/mL de penicilina y estreptomicina
(Thermofisher, Ref: 15140122). El medio de cultivo se cambiaba
cada 2-3 dias y se subcultivaban cultivos confluentes mediante

disociacion con Tripsina (Thermofisher, Ref: 25200072).
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La linea celular CHRF-288-11 fue cultivada en suspensidon con el
medio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute, Thermofisher,
Ref: 11875093) suplementado con 10% de FBS y 100lU/mL de
penicilina y estreptomicina El medio de cultivo se cambiaba cada 2-
3 dias y se subcultivaban cuando el cultivo alcanzaba una densidad

de 5x10° células/mL a 1x10° células/mL.

En todos los casos las células se cultivaron en incubador himedo con

una concentracién de 21% de O, y 5% de CO a 37°C.

4.2 Construcciones plasmidicas y generacion de
lineas celulares

4.2.1. Generacion de la translocacion cromosomica
t(11;12)(p15;p13)(p15;p13)

Para la generacion de la translocacion t(11;12)(p15;p13)(p15;p13)
que da lugar al gen de fusiéon NUP98-KDMJ5A se utilizaron plasmidos
no integrativos pCAG C9G (Proporcionados por la Dra. Sandra
Rodriguez; CNIO, Madrid, Espaifia). Estos plasmidos albergan
secuencias de dos sgRNA para la edicidn génica cada locus del
genoma bajo el promotor constitutivo U6, que tienen como diana el
intron 13 de NUP98 (5’- GCT AGT ATC GAA CTC CTG GA -3’ (+ strand)
y 5’- GCT GGT CGT GAA CTG AAC TC -3’ (- strand)) y el intrén 26 de
KDM5A (5’- AGT CGA ACA GAG GTT ACC AG -3’ (- strand) y 5’- GAG
AAT GGC TTG ATC CCG GG -3’ (- strand)). Ademas, contienen la
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secuencia de la nucleasa Cas9 bajo el promotor constitutivo CAG
(Chicken B-actin promoter), seguido del gen reportero GFP (Green

fluorescence protein) bajo el mismo promotor.

Para la transfeccién de los plasmidos pCAG C9G se utilizaron varios

métodos:

Para las células HEK-293 se utilizaron lipidos catiénicos LipoD293™
DNA transfection reagent (SignaGen Laboratories, EE. UU., Ref:
SL100668) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se midieron
los niveles de GFP a las 48 horas post lipofeccion y se recogio

material para extraer ADN.

Para las células H9 se utilizaron lipidos catidnicos Lipofectamine
3000 reagent (Invitrogen, Ref: L3000001) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Se sortearon las células positivas para GFP a las 24
horas de la lipofeccion para enriquecer el cultivo con células que

hubieran incorporado el plasmido y se recogié material para extraer

ADN.
4.2.2 Generacion de la translocacion
t(11;12)(p15;p13)(p15;p13) utilizando

ribonucleoparticulas

Para la produccion de ribonucleoparticulas (RNPs) capaces de

generar la translocacién t(11;12)(p15;p13)(p15;p13), se adquirieron

83



Materiales y métodos

los Alt-R CRISPR-Cas9 crRNA por encargo a IDT technologies (EE.
UU.) para la unién a los locus del genoma de NUP98 (5’- GCU AGU
AUC GAA CUC CUG GAG UUU UAG AGC UAU GCU -3') y de KDM5A
(5’- AGU CGA ACA GAG GUU ACCAGG UUU UAG UAG AGC UAU Gcu
-3’). También se adquirié el Alt-R CRISPR-Cas9 tracrRNA (IDT
Technologies, Ref: 1072532) que se une al crRNA y permite formar
el duplex de ARN que posteriormente se une a la nucleasa Cas9 Alt-
R S.p. Cas9 Nuclease 3NLS (IDT Technologies, Ref: 1074181) para

formar la RNP siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se realizaron nucleofecciones usando el Human Stem Cell
Nucelofector Kit (Lonza, Suiza, Ref: VPH-5012) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se realizd la nucleofeccién en el
nucelofector Amaxa™ Nucleofector™ Il (Lonza, Ref: AAB-1001)

usando el programa A-023.

4.2.3. Expresion constitutiva del gen de fusion NUP98-
KDM5A

Se obtuvo la secuencia de NUP98-KDM5A en un vector pMSCV
(Amablemente cedido por el Dr. David Allis, Universidad de
Rockefeller, Nueva York, EE. UU.), que se clond en el vector pRRL-
EF1a-PGK-NeoR. La secuencia de NK5A fue amplificada del plasmido
pPMSCV con cebadores especificos conteniendo colas que afadian
sitios de restriccidn para Clal y Xbal, ademas de incluir la secuencia

Kozak para mejorar la eficiencia de traduccién del mARN.?° Para
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evitar la modificacién de la secuencia por error de la polimerasa, se

usoé la Phusion™ High-fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific,

EEUU, Ref: F-5308S) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Cebador sentido

Codon de
inicio
5-TATTTGATCGATGCCACCATGGACTACAAGG-3’
Adaptador Sitio de Secuencia NUP98-KDM5A
restriccion Kozak
de Clal

Cebador antisentido
Codon de

?arada
5-TATCTATCTAGACTAACTGGTCTCTTTAAGATCCTCC-3

Adaptador  Sitio de NUP98-KDM5A
restricciéon
de Xbal

Los parametros de la PCR fueron los siguientes:

Paso Temperatura | Duracion
Desnaturalizacién inicial 98°C 30 segundos
Desnaturalizacién | 98°C 10 segundos
35ciclos | Alineamiento 61°C 30 segundos
Elongacion 72°C 1 minuto 30
segundos
Elongacidn final 72°C 10 minutos
Conservacion 4°C Infinito

El producto amplificado se cloné usando las enzimas de restriccion

Clal y Xbal como dianas de restriccion en el vector pRRL-EF1a-PGK-
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NeoR. En el vector resultante, pRRL-EF1a-NK5A-PGK-NeoR (pRRL-
NK5A), la expresion del gen de fusion NK5A esta controlada por el
promotor constitutivo en EFla. Este es el promotor del factor de
elongacion 1a, utilizado comunmente para la expresion ectopica en
células de mamifero y muy utilizada en expresiéon de hPSC cuando
otros promotores como el del CMV (Citomegalovirus) se silencian en
este tipo celular.’>! El gen de resistencia a neomicina (NeoR) estd
bajo el control del promotor constitutivo PGK, el promotor de la
fosfoglicerato quinasa, un promotor con expresidon constitutiva
también en hPSC.'®! Este gen confiere la capacidad a las células
editadas a inactivar los antibidticos de seleccion como la neomicina
o gentamicina y ser resistentes a su exposicion. Para generar lineas
control, se utilizo el vector con el promotor EFla, pRRL-EF1a-PGK-

NeoR (pRRL-Control) vacio.

Para transducir las hPSC se obtuvieron particulas lentivirales se por
co-transfeccién transitoria en células HEK-293T del plasmido
psPAX2 (vector de empaquetamiento), VSV.G (vector de envuelta) y
el pRRL-NK5A o pRRL-Control, usando un protocolo estandar de
transfecciéon por calcio-fosfato.’®? Los sobrenadantes fueron
recogidos a las 48-72 horas después de la transfeccidon y fueron
filtrados a través de un filtro de 0.45 um y usados frescos para
transducir las hPSC junto a Polibreene infection/Transfection
reagent (8 mg/mL; Sigma-Aldrich, EE. UU, Ref: TR-1003) e Y-27632
2HCI (iROCK) (10 uM; Selleckchem, EE. UU, Ref: S1049)
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4.2.4. Generacion del sistema de expresion de NUP98-
KDMS5A inducible por doxiciclina

se solicito a la compafiia Twist Biosicence (EE. UU.) la sintesis de una
secuencia que contiene los 1542 primeros nucledtidos de NUP98 y
los 4467-5070 nucledtidos de KDM5A junto a una secuencia 3xFLAG,
obtenida en un vector intermediario pTWIST. La secuencia del
transgén se clond en un vector pTRE3G-rtTA3G-PolyA utilizando las
enzimas de restriccion Agel y Ascl. Este plasmido de control de
expresion génica por doxiciclina de 32 generacion expresa de forma
constitutiva el transactivador rtTA3 bajo el promotor CAG. Este
transactivador cambia de conformacion en presencia de doxiciclina
y es capaz de unirse al promotor TRE3G y activar la expresion del
gen de fusidn. Este plasmido fue disefiado para su integracion en el
locus AAVS1 ya que alberga la secuencia de brazos de homologia
para esta region del genoma promoviendo su integracién por
recombinacién homdloga. El locus AAVS1 (primer intrén del gen
PPP1R12C) es considerado un sitio seguro del genoma donde
expresar de forma robusta genes exdgenos.'>? El plasmido también
alberga el gen NeoR para la seleccion de la edicidn génica, que se
expresa de forma constitutiva bajo el promotor del gen PPP1R12C.
Los plasmidos fueron secuenciados a través de la técnica Sanger, en

la Unidad de gendmica del centro Genyo.

Se linealizé el vector con una digestion con Notl y una precipitacién

con Acetato de sodio y etanol estandar. La edicidn génica se realizé
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nucleofectando 100 pmoles de Cas9 (IDT Technologies, Ref:
1081058), 120 pmoles de gRNA contra el intron AAVS1 (5’- GGG GCC
ACT AGG GAC AGG AT -3, IDT technologies) y 5 ug del vector

linealizado en células H9.

Las condiciones de nucleofeccion son las mismas descritas
anteriormente en la seccion 4.2.2. Las células transfectadas con
plasmidos pRRL o pTRE3G fueron seleccionadas con 100 pg/mL de
G418 durante 5-7 dias.

Para la obtencidn de lineas clonales, se procedid a realizar un ensayo
de dilucién limite. 0.5 células/pocillo. Se dejaron crecer las células
por dos semanas comprobando que la colonia formada solo viniese

de una solo célula.

4.3 Técnicas gendmicas

4.3.1 Extraccion de ADN gendmico

Extractos de ADN se obtuvieron de pellets celulares utilizando el kit
NucleoSpin Tissue, Mini kit for DNA from cells and tissue (Macherey-
Nagel, Alemania, Ref: 740952), siguiendo las instrucciones del
fabricante. El ADN fue cuantificado y la calidad comprobada por

Nanodrop 2000c Spectrophotometer.
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4.3.2 PCR

Para la amplificacion de secuencias especificas de ADN gendémico o
plasmidico se utilizd el kit Go Tag® G2 Flexi DNA Polymseras
(Promega, EE. UU., Ref: M7805) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La lista de los cebadores utilizados y sus secuencias estas

indicados en la tabla 2.

4.3.3 PCR digital (dPCR)

Para la deteccién y cuantificacion del % de células con la
translocacion t(11;12)(p15;p13)(p15;p13), se utilizd una sonda
marcada con el fluorocromo FAM, que se une a la secuencia de
NUP98 dentro de la regidon amplificada con los cebadores
especificos de la translocacidn. Como control se utilizé6 una sonda
que se une al gen RNAseP unido al fluorocromo VIC (ThermoFisher,

Ref: 4403326).

Cebador sentido: 5’- TGA GGA AAG TCA GCC TCT CTA -3’
Cebador antisentido: 5’- TAC GCA ACT GTC ACCACT ATTC-3’
Sonda NK5A FAM: 5’- CTT ACA CCT GTAATCCCAGCACGTT-3

Para la reaccion de PCR se utilizo el reactivo TagMan™ Genotyping

Master Mix (ThermoFisher, Ref: 4371355) siguiendo las indicaciones

del fabricante junto a las sondas y los cebadores descritos.
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La mezcla se cargd en el QuantStudio™ 3D Digital PCR 20K Chip kit
(ThermoFisher, Ref: A26316) utilizando el QuantStudio™ 3D Digital

PCR Instrument con las siguientes condiciones de PCR:

Paso Temperatura | Duracion

Desnaturalizacion inicial 96°C 10 minutos
Desnaturalizacién | 98°C 30 segundos

39 ciclos Alineamiento  y | 50-60°C 2 minutos
elongacion

Elongacidn final 50-60°C 7 minutos

Conservacion 10°C Infinito

Los resultados se analizaron en el QuantStudio™ 3D AnalysisSuite

Cloud Software.

4.3.4 Extraccion de ARN, sintesis de cADN y PCR en
tiempo real

ARN total de pellets celulares fue extraido con el NucleoSpin® RNA
kit (Macherey-Nagel, Alemania, Ref: 740955), siguiendo las
instrucciones del fabricante. El ARN fue cuantificado y la calidad

comprobada por Nanodrop 2000c Spectrophotometer.

Hasta 1 pug de ARN se retrotranscribié a ADN complementario

(cADN) utilizando hexameros aleatorios como cebadores con el
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Transcriptor First Strand cDNA Synthesis kit (Roche, Suiza, Ref:

04897030001) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los niveles de expresidn génica se analizaron por PCR cuantitativa
(qPCR) usando el Brilliant-1ll Ultra-Fast SYBR® Green QPCR Master
Mix (Agilent Technologies, EE. UU., Ref: 600882) en un 7900HT Fast
Real-Time PCR System (Thermofisher, EE. UU.) o un QuantStudio 6
Flex Real-time PCR systems (Thermofisher, EE. UU.). Los parametros

usados para todas las qPCRs fueron los siguientes:

Paso Temperatura Duracion
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 minutos
Desnaturalizacién 95°C 15 segundos
40 ciclos Alineamiento y 60°C 30 segundos
elongacion
Elongacidn final 60°C 10 minutos
Conservacion 4°C Infinito

Los datos fueron analizados con el método de 22 0 224 ytilizando
uno o mas genes de referencia en Thermofisher cloud
(https://www.thermofisher.com/account-center/cloud-signin-

identifier.html). Se utilizé GAPDH como gen de referencia a menos
gue se indique lo contrario. La lista de los cebadores utilizados y sus

secuencias estds indicados en la tabla 2.
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4.3.5 Cuantificacion del numero de insertos en ADN
genomico

Para calcular la cantidad de insertos de plasmido que se
introdujeron en las lineas celulares, se realizé una gPCR a partir de
ADN. Se usaron cebadores especificos para el gen de fusidon y como
control se usé una curva de cantidades conocidas de plasmido

pTRE3G-NK5A.

4.3.6 RNA-seq

En la unidad de gendmica del centro Genyo se realizé extraccion
total de ARN con el kit TruSeq Stranded mRNA (llumina, EE. UU.) de
tres clones control (iPS4F8 C#1, C#2 y C#18) y de tres clones que
expresan la proteina de fusidn (iPS4F8 NK5A#26, NKS5A#27 vy
NK5A#29). EI ARN fue cuantificado y se verificd su integridad con el
Bioanalyzer RNA Nano (Agilent Technologies, EE. UU.) presentando
valores adecuados de RIN (Numero de integridad de ARN, minimo
de RIN de 7). Las muestras fueron secuenciadas en el Nextseq 500

(Humina).

La unidad de bioinformatica del centro Genyo realizd el primer
analisis basico de los resultados de la secuenciacién utilizando el
programa R (R Core Team, 2020). Se realizé el control de calidad con
el paquete FastQC (Fast Quality Control) y se eliminaron las

secuencias de los adaptadores y de mala calidad con el paquete
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CutAdapt. Se realizé el alineamiento del RNA con el paquete RSEM
(Robust Structural Equation Modeling with Missing Data and
Auxiliary Variables) con los parametros por defecto y el genoma de
referencia GRCh38.p13. Los transcritos con bajo numero de lecturas
fueron filtrados con el paquete NOISeq a partir de 0.5 lecturas por
millén y los datos fueron normalizados utilizando el paquete edgeR
bajo el método TMM (Trimmed Mean of M-values) y los parametros
por defecto. Para el andlisis de expresion diferencial se siguio el
protocolo estandar del paquete DESeq2 de R y se consideraron
como genes diferencialmente expresados aquellos con p-valores <
0.05 y logzFoldChange > 1 y < -1. Los mapas de calor muestran la
expresion normalizada y se generaron utilizando el paquete
pheatmap. El grafico tipo volcan se generd con el paquete de R,
EnhancedVolcano y representa el log;FoldChange y el p-valor de
todos los genes y los que estan diferencialmente expresados, estan

destacados en rojo.

El andlisis de enriquecimiento en grupos de genes (del inglés, Gene
Set Entichment Analysis, GSEA) se realiz6 con el programa GSEA. Los
genes se ordenaron de acuerdo con el test estadistico Wald
obtenido de la expresidn diferencial y consiste en el log,FoldChange
dividido por su error estandar. Comparamos nuestros listados de
genes con la coleccion de datos del MSigDB CGP: Chemical and
genetic perturbations. El analisis de componente principal se generé
utilizando las lecturas normalizadas de TMM con la libreria de R

prcomp y se generd el grafico con el paquete plot3d. Finalmente, el
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analisis de correlacion fue generado utilizando el método de
Spearman comparando los valores de qPCR del gen de fusidn contra
los niveles de expresion de los demds genes. Los genes
correlacionados por el método de Spearman fueron analizados con
el programa enrichR (https://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/)

utilizando la base de datos ChEA 2016.

4.4 Técnicas de deteccidn de proteinas

4.4.1 Extraccion de proteinas y western blot

Extractos totales de proteina se obtuvieron de pellets celulares
usando RIPA buffer (Sigma-Aldrich, EE. UU., Ref: R0278)
complementado con cOmplete Mini EDTA-Free Protease inhibitor
Cocktail Tablets (Roche, Ref: 11836170001), inhibidores de
proteasas (PMSF y DTT) y phosphatase inhibitor cocktail 2 y 3
(Sigma-Aldrich, Ref: P5726 y P0044). Los pellets de células fueron
lisados durante 30 minutos a 42C y centrifugados a 13.000 rpm
durante 10 minutos. Los sobrenadantes fueron reservados para la
cuantificaciéon de proteinas. Dicha cuantificacidn se realizé por el
método de Bradford usando el Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent
Concentrate (Bio-rad, EE. UU., Ref: 5000006) y una curva estandar

de albumina de suero bovino (BSA).

Para la extraccion de la fraccidon de histonas se siguid el protocolo

de precipitacion acida de Abcam
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(https://www.abcam.com/protocols/histone-extraction-protocol-

for-western-blot). Se cuantificé la proteina con el método de

Bradford.

Las proteinas fueron resueltas en geles de poliacrilamida con
electroforesis tipo SDS-PAGE y transferida a membranas de fluoruro

de polivinilideno (PVDF).

Las membranas fueron incubadas toda la noche a 4°2C con el
anticuerpo primario correspondiente y el anticuerpo secundario fue
incubado 1 hora a temperatura ambiente. Para medir la sefal del
anticuerpo secundario se utilizé el Odyssey Infrared Imaging System
(Li-cor Biosciences, EE. UU.). La B-actina se utilizd6 como control de

carga.

La lista de anticuerpos utilizados para western blot estan indicados

en la tabla 3.

4.4.2 Inmunofluorescencia

Las células adherentes fueron plagueadas sobre portaobjetos
esterilizados y tratados con matrigel®. Las células se fijaban con 4%
para-formaldehido en PBS (PFA) (Merck, EE. UU.) durante 5 minutos
a temperatura ambiente. La muestra fue bloqueada vy
permeabilizada con 5% de BSA (p/v) en PBS1x (solucidn de bloqueo)

y 0.2% triton x-100 (v/v) durante 1 hora a temperatura ambiente. En
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el caso de la linea en suspension CHRF-288-11, se fijaban en tubo
con PFA al 2% durante 20 minutos y se permeabilizaban con 0.5%
tritén x-100 (v/v) durante 5 minutos. Las células re suspendidas en
PBS se dejaban secar sobre un portaobjetos con polilisina. El
bloqueo se realizaba después con 1 hora con solucién de bloqueo.
La incubacidn con el anticuerpo primario fue realizada durante toda
la noche a 42C en solucion de bloqueo en una camara humeda. El
anticuerpo secundario se incubaba 1 hora a temperatura ambiente
en oscuridad en solucién de bloqueo. Sé utiliz6 como medio de
montaje el VECTASHIELD® Antifade Mounting Media (Vector
laboratorios, EE. UU., Ref: H-1000-10).

Para detectar y analizar el estado de las mitocondrias, se utilizo el
Mitotracker® 633 (ThermoFisher, Ref: M22426, proporcionado por
el Dr. José Antonio Garcia Salcedo) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se incubaron las células con 200 mM de Mitotracker®

633 durante 40 minutos.

Las preparaciones fueron analizadas en el microscopio de
fluorescencia Zeiss Axio Imager A.1 (Leica, Alemania) o el
microscopio confocal Zeiss LSM 710 (Leica). Las imagenes fueron

analizadas o procesadas con el software FIJI.1>*

La lista de anticuerpos utilizados para inmunofluorescencia esta

indicada en la tabla 3.
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4.4.3 Citometria de flujo

Las células fueron disociadas con TrypLE™ Express (Invitrogen, EE.
UU., Ref: 12604013) y la suspension de células individuales fue
lavada con FACS buffer (PBS1x, 5% FBS y 0.5 mM EDTA). La
incubacién con el anticuerpo primario se realizé durante 20 minutos
a temperatura ambiente en FACS buffer para la tincion de
marcadores de superficie. Las células fueron marcadas con 7-
aminoacinomicina D (7AAD) para evaluar la viabilidad celular (BD
Bioscience, EE. UU.). Para la tincion intracelular, se utilizo el FIX &
PERM kit para la fijacidon y permeabilizacién (Thermofisher, Ref:

GASO003) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para el analisis de ciclo celular se fijaron las células con etanol al 70%
frio. Las células se lavaron con PBS1x frio dos veces y se tifieron con
ioduro de propidio (50 pg/mL) (Sigma-Aldrich, Ref: P4170) y RNAase
A (100 pg/mL) (Sigma-Aldrich, Ref: R6513) durante 15 minutos a
temperatura ambiente y otros 15 minutos a 42C. El perfil de ciclo
celular se analizé utilizando el Software Modfit (Verity Software, EE.

uu.).
Para el analisis de apoptosis se utilizd el Annexin-V apoptosis

detection kit (BD Bioscience, Ref: 559763) y se siguieron las

instrucciones del fabricante.
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Para la deteccion de especies reactivas de oxigeno (del inglés,
Reactive Oxygen Species, ROS) se utiliz6 el DCFDA/H2DCFDA —
Cellular ROS Assay Kit (Abcam, Reino Unido, Ref: ab113851,
proporcionado por el Dr. Per Anderson) siguiendo las instrucciones

del fabricante.

Las células fueron analizadas en el citdmetro de flujo FACSVerse® y
con el software FlowJo™ v10.8 Software (BD Life Sciences) o

Cytobank.1>>

La lista de anticuerpos utilizados para citometria de flujo esta

indicada en la tabla 3.

4.4.4 Arresto mitético y co-inmunoprecipitacion

Las células fueron arrestadas en metafase utilizando nocodazol
(Sigma-Aldrich, Ref: M1404) a una concentracion de 1 pg/mL
durante 16 horas. Las células se liberaron del arresto durante 1 hora

antes de su recoleccion.

Para la co-inmunoprecipitacién (Co-IP) de proteinas, las lineas
iPS4F8-CH1 y iPSAF8-NK5A#29 fueron arrestadas en mitosis. Células
vivas fueron lavadas con PBS1x frio y se levantaron directamente
por métodos fisicos en IP-Buffer (50 mM Tris-HCI [pH 7.5], 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% NP-40, 10% glicerol, 1.5 mM MgCl;, 10 mM
NaF, 1 mM NaszVOs y 1x PIC). Se incubd la muestra durante 30
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minutos a 42C con rotacidn y se realizé una centrifugacién de 13.000
rom durante 30 minutos a 42C. Se recogio el sobrenadante y se
cuantificd la proteina total por el método de Bradford. Se incubé 1
mg de proteina en 500 uL de IP buffer con 4 ug del anticuerpo a-
KDM5A (Abcam, Ref: ab70892) o IgG inespecifica Rabbit IgG
Negative Control (Merckmillipore, EE. UU., Ref: SAB5500149) y con
25 uL de Dynabeads™ Protein G for Immunoprecipitation
(ThermoFisher, Ref: 10003D) durante toda la noche a 4°C con
rotacion. Al dia siguiente, se realizaron tres lavados con IP buffer en
el DynaMag™ (ThermoFisher, Ref: 12321D) y para la elucién se
utiliz6 Nupage loading buffer (ThermoFisher, Ref: NP0007)
suplementado con 50 mM de DTT, calentando la muestra a 709C

durante 15 minutos.

Para testar la Co-IP, un Western Blot se realizé utilizando un 10% de
input y un cuarto de la elucién de la IP para detectar KDM5A
utilizando el mismo a-KDMS5A. La interaccion con RAE1 fue testada
en la misma membrana utilizando el a-mrnp41 (Santa Cruz, EE. UU.,

Ref: sc-374261).

El resto del eluido fue enviado a la Unidad de Protedmica del servicio
central de apoyo a la investigacion de la Universidad de Cdrdoba,
Espafia. El servicio limpid, digirid, separd por cromatografia UPLC y
analizé en el Thermo Orbitrap Fusion (ThermoFisher, Q-OT-qIT) las

muestras, siguiendo protocolos estandar. Ademas, procesaron los
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datos crudos utilizando el programa Proteome Discoverer

(ThermoFisher, version 2.1.0.81).

El analisis para detectar los péptidos se llevd a cabo con R,
comparando primero los péptidos obtenidos en la Co-IP con a-
KDMS5A contra los obtenidos de la Co-IP con IgG inespecifica. Se
excluyeron del analisis los péptidos obtenidos en la IP de a-KDM5A
de iPS4F8-CH#1 y sdlo los que aparecen exclusivamente en iPS4F8-
NK5A#29 fueron considerados interactores candidatos. Se realizo
un andlisis de Gene Ontology (GO) en el Protein Analysis Through
Evolutionary Relationships (PANTHER) classification system (version

15.0), disponible en linea (www.pantherdb.org). Se utilizo el test de

sobrerrepresentacién con los parametros por defecto: Test exacto
de Fisher, con correccion FDR para multiples test y como lista de

referencia (Background): Homo sapiens whole genome.

4.4.5 CyTOF

Las células se disociaron con Accumax® (Innovative Cell
Technologies, EE. UU., Ref: AM-105) a 372C durante 3-5 minutos y
se incubaron con 25 pM de cisplatino durante 1 minuto a
temperatura ambiente para la deteccion de la muerte celular. Se
fijaron las células con 1.6% de PFA durante 10 minutos a
temperatura ambiente y se lavaron con PBS y se resuspendieron con
Cell staining media (CSM, 1x PBS, 0.5% BSA (p/v), 0.02% azida sédica
(p/v) (Sigma-Aldrich, Ref: S2002)). Para detectar los niveles de
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transcripcidn, replicaciéon y traduccion, las células se incubaron
previamente durante 30 minutos a 372C con 2mM BrdU, 100 pM
IdU y 2 pg/mL puromicina respectivamente siguiendo un protocolo

publicado anteriormente.>®

Para analizar hasta 20 muestras al mismo tiempo, se marcaron con
distintas combinaciones de tres isotopos del paladio. Se lavaron con
PBS1x + 0.02% saponina (PBS/S) y se centrifugaron y se afiadieron
las mezclas de los is6topos de paladio incubandolos durante 15
minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Se paré la reaccion

con CSM siguiendo un protocolo publicado anteriormente.>’

Una vez la muestra estaba marcada con el paladio se preparé la
mezcla de los anticuerpos en un volumen final de 50 pL de CSM por
muestra y se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente y
agitacion constante para la tincién de marcadores de superficie. Se
lavaron otra vez con CSM, se resuspendieron con metanol y se
incubaron durante 10 minutos a 42C. Se lavaron dos veces mas con
CSM vy se incubaron con la mezcla de anticuerpos intracelulares 30
minutos a temperatura ambiente y con agitacién. Se lavaron una vez
mas con CSM y se re suspendieron en solucién intercaladora (1.6%
PFA en PBS bajo en bario e 100 nM de Cell-ID™ intercalator-Ir

(Fluidigim, Ref: 201192B) para marcar el ADN de las células.

Se centrifugaron las muestras para eliminar la solucién

intercaladora, se lavaron una vez con CSM y dos veces mas con agua
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doble destilada (ddH20). Para pasar la muestra por el aparato, se
diluyé la muestra a 1 millén de células/mL en ddH,0 junto con EQ™
Four Element Calibration Beads (Fluidigim, Ref: SKU 201078) y se
filtré a través de un filtro de 40 um. Para pasar la muestra por el
CyTOF 2 Helios (Fluidigim) primero se usaron las EQ™ Four Element

Calibration Beads para comprobar que la fluidica era correcta.

Los anticuerpos usados para los analisis del CyTOF, estan en la tabla

4,

Los datos provenientes del CyTOF se analizaron utilizando los
paguetes de R Bioconductor y FlowCore vy el GitHub
ParkerICl/premessa. Primero, se normalizan los datos con las
Calibration Beads. Después se decodificé el codigo de barras de los
isotopos de platino para la identificacion de cada muestra. Los

posteriores analisis se realizaron en el programa en linea Cytobank.

4.5 Caracterizacion celular

4.5.1 Ensayo de fosfatasa alcalina

Para detectar la actividad de la fosfatasa alcalina se utilizé el Alkaline
Phosphatase Detection kit (Sigma-Aldrich, Ref: SCRO04) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Las imagenes fueron tomadas con

el microscopio ZEISS PALM MicroBeam (Zeiss).

102



Materiales y métodos

4.5.2 Curva de crecimiento y ensayos de formacion de
colonias (CFU)

Las células se disociaron utilizando TrypLE™ Express y se contaron.
Para la curva de crecimiento se sembraron 50.000 células y se
cultivaron en medio E8 suplementado con iROCK. Se contaron las
células al dia 1, 3 y 5. Al dia 5 otras 50.000 células se volvieron a
sembrar a otro pocillo y se volvieron a contar al dia 8 y 10. Para el
ensayo de CFU se sembraron 100, 200 y 400 células y se cultivaron
en medio E8 suplementado con iROCK. A los 10 dias se fijaron las
células con etanol al 96% durante 10 minutos y se tifieron con cristal
violeta (0.05%) durante 30 minutos. La sefial infrarroja de las
colonias tefiidas se midié con el Odyssey Infrared System (LI-COR

Bioscience, EEUU).

4.5.3 Cariotipos

Para la citogenética, las células fueron incubadas con 0.1 mg/mL de
Colcemid (Sigma-Aldrich, Ref: 10295892001) durante 4 horas. El
citoplasma fue eliminado con una solucién hipotdnica de KCI 0.075
My los nucleos se fijaron con metanol:acético 3:1 (v/v). Para acabar,
las metafases fueron fijadas en portaobjetos. Las bandas G se
produjeron por un tratamiento con tripsina-Whrigh (GTG) y un
minimo de 20 metafases se analizaron para cada linea celular. Si se
detectd alguna alteracion cromosémica en alguna metafase, se

aumenté el nimero de metafases analizadas a 30, asignando una
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formula cariotipica de acuerdo con la nomenclatura del sistema
internacional de citogenética humana (ISCN) del 2016. Los
cariotipos fueron analizados utilizando un microscopio Leica
DM5500 (Leica) y el lkaron Karyotyping System (Metasystems,
Alemania). Todo el proceso fue realizado en la unidad de control de
calidad genético y de biomarcadores del Biobanco del Sistema

Sanitario Publico de Andalucia.

4.6 Diferenciaciones celulares

4.6.1 Ensayo de diferenciacion por cuerpos embrioides

Para la formacidn de cuerpos embrioides (del inglés, Embryo body,
EB), al cultivo de hPSC previamente se le afiade 1 mL de Matrigel®
diluido 1:6 en KO-DMEM Se levantan las colonias de hPSC
suavemente con rasqueta, se resuspenden medio E6 (E8 sin FGF2 ni
TGFB) en placas de baja adherencia (Corning, EE. UU., Ref: 3471). Se
realizaron cambios de medio cada 2-3 dias por 9 dias para extraccion
de ARN o 21 dias para la realizacion de cortes histoldgicos. Para
cortes histolégicos, los EB se centrifugaron, se fijan y se embeben en
parafina y se enviaron para su analisis a la unidad de Anatomia

Patoldgica del Hospital Universitario Clinico San Cecilio.
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4.6.2 Diferenciaciones dirigidas a las tres capas
germinales

Para las diferenciaciones a cada una de las capas germinales se uso
el StemMACS™ Trilineage Differentiation Kit, Human (Miltenyi
Biotec, Ref: 130-115-660) siguiendo las instrucciones del fabricante.
A los 6 dias de diferenciacion se prepararon las células para ser

analizadas en el CyTOF 2 Helios (Fluidigm, EE. UU.).

4.6.3 Diferenciaciones hematopoyéticas

Para la obtencién de progenitores hematopoyéticos a partir de hPSC
se utilizé el STEMdiffM Hematopoietic kit (STEMCELL®
Tehcnologies, Canada, Ref: 05310) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las diferenciaciones se analizaron con citometria de flujo
para marcadores de diferenciacién a dia 3, 8 0 12. Ademas, a dia 12

se recogieron células del experimento para extraccion de ARN.

4.7 Analisis estadisticos

Todos los datos estan expresando como la media £ SEM (Error
estandar de la media; por sus siglas en inglés). Para las
comparaciones entre dos grupos de datos siempre se realizé la
prueba de t-Student pareada. Para las comparaciones entre dos o
mas grupos se realizé la prueba de ANOVA tipo-Il. Para los andlisis

de inmunofluorescencia se realizo el test de Mann-Whitney. Para los
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analisis de mitosis y cariotipos aberrantes se realizé el test de Chi-

cuadrado.

Valores de p-valor < 0.05 fueron considerados

estadisticamente significativos. * P< 0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001

y **** p< 0.0001.

Tabla 2. Secuencias de los cebadores.

Gen Secuencia 5’ — 3’Forward/Reverse

18S rARN GATGGTAGTCGCCGTGCC / GCCTGCTGCCTTCCTTGG

28S rARN AGAGGTAAACGGGTGGGGTC /
GGGGTCGGGAGGAACGG

45S rARN GAACGGTGGTGTGTCGTT / GCGTCTCGTCTCGTCTCACT

5.8SrARN | ACTCGGCTCGTGCGTC / GCGACGCTCAGACAGG

5S rARN GGCCATACCACCCTGAACGC /
CAGCACCCGGTATTCCCAGG

AAVS1 CTGTTTCCCCTTCCCAGGCAGGTCC /
TGCAGGGGAACGGGGCTCAGTCTGA

ACTNB CTTCCTGGGTGAGTGGAGAC /
TGAGAGGGAAATGAGGGCAG

APLNR AAAGCCGACTTGCAAAACC /
TGGACCAAATTGACCCCTAC

B2M TGCTTTCTTTGCCTGGACAC /
CGGCCATTTTCCACCATGAT

FOXA1 GTGGCTCCAGGATGTTAGGA /
GCCTGAGTTCATGTTGCTGA

GAPDH TGCACCACCAACTGCTTAGC /
GGCATGGACTGTGGTCATGAG

HOXA10 AGGTGGACGCTGCGGCTAATCTCTA /
GCCCCTTCCGAGAGCAGCAAAG

HOXAS GCCCAACCCCAGATCTACC / TCAATCCTCCTTCTGCGGG
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HOXA6 CAGCAGTACAAACCCGACA /
GGTAGCGGTTGAAGTGGAAC

HOXA7 ATCTACCCCTGGATGCGGTC /
TTCGTCCTTATGCTCTTTCTTCCA

HOXA9 ATGGCATTAAACCTGAACCG / GTCTCCGCCGCTCTCATTC

LHA-NK5A | AGGCCTCCAGTATTGTTGCT /
CTTGCCAAGGACTCAAACCC

MEIS1 AAGCGTCACAAAAAGCGTGG /
ATGGTGAGTCCCGTGTCTTG

MIXL1 GGATCCAGGTATGGTTCCAG /
GGAGCACAGTGGTTGAGGAT

NANOG TGCAGTTCCAGCCAAATTCTC /
CCTAGTGGTCTGCTGTATTACATTAAGG

NK5A CCGGAATCCGATGTCAGACC /
TTCTAGCTTCCGTTTCCGTTTC

OTX2 GACCCGGTACCCAGACATC /
GCTCTTCGATTCTTAAACCATACC

POUSF1 AGTGAGAGGCAACCTGGAGA /
CCTAGTGGTCTGCTGTATTACATTAAGG

REX1 CAGATCCTAAACAGCTCGCAGAA /
GCGTACGCAAATTAAAGTCCAGA

RHA-NEOR | TGCTTTCTTTGCCTGGACAC /
CGGCCATTTTCCACCATGAT

RPL7 CAGATCCTAAACAGCTCGCAGAAT /

GCGTACGCAAATTAAAGTCCAGA
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SOX2 TCAGGAGTTGTCAAGGCAGAGAAG
CTCAGTCCTAGTCTTAAAGAGGCAGC
UBC AGTGAGAGGCAACCTGGAGA

CCTAGTGGTCTGCTGTATTACATTAAGG
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Tabla 3. Anticuerpos.

Proteina Anticuerpo Referencia Aplicacién
Mouse
. . Sigma-Aldrich
Actnb (Actina) I\/Iono_clonal Anti- CathASA41 WB
B-Actin
BD
AnexinaV PE Annexin V Biosciences CF
Cat#t 556421
Armenian hamster | Invitrogen
CD29 monoclonal anti- Cat#17-0291- | CF
CD29 82
. BD
CD31 \'\//'405‘65‘3 ANt-CD3L 1 o cciences | CF
Cat#561653
Miltenyi
PE mouse anti- Biotec
D33 CD33 Cat#130-113- CF
349
. BD
CD34 2/';’;5; ANECD34 | Biosciences | CF
y Cat#560710
. BD
CD38 (Fjl;gsmouse Anti- Biosciences CF
Cat#555459
. BD
CD41 Egﬂzuse antl- Biosciences | CF
Cat##555467
Mouse Anti-CD43 BD Bioscience
D43 APC Cat#560198 CF
. BD
CD45 (F:';;SMO“S‘E anti- | giosciences | CF
Cat#555482
. BD
CD56 EES'\"Gouse Anti- Biosciences | CF
Cat#561903
CD61 FITC Mouse anti- eBioscience CE

CD61

Cat#11-0619
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CKAE1AE3 Mouse Anti- DAKO Cat # IHC
(Citoqueratina) | CKAE1-AE3 M3515
Mouse Siema
Flag Monoclonal ANTI- Cagt#F3165 WB
FLAG® M2
Phospho-Histone Cell signallin
H2AX H2A.X (Ser139) Cat#9§18 & | cF, WB, IF
(20E3) Rabbit mAb
Rabbit polyclonal Abcam
H3 anti-Histone H3 Cat#tab1791 W8, IF
Mouse Anti- BD Bioscience
HIF1A Human HIF-1a Cat# 610959 w8
Rabbit polyclonal
. Abcam Cat#
KDM5A anti-KkDM5A 2b70892 WSB, IF, IP
PE Mouse anti- RyD
KDR (CD303) CD309 Cat#FAB357P CF
Lmnb1 Santa Cruz
Goat anti-Lamin B IF
(Lamina B) oatanti-Lamin® | catisc-6216
Ncl IF
(Nucleolina)
Rat monoclonal Abcam
NUP98 [2H10] anti-NUP98 Cat#ab50610 WSB, IF
Rabbit anti- Abcam Cat#
Pousfl POUSF1 ab19857 IF
. BD
Pou5f1 SIE//Izuse Anti-Oct- Pharmingen CF
Cat#611203
. Santa Cruz
RAE1 ?n/':’nusj 1A”t" Catifsc- WB
P 374261,
. Invitrogen
Ssea3 :SEE'X'; use antl- Cat# CF
AB_ 10854121
Alexa Fluor® 647 BP .
Ssead Mouse anti-SSEA-4 Biosciences CF
Cat#t 560796
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Thermo
. Fisher
Tra-1-60- ggﬁ;e anti-TRAL= | ¢ entific CF
Cat# 12-
8863-82
Alexa Fluor® 647 BD
Tra-1-81 Mouse anti-TRA-1- | Biosciences CF
81 Cat# 560793
Tubb Santa Cruz
M Tubuli IF
(Tubulina) Ouse L TUBUIN 1 atisc-23948
Mouse Anti-B-1II- Millipore Cat
Tubb-ll Tubulin #MAB1637 | NC
Vim Mouse Anti- Roche Cat# IHC
(Vimentina) Vimentin (V9) 05278139001

WB: Western blot, CF: Citometria de flujo, IHC:
Inmunohistoquimica, IF: Inmunofluorescencia, IP:
Inmunoprecipitacion
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Tabla 4. Anticuerpos usados para el CyTOF.

Proteina

Anticuerpo

Metal

peso

/

Referencia

BrdU

Mouse anti-BrdU

Lu /175

BD Cat# 555627

CD117

Mouse anti-CD117

Yb /171

Biolegend
Cat#
313202

CD123

Mouse anti-CD123

Nd / 144

Biolegend
Cat#
306002

CD13

Mouse anti-CD13

Sm /152

Biolegend
Cat#
301717

CD135

Mouse anti-CD135

Er/ 170

BD Pharmingen
Cat#
558995

CD19

Mouse anti-CD19

Pr/141

Biolegend
Cat#
302202

CD235a

Mouse anti-CD235

In /115

Biolegend
Cat#
3141001B

CD3

Mouse anti-CD3

Nd /148

Biolegend
Cat#
300414

CD31

Mouse anti-CD31

Yb /171

BioLegend
Cat#303102

CD326

Mouse anti-CD326

Eu /153

BioLegend
Cat#324202

CD33

Mouse anti-CD33

Gd /158

BioLegend Cat#
303419

CD34

Mouse anti-CD34

Nd /148

Biolegend
Cat#
343531

CDh41

Mouse anti-CD41

Dy / 164

Biolegend
Cat#
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303702
CD43 Mouse anti-CD43 Er/ 167 Biolegend
Cat#
343202
CD45 Mouse anti-CD45 Y/ 89 Biolegend
Cat#
304002
Biolegend
CD61 Mouse anti-CD61 In/113 Cat#
306402
Biolegend
CD7 Mouse anti-CD7 Dy/ 162 Cat#
343102
CD73 Mouse anti-CD73 Sm/ 150 Biolegend
Cat#
344002
- Mouse anti-Cyclin
Ciclina B1 B1 Dy /162 BD Cat#554177
. Abcam
Cptla Mouse anti-CPT1A | Yb /173 Cat#ab128568
Eomes Rabbit anti-EOMES | Er / 166 CST Cat#81493
Gatal Rabbit anti-GATA1 | Dy / 162 CST Cat#
3535
Gata2 Mouse anti-GATA2 | Er / 166 Abnova
Cat#H00002624-
MO01
Gata3 Mouse anti-GATA3 | Ho / 165 BD
Cat#558686
Gata4d Mouse anti-GATA4 | Sm / 154 BD Cat#560327
Gatab Rabbit anti-GATA6 | Gd / 160 CST Cat#5851
H3K27ac Rabbit anti- Sm /149 CST Cat#8173
H3K27ac
Rabbit anti-
H3K27me3 H3K27me3 Yb /172 CST Cat#9733
H3K4me3 EZT(Z';‘Z';“‘ Sm/154 | CST Cat#9727
Hand1 Goat ant-HAND1 Nd / 144 R&D
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Cat#AF3168
HIF1A Mouse anti-HIFL | /155 | Abcam Cat#tab1
alpha
HLA-DR Mouse anti-HLA- Yb /174 Biolegend
DR Cat#
307651
. RND Systems
Isletl Goat anti-ISLET1 Nd / 145 CathAF1837
Kdr (CD309) | Mouse anti- Tb /159 R&D
VEGFR2/KDR Cat#MAB3572
Kie7 Mouse anti-Ki-67 Gd /152 BD
Cat#
556003
Lin28a Rabbit anti-LIN28A | Er / 167 CST Cat#8641
. . Abcam
Mtcol Rabbit anti-MTCO1 | Gd / 158 Cat#tab213648
Nano Rabbit anti-Nano Tb / 159 o1
8 8 Cat#49035
Mouse anti-p- Millipore
p-H2AX H2AX Pr/141 | atw05-636
. . CST customized
Pbx1 Rabbit anti-PBX1 Gd/ 156 4342
pHH3 Rabbit anti-p-HH3 | In /113 CST Cat#3377BF
Pou5f1 Mouse anti-Oct3/4 | Nd / 150 BD Cat#561555
Mouse anti- R&D
Prdm14 PRDM14 Sm/149 | o teMABE175
Pu.l Mouse anti-PU.1 Nd / 146 BioLegend
Cat#658002
- Mouse anti- Milltenyl
Puromicina | p | omycin Gd/158 | tumABE343
Runx1 Mouse anti-RUNX1 | Gd / 155 BioLegend
Cat#659302
Sox2 Rabbit anti-SOX2 Dy /163 CST Cat#3579
. BioLegend
Ssea3 Rat anti-SSEA-3 Ho / 165 Cat#330302
T Goat anti- Nd /143 R&D Cat#AF2085
Brachyury
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5. Resultados

5.1 Objetivo 1. Generacidon de la translocacion
cromosomica t(11;12)(p15;p13)(p15;p13) usando
el sistema CRISPR-Cas9 en células pluripotentes
humanas.

Este objetivo se centra en generar la translocacion cromosdmica

£(11;12)(p15;p13), que da lugar al gen de fusion NUP98-KDMJ5A, en

la linea de hESC H9 mediante el sistema CRISPR-Cas9.

5.1.1. Diseiio, Sintesis y clonaje de los ARN guias

Para poder generar la translocacidn que origina la proteina de fusion
NUP98-KDM5A se disefiaron 2 ARN guias (sgRNA, del inglés small
guide RNAs) que hibridan con secuencias de los intrones de los
genes involucrados en la translocacién t(11;12)(p15;p13), que han
sido reportados en los pacientes. Los ARN guias son especificos para
el intrén 14 de NUP98 en el cromosoma 11 y para el intrén 26 de

KDMJ5A en el cromosoma 12 (Fig. 14A).

Las secuencias escogidas para los sgRNA se sintetizaron como
gBlocks (fragmentos de ADN) en la compafiia IDT. Combinaciones de
estos sgRNA se han clonado en el vector pCAG, que contiene el gen

de la nucleasa Cas9y el reportero GFP (del inglés, Green Fluorescent
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Protein). Este reportero nos sirvié para identificar las células donde

se estd expresando la nucleasa Cas9 junto a los sgRNAs (Fig. 14B).

De esta manera hemos obtenido 4 vectores diferentes:
- pCAG1: sgRNA1 NUP98 + sgRNA1 KDM5A
- pCAG2: sgRNA1 NUP98 + sgRNA2 KDM5A
- pCAG3: sgRNA2 NUP98 + sgRNA1 KDM5A
- pCAG4: sgRNA2 NUP98 + sgRNA2 KDM5A

A B
U6 sgRNA CAG promoter

[ T /h‘ H1sgRNA .
¥ A
MARN de NUP98 11 11 1L A 10 AmpR ‘

p15.5
p15.4

| PCAG C9G

p13.33

Chr. 12 e — — e — ———— v

¥ EG
mARN de KDM5A !

Figura 14. Plasmidos para la generacion de la translocacion
t(11;12). (A) Esquema de la posicion de las secuencias diana en
los cromosomas 11 y 12 usados para la edicién génica. (B)
Esquema del plasmido pCAG C9G que contiene la nucleasa Cas9,

los dos guias de ARN y el gen EGFP para la seleccion.

Con estos plasmidos conseguimos que la Cas9 corte en ambos
cromosomas al mismo tiempo y por reparacién NHEJ se produce la
translocacion t(11;12)(p15;p13)(p15;p13) generando el gen de
fusion con los primeros 14 exones de NUP98 y los ultimos dos

exones de KDM5A.
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Los plasmidos se verificaron por ensayos de restriccion y
secuenciacion, tras lo cual se hicieron preparaciones estériles de alta

pureza y concentracion para su transfeccion en células.

5.1.2. Determinacion de la eficiencia de los sgRNA para
generar la translocacion t(11;12)(p15;p13) en células
HEK-293 y seleccionar los mas eficientes

Antes de abordar la generacién de las translocacién
t(11;12)(p15;p13) en hPSC determinamos cudl es la mejor
combinacion de sgRNAs que produce de forma mas eficiente y
especifica esta translocacidn en las células embrionarias de rifidn
humano HEK-293, que es un sistema celular humano mas facil de

manejar.

Se procedié a la transfeccidon de los plasmidos con las distintas
combinaciones de sgRNA (pCAG1-4) con cloruro de calcio. A las 48
horas después de la transfeccion, se tomaron imagenes de
microscopia en campo claro y de fluorescencia para visualizar la GFP
(Fig. 15A). Una fracciéon de esas mismas células se analizé por
citometria de flujo para determinar el porcentaje de células GFP+y
determinar la eficiencia de transfeccién de los distintos plasmidos.
Los porcentajes obtenidos de células GFP+ oscilaron entre el 61-63%
en todas las condiciones por lo que no hay ninguna diferencia en la

eficiencia de transfeccion de los distintos plasmidos. (Fig. 15B).
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293 pCAG1 293 pCAG2 293 pCAG3 293 pCAG4

o daro- - -
GFP+- - -

293 WT 293 pCAG1 293 pCAG2 293 pCAG3 293 pCAG4

SSC
A

0,00% 62,16% 62,97%|

o T T e T T e

GFP

Figura 15. Transfeccion de los plasmidos pCAG 1 — 4 en células
HEK-293. (A) Imagenes en campo claro y fluorescencia para
visualizar la GFP a las 48 horas post-transfecciéon. Escala =
1000um. (B) Andlisis de la expresién de la GFP mediante

citometria de flujo.

5.1.3. Optimizacion de herramientas de biologia
molecular para la deteccidon del gen de fusion NUP98-
KDM5A

La expresion de la GFP en las células transfectadas indica que, al
menos tedricamente, también se expresan la nucleasa Cas9 vy los
sgRNAs, por lo que es probable que ocurra la edicion génica. Para
detectar el evento de translocacion cromosdmica disefiamos dos

estrategias de deteccidn del ADN del gen de fusidn resultante.

119



Resultados

5.1.3.1 Deteccién por PCR

Para poder comprobar la generacién de la translocacién, se
disefiaron cebadores especificos para detectar los productos del gen
de fusion esperados tras la edicion génica. Utilizando ADN gendmico
de las lineas de HEK 293 generadas, se analizé por PCR la presencia
de NUP98-KDM5A. En la Figura 16A se pueden observar los tamafios
de producto esperados para cada una de las translocaciones
producidas por cada combinacidon de sgRNAs. Sélo se observd el
producto esperado de 236bp en la linea de HEK 293 transfectadas
con pCAG1 (293 pCAG1) (Fig. 16B). En el resto de las muestras se
obtuvieron productos de PCR inespecificos (Fig. 16B). El ADN de las
células HEK 293 sin editar (293 WT) se usé como control negativo,
para comprobar que los cebadores no amplifican ninguno de los
productos esperados tras la edicién génica (Fig. 16B). El producto de
PCR que se obtuvo de las células 293 pCAG1 fue purificado y
secuenciado con los mismos cebadores. Tanto para la region de
NUP98 como para la de KDM5A obtuvimos la secuencia sin errores
hasta que a unos 10 pares de bases antes de la zona de corte de la
Cas9 se podian observar secuencias solapadas, lo que significa que

habia lecturas multiples de la secuencia (Fig. 16Cy D).
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pCAG1L pCAG2 pCAG3 pCAGA
Productos esperados de PCR 236bp 242bp 197bp 216bp
S 293 293
293 293 293 éé” pCAG3 pCAG4
pCAG1 pCAG2 S 583 60.5 62.4 650 583 60.5 62.4 65.0°C

1114
900
692
501

4%

148

147

ACC T6 TAATCCCAG CACG T T6 GG AG ACC 6 AGG C[KGG AGG ATTCC TTCCACMG AGGK TTGMWT G

KDMSA

CCCAC TAAACAAATCTCCATT T TCTTCTTCCCTTCAGCCT TG TC G‘YCV‘G GAATC

Figura 16. Comprobacion de la edicion génica en células HEK-

293 por PCR y secuenciacion. (A) Tamafio de los productos de
PCR esperados para cada una de las translocaciones producidas.
(B) Gel de agarosa para comprobar la edicién génica de ADN
gendmico de las células sin editar (293 WT) y las células editadas
con los distintos plasmidos (293 pCAG1-4). (C) Secuenciacion del
producto de PCR de la muestra 293 pCAG1 para detectar la
secuencia de NUP98. (C) Secuenciacion del producto de PCR de
la muestra 293 pCAG1 para detectar la secuencia de KDM5A. Con

una flecha resaltado el punto de rotura.
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Para poder secuenciar de forma correcta un unico producto de PCR
procedente de las células editadas y poder observar el punto de
rotura exacto en estas células, decidimos utilizar el sistema de
clonaje AT en bacterias. Realizamos una ligacion del producto de
PCR producido con el ADN de 293 pCAG1, con extremos acabados
en adenina, con el plasmido linealizado pGENT con extremos que
acaban en timina. Los productos se clonaron en E. Coli. y se
secuenciaron 10 clones de bacterias realizandose un analisis de
multiples secuencias usando el software de Comparacién de
Secuencias Multiples por Log-Expectativa MUSCLE
(https://hmong.es/wiki/MUSCLE_(alighment_software)) teniendo
como referencia la secuencia tedrica de la translocacién. Las
secuencias analizadas mostraron similitud al inicio y final mientras
que en las zonas centrales cerca del punto de rotura se detectaron
inserciones y deleciones procedentes del efecto de la edicion génica
(Fig. 17A). Enla figura 17B, se puede observar la secuencia de NUP98
seguida de la secuencia de KDM5A en uno de los productos de PCR
proveniente del ADN de células HEK-293 editadas con el plasmido
pCAG1, observandose el punto de rotura unico para cada
translocacidn. Estos resultados indican que el plasmido pCAG1 es
capaz de generar la translocacién t(11;12)(p15;p13)(p15;p13)
habiéndose obtenido secuenciaciones con las secuencias de NUP98

seguidas de KDM5A.
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XXX
S5RE

Figura 17. Comprobacion de la edicion génica en células HEK-

293 a través de un clonaje AT y secuenciacion. (A) Andlisis por el
programa en linea MUSCLE de 10 productos de PCR obtenidos a
partir del ADN de células HEK-293 pCAG1 y clonados con un
clonaje AT en E. Coli. Se muestra con asterisco las regiones
totalmente alineadas. (B) Secuenciacién de un producto Unico de
PCR de la muestra 293 pCAG1 para detectar la secuencia de
NUP98 y KDM5A.

5.1.3.2 Deteccion por PCR digital (dPCR)

La PCR digital (dPCR, por sus siglas en inglés) es una técnica
molecular que permite la cuantificacidon absoluta de secuencias de
ADN a partir de la division en hasta 20000 pocillos de la reaccion de
PCR. Presenta una alta sensibilidad siendo muy util a la hora de

detectar mutaciones raras ademas de posibilitar el cdlculo de su
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frecuencia y poder determinar en qué proporcion se produce la
translocacion en nuestras células (Fig. 18A).

Para el disefio de una sonda especifica que permitala deteccién de
la translocacién por dPCR por sefial de un fluoréforo FAM, usamos
las secuencias de los productos de PCR obtenidas previamente (Fig.
17A). De esta manera la sonda era capaz de unirse a todas las
posibles secuencias generadas de la translocacion (Fig. 18B). Esta
sonda no puede medir mas de 30 pares de bases para que no se
produzca sefial de fondo al estar demasiado lejos el fluoréforo y el

quencher.

Para la realizacidn de la dPCR es necesario el material genético que
se quiera analizar y las sondas que reconozcan las secuencias de
interés. Para la optimizacién usamos el ADN de células 293 pCAG1,
HEK-293 sin transfectar (293 WT) y como control positivo, una
mezcla del ADN de células 293 WT con una dilucién 1/10° del
producto de PCR de las 293 pCAG1. Las sondas utilizadas fueron la
sonda especifica para el gen de fusién unida al fluoréforo FAM
(NK5A - FAM) y el gen control RNAseP unido a un fluoréforo VIC
(RNAseP - VIC).

Los datos de la dPCR se generan en forma de un grafico de puntos,
donde cada punto representa un pocillo y ofrece las sefiales de cada
uno de los fluoréforos analizados. El control positivo resulté con
sefial para ambos fluorocromos, tanto para el gen RNAseP, presente

en todas las células humanas como para el gen de fusién, ya que
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habiamos introducido el producto de PCR procedente de la edicidon
génica de las 293 pCAG1 como control positivo. (Fig. 18C, primer
panel). EI ADN de 293 WT sélo dio sefial para RNAseP y no dio sefial
para NK5A (Fig. 18C, segundo panel). Por ultimo, la muestra de 293
pCAG1 dio sefal para RNAseP y sefal baja pero positiva para NK5A,
indicando que se detectd la translocacion (Fig. 18C, tercer panel). Al
observar la baja sefial de NK5A, decidimos observar los perfiles de
amplificacién de las sondas juntas y por separado, pudiéndose
observar una mayor amplificacién de la sonda NK5A por separado
(Fig. 18D). Por ese motivo decidimos repetir la dPCR con los ADNs
de 293 WT y 293 pCAG1 sdlo usando la sonda NK5A. Seguia sin
aparecer sefal positiva en la muestra 293 WTy sélo usando la sonda
NK5A, se obtuvo una sefial mds clara en 293 pCAG1 (Fig. 18E).
Conociendo la cantidad de ADN gendmico que se utilizé y el nimero
de eventos detectados por la dPCR, estimamos que se habia
producido la translocacién en 1 de cada 4000 células. Esta técnica
nos resultara util para determinar el numero de células editadas y

programar los experimentos de generacién de lineas clonales.
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Control + 293 WT 293 pCAG1
z & > P
z
RNAseP - VIC
D E
NKS5A sin 293 WT 293 pCAG1
RNAseP___ 7 RNAseP s -
&
5
\\ﬁ JAINKSA con X
%\f} \ RNAseP
e RNAseP - VIC

Figura 18. Optimizacion de la dPCR para la deteccion de la
translocacion en células HEK-293. (A) Esquema del
funcionamiento de la dPCR. (B) Disefo de una sonda compatible
con los cebadores usados para qPCR para detectar la fusion. (C)
Técnica de dPCR utilizando ADN gendmico de 293 WT mezclado
con producto de PCR de NK5A (Control +), ADN sélo o ADN
gendmico de 293 pCAG1. (D) Perfil de amplificacion en gPCR de
la sonda para NK5A en presencia o ausencia de la sonda para
RNAseP. (E) Técnica de dPCR para detectar la translocacién en
células 293 sélo utilizando la sonda para la translocacién unida a

FAM.
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5.1.4 Generacion de la translocacion
t(11;12)(p15;p13)(p15;p13) en células pluripotentes
humanas

5.1.4.1. Transfeccion del plasmido pCAG1 en la linea celular H9

Realizamos una transfeccion con lipidos catidnicos del plasmido
pCAG1 en la linea de hESC H9 (WAQ9, WiCell). Realizamos un
seguimiento de los niveles de GFP durante 48h y observamos que
los niveles de GFP descienden a partir de las 24h ya que el plasmido
y su expresién es transitoria en las células. El pico de seiial de GFP
se produce a las 24h post-transfecciéon (Fig. 19A). A las 24h post-
transfeccion realizamos una separacién celular por sorter,
separando células GFP+, de células GFP- para poder enriquecer la
poblacién donde pudo haber ocurrido la edicién génica. En las
células H9 transfectadas con el plasmido pCAG1l (H9 pCAG1)
obtuvimos un 18.94% de células GFP+ (Fig. 19B). La mitad de las
células H9 pCAG1 GFP+ se mantuvo en cultivo y otra se procesé para
obtener ADN. Para comprobar si en las células GFP+ habia ocurrido
el evento de translocacién cromosémica realizamos una PCR,
utilizando como control negativo tanto ADN de las células H9 WT,
como de las H9 pCAG1 GFP —y como control positivo, ADN de las
células 293 pCAG1. Se obtuvo la banda de amplificacién esperada
de 236bp en el control positivo y en la muestra H9 pCAG1 GFP+,
demostrando que se habia generado la translocacion en las células
H9 (Fig. 19C). Para determinar si el evento de translocacién se

mantenia en las células H9 pCAG1 GFP+ sorteadas que se habian
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cultivado, se hizo un seguimiento mediante la obtencion de ADN de
las células al momento del subcultivo y se realizé una nueva PCR. Sin
embargo, no fuimos capaces de detectar la banda correspondiente
a la translocacion t(11;12)(p15;p13) a partir del primer pase (Fig.
19D), probablemente porque dicha translocacidn podia conferir una
desventaja en cultivo o las células se veian arrestadas en el ciclo

celular evitando su expansion.

H9 pCAG1 6h ) H9 WT
Campo claro GFP ]

0,70%

L L)

H9 pCAG1 24h

SSC

H9 pCAG1 24h

18,94%
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Figura 19. Generacion de la translocacion t(11;12) hPSC y
comprobacion por PCR. (A) Imagenes de campo claro y
microscopia de fluorescencia de células H9 transfectadas con el
plasmido pCAG1 a 6 y 24h post-transfeccidn. Escala = 1000um.
(B) Citometria de flujo de GFP en las células transfectadas a las
24 horas. (C) Gel de agarosa de NK5A para comprobar la edicién
génica en ADN gendmico de las células sin editar (H9 WT) y las
células editadas sin sortear (H9 pCAG1 bulk) y sorteadas
(GFP +/-). Las 293 pCAG1 fueron usadas de control +. (D) Gel de
agarosa de NK5A con para comprobar la edicién génica en ADN
gendmico de las células sorteadas (GFP +) un pase después. Las
293 pCAG1 fueron usadas de control +. El gen de la actina fue

usado como control.

5.1.4.2. Nucleofeccién con ribonucleoparticulas (RNP)

Al no ser capaces de mantener la translocacién en las células hPSC,
decidimos cambiar de estrategia de generacion de la translocacién
utilizando las ribonucleoparticulas (RNP). En este caso, son unos
complejos RNA-proteina que combinan un crRNA que reconoce la
secuencia diana en el genoma, un tracrRNA que permite la union del

complejo y la nucleasa Cas9.
Se ha demostrado como las RNPs producen menor citotoxicidad que

los plasmidos en células embrionarias humanas'®®. Ademas de

aumentar la eficiencia de la edicién ya que se introduce
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directamente el complejo que realiza la edicion a diferencia del

pldsmido que tiene que ser transcrito.*>®

Disefiamos ARN guias para su acoplamiento a la nucleasa Cas9 para
la generacion de RNP. Una vez generadas, las introdujimos en las H9
através de nucleofeccidn. Las células generadas se separaron en dos
pocillos para probar la supervivencia de distintas densidades de
células en el pocillo y se expandieron en cultivo. Lo primero que se
hizo fue una PCR y se obtuvo la misma banda de 236bp que en las
células 293 pCAG1 en la muestra H9 RNP NK5A 2/3 (El pocillo con
2/3 de las células nucleofectadas, Fig. 20A). También se realizé la
dPCR correspondiente para poder determinar el nimero de células
editadas y preparar la estrategia de generacidn de lineas clonales.
Se utilizaron las sondas por separado, para que no interfirieran entre
ellas y mejorar la sensibilidad de la técnica. No se obtuvo sefal de
NK5A ni en las células H9 WT ni en las H9 RNP NK5A 1/3, pero si en
las H9 RNP NK5A 2/3, por lo que se puede concluir que la edicidn se
ha producido en las células H9 (Fig. 20B). Los cdlculos para saber
cuantas células contenian la translocacion resultaron que
aproximadamente 1 de cada 7400 células eran positivas para la
edicién génica. Por ultimo, generamos pequefios grupos de 1000
células (pools) provenientes de H9 RNP NK5A 2/3 para intentar
enriquecer el cultivo en células positivas ya que vistos los datos
anteriores no era viable ir directamente con una generacién de
clones por dilucién limite. Se realiz6 la PCR para detectar la

translocacion y no se obtuvo ninguna banda en los pools generados
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(Fig. 20C). Al no haber sido capaces de mantener la translocacién en

el cultivo ni con una eficiencia suficiente decidimos abandonar la

generacién de este modelo de la enfermedad y pasar a una

aproximacion mas sencilla, la generacion de un modelo de expresién

constitutiva a través de la edicion por lentivirus.
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Figura 20. Generacion de la translocaciéon t(11;12) en hPSC
utilizando ribonucleoparticulas. (A) Gel de agarosa con para
comprobar la edicion génica en ADN gendmico de las células sin
editar (H9 WT) y las células editadas por RNP. Las 293 pCAG1
fueron usadas de control + y el gen de actina como control. (B)
Técnica de dPCR para detectar la translocacidon en células H9
utilizando la sonda para la translocacién unida a FAM y la sonda
para el gen RNAseP unida a VIC por separado. (C) Gel de agarosa
para comprobar la edicion génica en ADN gendmico de las células
sin editar (H9 WT) y distintos pools de H9 editadas. Las H9 RNP

NK5A fueron usadas de control + y el gen de la actina como
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5.2 Objetivo 2. Desarrollo de un modelo de células
pluripotentes humanas con expresion
constitutiva del gen de fusion NUP98-KDM5A

Este objetivo se centra en generar un modelo de expresion
constitutiva del gen de fusion NUP98-KDM5A en hPSC vy estudiar du
efecto en el estadio pluripotente vy la diferenciacion.

5.2.1. Generacion de lineas hPSC-NK5A

Dado que no obtuvimos un cultivo estable de las hPSC con la
translocacion cromosémica t(11;12)(p15;p13), decidimos generar
lineas estables con expresion constitutiva del gen de fusidn a través
de la utilizacién de lentivirus (hPSC-NK5A). EI Dr. David Allis
(Rockefeller University, NY) amablemente nos proporciond el
plasmido pMSCV que contenia el cDNA de NK5A (Figura 21A). Para
la expresion constitutiva en hPSC clonamos la secuencia de NK5A en
el plasmido pRRL-EF1a-PGK Neo (Figura 21B) ampliamente usado en
el laboratorio. Este plasmido contiene dos promotores
constitutivos, el promotor mPGK que controla la expresion del gen
de resistencia a neomicina (NeoR) y el promotor EFla, que controla
la expresion de NK5A. Se confirmd mediante enzimas de digestion
qgue el inserto estaba correctamente clonado observandose el
fragmento de 2.2 kb (Figura 21C) y se verificé que la secuencia del
gen de fusion era correcta por secuenciacion Sanger. Para la
produccién de particulas lentivirales se transfectaron células HEK-
293T mediante cloruro de calcio con los plasmidos empaquetadores

(psPAX y pCMV-VSV-G). Generamos lentivirus con el plasmido PRRL-
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EF1a-PGK-Neo vacio (pRRL-Control) y con el plasmido con la

secuencia del gen de fusién

. RRL-
SR HIV-15LTR EKSA
K \d PRRL- dig

Xbal ' .
\7 EFla promoter NK5A Clal
AmpR y Clal ND  Xbal

B pMSCV-NK5A AmpR  PRRL-NK5A
i 8375 bp 10950 bp

(‘ \
R4

Y4

k Clal __Z,
3"-TR\ o

PuroR PGK promoter

7~

NUP98-KDMS5A NUP98-KDM5A

mPGK promoter

HIV-1 3 LTR ’ Xbal

Figura 21. Clonaje del plasmido pRRL-NK5A. (A) Esquema del
plasmido pMSCV-NK5A vy la localizacién de los cebadores. (B)
Esquema del plasmido pRRL-NK5A después de la ligacién. (C)
Patrén de corte del pRRL-NK5A (ND, Sin digerir) y digerido con
Clal y Xbal.

(PRRL-NK5A) (Fig. 22). Los lentivirus se utilizaron para infectar tres
lineas de hPSC: unalinea de hESC H9 y dos lineas de hiPSC generadas
en el laboratorio PBMC1-iPS4F1 (iCMN.1)®° y PBMC2-iPS4F8
(iPS4F8).161 Después de la infeccidn con las particulas lentivirales,
cambiamos el medio y 3 dias después iniciamos la seleccion de las

células transducidas con neomicina.
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pRRL-Control

3 [~ Mgs i = Figura 22. Esquema de los insertos

introducidos en las lineas celulares
PRRL-NK5A para generar los controles (pRRL-

If,s _ Control) y las que expresan NK5A

(pRRL-NK5A).

5.2.2. Caracterizacion de las lineas hPSC-NK5A

Una vez obtenidas lineas transgénicas estables proseguimos a su
caracterizacion basica. La morfologia de las nuevas lineas era la
tipica de las hPSC, formando colonias compactas con células
pequefias de nucleos prominentes (Fig. 23A) que exhiben actividad
de la enzima fosfatasa alcalina (Fig. 23B). Posteriormente realizamos
un anadlisis inmunofenotipico de marcadores de superficie
especificos de hPSC mediante citometria de flujo: SSEA3, SSEA4,
TRA-1-60y TRA-1-81. Ademas, analizamos la expresion del factor de
transcripcién POU5F1. Como se ve en la figura 23C, todas las lineas
expresaron todos los marcadores, aunque observamos variaciones
en los niveles de expresion, lo cual ocurre con frecuencia en el
cultivo de hPSC, donde se han descrito poblaciones heterogéneas en
cuanto a la expresion de estos marcadores.'®2 Por qPCR analizamos
en las hPSC-NK5A la expresion de los 4 factores de transcripcién
clave para el mantenimiento de la pluripotencia: POU5F1, SOX2,
NANOG y REX1. Todas las lineas expresaron los 4 genes a niveles de
expresion comparables entre la linea que expresa el gen de fusién

con respecto a su linea control (Fig. 23D).
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Figura 23. Caracterizacion de las lineas hPSC-NK5A en estado

indiferenciado. (A) Imagenes de campo claro. Objetivo: 4x.

Escala: 500um. (B) Imagenes de la actividad de fosfatasa alcalina.

Objetivo: 4x. Escala 150um. (C) Citometrias de flujo para

marcadores de pluripotencia (D) RT-gPCR de genes de

pluripotencia.
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Para la deteccion del gen de fusion en las lineas hPSC-NK5A se

disefiaron dos cebadores, uno para la secuencia de NUP98 y otra

para la secuencia de KDM5A (Fig. 24A), de manera que el producto

de la PCR solo pueda aparecer en las lineas con expresién de NK5A.
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Figura 24. Deteccion y cuantificacion de NUP98-KDM5A. (A)

Esquema de los cebadores utilizados para la deteccidn especifica

del gen de fusion. (B) Gel de agarosa con los productos de qPCR.

(C) Niveles de expresion del mARN de NK5A en las distintas lineas

generadas. (D) WB contra KDM5A de las lineas iPS4F8-Control y

NK5A. Se usé Actina como control de carga.

Se realizdé una gPCR y se corrieron los productos de NK5A en un gel

de agarosa, siendo visible un Unico producto del tamafio esperado

para las tres lineas celulares que expresan NK5A e indetectable en

las lineas control (Fig. 24B). Ademads, determinamos la expresion del

NK5A en cada linea y observamos que la linea con menor expresion
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es la H9-NK5A, la linea iCMN.1-NK5A expresaba unas 4 veces mas
que la H9-NK5A y la iPS4F8 alrededor de 90 veces mas (Fig. 24C).

Para analizar la expresién de NK5A a nivel de proteina, realizamos
un Western blot con un anticuerpo dirigidos contra KDM5A y
unicamente en la linea iPS4F8-NK5A pudimos detectar la proteina
de fusion (peso esperado, 71kDa) ademas de la proteina KDM5A
endogena (196 KDa) (Fig. 24D).

Posteriormente estudiamos la expresion de KDM5A enddgeno vy la
proteina de fusion mediante inmunofluorescencia en las lineas
hPSC-NK5A usando el mismo anticuerpo anti-KDM5A usado en el
WB. Tanto en la muestra H9-Control como en la iPS4F8-Control se
observd una tincidon punteada indicando la expresidn normal de
KDMS5A (Figura 25). Sin embargo, en lineas que expresan NK5A
observamos heterogeneidad en la tincién donde unas células
expresaban niveles similares a los controles y otras con mayor
intensidad de sefial. Ademas era evidente que en la linea iPS4F8-
NK5A era la que tenia un mayor numero de células con alta
intensidad en la tincion, y dado que esta misma linea era la que
expresaba mayores niveles de NK5A a nivel de RNA y en la que
pudimos detectar la fusidn por WB, este resultado sugeria que solo
algunas células dentro del cultivo expresaban el gen de fusion: las
gue presentaban una mayor intensidad en la sefal como resultado
de la suma de seiiales de la expresidon del KDM5A enddgeno vy la

proteina de fusién en NK5A (Figura 25). Determinando el nivel de
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sefial basal del KDM5A enddgeno con las células de menor
intensidad, realizamos un contaje de las células que tenian una alta
intensidad en la tincidon y determinamos que el 7% de células H9-

NK5Ay el 25% de iPS4F8-NK5A estarian expresando el gen de fusion.

H9-Control H9-NK5A iPS4F8-Control iPS4F8-NK5A

DAP. . -
KDMSA. . .

DAPI
KDMS5A

Figura 25. Inmunofluorescencia detectando KDM5A y NUP98-
KDMS5A en las lineas H9 e iPS4F8 Control y NK5A. Escala: 10um.

Por dltimo, analizamos el cariotipo de las lineas hPSC-NK5A
establecidas. Las lineas H9-control y H9-NK5A presentaron cariotipo
normal femenino (Fig. 26). La linea iCMN.1 presentd una
translocacion entre el cromosoma 1y 14 tanto en la iCMN.1-Control
como en la iCMN.1-NK5A, por lo que suponemos que la alteracién

gendmica estaba presente en la linea de origen y decidimos no
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continuar el estudio de esta linea. La linea iPS4F8-control mostré un
cariotipo normal, sin embargo, la linea iPS4F8-NK5A mostré un
cariotipo en mosaico, donde un 54% de células tenian un cariotipo
normal, 19% de células presentaban una translocacién entre el
cromosoma 1 y 11 y 27% de células una translocacién con el

cromosoma 2 y otro cromosoma sin identificar (Fig. 26).
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Figura 26. Cariotipos de las lineas generadas.

5.2.3. Generacion de linea clonales hPSC-NK5A

Nuestros resultados de inmunofluorescencia y citogenética nos

indicaban que las lineas hPSC-NK5A constituian cultivos

heterogéneos en donde solo una proporcién de células expresaba el
gen de fusién, por lo que decidimos generar clones y obtener
cultivos homogéneos de células con expresion de NK5A. Para la linea

H9-NK5A decidimos seleccionar grupos de células enriquecidos en
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Figura 27. Andlisis de los niveles de expresion de NK5A en los
clones generados. (A) Analisis por qPCR de los niveles de mARN
de NK5A de los pools generados a partir de la linea H9-NK5A y de
los clones generados a partir de H9-NK5A pool #7. (B) Analisis por
gPCR de los niveles de mARN de NK5A de los clones generados a

partir de iPS4F8-NK5A.
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la expresion de NKS5A debido a que los datos de
inmunofluorescencia sugerian que muy bajo porcentaje de células
tenian expresion de NK5A (Fig. 25). Una vez seleccionado el grupo
de células #7 de H9-NK5A, procedimos a generar clones por la
técnica de la dilucién limite, al igual que hicimos para las demas
lineas celulares (Fig. 27A). Se obtuvieron clones de distintos niveles
de expresion, siendo los clones iPS4F8-NK5A los que tenian una
expresion uno mucho mayor que los clones H9-NK5A (Fig. 27B).
Dado que no estan descritos los niveles de expresion de NK5A en
células de pacientes, decidimos escoger tres clones de cada linea
celular con distintos niveles de expresion (Marcados con flechas, Fig.

27B). También se generaron clones de las lineas control.

Después se realizd un WB con la linea original iPS4F8-NK5A vy los
clones NK5A #26, NK5A #27 y NK5A #29 para detectar el gen de
fusion y la proteina KDM5A enddégena. Como se puede ver en la
figura 28A, los niveles de expresion de la proteina NK5A se
correspondian con los niveles del ARNm en los clones, siendo el clon
#26 el que tiene una menor expresion y el clon #29 el que tiene la
mayor expresion. No se detectd ninguna diferencia en los niveles de
expresion del KDM5A enddgeno en ninguno de los clones. También
se realizé una IF para detectar el gen de fusidn y la proteina KDM5A
enddégena en los clones iPS4F8-Control#2 y NK5A#29, donde
observamos los niveles basales de KDM5A en el control y mientras
que en NK5A#29 confirmamos una mayor intensidad de sefial,

siendo ademds homogénea, lo que nos confirmd que teniamos
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lineas clonales de expresién homogénea de la proteina de fusion

(Fig. 28B).

>
v+]

DAPI

KDM5A

iPS4F8-Control  iPS4F8-NK5A

#17 #2_‘ 1?18_ Bulk #26 #27 #29 250kDa
KDMB5A | s 2 —— —— — — 150kDa

NUP98|~—.—.—--_—"_1OOKD8
NK5A [ ' e | 75kDa

Actin [ ——| 7\

iPS4F8-NK5A#29 iPS4F8-Control#2

Figura 28. Deteccion de NUP98-KDM5A en las nuevas lineas
clonales generadas. (A) WB contra KDM5A y NUP98 de los clones
iPS4F8-Control y NK5A. Actina como control de carga. (B) IF
detectando KDM5A y NUP98-KDMS5A en las lineas clonales
iPS4F8 Control#2 y NK5A#29. Objetivo: 40x. Escala: 20pum.

Al igual que la linea parental iPS4F8-NK5A, los clones presentan una
morfologia tipica pluripotente y ademas son positivos para la
actividad de la fosfatasa alcalina (Fig. 29A). Por citometria de flujo
se comprobd que expresan los marcadores de superficie tipicos de

pluripotencia TRA-1-60 y SSEA4 (Fig. 29B).
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Figura 29. Caracterizacidn de pluripotencia de los clones iPS4F8.
(A) Arriba: Imagenes de campo claro de los clones C#H1 y
NK5A#29. Objetivo: 4x. Abajo: Tincion de la actividad de fosfatasa
alcalina en los clones C#1 y NKS5A#29. Objetivo: 4x. (B)
Citometrias de flujo para TRA-1-60 y SSEA4 en los clones CH1 y
NK5A#29. (C) RT-gPCR de los genes de pluripotencia POU5SF1,
SOX2 y NANOG en los distintos clones. (D) Imagenes de EBs del
Control#1 y NK5A#29 a dia 9 de diferenciacion. Escala: 500um.

(E) Gel de agarosa de productos de PCR de niveles de mARN en
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Por gPCR se determind que expresan los de factores de
transcripciéon fundamentales para el mantenimiento de Ila
pluripotencia POU5F1, SOS2 y NANOG (Fig. 29C). Por ultimo, se
midié la capacidad del Control#1 y NK5A#29 de generar
diferenciacion espontdnea hacia las tres capas germinales con la
formacion de cuerpos embrionarios (Fig. 29D). Al dia 9 se recogieron
los cuerpos embrionarios y se procesaron para analizar por qPCR la
expresion del gen de fusidn y de marcadores de diferenciacion de
las tres capas germinales: APLNR y MIXL1 para mesodermo, OTX2
para ectodermo y FOXA1 para endodermo. Como se ve en la figura
29E, las lineas clonales fueron capaces de diferenciar a las tres capas

germinales.

5.2.4. Caracterizacion fenotipica de las lineas clonales
hPSC-NK5A

Tras los primeros pases en cultivo pudimos observar que las lineas
clonales H9-NK5A- #1, #14 y #15 crecian de manera similar a los
controles, mientras que las lineas clonales iPS4F8-NK5A #26, #27
and #29 tenian un menor ritmo de crecimiento. Por ese motivo
realizamos curvas de crecimiento de los clones iPS4F8-control y -
NK5A, y observamos que los clones los clones iPS4F8-NK5A tenian
un crecimiento significativamente menor (p<0.05) que los clones
control a partir del dia 3. Esas diferencias en el crecimiento se
mantuvieron durante los dias 5, 8 y 10 (Fig. 30). Dado que la

sobrevivencia, la proliferacion y la muerte celular son los principales
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factores que determinan el ritmo del cultivo de las hPSC!®3
decidimos estudiar si la expresidn de NK5A afectaba estas funciones

en hPSC.

6
4x10 7 -e-iPS4F8-Control
4-iPS4F8-NK5A  *

Figura 30. Curva de crecimiento de
los clones iPS4F8-Control y -NK5A a
dia 1, 3, 5, 8 y 10. A dia 5 se

Numero de células

replaquearon las células para seguir

12345678910 el experimento. Test t-student * <
Dias

0.05.

Para estudiar su capacidad de sobrevivencia cultivamos las lineas
clonales bajo condiciones de estrés plaqueando células individuales
a baja densidad (100, 200 y 400 células por placa) (Fig. 31A).
Después de 15 dias en cultivo, tefiimos las colonias con cristal violeta
y analizamos. En los clones iPS4F8-NK5A observamos una reduccién
significativa del numero de unidades formadoras de colonias (UFC)
en las placas sembradas con 200 y 400 células, con respecto a los
clones iPS4F8-Control (Fig. 31B). Sin embargo, en las lineas clonales
H9-NK5A no observamos ninguna diferencia en la capacidad de

formar UFC, con respecto a H9-Control (Fig. 31C).
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Figura 31. Seiial de unidades formadoras de colonia en las linea
iPS4F8 y H9 . (A) Ejemplo de un ensayo de Unidades Formadoras
de colonias. (B) Sefial medida de cristal violeta medida por UFC
de las lineas clonales iPS4F8-NK5A y -Control. (C) Sefial medida
de cristal violeta medida por UFC de las lineas H9-NK5A vy -

Dado que detectamos problemas en el crecimiento de las lineas con
alta expresion de NK5A, decidimos analizar el perfil de ciclo celular
mediante citometria de flujo (Fig. 32A). En los clones iPS4F8-NK5A
se pudo observar una reduccion significativa de células en G1 (16.8+
0.52 % vs 25.2+ 1.72%) y un incremento de células en G2/M, (23.5+
1.24 vs 13.5+ 1.79%) con respecto a los clones Control, lo que
sugeria un bloqueo de las células en la fase G2/M. No se observaron
diferencias en la fase S (Fig. 32B). En cuanto a los clones H9-NK5A,
no se observd ninguna diferencia en los perfiles del ciclo celular con

respecto a H9-Control (Fig. 32C).
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Figura 32. Perfil de ciclo celular de las lineas iPS4F8 y H9. (A)
Ejemplo de perfil de ciclo celular analizado por ioduro de
propidio. (B) Porcentaje de células en cada una de las fases del
ciclo celular en los clones iPS4F8-NK5A y - Control. (C) Porcentaje
de células en cada una de las fases del ciclo celular en los clones

H9-NK5A y H9-Control. N=3 para cada linea. * p<0.05, ** p<0.01

Dado que el efecto en el cultivo de las hPSC con alta expresion de
NK5A podria deberse a un efecto en muerte celular, realizamos
ensayos de apoptosis, midiendo la incorporacion del colorante de
viabilidad 7AAD vy la expresion de Anexina V, para detectar las
células en proceso de muerte celular, mediante citometria de flujo
(Fig. 33A). Observamos un aumento significativo de células en
apoptosis (Anexina V+) en los clones iPS4F8-NK5A respecto a los

clones control (Fig. 33B).
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Figura 33. Niveles de apoptosis de las lineas iPS4F8. (A) Ejemplo de
citometria de flujo analizando niveles de Anexina V y 7AAD. (B)
Porcentaje de células positivas o negativas para Anexina V y 7AAD.

Clones Control: #1, #2 y #18, Clones NK5A: #26, #27 y #29.

5.2.5. Caracterizacion molecular de las lineas clonales
iPS4F8-NK5A

Para analizar los efectos de la proteina de fusién NK5A en hPSC a
nivel molecular realizamos la secuenciacion de mARN de los tres
clones iPS4F8-Control y los tres clones iPS4F8-NK5A. Visualizamos la
distribucién de los datos de acuerdo con los perfiles genéticos
obtenidos mediante un anadlisis de componentes principales. Como
se observa en la Figura 34A, las muestras iPS4F8-NK5A se agrupan
juntas entre ellas y separadas de los controles, lo que indica su
similitud en expresidn génica. Un total de 652 genes estaban

diferencialmente expresados entre las muestras iPS4F8-NK5A vy las
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iPS4F8-Control (p-valor ajustado < 0.05 y Fold change (FC) absoluto
> 1) (Fig. 34B). Al representar los genes diferencialmente expresados
(GDE) (p-valor ajustado < 0.05 y FC absoluto > 1) en un mapa de
calor, se puede observar que el 70% de los GDE estan sobre
expresados (475 genes), frente al 30% que estdn infra expresados
(195 genes) (Fig. 34C). Para comprender mejor los procesos
bioldgicos afectados por la expresion de NK5A, realizamos un
analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes (del inglés, Gene
set enrichment analysis, GSEA) con el fin de identificar posibles
asociaciones entre los GDE con fenotipos y/o funciones previamente
reportadas en bases de datos. Entre los primeros 13 grupos de genes
funcionales en los GDE estaban enriquecidos encontramos un
conjunto de genes diana de la proteina de fusion NUP98-HOXA9 en
etapas tempranas del proceso leucémico (FWER (Tasa de error
familiar o Family-wise error rate en inglés) p-valor < 0.096), una
oncoproteinas muy relacionada con la NUP98-KDM5A (Fig.34D vy
34E). También aparecieron grupos de genes relacionados con genes
bivalentes, con el complejo represivo Polycomb 2 (PRC2, por sus
siglas en inglés) y la marca epigenética H3K27me3. Usando un p-
valor FWER muy restrictivo de 0.05 para evitar la eleccion de
resultados falsos positivos, elegimos los primeros 7 grupos de genes
significativamente enriquecidos y estos estaban asociados con
hipoxia, indicando que la expresion de NK5A afecta a la regulacion
de genes relacionados con hipoxia. Decidimos entonces explorar el
patron de los GDE con las mayores diferencias de expresion entre

las iPS4F8-NK5A vy las iPS4F8-Control dentro de los primeros 8
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grupos funcionales relacionados con la hipoxia. Realizamos analisis
de enriquecimiento con las bases de datos de interacciones de
proteinas con el genoma, ChEA-ChIP-X y TRANSFAC, indicandonos
genes dianas de HIF1A, encontrando que el 43% de los genes
desregulados (61/140) son dianas directas del factor Inducible por
la Hipoxia-1A (HIF1A del inglés, Hypoxia inducible factor 1 alpha)
(Fig.34F). HIF1 es la proteina reguladora de los cambios
transcripcionales que ocurren en hipoxia y esta compuesta por las
subunidades HIF1A y HIF1B. Mientras que la subunidad HIF1B esta
expresada de forma constitutiva, la subunidad HIF1A esta regulada
a nivel postraduccional siendo degradada constantemente en
condiciones de normoxia. En hipoxia la proteina es estabilizada e
interacciona con otras proteinas junto a HIF1B para regular la

transcripcion de genes.1%4

Para determinar si existia una correlaciéon entre los niveles de
expresion de NK5A y los genes dianas de HIF1A realizamos un
analisis de correlacion positiva entre el nivel de mARN de NK5A y los
niveles de expresién de todos los genes analizados en cada clon

iPS4F8-NK5A (Fig. 34G).

Utilizando la herramienta informatica EnrichR realizamos el andlisis
de correlacién de Spearman (r > 0.9y p-valor < 0.05) mostrando que
la expresién de los genes diana de HIF1A estaban asociados de
manera significativa con el incremento en la expresion de NK5A (Fig.

34H).
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Figura 34. Analisis de transcriptomica de los clones iPS4F8. (A)
Analisis de componentes principales (B) Grafico de puntos de la
media de expresidn génica vs. El FC. En rojo estan los genes con
un p-valor ajustado < 0.05. (C) Mapa de calor jerarquizado de los
genes diferencialmente expresados (FC logz >1 o <-1 y p-valor
ajustado < 0.05). (D) Primeros 13 grupos de genes funcionales del
analisis GSEA (E) Graficos de enriquecimiento de GSEA para
algunos grupos de genes relevantes. (F) Mapa de calor
jerarquizado de los primeros 8 grupos de genes de GSEA
relacionados con hipoxia. Resaltados los genes diana de HIF1A de
la base de datos Harmonizome. (G) Grafico de cajas Tukey
mostrando las lecturas de genes normalizadas con una
correlacién de Spearman positiva (r > 0.9 y p-valor < 0.05) con la
expresion por mARN de NK5A en los diferentes clones. (H)
Primero 10 grupos de genes enriquecidos de la base de datos
ChEA 2016 de los genes correlacionados positivamente por
Spearman (r >0.9 y p-valor <0.5). La linea roja en (D) y (H) es p-

valor < 0.05.

Dado que se ha descrito que NK5A tiene un papel en la regulacion
de la transcripcidn de genes con promotores bivalentes pudiéndose
unir a la marca de histona H3K4me3, como por ejemplo en los genes
del cluster HOXA®>, decidimos comprobar si los GDE estaban bajo
promotores bivalentes. Comparamos los GDE en el RNA-seq con una

base de datos de genes bivalentes descritos en hPSC®. En este
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analisis observamos que el 49,5% de los GDE son genes que tienen
promotores bivalentes en hPSC (Fig. 35A). Por otro lado quisimos
analizar si los GDE estaban relacionados con las dianas descritas de
NUP98% y KDMS5A (GEO accession GSM1003446) en hPSC vy
observamos que solo un bajo porcentaje de estos los GDE son diana
NUP98 o de KDM5A (10.3% y 1.69%, respectivamente) (Fig. 35B).
Estos datos nos indica que la proteina de fusidon puede estar
desregulando genes diana nuevos que no pertenecen a las dianas

habituales de NUP98 y KDM5A.

B
RNAseq Dianas NUP98

RNAseq Genes bivalentes A

Dianas KDM5A

Figura 35. Comparacion entre los datos de RNA-seq, genes
bivalentes y dianas moleculares de NUP98 y KDM5A. (A) Diagrama
de Venn entre los genes desregulados en el RNA-seq y un conjunto de
genes bajo promotor bivalente EN hPSC. (B) Diagrama de Venn entre
los genes desregulados en el RNA-seq y los genes diana de NUP98 y

KDM5A en hPSC.
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5.2.6. Las células que expresan NUP98-KDM5A muestran
un incremento en los niveles de especies reactivas de
oxigeno y daiio en el ADN

Los andlisis moleculares indican que NK5A confiere una marca
genética hipdxica a las hPSC, mostrando la desregulacion de muchas
dianas moleculares de HIF1A, por lo que decidimos investigar la
expresion de la proteina HIF1A en los clones iPS4F8-Control vy
iPSAF8-NK5A (Fig. 36A). Realizamos un western blot de proteina
total de las células obtenidas en condiciones de normoxia y
observamos que los niveles de HIF1A fueron casi indetectables en
las células iPS4F8-Control, lo cual era esperado dado que la
subunidad HIF1A es sensible a la concentracidon de oxigeno y se
degrada en normoxia (Fig. 36A). Sin embargo, en las células iPS4F8-
NK5A Los niveles de HIF1A aumentaron de forma significativa,
indicando que en estas células la proteina HIF1A es estabilizada por

un mecanismo distinto a la hipoxia (Fig. 36B).
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Figura 36. Expresion de HIF1A y produccion de ROS en los clones
iPS4F8-Control y NK5A. (A) WB para HIF1A. La Actina fue usada
como control de carga. (B) Cuantificacién de la expresion de
HIF1A, n=3. (C) Ejemplo de citometria de flujo midiendo los
niveles de ROS. (D) Niveles de ROS en el control#1 y NK5A#29,
n=3.

Uno de los mecanismos conocidos para la estabilizaciéon de HIF1A en
condicidn de normoxia es el incremento de especies reactivas de
oxigeno (del inglés, Reactive oxygen species, ROS'®’), por lo que
decidimos analizar los niveles de ROS por citometria de flujo en los
clones control#1 y el NK5A#29 (Fig. 36C). El clon NK5A#29 mostré
un incremento significativo de los niveles de ROS comparado con el

control#1 (Fig. 36D).
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iPS4F8-Control#1 iPS4F8-NK5A#29 iPS4F8-NK5A#29

Sefal Mitotracker
(Realtivo a Control#1)

Figura 37. Analisis de las mitocondrias en las células iPS4F8-
Control#1 y NK5A#29. (A) Imagenes representativas de la tincion
con Mitrotracker®. DAPI (Azul), Mitotracker (Verde). Escala:
10um. (B) Grafico de cajas Tukey de la sefial de Mitrotracker por

célula. Control#1, n= 137, NK5A#29, n=121.

168 por lo que

La mayor fuente de ROS de la célula es la mitocondria
quisimos valorar su morfologia y masa en las células que expresan
la proteina de fusién mediante una tincidon de mitocondrias totales
con Mitotracker®. En la linea iPS4F8-Control#1, observamos una red
mitocondrial repartida por todo el citoplasma de las células de
forma homogénea formada por mitocondrias alargadas (Fig. 37A,
panel de la izquierda). Por otra parte, las mitocondrias del clon
NK5A#29 mostraron una morfologia mucho mds difusa y
fragmentada (Fig. 37A, panel central y derecho). Ademas, al
cuantificar la sefial de Mitotracker por célula, se pudo observar un

descenso significativo de la masa mitocondrial en las células que

expresan NK5A respecto al control (Fig. 37B).
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El aumento de ROS en la célula puede provocar dafio en el ADN®?,
por lo que analizamos si las células que expresaban NK5A
presentaban un incremento en dafio en el ADN. Analizamos la
acumulacién de histona fosforilada H2AX (p-H2AX), que es un
indicador temprano de dafio en el ADN y estd implicado en la
respuesta de dafio en el ADN’? (DDR, DNA damage respons, por sus
siglas en inglés). Mediante western blot observamos un aumento en
los niveles de expresion de p-H2AX en la linea NK5A#29 comparada
con el control#1 por WB (Fig. 38A). Por inmunofluorescencia vimos
un aumento significativo en el nimero de células positivas para p-
H2AX en la linea NK5A#29 respecto al control#1 (Fig. 38B y C). Los
niveles de p-H2AX incrementados fueron mas evidentes durante la
mitosis, indicando que se pueden producir mas dafios y una mayor

activacion de la DDR durante la divisién células (Fig. 38D y E).
Estos datos indican que la proteina de fusion NKS5A afecta la

homeostasis mitocondrial, alterando la morfologia de Ia

mitocondria y produciendo un incremento en ROS y dafio en el ADN.
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Figura 38. Andlisis del daifio a ADN en los clones iPS4F8-Control#1
y NK5A#29. (A) WB para p-H2AX. H3 se usé como control de carga.
(B) IFs para p-H2AX. Los nucleos se muestran con una linea
discontinua. Escala: 10um. (C) Porcentaje de células ¢totales o en
interfase? positivas para p-H2AX, n=300 para cada clon. (D) IF
detectando p-H2AX y a-tubulina durante la mitosis de Control#1
y NK5A#29. Escala: 10um. (E) Grafico de cajas Tukey de la sefial de
p-H2AX en células mitéticas. Control#1, n=14 y NK5A#29, n=22.
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5.2.7. La proteina de fusion NUP98-KDM5A provoca
alteraciones en la mitosis y la aparicion de cariotipos
aberrantes

Nuestros resultados mostraban que la expresion de NUP98-KDM5A
producia una acumulacidon de células en la fase G2/M del ciclo
celular (Fig. 32A y B) y de dafio al ADN en la mitosis (Fig. 38D y E), lo
gue sugeria que podria estar afectando el proceso de mitosis.
Decidimos investigar la mitosis en células iPS4F8 control (WT y
Control#2) y en los clones NK5A#27 vy #29 mediante
inmunofluorescencia marcando para la a-tubulina con el fin de
detectar la formacién del huso mitético, y DAPI para observar la
segregacion de los cromosomas. En nuestros analisis observamos
todas las fases de la mitosis (profase, metafase, anafase y telofase)
y clasificamos si eran normales o aberrantes (Fig. 39). En general, las
iPS4F8-Control presentaron mitosis normales, sin embargo, los
clones iPS4F8-NK5A presentaron muchos errores en las distintas
fases de la mitosis (Fig. 39). Entre las aberraciones detectadas
encontramos la aparicion de multipolos, puentes de ADN vy trozos

de ADN presentes en el cuerpo medio de la telofase (Fig. 39).
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Profase Metafase Anafase Telofase

iPSAF8-WT

Figura 39. Inmunofluorescencia detectando a-tubulina (verde)

iPS4F8-NK5A#27

iPSAF8-NK5A#29

y ADN (Azul) en las lineas iPS4F8-WT y -NK5A#27 y #29. Se
muestra una imagen representativa de cada una de las fases

mitadticas.

Dado que problemas durante la division celular puede producir
cariotipos alterados se realizaron cariotipos de todos los clones
iPS4F8-Control y -NK5A a distintos pases (+20 y +30) para
determinar si acumulaban alteraciones cariotipicas. Previamente se
habia determinado que mientras la linea original iPS4F8-Control
tenia un cariotipo normal, la linea iPS4F8-NK5A original presentaba
un cariotipo en mosaico (46, XX 54%/ 46, XX+der(1)t(1;11) (q12;923)
19%/ 46,XX inv(2)(p13g21) 27%) (Fig. 13 y tabla 1). Los clones
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control mantuvieron un cariotipo normal a los dos pases analizados
(Tabla 1). Sin embargo, en las lineas que expresan NK5A
encontramos varias alteraciones en el cariotipo: la linea iPS4F8-
NK5A original presentd un enriquecimiento de la inversién del
cromosoma 2 inv(2)(p13q21), siendo el cariotipo dominante al pase
+30. Esta alteracidon también estaba presente en todas las células de
los clones NK5A#26 y NK5A#29. La linea NK5A#27 presenté un

cariotipo normal durante los 30 pases (Tabla 5).

Linea celular PO +20 +30 ..
Control#1 46, XX 46, XX Tabla 5. Cariotipos
Control#2 46, XX 46, XX
Control#18 46, XX 46, XX a pase +20 y +30

46, XX [20]/ 46, 46, XX [5]/ 46,
XX+der(1)t(1;11) XX+der(1)t(1;11) 46, XX de las lineas
NKSA Bulk (a12;923) [7)/ (q12;623) [5)/ inv(2)
46,XX 46,XX (p13¢21)|  jPS4F8-Control, -
inv(2)(p13¢21)[10] | inv(2)(p13g21)[21]
46, XX
NKSA#26 a6, XX ) NK5A bulk vy
inv(2)(p13qg21) (p13q21)
NK5A#27 46, XX a6,xx | Cclones -NK5A.
NKS5A#29 46, XX ?:\;();))(
inv(2)(p13qg21) (p13921)

Durante los andlisis citogenéticos se observd que en los clones
iPS4F8-NK5A aparecian con bastante frecuencia aberraciones
cromosomicas no recurrentes, es decir que no se mantienen en el
cultivo (Fig. 40A). Después de cuantificar, determinamos que en las
iPS4F8-Control el 0.47% (4/137) de las metafases analizadas
presentaron cariotipos alterados no recurrentes, mientras que en

los clones iPS4F8-NK5A fue el 10.58% (17/163) (Fig. 40B). Cabe
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destacar que en los clones iPS4F8-NK5A la aparicion de cariotipos
aberrantes no recurrentes fue consistente con el porcentaje de
células que presentaron problemas en la mitosis (Fig. 40C). Las
alteraciones cariotipicas encontradas en los cariotipos alterados no
recurrentes fueron de distintos tipos: Monosomias, trisomias,

translocaciones e inversiones (Fig. 40D).
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Figura 40. Andlisis citogenéticos de los clones iPS4F8- Control y
NK5A. (A) Cuantificacion de anormalidades cromosdmicas
recurrentes y no recurrentes (B) Cuantificacion de los cariotipos
alterados no recurrentes de. Control, n=137 y NK5A, n=163. (C)
Cuantificacion de mitosis aberrantes detectadas en las, n= 200
mitosis por linea. (D) Ejemplos de un cariotipo normal del clon
Control#1 y de cariotipos alterados encontrados en NK5A#26,

#27 y #29.
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Se ha descrito como proteinas de fusion donde NUP98 forma parte,
pueden unirse al complejo promotor de la anafase/ciclosoma
(APC/C, anaphase promoting complex/cyclosome por sus siglas en
inglés) atenuando el punto de control del huso mitético y
promoviendo errores en la mitosis.*?>'39 En nuestro modelo, se ha
podido observar por inmunofluorescencia que no hay interaccion
entre KDM5A o NK5A y CDC20 en niguna fase de la mitosis aunque
si se pudo determinar altos niveles de la fusion en todo el proceso

mitético (Fig. 41).

iPS4F8-Control#2 iPS4F8-NK5A#29

Interfase

Profase temprana

Profase tardia

Metafase

Anafase

Figura 41. Inmunofluorescencia detectando KDM5A (Rojo),
CDC20 (verde) y ADN (Azul) en las lineas iPS4F8-Control#2 y -
NK5A#29. Se muestra una imagen representativa de cada una de

las fases mitoticas.
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5.2.8. NUP98-KDMS5A interacciona con RAE1 durante la
mitosis

Al detectar que la expresion NK5A produce la alteracion del proceso
mitético decidimos realizar analisis protedmicos para identificar si
esto es consecuencia de una interaccidn proteina-proteina con
NK5A durante la fase de mitosis. Para arrestar las células en mitosis,
tratamos las células iPS4F8-Control#1l y NK5A#29 con nocodazol
durante 16 horas (tiempo estimado del ciclo celular en hPSC'’%) y
comprobamos una clara acumulacion de células en la fase G2/M
(Fig. 42A y Fig. 42B). Mediante WB analizamos la expresién de
NUP98-KDM5A en extractos celulares de iPS4F8-Control#l y -
NK5A#29 en cultivos asincrénicos y arrestados en mitosis y
observamos que en arresto mitdtico la expresidon de la proteina
KDM5A enddgena disminuye mientras que la de la proteina de

fusion NK5A se incrementa (Fig. 42C).

Para el andlisis protedmico realizamos una inmunoprecipitacion (IP)
con el anticuerpo anti-KDM5A en células iPS4F8-Control#l vy
NK5A#29 arrestadas en mitosis. El experimento se realizé por
duplicado y fue analizado en la unidad de protedmica de la
Universidad de Cérdoba mediante LC-ms/ms (Cromatografia liquida

con espectrometria de masas).
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Figura 42. Acumulacion de NK5A en células arrestadas en
mitosis. (A) Perfil de ciclo celular de iPS4F8-NK5A#29 sin tratar y
después de 16 horas de tratamiento con nocodazol. (B)
Porcentaje de células iPS4F8-Control#1 y NK5A#29 en cada una
de las fases del ciclo celular después del tratamiento con
nocodazol. (C) WB contra KDM5A y NUP98-KDM5A de células
iPS4F8-Control#1 y -NK5A#29 en estado asincrénico y arrestadas

en mitosis. La actina se usé como control de carga.

Una vez obtenido el listado de péptidos y dado que el anticuerpo
anti-KDM5A reconoce tanto la proteina endégena KDM5A como la
proteina de fusion NK5A, se excluyeron del andlisis todas las
proteinas identificadas en la IP de las iPS4F8-Control#1. Se obtuvo
una lista de 18 posibles proteinas que interaccionan
especificamente con la proteina de fusién (Fig. 43A) y mediante la
herramienta informatica PANTHER (Protein ANalysis Through
Evolutionary Relationships) determinamos que participan en
procesos de regulacién del huso mitdtico (Fig. 43B) y que se localizan

principalmente en el huso celular (Fig. 43C). Del listado de proteinas
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gue interacciénan con NK5A la de mayor Z-score, fue RAE1 (RNA
export 1), una proteina que interacciona normalmente con NUP98
durante la mitosis y se sabe puede interaccionar con oncoproteinas
de fusién con NUP98.10112% para validar la interaccion de NUP98-
KDM5A con RAE1, realizamos una IP de extractos mitdticos de
iPS4F8-NK5A#29 y -Control#1 con el anticuerpo anti-KDM5A y
analizamos por WB usando un anticuerpo anti-RAE1. Observamos
que RAE1 inmunoprecipita Unicamente en la muestra de iPS4F8-
NK5A, confirmando la interaccién directa entre ambas proteinas

durante la mitosis (Fig. 43D).
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Figura 43. Interactoma de NK5A durante la mitosis. (A) Mapa de
calor de dos inmunoprecipitaciones (IP) independientes de
KDM5A de Control#1 y NK5A#29 arrestadas en mitosis. Esta
representada la normalizacién por Z-score de los péptidos
detectados en el IP para KDM5A contra el IP de una IgG
inespecifica. (B) Ontologia génica (GO, por sus siglas en inglés) de
los procesos bioldgicos de los interactores de NK5A. (C) GO de los
compartimentos celulares de los interactores de NK5A. Se utilizo
la prueba estadistica de las proteinas sobrerepresentadas en la
fraccion de NK5A (total de 18 proteinas), realizado en el software
online PANTHER (v14.1) utilizando la prueba exacta de Fisher. Los
resultados muestran FDR p < 0.05. (D) WB contra KDM5A y RAE1
de las IP para KDM5A de las células arrestadas con nocodazol de

las células Control#1 y NK5A#29.

Por ultimo, se quiso estudiar el proceso de mitosis en la linea celular
CHRF-288-11, una linea derivada de paciente que expresa NK5A,
para estudiar algunos fenotipos ya observados en los clones NK5A
en estadio pluripotente. Se realizaron IFs para visualizar las mitosis,
marcando con a-tubulina y DAPI. Principalmente se observd una
desorganizacion generalizada de los cromosomas durante la
metafase y anafase. Ademas, se observd la presencia de mitosis con
mas de dos polos (Fig. 44A), al igual que en las mitosis de los clones
NK5A (Fig. 39). También se realizé una IP con el anticuerpo a-KDM5A

extractos mitoticos de la linea CHRF-288-11 para comprobar la
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interaccion de NK5A con RAE1. Se pudo demostrar la presencia de
RAE1 en esos extractos mitdticos, confirmando que la interaccion

RAE1-NK5A también se da en la linea celular CHRF-288-11 (Fig. 44B).

DAPI
IP: a-Kdm5a CHRF-288-11

Input
NK5A#29 10% IP I8G

DAPI Tubulina

F250kDa
F150kDa

e
“ -75kDa

NK5A
" ]
37kDa

Figura 44. Andlisis de la mitosis en las células CHRF-288-11. (A)

IF detectando a-tubulina (verde) y ADN (Azul) en la linea CHRF-
288-11. (B) WB contra KDM5A y RAE1 de las IP para KDM5A de

las CHRF-288-11 arrestadas con nocodazol.

5.2.9. Otros efectos nucleares producidos por la proteina
de fusion NUP98-KDM5A en hPSC

5.2.9.1 NUP98 en la envoltura nuclear

Se ha descrito que las proteinas de fusidon con NUP98 en su
estructura pueden interaccionar con el propio NUP98 enddgeno no
fosforilado durante la interfase.!>!’2 Previamente habiamos
comprobado que la expresiéon de NK5A no afecta a la expresion ni
localizacion de la proteina KDM5A enddégena (Fig. 15A y B) y

quisimos comprobar también la expresion y localizacién de NUP98
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endogeno en las iPS4F8-NK5A. Realizamos un WB de extractos de
cultivos asincrénicos de los clones iPS4F8-Control y los clones
iPS4F8-NK5A y no observamos cambios apreciables en los niveles de
la proteina enddégena NUP98 (Fig. 45A). También realizamos un WB
para NUP98 en células arrestadas en mitosis y se pudo observar en
la linea Control#1 la presencia de la proteina NUP98 en estado
fosforilado, mientras que no se observé fosforilacion en NUP98 en
la linea NK5A#29 (Fig. 45B). NUP98 resulta fosforilada por multiples
quinasas al iniciarse el proceso mitético para poder desmantelar la

envoltura nuclear.’?

Estudiamos la localizacién de NUP98 por IF en el Control#l y #18 y
NK5A#27 y #29 (Fig. 45C) y observamos una reduccion significativa
de la expresién de NUP98 en envoltura nuclear de las células
NK5A#27 y #29 al comparar con los controles (p-valor < 0.0001) (Fig.
45D). Una menor presencia de NUP98 en la envoltura nuclear de las
células NK5A sugiere que la proteina de fusidn podria estar
secuestrando al NUP98 enddgeno afectando a la integridad del
nucleo. Se ha observado como proteinas de fusidon que contiene
parte de NUP98 afectan a la envoltura nuclear afectando a otras

proteinas como las laminas!’*

, por lo que decidimos analizar por IF
la expresion de la Lamina B (Fig. 45E). Se detecté una reduccién
significativa en la linea NK5A#29 respecto a la linea Control#2 (p-

valor < 0.0001) (Fig. 45F).
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Figura 45. Estudio de la expresidn y localizacion de la proteina
NUP98 enddgena en iPS4F8-Control y iPS4F8-NK5A. (A) WB
contra NUP98 de células en cultivo asincrénico. Se utilizo la
Actina como control de carga. (B) WB contra NUP98 de iPS4F8-
Control#1 y NK5A#29 arrestadas en mitosis. (C) IF contra NUP98
(verde), KDMS5A (rojo) y Dapi (Azul) en las lineas iPS4F8-Control#1
y NK5A#29. (D) Cuantificacién de los niveles de NUP98 por IF
entre el grupo control (Contol#l y #18, n = 214) y las lineas
NK5A#27 (n = 134) y #29 (n = 202). € IF contra LaminB (verde) y
Dapi (Azul) en las lineas iPS4F8-Control#2 y NK5A#29. (F)
Cuantificacion de los niveles de LaminB por IF entre las lineas

iPS4F8-Control#2 (n = 171) y NK5A#29 (n = 157).

Estos hallazgos parecen indicar que existe una desregulacion en la

localizacién y fosforilacién del NUP98 enddgeno provocando una
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menor presencia de proteinas estructurales en la envoltura nuclear

de las células que expresan NK5A.

5.2.9.2. Efecto de la expresion de NK5A en la estructura y funcion
del nucléolo

En las IF realizadas para detectar la proteina de fusion NUP98-
KDMS5A, llamd nuestra atencidn que la sefial del anticuerpo anti-
KDMS5A dentro del nucléolo era muy intensa en las células iPS4F8-
NK5A (Fig. 25 y 28B), por lo que realizamos una IF contra KDM5A y
nucleolina y confirmamos que habia una clara acumulacién de
KDM5A y NK5A dentro del nucléolo (Fig. 46A). Analizamos el posible
efecto de la acumulacién de KDM5A en la estructura y organizacién
del nucléolo mediante una IF de la proteina nucleolar, la nucleolina
(Fig. 46B). Como se observa en la Figura 46C, la expresion de la
nucleolina era significativamente menor en el clon NK5A#29
comparado con el Control#l. Se ha descrito como proteinas de
fusion como AML1-ETO, MLL-AF4 o MLL-AF9, causante de leucemia,
tienen localizacién nucleolar y pueden provocan una desregulacién

de la funcién de este organulo.'7>176

Para determinar si la expresion de NK5A afectaba a la funcion del
nucléolo, analizamos en nuestros datos del RNA-seq los genes que
muestran una correlacion negativa con la expresion de NK5A.
Mediante un analisis de Spearman (r < -0.8 y p-valor < 0.05) se
obtuvo una lista de genes correlacionados negativamente con la

expresion de NK5A (Fig. 46D). Esta lista de genes fue analizada con
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la herramienta EnrichR obteniendo los grupos funcionales que se
asocian a estos genes. Entre los primeros 10 grupos de genes
funcionales que aparecieron en la base de datos Reactome 2016, los
6 primeros tienen que ver con la funcidn del nucléolo de
procesamiento y modificacion de ARN ribosdmico (rARN) y ARN de

transferencia (tARN) (Fig. 46E).

La funcidn mas estudiada del nucléolo es la de ser la localizacion sub-
celular dénde se producen y procesan los rARN 5.8S, 18S, 28S y 45S,
piezas fundamentales para la formacién de los ribosomas y la
traduccidn de proteinas. Los niveles de rARN pueden verse alterados

si se afecta la funcién nucleolar.’”

Para comprobar si la funcidn nucleolar estaba afectada, analizamos
la expresion de rARN en los clones iPS4F8-Control y iPS4F8-NK5A. En
el clon NK5A#26 observamos un aumento significativo en la
expresion del rARN 5S, 18S y 28S respecto a los controles, mientras
qgque en los clones NKS5A#27 y NKS5A#29 se ve un descenso
significativo del rARN 5.8S y 28S, ademas del 45S solo en el NK5A#29
(Fig. 46F).
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Figura 46. Analisis del efecto de la expresion de NUP98-KDM5A
en el nucléolo. (A) IF de Nucleolina y KDM5A en el iPS4F8-
Control#1 y NK5A#29. Escala: 10um. (B) IF de Nucleolina en el
iPSAF8-Control#1 y NK5A#29. Escala: 10um. (C) Grafico de cajas
Tukey de la sefial de nucleolina por célula. Control#1, n= 129,
NK5A#29, n=116. (D) Grafico de cajas Tukey mostrando las
lecturas de genes normalizadas con una correlacion de Spearman
negativa (r < -0.8 y p-valor < 0.05) con la expresion por mARN de
NK5A en los diferentes clones. (E) Primero 10 grupos funcionales
de genes enriquecidos de la base de datos Reactome 2016 de los
genes correlacionados negativamente por Spearman (r<-0.8 y p-
valor < 0.05). La linea roja en es p-valor < 0.05.(F) gPCR de genes

de ARN ribosdmico en las distintas lineas control y NK5A.

Estos ultimos datos nos sugieren que existe un efecto en la cantidad
de proteina de fusidn y su efecto en la funcion nucleolar. Una mayor
expresion de NK5A afecta negativamente a la sintesis de rARN
procedente del nucléolo. En cambio, en el clon NK5A#26 con una
menor expresion de NK5A se observd un aumento de rARN
procedentes del nucléolo y del rARN 5S, gen ubicado fuera del

nucléolo.
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5.2.10. Analisis de la diferenciacion de las hPSC con
expresion de NUP98-KDM5A

5.2.10.1. Andlisis de la diferenciacién temprana a las tres capas
germinales mediante citometria de masas (CyTOF)

Durante el desarrollo de este trabajo, realicé una estancia
internacional de doctorado en la Universidad de Stanford,
California, en la que se aplico citometria de masas (CyTOF) al estudio
de la diferenciacion temprana de las lineas celulares iPS4F8-Control
y NK5A. La citometria de masas es una técnica que fusiona la
citometria de flujo con la deteccién de metales por espectrometria
de masas. Con anticuerpos unidos a metales se permite la deteccién

de mas de 50 marcadores a la vez en las muestras analizadas.1’®

Disefiamos un panel de marcadores para analizar las células en
estadio pluripotente y asi verificar algunos de nuestros resultados
previamente descritos, aprovechando la capacidad de andlisis del

CyTOF, juntamente con la experiencia del laboratorio de destino.

Las lineas iPS4F8-Control#2 y iPS4F8-NK5A#29 fueron incubadas con
IdU (Incorporacién durante la sintesis de ADN), BRU (Incorporacién
durante la sintesis de ARN) y puromicina (Incorporacién durante la
traduccién de proteinas) para medir los procesos de duplicacion,
transcripcién y traduccion. Al mismo tiempo, se incubd con
cisplatino justo antes de su recoleccién para excluir las células

muertas del andlisis. Los resultados muestran que las células
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NK5A#29 tienen menor expresién de marcadores de pluripotencia
como SSEA3, SOX2, NANOG, PRMD14, PBX1 y CD326 y mayor
expresion de LIN28A, mientras que no se observan cambios en la
expresion de POUSF1 al comparar con el Control#2 (Fig. 47A). Los
resultados obtenidos de expresién de genes (Fig. 29C) no
concuerdan con los niveles de proteina en los genes SOX2 y NANOG,
ademas de disminuir otros marcadores de pluripotencia, pudiendo
afectar a la capacidad de diferenciacion de estas células. Los niveles
de transcripcion se ven aumentados, en consonancia con los datos
de RNA-seq de un mayor numero de genes sobreexpresados en las
células que expresan NK5A (Fig. 34B y C), aunque eso no se traduce
en un aumento de la traduccién de proteinas (Fig. 47A). Mientras los
niveles de H3K4me3 se mantienen iguales en ambas lineas, los
niveles de H3K27me3 disminuyen en las células NK5A#29 indicando
un aumento en la transcripcion de genes bivalentes, también

observado en datos del RNA-seq (Fig. 34D).

En cuanto al andlisis de la funcidn mitocondrial observamos como la
proteina MTCO1, indicador de la masa mitocondrial, estd
aumentada en las células NK5A#29 y el marcador CPT1A, indicador
de la capacidad de transporte de acidos grasos a la mitocondria se
ve disminuido indicando una menor funcidon mitocondrial (Fig. 47A).
Estos datos parecen indicar que la funcién mitocondrial esta
comprometida como indican nuestros datos anteriores (Fig. 37A y
B). Los niveles de HIF1A aumentaron en la linea NK5A#29

detectando un aumento de los niveles de p-H2AX (Fig. 47A).
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Para explorar con mas detalle los cambios en el ciclo celular que
habiamos observado previamente (Fig. 32A y B), marcamos las
células con IdU para discriminar las células en fase S ademas de
marcarlas con Ciclina B1 para determinar si estdn en fase G2 y pHH3,
marcador de mitosis (Fig. 47B). No se observaron diferencias entre
los porcentajes en ninguna de las fases del ciclo celular. Dado a que
previamente habiamos observado un incremento en el marcador de

dafio celular H2AX en las células que expresan NK5A (Fig. 38),
A
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Figura 47. Analisis por CyTOF de las lineas iPS4F8-Control#2 y
NK5A#29 en estado indiferenciado. (A) Histogramas de los
marcadores analizados mostrando la ratio de Log; de la
expresion de cada marcador relativizado al Control#2. (B)
Ejemplo del andlisis de la fase S a partir del Histograma de IdU.
Dentro de la poblacidn negativa para IdU, grafico de puntos con
los marcadores Ciclina B1 y pHH3, para observar las distintas
fases del ciclo celular. (C) Gréfico de puntos para observar las
fases del ciclo celular y representado en una escala de color, los
niveles de p-H2AX. (D) Histogramas de los niveles de p-H2AX en
las distintas fases del ciclo celular. Mostrando la ratio de Log, de

la expresion relativizado al Control#2.

estudiamos su expresion en las distintas fases del ciclo celular y

observamos que las células NK5A#29 muestran un aumento en la
expresion de p-H2AX a medida que avanzan las fases del ciclo
celular, encontrando el nivel mas elevado durante la mitosis (Fig.

47Cy D).

Estos analisis en CyTOF corroboran nuestras observaciones previas
de un aumento en la transcripcion y una desregulacion de la marca
epigenética H3K27me3, ademds de determinar una disfuncién
mitocondrial y un aumento de los niveles de HIF1A. Por ultimo,
hemos comprobado nuestros resultados anteriores del aumento de

dano en el ADN durante la mitosis.
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Posteriormente estudiamos la capacidad de diferenciacion de las
células iPS4F8-Control#2, Control#18 y las NK5A#29 hacia las tres
capas germinales de forma dirigida usando un kit comercial.
Después de 6 dias, en las células diferenciadas a ectodermo y
endodermo no se apreciaban cambios a nivel de morfologia de
células entre los clones iPS4F8-Control y el clon NK5A#29 (Fig. 48A,
B). Sin embargo, en las células diferenciadas a mesodermo se podian
observar claras diferencias en morfologia entre los clones iPS4F8-
Control y el clon NK5A#29. Mientras que en los clones iPS4F8-
Control las células producidas formaban una monocapa, en
NK5A#29 se observaron estructuras en 3D que no aparecian en los
controles (Fig. 48C). Ademads, no se observaron diferencias en el
namero de células en las diferenciaciones a ectodermo ni
endodermo (Fig. 48D y E), mientras en la diferenciacién a
mesodermo encontramos un aumento significativo en el nimero de
células del clon NK5A#29 respecto a los clones iPS4F8-Control (Fig.
48F).

Se dised un panel con marcadores de pluripotencia para observar
su decaimiento durante la diferenciacidn y las tres capas germinales
con SOX2 para ectodermo, EOMES, GATA4 y GATA6 para

endodermo y ISLET1 y HAND1 para mesodermo.
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Figura 48. Diferenciaciones a las tres capas germinales de las
lineas iPS4F8. (A) Imagenes en campo claro de las
diferenciaciones a ectodermo a distintos dias de las lineas CH#2 y
NK5A#29. Objetivo 4x. Escala 500um. (B) Imagenes en campo
claro de las diferenciaciones a endodermo a distintos dias de las
lineas C#2 y NK5A#29. Objetivo 4x. Escala 500um. (C) Imagenes
en campo claro de las diferenciaciones a mesodermo a distintos
dias de las lineas CH#2 y NK5A#29. Objetivo 4x. Escala 500um. (D)
Curva de crecimiento de las lineas Control (CH#2, C#18) y NK5A#29
durante la diferenciacién a ectodermo, n=3. (E) Endodermo, n=3.

(F) Mesodermo, n=3. Media + SEM. * p < 0.05.
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Al dia inicial de la diferenciacion (dia 0), todas las lineas celulares
expresaban altos niveles de los marcadores de pluripotencia
POUS5SF1, SOX2 y NANOG y bajos niveles de los marcadores de
diferenciacion. Tanto en el Control#18 como en NK5A#29, a dia 6 de
la diferenciacion hacia las tres capas germinales se observé una
disminucion en la expresidon de los factores de pluripotencia de
POUS5SF1 y NANOG (Fig. 49A). Igualmente, en los clones iPS4F8-
Control#18 y -NK5A#29, se observd de manera similar el incremento
en la expresiéon de SOX2 en las células diferenciadas hacia
ectodermo y el incremento de la expresion de los marcadores
EOMES, GATA4 y GATAG en las células diferenciadas a endodermo,
y el incremento en la expresién de los marcadores HAND1 e ISLET1
en las células diferenciadas hacia mesodermo (Fig. 49A).
Finalmente, dentro de la poblacién de mesodermo, se analizaron los
marcadores CD34 y KDR para profundizar en los marcadores que se
producen esta capa germinal, pero no se observaron cambios

significativos entre iPS4F8-Control#18 y -NK5A#29 (Fig. 49B y C).

Estos resultados sugieren que NK5A tiene un efecto en la
diferenciaciéon a mesodermo ya que las células que expresan la
proteina de fusion mostraron una mayor capacidad de proliferacion
en la diferenciacién a mesodermo comparado con las células
control, mientras que no se observé dicha diferencia en las
diferenciaciones a ectodermo ni endodermo. Este efecto en la
diferenciacién a mesodermo no se observé en los marcadores

analizados ya que se obtuvieron resultados similares tanto en
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iPS4F8-Control#18 y NK5A#29, al igual que en los marcadores de

ectodermo y endodermo.
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Figura 49. Analisis por CyTOF de marcadores de diferenciacién
de las tres capas germinales. (A) Mapa de calor de 8 marcadores
de pluripotencia y de capas germinales. El color representa la
ratio Log; de expresion relativizado a la muestra que tiene menor
sefial para cada marcador. Los cuadros rojos representan los
marcadores especificos de cada estadio de diferenciacién. (B)
Grafico de puntos mostrando CD34 y CD309 (KDR) en las lineas
Control#18 y NK5A#29. (C) Grafico de barras de los marcadores
CD34 y CD309 (KDR) de las lineas C#18 y NK5A#29, n=3. Media +
SEM.
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5.2.10.3. Andlisis de la diferenciacién hematopoyética.

Posteriormente caracterizamos el efecto de la expresion de NUP98-
KDMS5A en la diferenciacion hematopoyética de las hPSC. Para
conseguirlo se utilizd un kit comercial con una fase inicial de
induccion de mesodermo y una segunda fase de diferenciacion
hematopoyética. En la figura 50A se muestra el esquema del
protocolo de diferenciacién. Diferenciamos los clones iPS4F8-

Control#1 y NK5A#29.

Para iniciar el proceso, se sembraron pequefios trozos de colonia de
hPSC. Al dia 3 se observd como las colonias se expandieron
generando zonas de mayor densidad en el interior de la colonia,
como indica el protocolo. Al dia 8, las colonias se habian expandido
aun mas ya ocupando una gran parte del espacio. A partir del dia 8,
el cultivo colapsaba y fue imposible analizar las diferenciaciones a

después de ese punto (Fig. 50B).

Para poder determinar el estadio de diferenciacién de las células se
analizaron distintos marcadores a dia 3 y dia 8 de la diferenciacién.
Se analizaron marcadores para las distintas poblaciones que van
apareciendo durante la diferenciacion hematopoyética: Células
pluripotentes (SSEA4), mesodermo (CD56 y KDR), progenitor
hematoendotelial (CD34 y CD31) y progenitor hematopoyético
(CD43). A inicio de la diferenciacién, las hPSC expresan el marcador

SSEA4, este va decayendo en expresidon a medida que la célula se
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diferencia. Las células que avanzan hacia la diferenciacién
mesodérmica empiezan a expresar CD56. De esta poblacion CD56*
aparecen los marcadores KDR para determinar el mesodermo
tardio. A continuacidn de esta poblacién CD56*KDR* se empieza a
expresar el marcador CD34 y a continuacion el CD31, tipico de
progenitores hemato-endoteliales. Estos progenitores CD34*CD31*
al continuar con su especificacion hematopoyética, expresan CD43,
marcador de célula hematopoyético primitivo, para acabar

perdiendo el CD34.7°
A

T 1
10 12

o4
~

Day -1 o 2 3
Plate Aggregates Half-Medium Half-Medium Half-Medium Half-Medium Harvest Cells
Change Change Change Change
B

Dia 0 Dia 3 Dia 8

iPS4F8-Control#1

iPS4F8-NK5A#29

Figura 50. Diferenciacion hematopoyética de los clones iPS4F8-
Control#l y NK5A#29. (A) Esquema del protocolo de
diferenciacién y fotografias de ejemplo. (B) Imagenes de campo
claro de las células iPS4F8-Control#1 y NK5A#29 usadas en las
diferenciaciones hematopoyéticas a distintos dias. Objetivo 4x.

Escala: 200um.

185



Resultados

Como era esperado, la expresion del marcador de pluripotencia
SSEA4 se pierde a medida que avanza la diferenciacidn, sin haber
diferencias significativas entre iPS4F8-Control#1 y NK5A#29 (Fig.
51A). En cuanto a los marcadores de mesodermo, se observo como
el CD56 bajaba de expresion entre el dia 3 y 8 en las iPS4F8-
Control#1, en cambio aumenta su expresion en las NK5A#29, siendo
significativa respecto al Control#1 (Fig. 51B). En la expresion de KDR
no se observaron diferencias significativas entre la linea control y la

gue expresa proteina de fusién (Fig. 51C).

En ambas lineas vemos la expresion del marcador CD34 al dia 3 que
incrementa a dia 8, mientras que la expresion de CD31 no se observa
hasta el dia 8. Sin embargo, a dia 8 la expresidon de CD34 y CD31 es
significativamente menor en NK5A#29 con respecto al Control#1
(Fig. 51D y E). Ademas, se observd wuna produccion
significativamente  menor de  progenitores endoteliales
(CD34*CD31*CD43") en las células iPS4F8-NK5A#29 respecto al
Control#1 (Fig. 50F) y la misma tendencia para la poblaciéon de
progenitores hematopoyéticos (CD34*CD43*) (Fig. 51G). No se
obtuvieron en ningun caso células hematopoyéticas primitivas

CD34°CD43".
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Figura 51. Marcadores analizados durante la diferenciacion
hematopoyética. (A) Resultados de citometria de flujo para
(B) (C) (E) (F)
CD34+CD31+CD43-. (G) CD34*CD43*. A dia 3 n=2, dia 8 n=3. Test

SSEA4. CD56. KDR. (D) CD34. CD31.

ANOVA tipo II. * p < 0.05, *** p < 0.001.

Estos resultados indican que las células que expresan NK5A sufren

un bloqueo de la diferenciacién en el estadio del mesodermo, ya que

observamos una mayor expresiéon de CD56 y una bajada de las

distintas poblaciones de progenitores hemato-endoteliales vy

hematopoyéticos.
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Al observar como el cultivo colapsaba alrededor de dia 10, se decidié
utilizar un sistema de diferenciacién hematopoyética de co-cultivo
con la linea celular OP9, derivada del estroma de médula ésea de
ratdn que permite imitar la sefializacion que sufren las células
durante la diferenciacion hematopoyética. No se consiguid avanzar
mas en la diferenciacion y por ese motivo se planted la estrategia de
generar un modelo inducible que no expresara NK5A en el estado

indiferenciado.
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5.3. Objetivo 3 Desarrollo de un modelo de
expresion inducible de NUP98-KDM5A en células
pluripotentes humanas utilizando el sistema
CRISPR/Cas9

Este objetivo se centra en la generacién de un modelo de expresién
inducible del gen de fusion NK5A en hPSC y estudiar el efecto de su
induccion durante la diferenciacién hematopoyética.

A partir de los datos del apartado anterior, se pudo concluir que la
linea celular iPS4F8 tiene problemas para diferenciar mas alla de la
poblacién CD34*. Ademas, las células que expresan NK5A muestran
un bloqueo claro de la diferenciacién hematopoyética posiblemente
por una expresién demasiado temprana de NK5A. Por estos
motivos, el modelo de expresion constitutiva desde el estadio
pluripotente no consigue ser util para el estudio del efecto de la
proteina de fusidn durante la diferenciacion hematopoyética, al no
ser posible obtener poblaciones de progenitor hematopoyético. Por
este motivo planteamos la generacidn de un sistema inducible de
expresion de la proteina de fusidon para poder modular la expresién
de NK5A en distintos momentos de la diferenciacién, ademas de
cambiar la linea celular base donde generar el modelo a una linea
embrionaria como la H9, para obtener mejores diferenciaciones

hematopoyéticas.

5.3.1. Generacion de las lineas H9-iNK5A

Para la edicion génica de la linea de hESC H9 (WAOQ9) utilizamos un

sistema de recombinacidn homdloga que introduce de manera
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dirigida en el locus AAV1S del genoma el inserto con la secuencia
codificante de NK5A (que contiene una secuencia FLAG) bajo un
promotor regulable por doxiciclina mediante CRISPR/Cas9. El
inserto contiene brazos de homologia que dirigen la recombinacion
homologa en el locus AAVS1, el gen de resistencia a neomicina, y el
transactivador rtTA3 que solo en presencia de doxiciclina se une al
promotor TRE3G, permitiendo la transcripcion de NUP98-KDM5A
(Fig. 52A). Se disefiaron parejas de cebadores dentro y fuera del
constructo para comprobar si el vector se insertd en el locus
deseado. En la Figura 52A se muestra la regién que reconocen los
distintos cebadores: la pareja en rojo sélo reconoce el locus sin
editar, mientras que los cebadores azul y verde en combinacion con
los rojos permiten detectar la insercion dentro del sitio deseado.
Como era de esperar, la linea no editada H9 WT sdlo presenta
amplificacién con la pareja de cebadores roja, ya que no existe
ningun inserto en su genoma. La linea editada original, H9 iNK5A
Bulk, presenta amplificacion con las tres combinaciones de
cebadores, ya que contiene células sin editar, células con un alelo
editado (heterocigoto) y células con los dos alelos editados
(homocigoto). También generamos lineas clonales a partir de la
linea original y los dos clones analizados, H9 iINK5A#5 y H9 iNK5A
#16, solo presentan amplificacion con las combinaciones de
cebadores rojo/azul y rojo/verde, mostrando que los dos alelos
fueron editados (Fig. 52A). Realizamos mediante qPCR una recta
patrén con cantidades conocidas de plasmido, para cuantificar el

numero de insertos que presenta cada linea celular y determinamos
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Figura 52. Generacion y caracterizacion de hPSC de expresion
de NK5A inducible por doxiciclina. (A) Esquema del constructo
introducido por recombinacién homologa en el locus AAVS1. Las
flechas indican los distintos cebadores utilizados para las PCR (B)
Grafico representando el numero de insertos detectados en el
genoma de las distintas lineas analizadas. (C) Andlisis de RT-gPCR
para detectar los niveles de expresion NK5A en las lineas clonales
sin y con tratamiento de 2 pg/mL de doxiciclina. Relativizado al
gen control GAPDH. (D) WB para detectar la proteina de fusion
utilizando un anticuerpo anti-FLAG o anti-KkDM5A en los clones
iNK5A#5 y #16 al inducir con doxiciclina. La actina fue utilizada

como control de carga.
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que la linea original H9 iINK5A presenta alrededor de 0.3
insertos/célulay los clones H9 iINK5A#5 y #16 2 insertos/célula. (Fig.
52B). Posteriormente comprobamos el funcionamiento del sistema
inducible en los clones afiadiendo 2ug/mL de doxiciclina al medio de
cultivo durante 48 horas. Realizamos una qPCR para detectar la
expresion de NK5A y observamos que, aunque habia pequefios
niveles de expresion del gen de fusidon en ausencia de doxiciclina,
estos niveles eran insignificantes respecto a la induccién de NK5A en
presencia de doxiciclina, que se incrementaban entre 600-800 veces
(Fig. 52C). También comprobamos la expresion de proteina de
fusion mediante WB usando un anticuerpo anti FLAG (Fig. 54D) y
anti-KDM5A (Fig. 52D), donde solo se detecta NK5A en los clones

después del tratamiento con doxiciclina.

5.3.2. Caracterizacion de las lineas H9 iNK5A

Una vez comprobado el funcionamiento del sistema de expresion
inducible en las lineas H9iNK5A, caracterizamos las lineas generadas
para comprobar si mantienen el fenotipo pluripotente. Tanto la
linea H9 iINK5A bulk como los dos clones, mantienen la morfologia
caracteristica de hPSC, formando colonias compactas de células
pequefias (Fig. 53A). Al generar lineas clonales es importante
comprobar que no se haya seleccionado células con alteraciones
cromosomica, por lo que se realizaron cariotipos a las lineas H9
iNK5A#5 y #16, que mostraron un cariotipo femenino normal (Fig.

53B). Se analizaron por gPCR los factores de transcripcion tipicos de
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pluripotencia, POU5F1, SOX2, NANOG y REX1 y se comprobd que
todas las lineas expresan estos factores a niveles comparables a la

linea H9 WT (Fig. 53C).
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de campo claro mostrando la morfologia de las colonias.
Objetivo: 4x. Escala: 200um. (B) Cariotipos. (C) Expresién de
genes de pluripotencia en las distintas lineas analizada por qPCR,
n=3. Media + SEM. (D) Expresidn de los marcadores de superficie
asociados a pluripotencia analizadas por citometrias de flujo para
(E) IF para detectar POU5SF1 en las distintas lineas. Objetivo: 10x.

Escala: 100um. Escala zoom: 10pum.
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La expresion de marcadores de superficie de pluripotencia Tra-1-60,
TRA-1-81 y SSEA4 fue confirmada por citometria de flujo en las
lineas H9 WT, iNK5A#5 y #16 (Fig. 53D). También se analizd la
expresion de la proteina de POU5SF1 con una IF donde se puede
apreciar a nivel de célula Unica la expresidon de dicho factor de

transcripcién en todas las lineas celulares (Fig. 53E).

5.3.3. Validacion del modelo de expresion inducible de
NK5A durante la diferenciacion estocastica de cuerpos
embrionarios.

Para comprobar la funcionalidad del sistema de induccidn y el efecto
de la expresion de NUP98-KDM5A durante un proceso de
diferenciacién, generamos cuerpos embrionarios (del inglés
Embryoid bodies, EBs) de las lineas H9 WT y los dos clones H9 iNK5A
#5y #16 y los cultivamos para su diferenciacién estocastica a las tres
capas germinales, en ausencia o presencia de doxiciclina. Después
de 21 dias las dos lineas clonales al diferenciarse en presencia de
doxiciclina generaron EBs mas pequeiios y menos compactos que
los generados en ausencia de doxiciclina o los EBs de H9 WT (Fig.
54A). Mediante WB comprobamos que la proteina de fusion NK5A
unicamente se expresaba en los EBs de las lineas H9 iNK5A#5 y #16

en presencia de doxiciclina (Fig. 54B).
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B
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Figura 54. Generacion de EBs de las lineas H9 WT y H9 iNK5A #5
y #16 en presencia o ausencia de doxiciclina. (A) Imagenes de
campo claro de los EBs a dia 21 de diferenciacion. Objetivo: 4x.
Escala: 1000um. (B) WB de anti-flag para detectar la proteina de
fusion NUP98-KDM5A en los EBs a dia 21 de diferenciacion. La

actina fue utilizada como control de carga.

A los 21 dias de diferenciacidn, se prepararon los EBs para analisis
de histologia e inmunohistoquimica. Mediante la tincién de
hematoxilina y eosina (H&E) observamos que los EBs de HO WT y de
los clones H9 iNK5A en ausencia de doxiciclina, tenian una
constitucion homogénea formados principalmente por células
pequefias con cromatina homogénea y nucléolos prominentes (Fig.
55A). En contraste, los EBs de las lineas H9 iNK5A #5 y #16 cultivados
en presencia de doxiciclina, tenian una constitucion mucho mas
heterogénea y estaban compuestos por células con diferente
tamaio y morfologia, con algunas estructuras pseudo-epiteliales,
areas de estroma central fibroso y estructuras rosetoides (Fig. 55B).
Realizamos inmunohistoquimicas para distintos marcadores de
diferenciacién a las tres capas germinales, Citoqueratina AE1/AE3

(CK AE1 AE3) para endodermo, la cadena lll beta de Tubulina (TUBB-
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[ll) para ectodermo y Vimentina para mesodermo. Tanto las H9 WT
como las lineas H9 iNK5A cultivadas sin doxiciclina presentan un
gran numero de células con positividad para mas de un marcador,

lo que indica bajo nivel de diferenciacién (Fig. 55A y B).

Dox - Dox +
H9 WT HO INK5A#5  HO iNK5A#16 H9 WT HO INK5A#5  HO iNK5A#16

H&E

CKAE1AE3 g 2

4

TUBBAI @ :
A YO

Vimentina

Figura 55. Histologia e inmunohistoquimica de los EBs
generados de las distintas lineas. (A) Imagenes de tinciones de
hematoxilina & eosina (H&E), CKAE1AE3, TUBB-III, Vimentina de
las H9 WT vy los clones H9 iNK5A cultivados en ausencia de
doxiciclina. Objetivo: 10x. Escala: 100um. (B) Imagenes de
tinciones de hematoxilina & eosina (H&E), CKAE1AE3, TUBB-III,
Vimentina de las H9 WT vy los clones H9 iNK5A cultivados en

presencia de doxiciclina. Objetivo: 10x. Escala: 100pum.

En cambio, los EBs de las lineas H9 iNK5A cultivadas en presencia de
doxiciclina, muestran un mayor grado de diferenciacién celular,
presentando estructuras mas diferenciadas con una clara tincidn de

los marcadores de las capas germinales. Las tinciones de CKAE1AE3
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y Vimentina se encontraban principalmente en la regidén basal de
estructuras pseudo-epiteliales y rosetoides, mientras que la tincién
de TUBB-IIl se encontraba principalmente en las regiones externas

de los EBs (Fig. 55B).

5.3.4. Induccion de la proteina de fusion NUP98-KDM5A
durante la diferenciacion hematopoyética

Una vez que comprobamos la funcionalidad de nuestro modelo
inducible de expresion de NUP98-KDM5A, analizamos el efecto de
su expresion durante la diferenciacion hematopoyética. En la
leucemia pediatrica no estd claro el tipo celular en el que se origina
la enfermedad, por lo que decidimos analizar el efecto de la
induccion de NK5A en dos poblaciones celulares distintas que
aparecen durante la diferenciacién in vitro de las hPSC.
Diferenciamos durante 12 dias las lineas H9 WT vy los clones H9
iNK5A #5 y #16 en ausencia o presencia de diferentes dosis de
doxiciclina: 0.5, 1y 2 ug/mL empezando al dia 3 de la diferenciacion,
para estimar el efecto en los niveles de expresion de NUP98-KDM5A

(Fig. 56).
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H9 INK5A#5 H9 iNK5A#16

Figura 56. Imagenes de campo claro de diferenciacion
hematopoyética a dia 12 de las lineas H9 WT, iNK5A#5 y #16 .

Objetivo 4x. Escala: 200pm.

Se observd una relaciéon directa entre la dosis de doxiciclina y los
niveles de NK5A en los clones H9 iNK5A #5 y #16 (Fig. 57A), y
también que la dosis de 2 pg/mL produjo una reduccidn significativa
del 50% en la viabilidad celular en ambos clones. Sin embargo, las
distintas dosis de doxiciclina no tuvieron ningun efecto en la
viabilidad celular en las células control (Fig. 57B). Como el cultivo
con la dosis de 2 pug/mL de doxiciclina mostré elevada muerte

celular, se decidid excluirlo de analisis posteriores.
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Figura 57. Efecto de las distintas dosis de doxiciclina en
induccion de NK5A y la viabilidad celular durante la
diferenciacion hematopoyética. (A) Andlisis de RT-qPCR de los
niveles de mARN de NK5A de las lineas clonales iNK5A#5 v #16
con 0.5, 1 o0 2 pug/mL de doxiciclina (B) Citometrias de flujo para
determinar la viabilidad celular por exclusién de marcaje con

7AAD, n=3. Media + SEM. Test ANOVA, **** p < 0.0001.

Para determinar el efecto de NKS5A durante la diferenciacion
hematopoyética y aprovechar la posibilidad de controlar
temporalmente la expresion del gen de fusion, analizamos la
diferenciacién hematopoyética de las lineas H9 WT and H9 iNK5A #5
y #16, induciendo la expresion de NK5A con 0.5 and 1 pg/ml de
doxiciclina a partir del dia 3 que es cuando se produce el mesodermo
y del dia 5, cuando aparecen los primeros progenitores hemato-
endoteliales.?’® A dia 12 analizamos por citometria de flujo la
diferenciacién a progenitores hemato-endoteliales (CD31*CD34*
CD43"), progenitores hematopoyéticos (CD34*CD43*) y células

hematopoyéticas primitivas (CD34°CD43*). Al inducir la expresién de
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NK5A a dia 3 en los clones H9 iNK5A observamos una reduccion
significativa tanto de células CD34* (Fig. 58A) y CD31* (Fig. 58B),
como de progenitores hematopoyéticos y casi no se producen

células CD43* (Fig. 58Cy D).
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Figura 58. Efecto de la induccion de NKS5A durante la
diferenciacion hematopoyética de hPSC. (A) Citometrias de flujo
para determinar la expresién de CD34, (B) CD31, (C)
CD34+CD43+, (D) CD34-CD43+, n=3. Media + SEM. Test ANOVA,
** 0 <0.01, ¥** p < 0.001, **** p < 0.0001.
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Sin embargo, la induccién del NK5A a dia 5 en los clones H9 iNK5A
solo afectd la produccion de células hematopoyéticas primitivas
(CD34°CD43*) (Fig. 58D). Cabe destacar que, en los experimentos en
ausencia de doxiciclina, los clones H9 iNK5A mostraron niveles de

diferenciacién comparables con la linea H9 WT (Fig. 58 A-D).
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Figura 59. Analisis de expresion de mARN de HOXA5, HOXA6,
HOXA7, HOXA9, HOXA10 y MEIS1. Los genes GAPDH, HPRT, 18S

Yy RPL7 se utilizaron como genes normalizadores.

También determinamos el efecto de la induccién de NK5A en genes
dianas de NK5A.4147 Se analizd la expresion de los genes HOXAS,
HOXA6, HOXA7, HOXA9, HOXA10 y MEIS1 (gen especifico de
hematopoyesis no afectado por la fusién) en H9 WT y los clones H9

iNK5A. En este estudio preliminar observamos que la expresion de
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NK5A durante la diferenciacién hematopoyética induce la expresion
de los genes del cluster HOX-A, diana de NK5A, pero no de MEIS1,
siendo mayores los niveles de expresion cuando se induce NK5A a

dia 3 (Fig. 59).
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6. Discusion

La LMA pediatrica se presenta como una de las mayores causas de
mortalidad infantil por cancer y es uno de los mayores retos médicos
consiguiendo sélo entre un 20 a 70% de supervivencia dependiendo
del tipo de LMA.?>33 Ha habido muy pocos avances en los
tratamientos que se utilizan principalmente debido a la baja
frecuencia de la enfermedad y a la alta variedad de alteraciones
genéticas que presenta.'® Por ese motivo entendemos que es de
vital importancia generar modelos de la enfermedad que permitan
su estudio sin la necesidad de depender de las muy escasas
muestras de pacientes para poder avanzar en el conocimiento que
se tiene de cada alteracion particular. Se ha observado que muchas
de las alteraciones genéticas asociadas a las leucemias pediatricas
ya estan presentes en el momento del nacimiento, por lo que estas
mutaciones ocurren durante el desarrollo.3®%? La fusion NUP9S-
KDM5A estd restringida casi en su totalidad a la poblacién
pediatrical®? lo que sugiere que también tiene su origen durante el

desarrollo embrionario.

Son escasos los modelos de estudio de la leucemia con expresion del
gen de fusiéon NUP98-KDMJ5A, aunque han logrado algunos avances
importantes. En un modelo de ratén generado a partir de la
expresion de NUP98-KDMJ5A en progenitores hematopoyéticos, se
induce el proceso de transformacion leucémico debido a que la

proteina de fusién al contener el dominio PHD de KDM5A es capaz
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de unirse a la marca de histonas H3K4me3 en los promotores de los
genes del cluster HOX-A, evitando que se apaguen y blogueando la
diferenciacién  heamtopoyética.*” Estos bloqueos de la
diferenciacién se pueden explicar con el aumento de expresion de
genes del clister HOX-A, ya que se conoce que los niveles de estos
genes son elevados en los progenitores hematopoyéticos y su
expresion se reduce al continuar con la diferenciacién
hematopoyética.'®! En otro estudio se generaron modelos de ratéon
con expresion regulable de tres proteinas de fusidn que involucran
NUP98, entre ellas NUP98-KDM5A, en  progenitores
hematopoyéticos. A través de andlisis de ocupacién de cromatinay
RNA-seq se identificaron genes diana de las proteinas de fusion,
identificando a CDK6 como un gen diana comun de todas estas
proteinas de fusion y su posible utilidad como diana
terapéutica.’*La expresién de NUP98-KDM5A en progenitores
hematopoyéticos humanos promueve el bloqueo de su maduracion
y auto renovacion sostenida en el tiempo y también la capacidad de
generar leucemia en xenotrasplantes. Se observo la sobreexpresion
de genes del clister HOX-A y HOX-B ademas de otros genes y se
generaron distintos tipos de leucemias, incluso leucemias de
linfoblastica B, nunca vista para este gen de fusién sin poder dar
ninguna explicacién.*” Aunque muy utiles estos modelos, fallan en
explicar porque la proteina de fusién provoca un proceso de
transformacién leucémica durante las etapas tempranas del
desarrollo embrionario ademas de no identificar en que poblacién

celular se da el evento de translocacidon. Por ese motivo nosotros
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nos hemos centrado en desarrollar modelos para el estudio de
NUP98-KDM5A en las etapas mas tempranas del desarrollo humano

usando hPSC.

Utilizamos la edicién génica mediada por el sistema CRISPR/Cas9
para reproducir la translocacion cromosomica
t(11;12)(p15;p13)(p15;p13) que provoca la expresidon del gen de
fusion NUP98-KDM5A en hPSC, y asi generar un modelo de la
enfermedad lo mas cercano posible a la realidad. Nuestros
colaboradores Raul Torres y Sandra Rodriguez del CNIO, Madrid,
habian demostrado previamente la utilidad de este sistema de
edicidn génica para la generacion de la translocacidon cromosdmica

t(11;22) en hPSC.182

Establecimos las herramientas moleculares y condiciones
experimentales para generar la translocacion cromosdmica
t(11;12)(p15;p13) en células humanas de rifidn embrionario HEK-
293. Generamos con éxito la translocacion en HEK-293, que
comprobamos mediante secuenciacion del gen de fusion NUP98-
KDMS5 que incluia el punto de rotura. Usando estdas mismas
herramientas editamos la linea de hESC H9 y mediante PCR
convencional y dPCR demostramos que se habia generado la
translocacion t(11;12)(p15;p13). Sin embargo, durante la expansién
de las células editadas, no fuimos capaces de volver a demostrar la
presencia de la translocacion. Estos resultados indican que la

translocacion t(11;12)(p15;p13) y/o la expresidon de NUP98-KDM5A
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en hPSC podria estar induciendo la muerte o diferenciacidn de estas

células promoviendo su seleccion negativa.

La pérdida de las células que portan la translocacion t(11:12)durante
el cultivo se puede explicar de varias formas. Se ha demostrado que
las roturas de doble hebra en el ADN generadas por la nucleasa Cas9
inducen un arresto del ciclo celular mediada por el eje p53-p21-
pRB83, ademds p53 también induce apoptosis en hPSC editas con
CRISPR/Cas9.%®* En nuestras células, la edicién génica podria estar
provocando una menor proliferacién y una mayor muerte celular
causando la pérdida de la poblacién editada. Dado que se ha
demostrado que la inhibicion transitoria de p53 aumenta
significativamente la supervivencia de las células editadas con el
sistema CRISPR/Cas9'®* se podria plantear una inhibicién temporal
de p53 que esta demostrado que estd bien tolerada por las
hPSC.18>18 No obstante, con la inhibicion de p53 se debe
monitorizar el efecto que puede provocar en las células y las
mutaciones no deseadas que se podrian generar y por este motivo
no se quiso continuar con esta idea, ya que se pretendia generar un
modelo sélo con la translocacion t(11;12)(p15;p13), sin mutaciones

adicionales.

Por otra parte, la haploinsuficiencia es la situacién en la que la se
pierde una copia funcional de un gen y la copia restante no es
suficiente para mantener el fenotipo normal de la célula. Un estudio

reciente ha identificado mas de 650 genes haploinsuficientes
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esenciales para las hPSC, entre los cuales se ha identificado a
KDM5A.*87 Una consecuencia de la generacién de la translocacién
t(11;12)(p15;p13)(p15;p13) es la pérdida de un alelo de NUP98 y
otro de KDM5A, generando una situacion de haploinsuficiencia. Esta
esencialidad en KDM5A podria explicar la pérdida de la poblacién
positiva para la translocacion durante la expansién del cultivo

celular.

Aunque la generacién de la translocacién
t(11;12)(p15;p13)(p15;p13) no es viable en hPSC en estado
indiferenciado, se podria intentar su generacién en otro tipo celular,
como los progenitores hematopoyéticos obtenidos durante la
diferenciacién hematopoyética desde hPSC, obteniendo un modelo

mas cercano a la realidad de los pacientes.

La imposibilidad para generar una linea de hPSC estable con la
translocacion cromosémica t(11;12)(p15;p13)(p15;p13) nos hizo
plantear un modelo mas sencillo de la enfermedad a partir de la
sobreexpresion del gen de fusion NUP98-KDM5A a través de
transduccion por lentivirus de un vector de expresion constitutiva.
Usando este sistema generamos tres lineas de hPSC transgénicas,
una linea embrionaria (H9) y dos de iPSC (iCMN.1 y iPS4F8),
generadas en nuestro laboratorio a partir de células mononucleares
de sangre periférica. Todas las lineas mantuvieron sus
caracteristicas pluripotentes, aunque mostraron una gran diferencia

en los niveles de expresién de NUP98-KDM5A, siendo la linea H9-
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NK5A la que presentd una menor expresion y la linea iPS4F8-NK5A
una mayor expresion. Dado que la linea iCMN.1 mostré alteraciones
cromosomicas en la linea original descartamos su uso en el

proyecto.

Las lineas H9-NK5A e iPS4F8-NK5A generadas mostraron
heterogeneidad en la expresion de NK5A y por ese motivo
generamos lineas clonales para poder estudiar en una poblacién
homogénea el efecto de la proteina de fusidn. Tanto para las células
H9-NK5A como para las PS4F8-NK5A elegimos tres clones con
diferentes niveles de expresién de la proteina de fusién. En la
caracterizacion en estado indiferenciado de los clones de H9-NK5A
no observamos ningun cambio fenotipico respecto a las células
control, posiblemente debido a los bajos niveles de expresidon de
NK5A. Sin embargo, los clones iPS4F8-NK5A mostraron dificultades
en la proliferacion, menor resistencia al estrés, asi como mayores

niveles de apoptosis.

Para estudiar a nivel molecular los efectos de la expresién de la
proteina de fusién en los clones iPS4F8-NK5A, se realizé un RNA-seq.
Lo primero que pudimos observar es que dentro de los genes
diferencialmente expresados (GDE) entre los clones iPS4F8-NK5A y
los -Control habia mds genes sobre expresados (475) que infra
expresados (195). Ademas, en un analisis de GSEA de los genes
sobre expresados, se obtuvieron listas de genes relacionadas con

genes bivalentes. Eso puede estar relacionado con una de las
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funciones descritas de NUP98-KDM5A, que puede actuar como
dominante negativo de KDM5A y evitar la inhibicion de la expresién
de genes bajo un promotor bivalente, al evitar que KDM5A elimine
la marca epigenética de activacién H3K4me3. Se conoce que KDM5A
tiene la capacidad de unirse a esta marca epigenética a través del
dominio PHD3, y este domino se mantiene en la proteina de fusién
NUP98-KDM5A.4” Comparamos los genes desregulados del RNA-seq
con una base de datos de genes bajo promotores bivalentes
(marcados con H3K4me3 y H3K27me3) en hPSC y observamos
que la mitad de los GDE estaban bajo promotor bivalente. Estos
analisis nos sugieren que en nuestro modelo la proteina de fusién
esta desregulando preferencialmente genes con promotores
bivalentes, aunque también adquiere nuevas dianas génicas ya que
s6lo el 10% de los GDE son diana de NUP98% y el 2% son dianas de
KDMS5A en hPSC (GEO accession GSM1003446).

Quisimos confirmar estos resultados en nuestros andlisis con el
CyTOF y determinamos que en las células que expresan NK5A hay
un aumento de la transcripcién global, asi como una bajada de los
niveles de la marca H3K27me3, indicando que NK5A produce un
incremento en la expresidon de genes regulados por esta marca

epigenética.
A partir de nuestro andlisis de Andlisis de Enriquecimiento de

Conjuntos de Genes (GSEA) observamos que los GDE estaban

significativamente enriquecidos en genes que son dianas directas de
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HIF1A o estan relacionados con condiciones de hipoxia. Este
hallazgo nos resultd muy interesante ya que la adaptacién a la
hipoxia se considera uno de los mayores determinantes de la
progresidn hacia la malignidad de un tumor.18 La alta expresién de
proteina HIF1A se asocia con una baja prognosis en LMA adulta y
LLA pediatrica.l8%1®© Ademas la estabilizacién de HIF1IA en
condiciones de normoxia es necesaria para la supervivencia de las
células madre leucémicas en LMA.*®! También se ha sugerido que la
sobreexpresidn de elementos de respuesta a la hipoxia es esencial
para la evolucion del tumor, induciendo inestabilidad cromosdmica

y plasticidad celular para mejorar la adaptacién al medio.'*?

En condiciones hipdxicas se estabiliza la proteina HIF1A para poder
responder a la falta de oxigeno 3. En condiciones de normoxia
HIF1A se degrada y su expresidn es casi indetectable, como
observamos en los clones iPS4F8—Control. Sin embargo, los clones
iPS4F8-NK5A tenian una mayor expresion de HIF1A, indicando la
existencia de algin mecanismo de estabilizacion de la proteina en
normoxia. La forma mas habitual de degradacién de HIF1A en alta
concentraciones de O; es su hidroxilacion por las prolil-hidroxilasas
y degradacion por el proteosoma.'®® En el RNA-seq aparece sobre
expresado en todos los clones que expresan NK5A el gen EGLN1
(También conocido como PHD?2), una prolil-hidroxilasa que marca a
HIF1A para su degradacién en condiciones de normoxia. Esta enzima
se puede inhibir por altos niveles de ROS y en consecuencia se puede

estabilizar HIF1A en condiciones de normoxia.’®”1%> Analizamos la
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produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) en nuestras
lineas celulares y efectivamente encontramos incrementada su
produccidn en las células que expresan NK5A Es posible que en los
clones iPS4F8-NK5A los niveles elevados de ROS induzcan la
estabilizacién de HIF1A a través de la inhibicion de EGLN1 y como un
mecanismo compensatorio EGLN1 se sobre expresa para regular los

niveles de HIF1A en las células que expresan NK5A.

Una de las mayores fuentes de ROS celular proviene de la
mitocondria, y su produccidn puede aumentar cuando esta no
funciona correctamente.'®®1% |as mitocondrias de las células
iPS4F8-NK5A se mostraron fragmentadas y formando acumulos a
diferencia de la red mitocondrial filamentosa y estructurada de las
células control. Ademas, en el RNA-seq se observé una bajada de
expresion de genes relacionados con la funcion mitocondrial.
También se ha descrito en modelos de xenotrasplante de
progenitores hematopoyéticos humanos con expresion de NK5A las
desregulacién de genes relacionados con la importacion de proteina
a la mitocondria.’*” Estos resultados sugieren una mal funcién
mitocondrial en las células que expresan NK5A. Nuestros resultados
indican que una mitocondria dafiada provocaria la acumulacion de
ROS, los cuales podria estar estabilizando HIF1AY” y dando lugar a

la firma hipdxica de las células que expresan NK5A.

Otra consecuencia en la célula de una mayor produccién de ROS es

el aumento en el dafio en el ADN. Observamos que la expresién de
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NK5A provoca un incremento global en la forma fosforilada de la
histona H2AX (p-H2AX), un marcador temprano del dafio al ADN.
También advertimos que la expresidn de p-H2AX era mas evidente
durante la mitosis. Confirmamos estos resultados al analizar por
CyTOF que los niveles de p-H2AX van aumentando conforme avanza
el ciclo celular, llegando a su pico de maxima expresién durante la
mitosis, indicando un incremento en roturas de doble cadena que

podrian generar inestabilidad gendmica.®®

En nuestros analisis también encontramos un incremento en la fase
G2/M del ciclo celular en los clones iPS4F8-NK5A respecto a los -
Control. Se sabe que dafio en el ADN y roturas de doble cadena
inducidas por dafio oxidativo pueden provocar arrestos en la fase

G2/M del ciclo celular.169:198

Estos resultados nos hicieron prestar atencion al proceso de mitosis
y observamos que las células que expresan NK5A mostraban un
mayor numero de mitosis aberrantes. Detectamos la formacion de
multiples polos, de puentes de ADN y fragmentos de ADN rotos
durante la telofase. Durante la caracterizacién inicial de la linea
iPS4F8-NK5A, ya pudimos observar que presentaba alteraciones
cariotipicas mientras la linea control no mostraba ninguna
alteracion. Analizamos entonces el cariotipo de los distintos clones
a diferentes pases y detectamos que la aparicién de aneuploidias se
incrementaba significativamente en los clones iPS4F8-NK5A. Toda

esta variedad de mitosis aberrantes en las células iPS4F8-NK5A
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explica el incremento en las alteraciones cromosdmicas (trisomias,
monosomias y translocaciones), mostrando que las células iPS4F8-
NK5A son genéticamente inestables. Los cariotipos complejos son
raros en algunas fusiones que albergan NUP98, como NUP98-
NSD1%°, aunque en un estudio se observé como todos los pacientes

200

de AMKL que albergaban NK5A (10) tenian el cariotipo alterado®®,

fenotipo que se observa en nuestro modelo.

Algunas de las alteraciones que observamos en la mitosis se pueden
explicar con el aumento de dafio en el ADN, ya que se ha descrito
que las roturas de doble cadena ocasionan errores en la segregacién
de los cromosomas.?°* En cambio, la formacién de multiples polos
puede ser causado por la interferencia de NK5A con la funcién de
NUP98 en el proceso de mitosis. Durante una mitosis normal,
NUP98 interacciona con RAE1 para participar en la regulacion de la
division celular y de formacion del huso mitético.19%202 Se ha
demostrado como la desregulacion de RAE1l puede llevar a la
formacién de husos mitdticos multiples.?® En nuestro trabajo
demostramos que NUP98-KDM5A interacciona con RAE1 durante la
mitosis y esta interaccidon puede estar secuestrando a RAE1 lejos del
complejo APC/CDH1 interfiriendo con la formacién correcta de los
husos mitdticos y la regulacion de la salida de la mitosis. También
demostramos la interaccion de NUP98-KDMS5A con RAE1 en la linea
celular CHRF-288-11 (derivada de un paciente que acarrea la fusién
NUP98-KDM5A), en la que ademds observamos la formacién de

multiples husos mitéticos y una desorganizacidn generalizada de los
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cromosomas durante la mitosis. Este mecanismo parece comun
entre algunas proteinas de fusion que contienen NUP98%°, aunque
no se habia demostrado aln para la proteina de fusiéon NUP98-

KDM5A.

Por otra parte, observamos que los clones iPS4F8-NK5A tienen
niveles significativamente menores de NUP98 enddgeno en la
envoltura nuclear con respecto a los controles. Debido a la
capacidad de unidn de NUP98 consigo mismo durante la

interfasel®

, se podria especular que la proteina de fusion secuestra
parte del NUP98 que deberia ir a formar parte del complejo del poro
nuclear, lo que podria desestabilizar la envoltura nuclear como ya se
ha observado con otras nucleoporinas.?’* Ademads, en las células que
expresan NK5A observamos una disminucion significativa de la
cantidad de Lamina B, indicando que afecta a la organizacion de la
envoltura nuclear, como se ha descrito con otras fusiones que
contienen NUP98.174 Ademds se ha observado como la reduccién en
los niveles de Lamina B es un hecho comun en neoplasias mieloides
y este hecho en células madre hematopoyéticas causa una mayor
capacidad de autorrenovacién e inestabilidad genédmica.?®> En las
células arrestadas en mitosis observamos que NUP98 se encuentra
fosforilado en las células Control, mientras que en las células que
expresan NK5A NUP98 se encuentra hipofosforilado. Al entrar la
célula en mitosis, NUP98 es fosforilado por PLK1 y otras quinasas

para poder desensamblar el complejo del poro nuclear y seguir con

la desestructuracidn controlada de la envoltura nuclear.'’? Es
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interesante que en nuestros analisis protedmicos PLK1 aparecid
como uno de los interactores de NK5A durante la mitosis, por lo que
NK5A podria estar secuestrando PLK1 y de esta manera afectar a la
fosforilaciéon del NUP98 enddgeno, interfiriendo en la correcta
desestructuracion del nudcleo y provocando errores en la

mitosis.206:207

En las células que expresan NK5A observamos una clara
acumulacién de sefal de proteina de fusidn en los nucléolos,
ademas de una disminucién de la proteina nucleolar Nucleolina, lo
gue sugiere que podria estar afectada la funcidn nucleolar. Una de
las funciones del nucleolo es el procesamiento de ARN ribosémico
(rARN) y en un analisis de correlacién negativa de los datos del RNA-
seq con los niveles de expresion de NK5A en los distintos clones
IPS4F8-NKG5A, las categorias mas significativas estaban relacionadas
con el procesamiento de rARN. Comprobamos por PCR que los
clones iPS4F8-NK5A con mayor expresion de la proteina de fusién
presentaban una disminucidn significativa de la expresion de
algunos rARN, pudiendo indicar una interferencia de la proteina de

fusion en el buen funcionamiento del nucleolo.

Una vez caracterizado el fenotipo que provoca la expresidon de
NUP98-KDM5A en los clones iPS4F8-NK5A en estado indiferenciado,
comenzamos la caracterizacién del modelo durante Ila
diferenciacidn celular realizando diferenciaciones dirigidas hacia las

tres capas germinales. Realizamos el seguimiento de marcadores
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durante la diferenciacién y como era de esperar detectamos la
disminucion en la expresion de los marcadores de pluripotencia
POUS5F1y NANOG. En la diferenciacion a ectodermo aumentaron los
niveles de SOX2, en endodermo aumentaron los niveles de EOMES,
GATA4 y GATA6 y en mesodermo los niveles de HAND1, ISLET1, KDR
y CD34 tanto en las lineas control como en las lineas que expresan
NK5A. Estos datos indican que la proteina de fusidon no afecta a la
aparicion de los marcadores analizados para las tres capas
germinales. Sin embargo, observamos un aumento claro de la
proliferacién celular en el clon iPS4F8-NK5A#29 respecto a las
células control al diferenciarlas a mesodermo, mientras que en la
diferenciacién a ectodermo y endodermo no observamos dichas
diferencias, lo que sugiere que la proteina de fusién promueve la

proliferacién de células en el linaje mesodérmico.

Posteriormente analizamos el efecto de la expresién de NK5A en la
diferenciacién hacia el linaje hematopoyético con las lineas iPS4F8.
Las células que expresan NK5A presentaron un incremento en la
expresion del marcador de mesodermo temprano CD56 con
respecto a las células control. En cambio, la producciéon de
progenitores hemato-endoteliales (CD34*CD31*CD43)) y
progenitores hematopoyéticos (CD34*CD43*) es significativamente
menor en los clones iPS4F8-NK5A respecto a los controles. Estos
resultados sugieren que la expresién de la proteina de fusion
produce un bloqueo en la diferenciacién en el linaje mesodérmico,

evitando que prosiga la diferenciacion hematopoyética normal.
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Ademds, se ha demostrado como las aneuploidias alteran la
capacidad de diferenciacién de las células pluripotentes?%®29°, por
ese motivo los clones iPS4F8-NK5A no son un buen modelo para la
diferenciacién hematopoyética, ya que acarrean alteraciones
cromosomicas que podrian enmascarar el efecto de NK5A.

Para modelar el desarrollo de la LMA pediatrica con expresion de la
fusion NUP98-KDM5A de manera mas efectiva planteamos la
generacién de un sistema de expresién de NKS5SA inducible por
doxiciclina y poder controlar de forma temporal la expresion de
NK5A. Generamos lineas clonales de H9-iNK5A que mantuvieron el
fenotipo pluripotente y el cariotipo normal. Validamos el
funcionamiento de nuestro modelo en la diferenciacion espontdnea
de EBs y observamos que la induccion de NKS5SA al dia 1 de la
diferenciacidén es compatible con la diferenciacidn a tipos celulares
de las tres capas germinales. Sin embargo, las células que
expresaban NK5A produjeron EBs mas pequefios que contenian
estructuras mas diferenciadas que los EBs controles, indicando que
la expresion del gen de fusidon impacta en la diferenciacion a las tres

capas germinales.

Experimentos en modelos de raton, demuestran que la célula donde
se produce la alteracién genética que desencadena Ila
transformacién leucémica afecta a la latencia, el fenotipo y la
agresividad de la leucemia.?'%21! Se ha observado en leucemias con

genes de fusién tales como ETO2-GLIS2, NUP98-KDM5A y fusiones
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con MLL que hay una clara relacion entre el tipo de leucemia que se
desarrolla y la edad de los pacientes, siendo la leucemia AMKL la
mas restringida a pacientes de menor edad.?!? Esto podria indicar
qgue el tipo celular en que se produce el evento de translocacién
cromosomica en los pacientes determina el fenotipo final de la
leucemia, ademas del tiempo de latencia hasta que se manifiesta la
enfermedad. En el caso de NUP98-KDM5A se ha observado
principalmente en pacientes con AMKL, pero existen casos
reportados en todos los subtipos de AML.}*? Esto sugiere que
dependiendo de la célula de origen donde se produce la
translocacion t(11;12)(p15;p13) se podria estar produciendo un
bloqueo en la diferenciaciéon de una poblacién hematopoyética u

otra, dando lugar a distintos tipos de leucemia.

Por este motivo estudiamos el efecto de la expresién de NK5A en
distintas poblaciones durante la diferenciacién hematopoyética.
Primero confirmamos que de la induccion a dosis crecientes de
doxiciclina correspondia con una mayor expresiéon de NKS5A vy
observamos que a partir de la induccién con 2 pg/mL de doxiciclina
los niveles de expresion de la proteina de fusion producian un
aumento de la muerte celular, indicando que unos niveles
demasiado elevados de NK5A no son viables en las células. En los
experimentos se indujo la expresion de NK5A en dos poblaciones
distintas: progenitores mesodérmicos y progenitores hemato-
endoteliales, dias 3 y 5 de la diferenciacion hematopoyética. Con la

expresion a partir de dia 3 de NK5A observamos un bloqueo
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temprano en la diferenciacidn ya que no se generaron células CD34*,
CD31* y CD43, de manera similar al efecto de la expresién
constitutiva de NK5A. Esto sugiere que las células se mantuvieron
expresando marcadores mesodérmicos y no consiguieron avanzar
en la diferenciacion hematopoyética. En cambio, con la induccion a
dia 5, observamos que no se afectaban las poblaciones hemato-
endoteliales  (CD31+CD34+CD43-), ni  los  progenitores
hematopoyéticos CD34*CD43*, pero las células H9-iINK5A mostraron
el bloqueo en la diferenciacion de células hematopoyéticas

tempranas CD34°CD43*.

Ademas comprobamos que NK5A induce un aumento en la
expresion de algunas de sus dianas conocidas, como son los genes
HOXA5, HOXA6, HOXA7, HOXA9 y HOXA10, como ocurre de manera
similar en otros tipos de leucemia con expresidon de fusiones que
involucran NUP98,°! mientras que no afectd los niveles de expresion
MEIS1, como ha sido descrito para otro modelo de NUP98-KDM5A

en células humanas.*’

En definitiva, el modelo que hemos generado de expresion inducible
de NK5A muestra un gran potencial para modelar la leucemia ya que
permitird expresar el gen de fusidon en distintas poblaciones
hematopoyéticas ademas de explorar mecanismos moleculares que
provoquen el bloqueo de la diferenciaciéon, el aumento de
proliferacién o la inestabilidad gendmica observada en estos

pacientes.
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7. Conclusiones
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1.

Es posible generar la translocacién cromosdmica
t(11;12)(p15;p13) en hPSC utilizando el sistema
CRISPR/Cas9, sin embargo las células editadas se seleccionan

negativamente al expandir el cultivo.

La expresion ectdpica del gen NK5A de forma constitutiva en
células pluripotentes humanas no afecta sus propiedades en

estado indiferenciado.

Se puede observar una clara dependencia a la dosis de NK5A,
ya que la linea H9-NK5A no mostré ningun fenotipo debido
al bajo nivel de expresion del gen de fusidn, a diferencia de

la linea iPS4F8-NK5A.

Las lineas de hPSC clonales con mayor expresion de NK5A
tienen menor proliferacion, mayor apoptosis y arresto

parcial en la fase G2/M del ciclo celular.

Los andlisis moleculares de las hPSC que expresan NK5A
indican que existe una firma hipdxica por un aumento de
expresion de genes diana de HIF1A, ademas de haber una

desregulacién de genes con promotores bivalentes.



10.

11.

Conclusiones

Las lineas de clonales de hPSC que expresan NK5A muestran
la subunidad HIF1A estabilizada en condicidon de normoxia,
incremento en la produccién de ROS, dafio mitocondrial y un

incremento en el marcador de dafio de ADN p-H2AX

En hPSC, la expresion de NK5A produce mitosis aberrantes e
inestabilidad gendmica provocadas en parte por la
interaccion entre NK5A y RAE1 y la acumulacion de dafio en

el ADN durante la mitosis.

En hPSC que expresan NK5A, las diferenciaciones dirigidas a
las tres capas germinales no muestran diferencias en la
adquisicion de marcadores, pero si un aumento de la

proliferacién de los progenitores mesodérmicos

La expresion constitutiva de NK5A en hPSC provoca un
bloqueo de la diferenciacion en mesodermo evitando la

produccién de progenitores hemato-endoteliales.

La expresidon de NK5A en la linea de paciente CHRF-288-11
muestra fenotipos similares a los observados en hPSC, como

las mitosis aberrantes y la interaccién con RAE1.

El momento de inicio de induccion de la expresion de NK5A

en la linea H9-INK5A durante la diferenciacion

hematopoyética condiciona en que poblacidon celular se
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produce el bloqueo de la diferenciacién, ademas de
condicionar los niveles de expresién de los genes diana de

NK5A.
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7. Conclusions

1. It is possible to generate the chromosomal translocation
t(11;12)(p15;p13) in hPSC using the CRISPR/Cas9 system, however

the edited cells are negatively selected upon culture expansion.

2. Constitutive ectopic expression of the NK5A gene in human
pluripotent cells does not affect their undifferentiated state

properties.

3. A clear dose dependence of NK5A can be observed, as the H9-
NK5A cell line did not show any phenotype due to the low level of

expression of the fusion gene, unlike the iPS4F8-NK5A cell line.

4. Clonal hPSC lines with higher expression of NK5A have lower
proliferation, higher apoptosis, and partial arrest in the G2/M cell

cycle phase.

5. Molecular analyses of hPSC expressing NK5A indicate that there
is a hypoxic signature due to increased expression of HIF1A target

genes, in addition to deregulation of genes with bivalent promoters.
6. Clonal hPSC lines expressing NK5A show stabilized HIF1A subunit

in normoxic condition, increased ROS production, mitochondrial

damage, and an increase in the DNA damage marker p-H2AX.

225



Conclusions

7.1n hPSC, NK5A expression results in aberrant mitoses and genomic
instability caused in part by the interaction between NK5A and RAE1

and accumulation of DNA damage during mitosis.

8. In hPSC expressing NK5A, direct differentiations to three germ
layers did not show any differences in marker acquisition, but

increased proliferation of mesodermal progenitors.

9. Constitutive expression of NK5A in hPSC causes a blockage of
mesoderm differentiation preventing the production of hemato-

endothelial progenitors.

10. NK5A expression in the patient line CHRF-288-11 shows
phenotypes like those observed in hPSC, such as aberrant mitoses

and interaction between NK5A and RAE1L.

11. The time of onset of induction of NK5A expression in the H9-
iNK5A line during hematopoietic differentiation determines in
which cell population the differentiation blockage occurs, in

addition, determines the expression levels of NK5A target genes.
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