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Resumen

Resumen

A pesar de los avances médicos que se han producido en las ultimas dé-
cadas en cuanto a prevencion, diagnostico y terapia, la incidencia del cancer y
sus tasas de mortalidad contintian siendo elevadas a nivel mundial. En la actuali-
dad, el campo de la gendmica y la bioinformatica estan experimentando un pe-
riodo de marcado crecimiento en la investigacion de esta patologia. El objetivo
fundamental que persiguen estas disciplinas consiste en el esclarecimiento de los
mecanismos moleculares subyacentes del desarrollo tumoral, asi como la aplica-
cion practica de tales descubrimientos en el ambito clinico, con el propdsito de
mejorar el proceso de diagndstico, el pronodstico y el tratamiento del cancer. Es-
pecificamente, el cancer es la principal causa de muerte infantil relacionada con
enfermedades, siendo la leucemia linfoblastica aguda la neoplasia hematologica
con mayor incidencia. Aunque se ha alcanzado una tasa de cura elevada con la
mejora de la quimioterapia, aquellos pacientes pediatricos que no responden al
tratamiento atn siguen representando una de las principales causas de muerte
infantil.

Hasta ahora, numerosos estudios han identificado alteraciones genéticas
en genes codificantes de proteinas que han permitido clasificar molecularmente
el cancer. Sin embargo, el estudio de los genes no codificantes de proteinas y la
investigacion sobre las alteraciones epigenéticas en cancer, que no implican
cambios en la secuencia del ADN, han experimentado un notable avance en los
ultimos afios que ha fundamentado su vinculacion con esta enfermedad.

Aunque la gran mayoria de estudios se han centrado preferentemente en
genes codificantes de proteinas, existe otro tipo de moléculas reguladoras del
control de la expresion génica denominadas ARN largos no codificantes, que
aparecen alteradas en un gran numero de enfermedades. A pesar de la compren-
sion actual de las bases genéticas de la leucemia linfoblastica aguda, la deteccion
de alteraciones en los ARN largos no codificantes podria mejorar el diagnostico
de los pacientes y estratificarlos de una manera mas precisa para el tratamiento.
Asi, en esta tesis, se ha descubierto que los niveles del ARNInc AL133346.1 y su
gen codificante de proteina solapante CCN2 se encontraban sobre-expresados
transcripcionalmente en la leucemia linfoblastica aguda de subtipo celular B en
comparacion con muestras sanas y muestras de leucemia linfoblastica aguda de
subtipo celular T, por lo que podrian ser utilizados como biomarcadores para el
diagnostico de esta enfermedad. Aunque no se pudo demostrar a nivel mecanisti-
co, se hipotetizd que la sobre-expresion correlacionada de ambos genes podria
estar justificada por la presencia de elementos reguladores comunes o por la ac-
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Resumen

cion reguladora en cis que ejerce el ARNInc AL133346.1 sobre CCN2. Desde un
punto de vista relevante para la clinica, en relacion con el pronostico de los pa-
cientes con leucemia linfobléstica aguda pedidtricos, se ha demostrado que los
niveles de sobre-expresion de CCN2 podria considerarse un factor pronostico
independiente que mejora la supervivencia global de los pacientes (Cociente de
Riesgo: 0,566; Intervalo Confianza del 95%: 0,328-0,980).

En otro contexto, en relacion con la epigenética, cabe destacar el control
regulatorio de la expresion génica ejercido por el complejo remodelador de la
cromatina SWI/SNF. Los avances en las tecnologias de secuenciacion han per-
mitido identificar mutaciones en las subunidades que componen el complejo
SWI/SNF en hasta el 25% de los casos de cancer, lo que pone de manifiesto su
importancia en la carcinogénesis. En esta linea, se ha analizado los niveles de
transcripcion de las distintas subunidades y su correlacion con la supervivencia
en pacientes pediatricos con leucemia linfoblastica aguda de células B. ARID?2,
reconocido como un gen supresor tumoral, fue la que mostrd el impacto mas
significativo en la supervivencia de los pacientes, asociandose sus mayores nive-
les de expresion con tiempos de supervivencia global mas largos. Por otro lado,
ARID?2 se encontraba sobre-expresado en comparacion con muestras sanas, lo
que sugeria que podia poseer un papel dual como supresor tumoral y factor en el
mantenimiento tumoral. Esta hipotesis fue evaluada en experimentos in vitro,
donde la inhibicion de ARID2 mediante ARN de silenciamiento redujo la viabili-
dad celular de lineas en las lineas de LLA-B RS4;11 y SUP-B15.

Por 1ltimo, con el fin de caracterizar como los complejos SWI/SNF de-
fectuosos contribuyen a la carcinogénesis, se evalud el impacto biologico que
podria producir la delecion de las subunidades paralogas Arida y Arid1b del sub-
tipo de complejo SWI/SNF cBAF en modelos animales. La eliminacion de am-
bos genes produjo una mortalidad acelerada de estos ratones doble knockout en
comparacion con los silvestres. A nivel tisular, los ratones doble knockout mos-
traron signos patologicos tanto en el higado como en las criptas del intestino
delgado. La secuenciacion ARN-Seq de muestras de estos tejidos mostré un gran
numero de genes expresados diferencialmente que enriquecian rutas biologicas
relacionadas con la apoptosis, la alteracion del metabolismo de los nutrientes y la
sefalizacion de la inflamacion. En futuros experimento, se pretende estudiar los
elementos reguladores controlados de manera especifica por estas subunidades
con el fin de conocer las rutas bioldgicas que controla de manera directa el com-
plejo cBAF.
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Objetivos
Objetivos

El objetivo general de esta tesis trata de profundizar en el estudio de los
genes no codificantes de proteinas y los complejos remodeladores de la cromati-
na para identificar nuevos biomarcadores de utilidad en oncologia clinica. Para
ello, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

Objetivo 1. Determinacion de ARN largos no codificantes alterados en pacientes
pediatricos con leucemia linfoblastica aguda de células B con el fin de determinar
nuevos biomarcadores en esta enfermedad.

Objetivo 2. Analisis de las alteraciones genéticas de las subunidades del comple-
jo SWI/SNF en cancer:

2.1 Estudiar las alteraciones genéticas de ARID2 en leucemia linfoblastica
aguda con el proposito de analizar sus efectos y comprender mejor el papel
de esta subunidad en el desarrollo de las neoplasias hematologicas.

2.2 Estudiar el fenotipo que produce eliminar los genes Aridla'y Aridlb en
modelos in vivo para comprender el impacto y el papel biologico de estas
subunidades en el desarrollo tumoral.
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CAPITULO I: Introduccién

CAPITULO I: Introduccion

1.1 Cancer: Una enfermedad mundial

El cancer es considerado una enfermedad genética caracterizada por un
crecimiento celular descontrolado que puede conducir a la propagacion de células
anormales a otras partes del cuerpo mediante invasion local y/o metéstasis (Maru,
2016). Las alteraciones genéticas originarias de esta enfermedad pueden ser he-
redadas, ocasionadas por errores durante la division celular o por la influencia de
factores ambientales externos, tales como el consumo de tabaco o el tipo de dieta
(Jassim et al., 2023). La identificacion de estas alteraciones genéticas podria re-
velar nuevas vias terapéuticas para avanzar en la investigacion de esta enferme-
dad compleja.

1.1.1 Estadisticas globales del cancer

El cancer es una enfermedad multifactorial que afecta principalmente a
personas mayores de 50 afios. A pesar de los avances en la prevencion, el diag-
nodstico y el tratamiento del cancer, de acuerdo con las estadisticas recogidas por
la Organizacion Mundial de la Salud en 2019, se trata de la primera o segunda
principal causa de muerte antes de los 70 afios en mas del 60% de los paises es-
tudiados. El envejecimiento y el crecimiento de la poblacion reflejan el aumento
de la incidencia y de la mortalidad del céncer en todo el mundo (Sung et al.,
2021).

De acuerdo con el informe estadistico GLOBOCAN 2020, que describe
la magnitud y la distribucién de los principales tipos de cancer en distintas regio-
nes mundiales, se estimaron 19,3 millones de nuevos casos y 10 millones de
muertes debido al cancer cada afio. El cancer de mama es el tipo mas comunmen-
te diagnosticado (11,7% de los casos totales) y principal causa de muerte en mu-
jeres, mientras que el cancer de pulmon representa la causa de muerte mas fre-
cuente (18,0% de las muertes por cancer totales), siendo la dominante en hom-
bres. A nivel mundial, se estima que para el afio 2.040 se producira un aumento
del 47% en la incidencia de cancer hasta 28,4 millones de casos nuevos. Ademas
del envejecimiento de la poblacion, existe un aumento de la prevalencia de otros
factores de riesgo como el tabaquismo, la inactividad fisica o el aumento de peso
corporal, principalmente en paises con un Indice de Desarrollo Humano (IDH)
bajo o medio, que podria provocar en las proximas décadas un cambio en los
perfiles de tipos de cancer mas prevalentes (Sung et al., 2021).
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CAPITULO I: Introduccién

1.1.2 Cancer infantil: incidencia, mortalidad y subti-
pos

El cancer es la principal causa de muerte infantil relacionada con enfer-
medades (Cunningham et al., 2018; Huang et al., 2023). En 2020, se diagnostica-
ron hasta 207.000 nuevos casos de cancer infantil alrededor del mundo. Las tasas
mas altas de incidencia fueron significativamente mayores en paises con un alto
IDH, sobre todo, en América del Norte y en el occidente europeo [Figura 1A].
En el mismo afio, se llegaron a alcanzar hasta las 80.000 muertes debido a esta
enfermedad, siendo mayor la frecuencia en regiones con menor IDH, tales como
el este africano o el sureste asiatico [Figura 1B] (Huang et al., 2023). No obstan-
te, en las ultimas décadas se ha conseguido reducir significativamente la mortali-
dad del cancer infantil gracias a los avances quimioterapéuticos (van Kalsbeek et
al., 2023).

A Incidencia global del cancer infantil

ASR mundial por 100.000

2187

17187

preyy
6o

B No aplicatie
Sin dalos

B Mortalidad global del cancer infantil

[ o aplicatie
Sin datos

Figura 1. Estimacion de la incidencia (A) y la mortalidad (B) mundial del cancer infantil
(0-14 afos) para ambos sexos en 2020. ASR (del inglés, “Age-Standardised Rate”) repre-
senta la tasa estandarizada por edad. Adaptacion de (Huang et al., 2023).

Entre los distintos tipos de cancer infantiles, durante el afio 2018 la fre-
cuencia de los casos diagnosticados fue mayor para la leucemia (32,5%), seguido
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CAPITULO I: Introduccién

de tumores relacionados con el sistema nervioso (12%), linfomas no Hodgkin
(8,6%) y cancer renal (6,0%). Para pacientes pediatricos menores de 14 afios, la
leucemia resultd ser ademds la principal causa de muerte infantil (39,0%) en
comparacion con los diferentes tipos de cancer [Figura 2] (Namayandeh et al.,
2020).

Tasa de Incidencia Tasa de Mortalidad

Otros (33,3%) Leucemia (32,5%) Otros (27,4%)

Linfoma de Hodgkin (1,4%) /
Sarcoma de Kaposi (1,4%)
Rifién (3,3%)
Higado (3,6%)

Linfoma no Hodgkin (5,6%)

Leucemia (39,0%)

Testiculos (1,5%)
Higado (2,1%)
Linfoma de Hodgkin (4,0%)

Rifidn (6,0%) Linfoma no Hodgkin (8,6%)

Figura 2. A la izquierda, tasas de incidencia (N = 200.166 casos) y, a la derecha, tasas de
mortalidad (N = 74.956 muertes) de los distintos subtipos de cancer pediatrico en pacien-
tes menores de 19 afios para ambos sexos en 2018. Adaptacion de (Namayandeh et al.,
2020).

1.2 Bases moleculares del desarrollo tumoral

1.2.1 Principios de la evoluciéon tumoral

Los modelos actuales que explican la dinamica del desarrollo tumoral se
encuentran basados en una analogia con los principios de la evolucion darwinia-
na. Segun estos modelos, la mayoria de los tumores se originan a partir de una
unica célula neoplasica que evoluciona a través de un proceso de seleccion de
alteraciones somaticas, produciendo la proliferacion y la supervivencia de los
clones mas aventajados derivados de esta célula inicial. Por ello, se considera que
los tumores estan compuestos por multiples subclones originados a partir de un
ancestro comun y que se expanden simultdineamente (Nico$ & Krawczyk, 2022;
Vendramin et al., 2021). Cuando dos subclones crecen independientemente, cada
uno de ellos podria adquirir nuevas ventajas selectivas distintas del otro. Los
patrones genéticos de heterogeneidad intratumoral y la diversidad subclonal son
consecuencia directa de esta dinamica evolutiva del desarrollo tumoral (West et
al., 2021).
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CAPITULO I: Introduccién

1.2.1 Bases genéticas de la tumorogénesis

El origen del cancer se basa en la acumulacion de alteraciones genéticas
y epigenéticas, que aumentan la inestabilidad gendmica celular. Esta desestabili-
zacion del genoma de las células tumorales promueve su modificacidon constante
a través de la adquisicion de nuevas alteraciones en el ADN, lo que conlleva a la
evolucion continua de las subpoblaciones clonales y al aumento de heterogenei-
dad en el tumor (Pikor et al., 2013).

Las células transformadas genéticamente se caracterizan por su mayor
capacidad de proliferacion, su resistencia a la muerte celular, su habilidad para
inducir la angiogénesis y su capacidad para invadir otros tejidos (Hanahan &
Weinberg, 2011). La causa principal de ambos eventos genéticos y epigenéticos
se debe al envejecimiento y la exposicion a otros estimulos externos ambientales
(Takeshima & Ushijima, 2019). Dentro de estas alteraciones, se pueden distin-
guir dos tipos eventos segiin su impacto en el fenotipo celular: conductores y
pasajeros. Los eventos conductores, a diferencia de los segundos, son definidos
como alteraciones que confieren una ventaja celular en términos de proliferacion
y supervivencia (McFarland et al., 2017) [Figura 3]. Estudios de secuenciacion
actuales concluyen que hasta el 97% de las mutaciones en el cancer son eventos
pasajeros (Lawrence et al., 2014). Aunque se piensa que estas alteraciones tan
frecuentes poseen un efecto neutral o son deletéreas en la célula, en otros contex-
tos podrian ralentizar el desarrollo tumoral o ser conductores latentes (McFarland
et al., 2017; Nussinov & Tsai, 2015).

Selected epigenetic trait(s)
(driver for metastasis)

Driver mutation
Passenger mutations

-0-0-0-0- x 2O OO0

Normal cell

Epi-driver Epi-passengers Tumour cells

Early tumorigenesis Metastatic cascade

-0—0-00- Unmethylated CpGs
-2—0-00- Methylated CpGs
Genetic event
» Epigenetic event

Figura 3. Seleccion de mutaciones genéticas y epigenéticas conductoras y pasajeras
durante el desarrollo tumoral. Extraida de (Chatterjee et al., 2018).
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Segun el papel especifico de los genes afectados por estos eventos gené-
ticos en el contexto tumoral, se puede distinguir entre oncogenes y genes supre-
sores tumorales. Los eventos que generan una ganancia de funcion en los onco-
genes o causan la pérdida de funcion en los genes supresores tumorales pueden
alterar el ciclo celular, otorgando asi caracteristicas asociadas al desarrollo de
tumores. No obstante, cada vez existe mas evidencia de que un mismo gen podria
mostrar ambos comportamientos dependiendo del contexto celular (Zhu et al.,
2015), como se explorara en los resultados del Capitulo IV.

1.2 Leucemia Linfoblastica Aguda

1.2.1 Definicion, tipos e incidencia mundial

La leucemia linfobléstica se trata de una neoplasia hematologica cuyo
origen se encuentra en la transformacién maligna y en la proliferacion de células
progenitoras de la linea linfoide en la médula 6sea, en la sangre y en otros lugares
extramedulares del organismo (Terwilliger & Abdul-Hay, 2017). En funcion de
la rapidez de proliferacion de esta neoplasia, la leucemia linfoblastica puede ser
clasificada como aguda (LLA) o cronica (LLC). A su vez, dependiendo del in-
munofenotipo de la enfermedad, la transformacién maligna puede afectar al lina-
je celular de los linfocitos B o de los linfocitos T, representando un 85% y un
15% de los casos totales aproximadamente de manera respectiva (Chenna-
madhavuni et al., 2023; Jedraszek et al., 2022). Gracias a los avances tecnologi-
cos y a las nuevas metodologias de secuenciacion, se han realizado estudios en
grandes cohortes de pacientes con leucemia linfoblastica que han permitido de-
tectar alteraciones genéticas para asi conseguir una clasificacion de hasta mas de
30 subtipos moleculares con el fin de mejorar el diagndstico del paciente y la
estratificacion para un tratamiento mas adecuado (Brady et al., 2022).

La LLA es la neoplasia hematoldgica mas comtn en el cancer infantil,
con un 80% de casos en pacientes pedidtricos y un 20% en adultos aproximada-
mente (Terwilliger & Abdul-Hay, 2017). En 2019, la tasa de incidencia de la
LLA fue 1,8 por cada 100.000 personas por afio, mientras que la de mortalidad
fue del 0,4 (Jedraszek et al., 2022). Siguiendo una distribucién bimodal, la inci-
dencia de LLA alcanza su mayor cifra en el periodo de edad comprendido entre
los 1-4 afios, luego disminuye drasticamente durante la infancia entre los 5 y 14
afios, la adolescencia y adultos jovenes, hasta alcanzar un segundo pico de inci-
dencia en pacientes mayores de 45 anos. (Jedraszek et al., 2022; PDQ Pediatric
Treatment Editorial Board, 2002). Asi, aproximadamente el 60% de los casos
totales de LLA se diagnostican antes de los 20 afios (Malard & Mohty, 2020).
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1.2.2 Etiologia

La LLA, al igual que otros tipos de cancer, se origina debido a la interac-
cion entre factores ambientales y una predisposicion genética heredada. Uno de
los principales desafios en la investigacion de esta enfermedad radica en recono-
cer las influencias ambientales significativas, las variaciones genéticas y com-
prender de qué manera y en qué momento estos elementos contribuyen al progre-
so de la leucemia.

1.2.2.1 Agentes ambientales externos

Aunque se han realizado numerosos estudios en leucemia infantil y adul-
ta con el fin de correlacionar distintos factores ambientales y demograficos con el
desarrollo de la enfermedad, las causas especificas siguen siendo ain desconoci-
das y las asociaciones frecuentemente son inconsistentes. Entre los factores ex-
ternos mas conocidos asociados a la etiologia de la leucemia, se encuentra la
exposicion a radiacion de iones o a sustancia quimicas, por ejemplo, el benceno o
pesticidas (Spector et al., 2006). Existen estudios que apuntan a la radiacion ioni-
zante como principal agente medioambiental externo que se correlaciona con el
desarrollo de la leucemia, tanto en la preconcepcion como en el periodo postnatal
(Shu et al., 1994, 2002). En el caso de la exposicion a campos electromagnéticos,
existen publicaciones que indican que altas densidades de flujo estan asociados a
un pequeiio aumento del riesgo con baja significancia (Inaba et al., 2013). Algu-
nos agentes utilizados en quimioterapia, por ejemplo, los agentes alquilantes o
los derivados de platino, suelen estar asociados con un mayor riesgo de padecer
esta enfermedad (Tebbi, 2021). Aun dependiendo de la frecuencia y la cantidad,
se ha sugerido que el consumo de tabaco y el alcohol de los padres, tanto en el
periodo prenatal como postnatal de los nifios, puede contribuir al desarrollo de la
enfermedad (D. Pang et al., 2003). Por otro lado, existen estudios que respaldan
la hipétesis de que exposiciones a infecciones en etapas tempranas y la adquisi-
cion adecuada de bacterias comensales del intestino pueden ayudar a disminuir el
riesgo de padecer leucemia aguda (Greaves et al., 2021; Rudant et al., 2010).

Si bien la mayor parte de los agentes ambientales mencionados anterior-
mente muestran una ligera asociacion con un mayor o menor efecto en el desa-
rrollo de la leucemia aguda, ain se requieren estudios con modelos in vitro ¢ in
vivo que puedan confirmar los resultados observados.
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1.2.2.2 Hipétesis sobre los factores causales del desarrollo de
laLLA

En el siglo pasado, la principal causa etioldgica propuesta para el origen
de la leucemia infantil estaba enfocada en las infecciones. En 1988, se propusie-
ron dos teorias principales basadas en este pretexto para explicar el desarrollo de
esta enfermedad (Greaves, 2006). La primera de ellas, denominada mezcla po-
blacional (del inglés, “population-mixing hypothesis™), de Kinlen, establece que
la leucemia es provocada por una respuesta anormal a una determinada infeccion
comun expandida debido a la migracion de personas portadoras de la enfermedad
entre distintas poblaciones. Por otro lado, la segunda hipotesis, denominada in-
feccion retardada (del inglés, “delayed infection), de Greaves, sugiere que la
leucemia infantil es causada por la ausencia o disminucién de exposicion a infec-
ciones comunes durante la infancia. Como consecuencia, la falta de exposicion
resulta en un sistema inmunologico debilitado y en una respuesta deficiente ante
infecciones bacterianas o virales. Aunque esta Ultima hipdtesis no se descarta la
necesidad de pre-existencia de un posible clon preleucémico generado prenatal-
mente, la proteccion a través de la higiene que ofrece las sociedades més desarro-
lladas podria predisponer al sistema inmunoldgico a generar respuestas anomalas
con el consiguiente desarrollo de la leucemia (Greaves, 2006; Law et al., 2003).

Aunque ambas hipotesis, la mezcla poblacional y la infeccion retardada,
difieren en la base de los mecanismos patoldgicos, comparten que la leucemia
infantil es una respuesta anormal del sistema inmunologico a infecciones comu-
nes adquiridas en una situacioén sociodemografica moderna. A nivel mecanistico,
una respuesta inmunoldgica deficiente a través de células T podria provocar una
respuesta inflamatoria exagerada y una liberacion de citoquinas aberrante, que
podrian afectar al correcto funcionamiento de las células madre hematopoyéticas
(HSC, del inglés “Hematopoietic Stem Cells”) (Greaves, 2006). Si bien existen
estudios que apoyan las hipdtesis mencionadas anteriormente, aiin no se ha llega-
do a un consenso definitivo sobre la relacion etiologica de las infecciones y el
desarrollo de la leucemia infantil.

1.2.2.3 Modelo del doble evento

Actualmente, se encuentra ampliamente aceptada la teoria del doble-
evento para el desarrollo de la LLA infantil, donde se postula que son necesarias
dos etapas en las cuales ocurren lesiones genéticas. En la primera de ellas, se
genera un clon pre-leucémico en el utero a través de la generacion de diferentes
alteraciones genéticas, por ejemplo, el gen de fusion ETV6-RUNXI. En segundo
lugar, debido a diferentes factores externos ambientales, por ejemplo, una expo-
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sicion a una infeccion tardia, se pueden desencadenar variaciones genéticas se-
cundarias criticas para el desarrollo de la LLA (Tebbi, 2021) [Figura 4].
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Leucemia linfoblastica aguda

Figura 4. Teoria del doble evento del desarrollo de la leucemia linfoblastica aguda
(LLA). Un primer evento genético surge en las etapas tempranas del desarrollo hemato-
poyético de las células B en el utero, generando el primer clon pre-leucémico. Tras el
nacimiento, debido a diferentes factores externos ambientales, puede ocurrir un segundo
evento genético que conduzca al desarrollo de la LLA. Adaptacion de (Jackson et al.,
2021).

1.2.3 Evaluacion y diagnéstico

Para realizar el diagnostico y la clasificacion de la leucemia, se emplean
multiples técnicas a nivel clinico: conteo de las células de la sangre y evaluacion
de su morfologia celular, estudio del inmunofenotipo mediante citometria de
flujo o técnicas citogenéticas para detectar alteraciones en los cromosomas
(Haferlach et al., 2005). Uno de los analisis genomicos mas utilizados en la prac-
tica clinica es la técnica FISH (del inglés, “Fluorescence In situ Hybridization”),
que permite detectar las anomalias cromosémicas mas frecuentes, por ejemplo, la
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translocacion t(12;21). En los tltimos afos, el diagndstico molecular de la LLA
ha sido complementado con técnicas transcriptoémicas mediante el uso de micro-
arrays para mejorar la precision de la clasificacion. Sin embargo, algunas de las
alteraciones genéticas, tales como pequefias deleciones o determinadas variacio-
nes estructurales, siguen siendo complicadas de ser detectadas con el uso de mi-
croarrays (Coccaro et al., 2019). Actualmente, la implementacion de técnicas de
secuenciacion masiva en la clinica, por ejemplo, el ARN-Seq, estd permitiendo
identificar nuevos biomarcadores de diagnostico y posibles dianas terapéuticas en
el marco de la medicina personalizada (Inaba et al., 2017).

1.2.4 Predisposicidon genética

La LLA se puede clasificar en diferentes subtipos genéticos, dependiendo
del tipo de alteracion presente en el genoma de las células afectadas. Estos dife-
rentes tipos moleculares dependen principalmente de las alteraciones cromoso-
micas presentes, por ejemplo, las ganancias de copias de cromosomas completos
o la reorganizacion de partes procedentes de éstos (Coccaro et al., 2019). Entre
las posibles consecuencias producidas por estas alteraciones genéticas, se pueden
encontrar el transporte de secuencias enhancers fuertes a otras partes del genoma
o formar nuevos genes de fusion, que de manera muy frecuente implican genes
de proteinas de la regulacion de la transcripcion, receptores de citoquinas o facto-
res de transcripcion hematopoyéticos. De manera secundaria, se pueden dar even-
tos relacionados con alteraciones en el nimero de copias de genes o mutaciones,
sobre todo, en factores de transcripcion especificos de los linfocitos. La identifi-
cacion de estos subtipos en base a las alteraciones cromosémicas o génicas es
relevante para la estratificacion de los pacientes con LLA (Malard & Mohty,
2020; Roberts, 2018).

1.2.4.1 Variaciones estructurales y numéricas de los cromo-
somas

Hasta ahora, los analisis citogenéticos realizados en muestras de pacien-
tes con LLA han permitido detectar alteraciones estructurales y variaciones en el
nimero de copias en el genoma relevantes para clasificar hasta el 80% de los
afectados en subgrupos de pronostico y tratamiento. Entre los biomarcadores mas
comunes, se pueden encontrar la alta hiperdiploidia (51-67 cromosomas), la hi-
podiploidia (< 44 cromosomas), las fusiones génicas BCR-ABLI (cromosoma
Philadelphia), ETV6-RUNXI y TCF3-PBXI, y las reorganizaciones del gen
KMT2A4 (Malard & Mohty, 2020) [Figura 5]. Algunas de estas covariables clini-
cas descritas a continuacion seran utilizadas en los analisis de supervivencia rea-
lizados en los Capitulos Il y IV.
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1.2.4.2 Variacion en el nimero de cromosomas

La alta hiperdiploidia, que incluye la ganancia de al menos 5 cromoso-
mas, se encuentra presente en el 25% de los pacientes con LLA, encontrandose
asociada con un pronéstico favorable. (Malard & Mohty, 2020; Paulsson et al.,
2015; Pui et al., 2019). La ganancia de cromosomas como aberracion genomica
presente en la LLA es considerada como uno de los eventos conductores prima-
rios para el inicio de la neoplasia hematoldgica (Paulsson et al., 2015). Por el
contrario, la hipodiploidia, caracterizada por presentar menos de 44 cromosomas,
se encuentra asociada con un pronoéstico desfavorable en los pacientes pediatricos
con LLA. A pesar de desconocerse la ventaja selectiva que aporta la pérdida de
los cromosomas, la presencia de este marcador en neoplasias hematologicas indi-
ca que esta relacionada con la carcinogénesis. Dependiendo del nimero de cro-
mosomas perdidos, esta anomalia se puede clasificar como hipodiploidia baja
(32-29 cromosomas) o como casi haploidia (24-31 cromosomas). En el primero
de los casos, hasta el 90% de los pacientes se caracterizan por poseer mutaciones
con pérdida de funcién en el gen 7P53, mientras en que en la segunda categoria,
existen alteraciones somaticas en genes relacionados con la sefializacion de los
receptores de tirosina quinasa y RAS (Mullighan et al., 2015; Safavi & Paulsson,
2017).

1.2.4.3 Translocaciones cromosomicas

Las translocaciones cromosomicas son utilizadas de manera frecuente pa-
ra estratificar los pacientes con el fin de derivarlos al tratamiento mas adecuado,
debido a su asociacion significativa con el prondstico. Estas alteraciones genéti-
cas suelen implicar la interrupcion de genes relacionados con la regulacion de la
hematopoyesis, la activacion de oncogenes o la inhibicién de genes supresores
tumorales (Malard & Mohty, 2020).

= Translocacién t(12;21)(p13;q22) — ETV6-RUNX1 (TEL-AML1)

La reorganizacion cromosémica mas comun en LLA-B pediatrica es la
translocacion t(12;21)(p13;q22), que genera el gen de fusion ETV6-RUNXI (Ina-
ba & Mullighan, 2020). La fusién provocada por esta translocacion estd com-
puesta por dos genes reguladores criticos de la hematopoyesis: la porcion 5’ del
gen ETV6 (TEL) del cromosoma 12p13 y practicamente el gen RUNX1 (AMLI)
completo del cromosoma 21q22. El gen ETV6 se encuentra altamente expresado
en HSC como factor de transcripcion de la familia ETS (del inglés, “Erythroblast
Transformation Specific”), implicado en la regulacion de la proliferacion y la
diferenciacion de estas células progenitoras, la angiogénesis y el desarrollo de
megacariocitos (Bohlander, 2005). De igual manera, RUNXI es otro factor de
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transcripcion involucrado en la regulacion del proceso de la hematopoyesis.
(Grossmann et al., 2011). El transcrito de la fusion ETV6-RUNXI es detectado
aproximadamente hasta en el 25% de los pacientes pediatricos con LLA de subti-
po pre-B (Kaczmarska et al., 2023). Gracias a analisis realizados en sangre de
cordon umbilical, se ha propuesto que la fusion oncogénica ETV6-RUNXI es un
evento inicial prenatal no suficiente para iniciar el desarrollo tumoral (Schifer et
al., 2018). Asi pues, se ha propuesto esta translocacion genera un primer clon
preleucémico que necesitard eventos secundarios genéticos postnatales para ini-
ciar la leucemia (Isidro-Hernandez et al., 2022).

Segun los resultados obtenidos hasta la fecha, la t(12;21) se considera un
indicador prondstico favorable asociado con mejores resultados en el tratamiento
de los pacientes. Gracias a los estudios de secuenciacion actuales, se han descu-
bierto subtipos similares a ETV6-RUNXI en cuanto a su perfil de expresion géni-
ca y los inmunofenotipos. Entre los genes afectados por una variacion en su nu-
mero de copias o por translocaciones, se encuentran los pertenecientes a la fami-
lia de factores de transcripcion ETS, IKZF1 o TCF3. De manera similar a la
translocacion t(12;21), estos subtipos se encuentran relacionados con un pronos-
tico relativamente favorable de los pacientes (Inaba & Mullighan, 2020).

= Translocacion t(1;19)(q23;p13) — TCF3-PBX1 (E2A-PBX1)

La translocacion t(1;19)(q23;p13) genera el gen de fusion TCF3-PBX1,
considerado como un factor de transcripcion oncogénico, asociada con el inmu-
nofenotipo del subtipo pre-B (Harrison et al., 2017). Se trata de una reorganiza-
cién cromosdmica recurrente que se encuentra presente como subtipo principal
en aproximadamente hasta el 7% de los pacientes pediatricos con LLA (Isidro-
Hernandez et al., 2022). El gen de fusion generado codifica un factor de trans-
cripcion que contiene el dominio de transactivacion de TCF3 junto al dominio de
union a ADN de PBX1, que representa el evento inicial de esta enfermedad (Ti-
rado et al., 2015). Se ha demostrado que la activacion condicional de este factor
de transcripcion anormal en células B progenitoras produce un aumento de la
auto-renovacion de estas células junto a otras alteraciones genéticas, por ejemplo,
la delecion de PAXS o la activacion de la sefializacion de la ruta JAK/STAT (Du-
que-Afonso et al., 2015) .

Tradicionalmente, el subtipo de LLA con t(1;19) ha sido clasificado co-
mo un factor de riesgo alto para los pacientes debido a la alta afectacion del sis-
tema nervioso central (SNC). Sin embargo, gracias a tratamientos intensivos de
quimioterapia con altas dosis de metotrexato, la presencia de este gen de fusion
esta asociada con un pronostico favorable o de riesgo intermedio (Harrison et al.,
2017). No obstante, en otras posibles variaciones menos frecuentes de esta trans-
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locacion, por ejemplo, en la TCF3-HLF, el pronostico de los pacientes sigue
siendo extremadamente desfavorable (Gu et al., 2019; Harrison et al., 2017).

= Translocacion t(9;22)(q34;q11.2) —- BCR-ABL1

El cromosoma Philadelphia (Ph) se define por la presencia de la fusion
génica BCR-ABLI1, que se encuentra presente en aproximadamente hasta el 5%
de los pacientes pediatricos y el 25% de los pacientes adultos con LLA-B (Mu-
llighan, 2014). BCR-ABLI se define como una quinasa oncogénica con actividad
constitutiva, cuyas isoformas principales especificas de enfermedad, p190 y
p210, se definen dependiendo del punto de ruptura en el gen BCR. Mientras que
la isoforma p210 se encuentra asociada a la leucemia mieloide crénica (LMC), la
isoforma p190 es caracteristica de LLA (Adnan-Awad et al., 2021). La transloca-
cion t(9;22)(q34;q11.2) se encuentra relacionada con alteraciones genéticas que
provocan una desregulacion de la sefializacion de los receptores de citoquina y
las tirosin-quinasas. Entre los genes afectados, se puede encontrar reorganizacio-
nes de CRLF2 y ABL, mutaciones inactivadoras de la ruta de JAK-STAT o alte-
raciones en otras quinasas, por ejemplo, NTRK3. Los anteriores genes mencio-
nados se encuentran involucrados en la regulacion del ciclo celular, la diferencia-
cion y la proliferacion de las células B (Hunger & Mullighan, 2015b; Roberts,
2017).

Los pacientes positivos para el cromosoma Ph poseen un incremento de
riesgo de afectacion del SNC, un curso clinico agresivo de la enfermedad y una
alta tasa de recidiva (Liu-Dumlao et al., 2012). Dado que la gran mayoria de qui-
nasas identificadas en presencia del cromosoma Ph convergen generalmente en
las vias de sefializacion mencionadas anteriormente, el tratamiento de esta en-
fermedad puede verse mejorado con la combinacion de la quimioterapia intensiva
con inhibidores de tirosin-quinasas, por ejemplo, de manera especifica para
ABL1 O JAK (Roberts, 2017). En el futuro, los ensayos clinicos y el estudio de
los mecanismos de resistencia a estos tratamientos mejoraran el prondstico des-
favorable del cromosoma Ph en pacientes pediatricos y adultos de LLA-B.

= Reordenamientos del gen KMT2A (MLL)

El gen KMT2A4, que codifica a la metiltransferasa especifica de lisina
[K]-2A, es conocido tradicionalmente como el gen de la leucemia del linaje mix-
to (MLL, del inglés “Mixed-Lineage Leukemia”). La funcion bioldgica principal
de este gen es la regulacion epigenética del inicio y elongacion de la transcrip-
cion a través de la metilacion de H3K4 de sus genes diana (Gorecki et al., 2023).
El reordenamiento del gen KMT2A se encuentra presente en aproximadamente el
5% de los pacientes pediatricos y el 10% de adultos con LLA, presentando tanto
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caracteristicas fenotipicas linfoides como mieloides (El Chaer et al., 2020). A
nivel celular, se encuentra implicado en la regulacion de la proliferacion y la
diferenciacion durante la hematopoyesis (Steinhilber & Marschalek, 2018). En
relacion con el desarrollo de neoplasias, el gen KMT2A4 es uno de los puntos mas
probables de recombinacion en el genoma humano, conociéndose una gran va-
riedad de alteraciones gendmicas, tales como translocaciones o duplicaciones en
tandem internas. Aunque la frecuencia de las distintas fusiones génicas posibles
de este gen puede variar dependiendo de la edad del paciente, se puede encontrar
entre las mas recurrentes las producidas con los genes AFF1, MLLTI y MLLT3
(Goérecki et al., 2023).

La presencia del reordenamiento del gen KMT2A generalmente es consi-
derada un factor prondstico desfavorable independiente, caracterizado por una
tendencia alta a la recaida (Gorecki et al., 2023; Tauchi et al., 2008). Dado que
los pacientes con LLA que presentan este reordenamiento no son sensibles a las
terapias estdndar, se han disefiado farmacos que interrumpen la interaccion de la
metiltransferasa KMT2A con otras proteinas. Por ejemplo, el uso de peptidomi-
méticos evitan la interaccion de KMT2A y WDRS inhibiendo la expresion de
genes aguas abajo que podrian ser responsables del inicio de la leucemia (Karatas
etal., 2013).

t(12;21)/[ETV6-RUNX1

Hiperdiploidia alta
t(4;11)/KMT2A-AFF1

Otras translocaciones KMT2A
t(1;19)/TCF3-PBX1
t(9;22)/BCR-ABL1
Translocacion IGHa

Desregulacién CRLF2

ITRNNN

iAMP21

Proporcion de casos

Hipodiploidia
Otros
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Figura 5. Distribucion de subtipos citogenéticos de LLA-B en diferentes rangos de edad.
Adaptacion de (Marcotte et al., 2021).
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1.2.5 Tratamientos

A lo largo de los ultimos 50 afios, la mejora de los protocolos quimiote-
rapéuticos ha permitido alcanzar una remision de la enfermedad en un porcentaje
considerablemente alto de los pacientes pediatricos [Figura 6]. Dentro de estos
avances, se puede encontrar la adicion de la administracion intratecal, la radiote-
rapia craneal o el control de las dosis de los agentes quimioterapéuticos (Hunger
& Mullighan, 2015a). Actualmente, el tratamiento de la LLA consta de tres eta-
pas principales: induccion de la remision (4-6 semanas), consolidacion o intensi-
ficacion (6-8 meses) y mantenimiento (18-30 meses). En la induccién, se usan
medicamentos como glucocorticoides, vincristina y asparraginasas, a veces con
antraciclinas para prevenir infecciones. En la segunda etapa de consolidacion, se
utiliza quimioterapia intensiva y acido folinico para proteger los tejidos norma-
les. Por ultimo, en la fase de mantenimiento, se administran agentes antimetaboli-
tos de baja intensidad para retrasar el crecimiento de las células tumorales, entre
los que se puede encontrar el metotrexato o la mercaptopurina. (Chang et al.,
2021; Hunger & Mullighan, 2015a; Inaba & Mullighan, 2020).
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dos en distintas cohortes de estudio del St. Jude Children's Research Hospital. Adapta-
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El porcentaje de recaida de los pacientes pediatricos con LLA puede
alcanzar hasta el 20% de los casos, siendo la posibilidad de la remision completa
aun mas complicada tras este evento (Yu et al., 2020). Las células leucémicas
derivados de estos casos suelen poseer mutaciones que disminuyen la sensibili-
dad al tratamiento quimioterapéutico estandar establecido (X. Ma et al., 2015;
Mullighan et al., 2008). El descubrimiento de la aplicacion de nuevas terapias
dirigidas e inmunoterapias combinadas ha mejorado considerablemente el por-
centaje de pacientes pediatricos curados, por ejemplo, los inhibidores de tirosina
quinasa (Malczewska et al., 2022). En el caso de aquellos pacientes estratificados
como alto riesgo o aquellos que poseen la enfermedad refractaria, el alotrasplante
de progenitores hematopoyéticos ha sido considerado el procedimiento estandar
para conseguir una remision duradera (Terwilliger & Abdul-Hay, 2017). Entre
los factores para considerar esta opcion en los pacientes de alto riesgo, se encuen-
tran la presencia del cromosoma Ph, la afectacion del SNC, el recuento elevado
de globulos blancos, la hipodiploidia y otras translocaciones con pronostico des-
favorable (Dombret et al., 2002; Jamieson et al., 2003).

1.3 Regulacién de la expresidn génica

1.3.1 Epigenética

El término “epigenética” se define clasicamente como aquellos cambios
heredables en la expresion génica que no se deben directamente a alteraciones en
la secuencia de ADN. Los cambios epigenéticos son esenciales para la diferen-
ciacion y el crecimiento de los diferentes tipos celulares dentro de un organismo
(Biswas & Rao, 2018; Eccleston et al., 2007). En su conjunto, las modificaciones
epigenéticas presentes en una célula definen el epigenoma celular, cuyo estado se
encuentra en continuo cambio en respuesta y adaptacion a las sefiales del medio
ambiente (Cavalli & Heard, 2019). Esta informacion epigenética celular puede
estar representada de distintas formas: desde modificaciones directas en el ADN
o en las histonas, asi como una regulacion ejercida por proteinas o ARN no codi-
ficantes (Eccleston et al., 2007).

Sin embargo, una alteracion de las marcas epigenéticas puede conducir a
una activacion o una inhibicidn inapropiada de la expresion génica desembocan-
do en cambios patologicos, por ejemplo, en el desarrollo tumoral (Kurdistani,
2011; H. Shen & Laird, 2013). Asi, las modificaciones epigenéticas consideradas
como principales mecanismos afectados durante la progresion del cancer se pue-
den clasificar en tres grupos: metilacion del ADN, modificaciones de histonas y
ARN no codificantes (Lu et al., 2020).
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1.3.2 Mecanismos de regulacion de la expresion gé-
nica

1.3.2.1 Metilacion del ADN y el ARN

La metilacion del ADN es uno de los principales mecanismos epigenéti-
cos que regula funcionalmente una gran variedad de procesos bioldgicos, tales
como la inactivacion del cromosoma X, la impronta gendmica o la programacion
de la identidad celular (Gopalakrishnan et al., 2008; Robertson, 2005). La metila-
cion se produce en la posicion 5 de los anillos de pirimidina de las citosinas,
principalmente en unas regiones localizadas en la region 5° del promotor de mas
del 50% de los genes humanos denominadas islas CpG (Lister et al., 2009). En
general, la adicion covalente de grupos metilo impide la union de factores de
transcripcion o atrae proteina especificas para reconfigurar la cromatina, provo-
cando por lo general en consecuencia una represion de la expresion génica (Lu et
al., 2020).

El control de la metilacién del ADN es esencial para el desarrollo ade-
cuado del organismo (Jaenisch & Bird, 2003). En el contexto tumoral, se ha ob-
servado una desregulacion de este mecanismo epigenético, donde la hipometila-
cion de regiones metiladas de ADN puede provocar la activacion transcripcional
de oncogenes, asi como una inestabilidad genomica. En contraposicion, la hi-
permetilacion ha sido tradicionalmente asociada al silenciamiento de una gran
variedad de genes que controlan la proliferacion celular, la apoptosis o la dife-
renciacion, considerados como supresores tumorales. No obstante, existen situa-
ciones mas complejas donde la hipometilacion puede conducir a represion de
genes, y viceversa (Berman et al., 2012; Laird-Offringa & Sanchez-Cespedes,
2018).

Respecto a las modificaciones que puede recibir el ARN, la metilacion de
la posicion N-6 del residuo adenosina (m®A) se encuentra presente principalmen-
te dentro de exones largos, en la region 3° UTR y cerca de los codones de STOP
(Ke et al., 2015; Meyer et al., 2012). La m°A se trata de una modificacion rever-
sible y dindmica que puede influir en la transcripcion, la traduccion, la degrada-
cion o el splicing del ARN (X.-Y. Chen et al., 2019).

1.3.2.2 Modificaciones de histonas

La unidad principal de la cromatina, conocida como nucleosoma, se en-
cuentra compuesto por un octamero de proteinas histonas que envuelve el ADN.
Esta estructura esta formada por un tetramero de un par de histonas 2A (H2A) y
un par de histonas 2B (H2B), rodeado por dimeros de histona 3 (H3) e histona 4
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(H4). Las regiones N-terminal ricas en lisina y en arginina de las histonas se en-
cuentran extendidas mas alla del nucleo, encontrandose sujetas a modificaciones
epigenéticas, tales como ubiquitinacion, acetilacion, fosforilacion, metilacion,
sumoilacion, citrulinacion y otras existentes. Estos cambios epigenéticos pueden
alterar las interacciones electroestaticas entre los residuos cargados positivamente
de las histonas y los grupos fosfatos del esqueleto del ADN, regulando asi el
acceso de otras proteinas a la cromatina (Lu et al., 2020). Las modificaciones son
realizadas por una red interactiva de ADN metiltransferasas, enzimas modifica-
doras de histonas y otros factores interactores de la cromatina (Adcock et al.,
2006).

Entre las modificaciones de las histonas mas estudiadas que juegan un
papel importante en la regulacion transcripcional, se encuentran la acetilacion y
la metilacion de residuos de lisina de H3 o H4. En general, la adicién de grupos
acetilo puede descompactar la cromatina permitiendo la entrada de factores de
transcripcion para activar la expresion génica (Lu et al., 2020). En contraposi-
cion, el efecto producido por la metilacion depende de los residuos afectados de
las histonas. Asi, la metilacion de la lisina 4 6 36 de H3 puede conducir a una
activacion transcripcional, mientras que la metilacion de la lisina 20 de la H4 es
reconocida por ser una marca epigenética represiva (Barski et al., 2007; Wiles &
Selker, 2017). Debido a la compleja red de regulacion epigenética, las alteracio-
nes de las enzimas que regulan estas marcas pueden conducir a modificaciones
epigenéticas andmalas presentes en enfermedades (Laird-Offringa & Sanchez-
Cespedes, 2018).

1.3.2.3 Compactacion de histonas

La estructura y la accesibilidad de la cromatina no solo se encuentra re-
guladas por enzimas modificadores de histonas, sino también por complejos re-
modeladores de la cromatina dependientes de ATP que actuian como modulado-
res de la arquitectura genomica (Singh et al., 2023). Estos complejos multiprotei-
cos poseen la capacidad de regular el acceso al ADN al reorganizar, expulsar,
deslizar o modificar los nucleosomas. Asi, una vez han alterado el contacto entre
histona y ADN, proporcionan acceso a otras proteinas que pueden interaccionar
con ambas estructuras (Magafia-Acosta & Valadez-Graham, 2020).

Existen cuatro familias de complejos remodeladores de la cromatina dis-
tinguibles por la subunidad ATPasa que la componen: SWI/SNF, INOS0, ISWI y
CHDs (Bartholomew, 2014). Aunque cada una de ellas interaccionan con los
nucleosomas de una manera especifica, comparten algunas caracteristicas comu-
nes: (I) poseen mayor afinidad por el nucleosoma que por el ADN liberado; (II)
contiene una subunidad catalitica Unica que contiene un dominio ATPasa; (III) y
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tienen dominios o proteinas que pueden regular la actividad ATPasa y capaces de
interaccionar con otras proteinas presentes en la cromatina, tales como factores
de transcripcion. La tercera caracteristica mencionada es la que permite a estas
familias de complejos remodeladores de la cromatina actuar de manera especifica
en determinados nucleosomas de ubicaciones genomicas particulares (Clapier et
al., 2017). En el apartado 1.4, se detallard la familia de complejos remodeladores
de la cromatina SWI/SNF estudiada en esta tesis doctoral.

1.3.2.3 ARN no codificantes

Los ARN no codificantes son moléculas no traducidas a proteinas que
desempefian un papel importante en el control de la expresion génica y proteica.
Dependiendo de sus funciones dentro de las células, pueden intervenir en tres
contextos principales: regulacion de la expresion génica (por ejemplo, los micro
ARN (miARN) y los ARNInc), sintesis de proteinas (por ejemplo, los ARN ribo-
somicos (ARNT)) y sintesis de ARN (por ejemplo, los ARN pequefios nucleares).
En el contexto de la regulacion epigenética, la desregulacion de estos ARN no
codificantes puede desencadenar el desarrollo de enfermedades. Entre los meca-
nismos de regulacion mas relevantes, destaca el proceso de silenciamiento pos-
transcripcional llevado a cabo por secuencias cortas de ARN de aproximadamen-
te 22 pares de bases conocidos como miARN. Estas moléculas se unen especifi-
camente a sus dianas mediante complementariedad de bases, impidiendo asi la
traduccion de los ARN mensajeros (ARNm). Ademads, los miARN pueden ser
objeto de modificaciones quimicas que podrian afectar a su funcion en la regula-
cion de la expresion génica (Pathania et al., 2022; Yao et al., 2019) .

Otras de las moléculas de maés reciente descubrimiento son los ARNInc,
cuya definicion y funciones en le regulacion de la expresion génica se exploraran
en mayor profundidad en el apartado 1.5.

1.4 Complejo regulador de la cromatina
SWI/SNF

En la 0ltima década, el complejo regulador de la cromatina SWI/SNF,
que fue previamente descubierto en Saccharomyces cerevisiae y Drosophila, ha
sido estudiado estructural y funcionalmente en profundidad en mamiferos (Singh
et al., 2023). Este complejo multiprotetico emplea la energia derivada de la hi-
drolisis del ATP para desplazar a los nucleosomas a lo largo del ADN, expulsar-
los o alterar su composicion. En consecuencia, pueden regular el acceso a la
cromatina de una gran cantidad de moléculas, tales como maquinaria y factores
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de transcripcion, proteinas de uniéon a ADN, u otros cofactores, con el fin de con-
trolar la expresion génica (Z. Li et al., 2023).

Actualmente, se han identificado 29 genes que codifican para distintas
subunidades SWI/SNF. Sin embargo, solo se han identificado aproximadamente
hasta 12 subunidades coexistiendo en un mismo complejo funcional. A su vez,
los complejos SWI/SNF en mamiferos se pueden dividir en tres subfamilias:
complejo cBAF (del inglés, “Canonical BRGI-associated Factor”), complejo
PBAF (del inglés, “Polybromo BGRI-Associated Factor”) y el complejo ncBAF
(del inglés, “Non-canonical BRGI-Associated Factor”). Las tres subfamilias
mencionadas contienen un grupo de subunidades de ensamblaje que conforman
el nucleo del complejo: SMARCC1, SMARCC2, SMARCDI1, SMARCD2,
SMARCD?2, y alguna de las dos subunidades ATPasas mutuamente exclusivas,
SMARCA4 o SMARCA2. Ademas, existe un grupo de subunidades accesorias
que pueden caracterizar las tres subfamilias previamente mencionadas, por ejem-
plo, las subunidades ARID1A/ARIDI1B en el complejo cBAF o la subunidad
ARID?2 y la subunidad PBRM1 en el complejo PBAF (Andrades et al., 2023; Z.
Li et al., 2023). [Figura 7] La composicion del complejo SWI/SNF determina de
manera especifica el lugar de accion en el genoma y su interaccion con distintos
factores de transcripcion (Andrades et al., 2023).
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Figura 7. Estructura del ensamblaje de las tres subfamilias de complejos remodeladores
de la cromatina SWI/SNF. En color gris, se representa las subunidades compartidas entre
los tres subcomplejos; en color naranja, aquellas exclusivas de los BAF que no se en-
cuentran en la subfamila ncBAF; en color verde, aquellas especificas del PBAF; en color
azul, aquellas especificas del ncBAF. Adaptada de (Wanior et al., 2021).

El papel del complejo remodelador de la cromatina en el desarrollo tu-
moral ha sido analizado en numerosos estudios de secuenciacion. Los genes codi-
ficantes de las subunidades del complejo SWI/SNF se encuentran alterados hasta
en el 25% de los cancer humanos (Wanior et al., 2021). La alta tasa mutacional
descrita en las subunidades del complejo SWI/SNF indica un posible rol supresor
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tumoral, aunque los efectos funcionales que derivan de estas alteraciones genéti-
cas en distintas subunidades para la misma enfermedad pueden ser diferentes
(Andrades et al., 2023). Por ello, se plantea la cuestién de como las alteraciones
genéticas en los complejos remodeladores de la cromatina SWI/SNF contribuyen
a la formacion de tumores, como impulsan el crecimiento de los mismos y, lo que
es mas importante, si es posible utilizarlos como diana terapéutico (Wanior et al.,
2021). Especificamente, en esta tesis doctoral se presentan resultados relaciona-
dos con las alteraciones de las subunidades ARIDIA y ARIDI1B, que forman
parte del complejo cBAF, en el capitulo V; y de ARID2, que forma parte del
complejo PBAF, en el capitulo I'V.

1.4.1. cBAF: Las subunidades ARID1

1.4.1.1 Definicion y estructura de ARID1A y ARID1B

ARID1A/BAF250A (del inglés, “AT-rich interaction domain 1A4”) y
ARIDIB/BAF250B (del inglés, “AT-rich Interaction Domain IB”) son dos
subunidades mutualmente exclusivas de la subfamilia de complejos remodelado-
res de la cromatina SWI/SNF denominada cBAF. La longitud de la secuencia
proteica de ARIDIA es de 2.285 aminoécidos, mientras que la de ARIDIB es un
poco menor con 2.236 residuos. Si bien los primeros 600 residuos en el extremo
N-terminal de ambas secuencias son muy divergentes, comparten aproximada-
mente un 50% de identidad en su composicion. Ademas de compartir el dominio
ARID de uniéon a ADN con un 80% de homologia, ambos poseen el dominio
BAF250_C para poder interaccionar con otras proteinas del complejo (Van Re-
chem et al., 2009; Wu & Roberts, 2013). Por otro lado, se puede encontrar en su
estructura otros motivos relevantes, tales como el LXXLL, el de caja BC y sefia-
les de localizacion nuclear (Bateman et al., 2016; X. S. Li et al., 2010). De mane-
ra diferencial, ARID1A contiene un dominio adicional de unién a HIC1 implica-
do en la regulacion de la transcripcion (Odnokoz et al., 2021).

Una vez formado el niicleo en el ensamblaje del complejo remodelador
de la cromatina cBAF, ARIDIA y ARIDIB se pueden adherir para unir las
subunidades accesorias DPF (DPF1, DPF2, DPF3) e incorporar el médulo ATPa-
sa. Para ello, segtn los estudios realizados en este proceso de ensamblaje, ambas
subunidades poseen regiones especificas en el extremo C-terminal denominadas
CBR (del inglés, “Core Binding Region”) y R4. La primera de ellas muestra ma-
yor afinidad por unirse a las subunidades SMARCC y SMARCD, mientras que la
segunda podria interaccionar con la ATPasa SMARCA vy la subunidad ACTL6A.
A diferencia de estas regiones del extremo C-terminal, el dominio ARID de am-
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bas subunidades se encuentra implicado mayormente en el reclutamiento del
complejo cBAF en el ADN (Mashtalir et al., 2018).

1.4.1.2 Roles fisiolégicos celulares de las proteinas ARID1

Dado que las proteinas ARID1 forman parte de la estructura del comple-
jo remodelador de la cromatina SWI/SNF, deben jugar un papel importante en
numerosos procesos esenciales celulares, tales como la regulacion transcripcio-
nal, la reparacion del ADN o la proliferacion celular (Masliah-Planchon et al.,
2015; Pulice & Kadoch, 2016). Aun siendo ARID1A y ARIDI1B similares a nivel
estructural en sus dominios, las funciones que ambas realizan de manera especi-
fica aun se encuentran por dilucidar. Asi pues, se requiere explorar en profundi-
dad los factores celulares que regulan la incorporacion de ARID1A o su paralogo
ARIDI1B al complejo remodelador de la cromatina cBAF para ejercer estas fun-
ciones dependientes de contexto (Odnokoz et al., 2021).

Las proteinas ARID regulan la accesibilidad de la cromatina a través de
los complejos remodeladores a través de su union a ADN de manera no depen-
diente. De esta manera, pueden regular el control del acceso de la ARN polime-
rasa II en los sitios de inicio de transcripcion (TSS, del inglés “Transcription
Start Site”) con el fin de controlar la expresion génica (Trizzino et al., 2018).
Ambas subunidades pueden interaccionar con reguladores transcripcionales es-
pecificos o ser reclutadas en promotores para colaborar en la activacion o repre-
sion de genes (Odnokoz et al., 2021). Por ejemplo, el factor de transcripcion
HIC1 puede interaccionar con ARID1A para ser reclutado en promotores especi-
ficos con el fin de reprimir la transcripcion de algunos genes, tales como ATOH
o0 E2F1 (Van Rechem et al., 2009). ARID1A también puede inhibir directamente
la interaccion de la ARN polimerasa II con el TSS del promotor de TERT. En
este ultimo caso, si ARID1A se encuentre alterada genéticamente y no es funcio-
nal, la reactivacion transcripcional de TERT puede provocar una mayor supervi-
vencia de las células a través del mantenimiento de los telomeros en un contexto
tumoral (Rahmanto et al., 2016). Por otro lado, las proteinas ARID1 también
pueden interaccionar con enzimas modificadoras de histonas para regular la ex-
presion génica, tales como histonas deacetilasas (HDAC, del inglés “Histone
Deacetylase”) o histonas acetiltransferasas (HAT, del inglés “Histone Acetyl-
transferase”) (Odnokoz et al., 2021).

En el contexto de la reparacion de ADN dafiado, se ha visto que las pro-
teinas ARID1 pueden atraer los complejos remodeladores de la cromatina cBAF
para realizar la reparacion de ADN por recombinacion homologa y mediante la
unién de extremos no homodlogos en la rotura de doble cadena. Asi, se ha demos-
trado que ARIDIA desempena un papel importante interactuando con distintas
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proteinas para completar este proceso (X. Wang et al.,, 2014). Por ejemplo,
ARIDIA puede interactuar con las quinasas de punto de control de dafio en el
ADN ATM y ATR con el fin de regular la reparacion de roturas de doble cadena
(Jiang et al., 2019; J. Shen et al., 2015). Adicionalmente, ARID1A interviene en
la mitosis para estabilizar cromatidas hermanas a través de su interaccion con
TOP2a (Dykhuizen et al., 2013).

1.4.1.3 Alteraciones de las proteinas ARID1 en cancer

Las alteraciones genéticas en ARIDIA y ARIDIB pueden afectar a la
regulacion transcripcional de diferentes maneras dependiendo del contexto celu-
lar y de como se encuentren afectados los genes. En todos los tipos de cancer,
ARID1A y ARIDI1B contienen mutaciones somaticas hasta aproximadamente en
el 8% y 3% de las muestras, respectivamente. Las mutaciones suelen ubicarse en
el extremo C-terminal de las proteinas en los dominios ARID y BAF250 C. En
consecuencia, la interaccion con el resto de las subunidades del complejo remo-
delador de la cromatina cBAF y la interaccion con el ADN para regular la expre-
sion génica pueden verse alteradas (Mashtalir et al., 2018; Odnokoz et al., 2021;
Sandhya et al., 2018). Las mutaciones para ambos genes frecuentemente son sin
sentido o cambio en el marco de lectura (Pagliaroli & Trizzino, 2021). En cuanto
a los niveles de expresion génica, ARID1A se encuentra mayormente expresado
que ARID1B en una gran variedad de tejidos. Por ello, se plantea si la pérdida de
ARIDIA puede ser compensada por la de su paralogo, o si de manera no exclu-
yente ARID1B también ejerce funciones especificas celulares (Pulice & Kadoch,
2016; X. Wang et al., 2004).

ARIDI1A es la subunidad mas frecuentemente mutada de los miembros
del complejo SWI/SNF en céncer, incluyendo cancer de ovario, cancer pancreati-
co, carcinoma renal, cancer de mama y cancer de pulmon. Actualmente, se plan-
tea el posible papel dual de ARID1A como supresor tumoral y gen oncogénico
(Lebedev et al., 2023). En las muestras tumorales donde ambas subunidades sen
encuentren alteradas y la expresion proteica sea deficiente, se produce la comple-
ta desestabilizacion del complejo SWI/SNF y una proliferacion celular deteriora-
da (Helming et al., 2014). En cambio, las alteraciones genéticas de ARID1B se
encuentran frecuentemente asociadas a trastornos del neurodesarrollo, tales como
el sindrome de Coffin-Siris, trastornos del espectro autista o neuroblastoma
(Smith et al., 2020; van der Sluijs et al., 2019). Dada la diferente tasa mutacional
y la presencia de estas alteraciones en diferentes enfermedades, se sugiere que
posiblemente ambas subunidades posean funciones especificas en diferentes li-
neas celulares.
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1.4.2 PBAF: La subunidad ARID2
1.4.2.1 Definicién y estructura de ARID2

ARID2 (del inglés, “AT-rich interaction domain 2”), o también conocida
como BAF200, es una proteina componente especifica del complejo remodelador
de la cromatina PBAF, cuya secuencia proteica se encuentra compuesta por
1.835 aminodcidos, codificada por el gen ARID?2 en el cromosoma 12q (Loesch
et al., 2020). ARID2 fue descubierto como la proteina zipzap/p200 que interactiia
con factores de respuesta al suero para controlar transcripcionalmente la expre-
sion génica cardiaca (X. Zhang et al., 2006). A nivel estructural, ARID2 se carac-
teriza por poseer un dominio de interaccion ARID en su extremo N-terminal, y
otros dos adicionales de unién a ADN: un dominio RFX (del inglés, “Regulatory
Factor X”’) conservado a nivel evolutivo y un dominio de dedos de zinc C2H2 en
el extremo C-terminal. Adicionalmente, existe un dominio rico en glutamina y
prolina, y un dominio LXXLL, en el medio de la secuencia aminoacidica de
ARID2, relacionados con una posible funcidon de interaccion proteina-proteina
(Loesch et al., 2020).

Segun los estudios realizados sobre el proceso de ensamblaje del comple-
jo remodelador de la cromatina PBAF, la construccion de este complejo es ini-
ciada por ARID2 constituyendo un puente solido entre el médulo ATPasa y la
estructura nuclear. La delecion de esta proteina supone una pérdida de estabilidad
para la incorporacion de otras subunidades importantes del complejo PBAF, tales
como BRD7, PBRM1 y PFH10. Por ello, se presupone que ARID2 es importante
para el reclutamiento y la estabilidad del resto de subunidades que componen este
sistema (Mashtalir et al., 2018).

1.4.2.2 Funciones fisiolégicas de ARID2

ARID2, como uno de los componentes principales del complejo remode-
lador de la cromatina PBAF, se encuentra estrechamente relacionado con la regu-
lacion de la expresion génica tejido especifica (X. Zhang et al., 2006). Existen
estudios donde se ha descrito la participacion de ARID2 en el control del ciclo y
la proliferacion celular a través de su interaccion con el factor de transcripcion
E2F1 para inactivando las ciclinas D1 y E1 (Duan et al., 2016). En el contexto de
las células madre, ARID2 esta implicado en la regulacién de la embriogénesis y
el desarrollo de 6rganos, por ejemplo, en la morfogénesis del corazén y en la
angiogénesis de la arteria coronaria (He et al., 2014), o en la diferenciacion de los
osteoblastos (Xu et al., 2012). Adicionalmente, se encuentra involucrado en la
regulacion de la respuesta al dafio en el ADN, ya que su delecion provoca la des-
regulacion de la reparacion por escision de nucleodtidos en células humanas de
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hepatocarcinoma (Oba et al., 2017). De acuerdo con esta tltima funcion de
ARID2, también se ha descubierto que facilita los procesos de recombinacion
homologa, por ejemplo, interaccionando con RADS51 a través del dominio carbo-
xiterminal para la reparacion de rotura de doble cadena en el ADN (de Castro et
al., 2017). Por ultimo, el complejo PBAF, caracterizado por la especificidad que
proporciona la subunidad ARID2, se encuentra relacionado con la activacion de
genes esenciales de la primera fase de la meiosis en machos. A nivel molecular,
ARID2 puede estar implicado en el ensamblaje del huso mitotico, la maduracion
del centrosoma y la regulacion de la cantidad de fosfatasas con el fin de que la
meiosis progrese adecuadamente (Menon et al., 2021).

1.4.2.3 ARID2 en el contexto tumoral.

Las alteraciones genéticas de ARID2 han sido detectadas en distintos
tipos de cancer, principalmente en cancer urotelial, melanoma, adenocarcinoma
gastrico, hepatocarcinoma y cancer de pulmén de célula no pequefia (Loesch et
al., 2020). Existen varios estudios que apoyan la teoria de que ARID2 se compor-
ta generalmente como supresor tumoral en distintos contextos. En melanoma,
aproximadamente el 10% de las muestras analizadas por Hodis et al. presentaron
mutaciones sin sentido posiblemente relacionadas con pérdida de funcion y dis-
minucion de capacidad de unioén al ADN para llevar a cabo su funcion regulatoria
transcripcional (Hodis et al., 2012). En adenocarcinoma de pulmoén, hasta un 5%
de los pacientes presentaron una ausencia o forma truncada de ARID2 (Manceau
etal., 2013).

1.5 ARN no codificantes

Los ARN no codificantes son moléculas no traducidas a proteinas que
desempefian un papel importante en el control de la expresion génica y proteica.
Dependiendo de sus funciones dentro de las células, pueden intervenir en tres
contextos principales: regulacion de la expresion génica (por ejemplo, los micro
ARN (miARN) y los ARNInc), sintesis de proteinas (por ejemplo, los ARN ribo-
s0-micos (ARNrT)) y sintesis de ARN (por ejemplo, los ARN pequefios nuclea-
res). En el contexto de la regulacidon epigenética, la desregulacion de estos ARN
no codificantes puede desencadenar el desarrollo de enfermedades. Entre los
mecanismos de regulacion mas relevantes, destaca el proceso de silenciamiento
postranscripcional llevado a cabo por secuencias cortas de ARN de aproximada-
mente 22 pares de bases conocidos como miARN. Estas moléculas se unen espe-
cificamente a sus dianas mediante complementariedad de bases, impidiendo asi
la traduccion de los ARN mensajeros (ARNm). Ademas, los miARN pueden ser
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objeto de modificacio-nes quimicas que podrian afectar a su funcion en la regula-
cion de la expresion génica (Pathania et al., 2022; Yao et al., 2019) .

Otras de las moléculas de mas reciente descubrimiento son los ARNInc,
cuya definicion y funciones en le regulacion de la expresion génica se exploraran
en los siguientes apartados.

1.5.1 Definicion de ARNInc

Los ARNInc se definen de manera arbitraria como una clase de molécu-
las de ARN, con una longitud mayor de 200 nucle6tidos, que no son traducidas a
proteinas dado que carecen de marcos abiertos de lectura estables (Mattick et al.,
2023; Statello et al., 2021). Segin el consorcio GENCODE (del inglés,
“ENCyclopedia Of DNA Elements™), el genoma humano posee mas de 16.000
genes que codifican a ARNInc, aunque en otros proyectos, por ejemplo, en
FANTOMS, este numero puede verse incrementado hasta 100.000 aproximada-
mente (Nojima & Proudfoot, 2022). Aunque se han detectado ARNInc en diver-
sas patologias, se desconoce cudl es la relevancia funcional y bioldgica de la gran
mayoria de ellos (Statello et al., 2021).

1.5.2 Sintesis, procesamiento y localizacién de los
ARNInc

El inicio de la sintesis de ARNInc suele producirse como consecuencia
de la transcripcion de PCG o derivarse de regiones accesibles de la cromatina
donde interviene el complejo de transcripcion de la Polimerasa II. A su vez, estas
regiones accesibles de la cromatina suelen estar asociadas tanto con los promoto-
res como los enhancers de PCG (Nojima & Proudfoot, 2022). La presencia de
bucles R en estas regiones reguladoras puede facilitar la transcripcion de los
ARNInc (Tan-Wong et al., 2019). A diferencia de los ARNInc, en la iniciacion
de la transcripcion de PCG, se recluta de manera coordinada otros factores nece-
sarios para el procesamiento del ARN, lo que explicaria la baja frecuencia y efi-
ciencia de splicing y poliadenilacion del extremo 3’ que poseen los ARNInc (Me-
1é et al., 2017; Schlackow et al., 2017). En cuanto a la terminacién de la trans-
cripcion de los ARNInc, se han descubierto diferentes factores que intervienen en
este proceso de manera separada o cooperativa: la endonucleasa Integrator, el
complejo Restrictor y el Microprocesador DROSHA (Kamieniarz-Gdula &
Proudfoot, 2019; Nojima & Proudfoot, 2022).

En comparacién con los ARNms, los ARNInc se encuentran menos con-
servados evolutivamente y se encuentran compuestos por menos exones de ma-
yor longitud (Hezroni et al., 2015; Quinn et al., 2016). Ademas, el nivel de ex-
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presion génica de los ARNInc es menor, ubicdndose el producto preferentemente
en el nicleo celular (Melé et al., 2017). Tras la transcripcion, los ARNInc pueden
ser sometidos al splicing, a poliadenilacion y a la adicién de una caperuza de 7-
metil guanosina. No obstante, existen otros que no son modificados tras este pro-
ceso, por ejemplo, aquellos expresados a partir de los promotores de la Polimera-
sa [ o Polimerasa Il (Gingeras, 2007). A diferencia de los ARNms, la gran ma-
yoria de los ARNInc no son poliadenilados en el extremo 3’ siendo mas inesta-
bles y con mayor probabilidad de degradacion por el complejo exosoma (Schla-
ckow et al., 2017). Ademas, las sefiales internas de splicing débiles presentes en
su secuencia y la larga distancia entre el sitio de corte y el punto de ramificacion
disminuyen la eficiencia de este procesamiento (C.-J. Guo et al., 2020; Melé et
al., 2017). La alta concentracion de ARNInc en el nticleo no solo es debido a este
procesamiento post-transcripcional menos eficiente, sino también a la presencia
de modificaciones epigenéticas represoras de histonas en sus promotores, su po-
sible asociacion especifica a la cromatina (Nojima et al., 2018), la presencia de
sefales de poliadenilacion alternativas al extremo 3’ u otros motivos especificos
de localizacion nuclear (Statello et al., 2021; Xiang et al., 2014).

Existe una fraccion de ARNInc que es sometida a exportacion al cito-
plasma para asociarse con organulos especificos o proteinas de union a ARN. De
esta manera, pueden ejercer distintas funciones esenciales fuera del nucleo, por
ejemplo, controlar la estabilidad de los ARNm, intervenir en rutas especificas de
sefializacion o regular la traduccion de proteinas (Statello et al., 2021). Por tlti-
mo, de manera externa a la célula, se ha descubierto recientemente la presencia
de ARNInc en exosomas obtenidos en muestra de sangre humana (S. Li et al.,
2018; Statello et al., 2018),

1.5.3 Clasificacion de los ARNInc

Debido a la gran heterogeneidad de los ARNInc, se pueden clasificar se-
gun distintos criterios, basados principalmente en su posicion en el genoma o en
su funcion (Cruz-Miranda et al., 2019):

e Segun su posicién gendémica y su orientacion en relacion con los PCG
vecinos, los ARNInc se pueden clasificar como ARNInc sentido,
ARNInc antisentido, ARNInc intrénicos y ARNInc intergénicos. Los
ARNInc sentido son aquellos que se superponen con uno o mas exones
de otro gen codificante y son transcritos en el mismo sentido que este.
Por otro lado, los ARNInc antisentido son aquellos que se superponen al
gen codificante en la cadena complementaria y son transcritos en el sen-
tido contrario. Los ARNInc intrénicos se encuentran ubicados en regio-
nes intrénicas de genes codificantes y su transcripcion con frecuencia es
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bidireccional. Por ultimo, los ARNInc intergénicos se generan a partir de
secuencias gendmicas entre dos genes codificantes. Se piensa que los dos
ultimos tipos mencionados, los ARNInc intrénicos e intergénicos, son
regulados mayoritariamente a través de mecanismos de transcripcion y
modificacion de cadena poli-A especificos (L. Ma et al., 2013; Yousefi et
al., 2020).

e Segun la distancia a la que ejerza su regulacién o su mecanismo de ac-
cion, los ARNInc puede actuar en cis o en trans. Aquellos ARNInc que
act@ian en cis no suelen abandonar la cromatina para ejercer su accion de
regulacion de la expresion génica en genes cercanos a su sitio de trans-
cripcion. Por el contrario, los ARNInc trans regulan la transcripcion de
genes lejanos a su origen, pueden modificar la organizacion y la estructu-
ra nuclear, e incluso pueden interaccionar con otras moléculas de ARN y
proteinas para modular sus comportamientos en el citosol (Kopp & Men-
dell, 2018).

e Segun el efecto genomico funcional asociado, que puede verse relacio-
nado con promotores, enhancers, elementos transposones y su propia es-
tructura. Los ARNInc pueden actuar como estructuras de soporte para el
ensamblaje de complejos ribonucleoproteicos o de otras estructuras nu-
cleares que puedan modular la transcripcion de genes. Existen ARNInc
que puede funcionar como ribo-activadores o ribo-represores modifican-
do la funcién de diversas proteinas. Por otro lado, los ARN endogenos
competitivos, también denominados esponjas de ARNInc, actian a nivel
postrancscripcional atrapando los miARN (Jarroux et al., 2017) .

1.5.4 Funciones biolégicas de los ARNInc

Atendiendo al ultimo sistema de clasificacion mencionado en el anterior
apartado, los ARNInc pueden intervenir en la regulacion de una amplia variedad
de funciones moleculares celulares a través de distintos mecanismos de accion
tanto a nivel nuclear como citoplasmatico (Jarroux et al., 2017). Las interaccio-
nes generadas de estas moléculas con su entorno permiten regular la transcrip-
cion y la arquitectura de la cromatina, el procesamiento y la estabilidad del ARN,
el splicing, o incluso la traduccion de proteinas y su localizacion. (Mattick et al.,
2023) [Figura 8].
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1.5.4.1 Regulacion transcripcional

En la gran mayoria de los casos, la funcion principal de los ARNInc se
basa en su papel principal como regulador transcripcional. Los ARNInc que in-
tervienen en la regulacion transcripcional pueden ser divididos en dos subtipos
principales de acuerdo su mecanismo de accidn: interferencia o potenciacion
transcripcional, o regulacion estructural de la cromatina. Los ARNInc pueden
regular directamente la expresion génica mediante su interaccion con las secuen-
cias enhancers. Especificamente, la expresion génica de los ARNInc enhancer,
derivados de la transcripcion bidireccional de regiones enhancer del genoma, se
correlaciona positivamente con los niveles de ARNm de los PCG vecinos (Wata-
be, 2015). Por ejemplo, los ARNInc enhancers producidos a través de la regula-
cion del receptor de androgenos podrian estar implicados en la regulacion trans-
cripcional del desarrollo, la diferenciacion celular y el progreso de la enfermedad
(D. Wang et al., 2011). De manera adicional, se piensa que los mismos ARNInc
pueden actuar como enhancers, a través del reclutamiento de factores de trans-
cripcion o el desplazamiento de otras moléculas represoras de la expresion en el
promotor de un gen (Jrom et al., 2010).

Por otro lado, de acuerdo con su segundo mecanismo de accion mencio-
nado anteriormente, los ARNInc pueden jugar un papel critico en la remodela-
cion de la estructura de la cromatina regulando asi indirectamente la expresion
génica. Los ARNInc, tales como HOTAIR o ANRIL, se encuentran estrechamente
relacionados con los complejos remodeladores de la cromatina y los modificado-
res epigéneticos (Hanly et al., 2018; Watabe, 2015). En un estudio sobre 3.300
ARNInc humanos, se concluyd que hasta aproximadamente el 20% de ARNInc
estudiados interactuaban con los complejos nucleoproteicos PRCs (del inglés,
“Polycomb Repressive Complex”), que promueven el silenciamiento de los genes
a través de modificaciones de la estructura de la cromatina (Khalil et al., 2009;
Long et al., 2017). En este contexto, se piensa que los ARNInc intervienen de dos
maneras distintas: pueden generar un andamiaje estable para unirse o facilitar la
formacion de un complejo proteico; o puede proporcionar especificidad al siste-
ma guiando al complejo remodelador de la cromatina a una secuencia especifica
de ADN (Dykes & Emanueli, 2017).

1.5.4.2 Regulacion postranscripcional.

Los ARNInc también se encuentran involucrados en la regulacion pos-
transcripcional de los ARNm a través de distintos mecanismos. Aunque los
ARNInc pueden servir como fuente de sintesis de miARN, también pueden se-
cuestrar estos ARN no codificantes cortos que inhiben la expresion génica. Mu-
chos ARNInc contienen en su estructura sitios de union de miARN, quedando
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secuestrados y limitando su concentracion intracelular y su funciéon regulatoria.
Asi, estos ARNInc, conocidos en la bibliografia como ARNInc endogenos com-
petitivos, actian como reguladores negativos de los miARN y, por tanto, como
reguladores positivos de la expresion génica (Dykes & Emanueli, 2017; Salmena
et al., 2011). Por ejemplo, XIST es un ARNInc que inhibe la invasion tumoral en
el cancer de mama mediante el secuestro del miARN miR-155 (Zheng et al.,
2018).

Por otro lado, los ARNInc mantienen una red de interacciones con los
ARNm en sus distintos niveles de procesamiento. Por ello, se pueden encontrar
varios ejemplos de ARNInc caracterizados en la bibliografia dentro de las estruc-
turas subnucleares “paraspeckles”. Estos organulos se encuentran compuestos
principalmente por hasta aproximadamente 40 proteinas (la mayoria de ellas
proteinas de uniéon a ARN) y el ARNInc NEATI. Aunque la funcién de esta es-
tructura atn es desconocida, se conoce que participa en la regulacion y retencion
de los ARNm, el procesamiento de miARN y en el secuestro de proteinas (Fox et
al., 2018). Ademas de NEATI, se puede encontrar otros ejemplos de ARNInc
localizados en los “paraspeckles”, como puede ser MALATI, implicado en la
regulacion del splicing alternativo de los ARNm (Gutschner et al., 2013).

De manera independiente a la anterior estructura, los ARNInc pueden
inhibir la traduccién del ARNm o degradarlo directamente gracias a su capacidad
de unidn a proteinas o a acidos nucleicos. Gracias a la presencia de motivos es-
pecificos en su secuencia, los ARNInc pueden unirse a proteinas de union a ARN
para inhibir el proceso de splicing alternativo, por ejemplo, el ARNInc PNCTR
secuestra a la proteina PTBP1 (Yap et al., 2018). En el caso de degradacion de
ARNm, los ARNInc s con elementos Alu, pueden unirse a la region 3’UTR para
que intervenga la proteina de degradaciéon de ARNm S7AU! en su eliminacion
(Dykes & Emanueli, 2017; Geisler & Coller, 2013).
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Figura 8. Mecanismos de regulacion de los ARNInc. a) Interaccion con complejos remo-
deladores de la cromatina. b) Regulacion transcripcional de la expresion génica mediante
su interaccion directa con secuencias regulatorias, o actuando como sefiuelo para otros
factores de transcripcion (circulos amarillos). ¢) Regulacion de la estabilidad del ARNm.
d) Control de los niveles d¢ ARNm mediante su interaccion con miARN. e) Regulacion
de la traduccion de los ARNm. f) Control de las funciones de las proteinas. Adaptacion
de (Gao et al., 2020).
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CAPITULO II: Materiales y Métodos

2.1 Analisis estadistico

La normalidad de los datos continuos fue analizada mediante el uso de
graficos de cuantiles-cuantiles y la prueba de Shapiro-Wilk. Para los datos nor-
males, se obtuvo la media y la desviacion estandar, y se aplicaron pruebas t de
Student de dos colas tras confirmar la igualdad de varianzas. En el caso de que no
existiese homocedasticidad, se aplico la correccion de Welch. Para los datos no
normales, se obtuvo la mediana y los cuartiles, y se aplicaron pruebas de suma de
rangos de Wilcoxon. En el caso de realizar muchas comparaciones, se utiliz6 el
método de Benjamini-Hochberg para controlar la tasa de descubrimiento falso
(FDR, del inglés “False Discovery Rate”) obteniendo p-valores ajustados (repre-
sentados en el texto como FDR). Por ultimo, para los andlisis de correlacion es-
pecificos de la expresion génica, se empled la prueba de correlacion de Spear-
man.

2.2 Programas, herramientas online y bases de
datos

Los analisis bioinformaticos realizados fueron ejecutados utilizando el
lenguaje de programacion R (version 4.1) y paquetes de funciones derivados de
Bioconductor (version 3.14). Los analisis que requerian altos recursos compu-
tacionales fueron llevados a cabo en el clister de supercomputacion de alto ren-
dimiento Alhambra (http://alhambra.ugr.es/) utilizando scripts codificados en
bash.

Para realizar los andlisis correspondientes a los resultados de los Capitu-
los, se recurrieron a los siguientes recursos bioinformaticos a nivel local y ex-
terno especificados en la Tabla 1.

13

Tabla 1. Recursos externos y softwares. El valor indica que se utiliz6 la version mas
actualizada o distintas versiones segun la fecha de uso.

Recurso  Version URL/Referencia bibliografica

Agilent
Feature Ex-
traction Soft-

https://www.agilent.com/en/product/mirna-microarray-
11.0.1.1 platform/mirna-microarray-software/feature-extraction-
software-228496

ware
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DepMap - https://depmap.org/portal/ccle/
Enrichr - (E. Y. Chen et al., 2013; Kuleshov et al., 2016)
Ensembl - https://www.ensembl.org/
ps: .bioi ics. .ac.uk/proj
FASTQC 0.12.1 https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fast
qc/
FlowlJo 104 https://www.flowjo.com/
GDC - https://gdc.cancer.gov/
GeneHancer - (Fishilevich et al., 2017)
G d
errloma © VM32 https://www.gencodegenes.org/mouse/release M32.html
raton (mm39)
IGV 2.16.1 (Robinson et al., 2011)
MSigDB = https://www.gsea-msigdb.org/gsea/msigdb
Qualimap 2.2.1 (Garcia-Alcalde et al., 2012)
R 4.1 https://www.r-project.org/
REVIGO - (Supek et al., 2011)
Samtools 1.17 http://www.htslib.org/
STAR v2.7.10b https://github.com/alexdobin/STAR
UCSC Ge-
nome Brow- - https://genome.ucsc.edu/

S€r

2.3 Microarray de ARNInc

2.3.1 Muestras de pacientes con LLA-B y sanas

Se obtuvieron 42 muestras de médula 6sea de pacientes pediatricos con
LLA-B y 4 muestras de médula 6sea de donantes sanos. Todos los pacientes pro-
porcionaron su consentimiento informado por escrito para el uso de sus muestras
y datos clinicos con fines de investigacion de acuerdo con la Declaracion de Hel-
sinki. Los tejidos de médula dsea se congelaron al momento de la adquisicion y
se almacenaron a —80 °C. Todos los procedimientos, manipulacion y almacena-
miento de las muestras fueron los mismos para los pacientes pediatricos con
LLA-B y las muestras controles. La informacion clinica fue recopilada a partir de
informes médicos, pudiéndose consultar en la informacion suplementaria de
(Cuadros et al., 2019). La mayoria de los casos fueron tratados utilizando proto-
colos de terapia similares basados en los espafioles PETHEMA y SEHOP. El
estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Universitario Virgen de
las Nieves (Granada, Espana).
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2.3.2 Diseno del microarray y prediccion de la regula-
cion de ARNInc

El LncPath™ Human Cancer Array fue disefiado para medir la expresion
de 2.829 ARNInc y 1.906 PCG. La lista de ARNInc fue extraida de distintas
fuentes de informacién: GENCODE, RefSeq, GenBank, UCSC Genome Browser
y genes descritos por el estudio de Cabili et al. (Cabili et al., 2011). Por otro lado,
los PCG fueron seleccionados en base a la prediccion de regulacion ejercida por
los ARNInc.

La lista de ARNInc seleccionados previamente para el andlisis se clasifi-
caron en funcion de su interaccion predicha con los PCG en tres grupos:

e ARNInc vecinos, consideras como ARNInc que se encuentran a menos
de 3 kb de genes clave de rutas de cancer. Estos ARNInc podrian modu-
lar la expresion de PCG vecinos.

e ARN endogenos competitivos (ARNec), que comparten elementos de
respuesta de miARN con los ARNm de genes claves de rutas y, por lo
tanto, podrian evitar que estos ARNm sean degradados. Estos ARNec
podrian afectar a la expresion de los PCG que son modulados por los
miARN relacionados.

e ARNInc similares a enhancers, que se localizan dentro de los 300 kb de
gene clave de rutas de cancer y podrian actuar como enhancers segun
publicaciones cientificas.

2.3.3 Etiquetado de ARN e hibridaciéon

Para la amplificacion del ARN, se utiliz6 el kit Epicentre’s TargetAmp 1-
Round aRNA Amplification (Illumina, #TAB1R80524). Tanto la preparacion de
la muestra como el proceso de hibridacion fueron realizados de acuerdo con el
protocolo estandar del fabricante. EI ARN total de cada muestra fue amplificado
y transcrito a ARNc siguiendo el protocolo Agilent’s Quick Amp Labeling (v5.7,
Agilent Technologies). Posteriormente, los ARNc etiquetados se hibridaron en el
LncPathTM Human Cancer Array (8x15K, Arraystar). Tras el lavado establecido
en el protocolo, los arrays fueron escaneados en el Agilent Scanner G2505C. Las
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imagenes obtenidas fueron analizadas mediante el uso del programa Agilent
Feature Extraction (v11.0.1.1).

2.3.4 Analisis de datos de expresion génica

Los valores de expresion génica crudos y normalizados obtenidos para
cada una de las muestras en el andlisis del microarray estan disponibles publica-
mente en el repositorio GEO (del inglés, “Gene Expression Omnibus’)
GSE128254. Para realizar el analisis de expresion, se utilizé el paquete de R
limma (v3.50). En primer lugar, se realizé una normalizacion de cuantiles en
los datos crudos. Se realizo un filtrado de los valores de intensidad bajos, mante-
niendo aquellos ARNInc/ARNm donde al menos 4 de las 46 muestras estuvieran
etiquetadas con “P” o “M”, es decir, con valores disponibles en todas las dianas.
Los ARNInc/ARNm diferencialmente expresados entre las muestras tumorales y
normales se obtuvieron utilizando como umbrales un cambio relativo absoluto
(FC, del inglés “Fold Change) mayor a 1,5 y un FDR menor de 0,05. Posterior-
mente, se realizd un agrupamiento jerarquico basado en el coeficiente de correla-
cion de Spearman para identificar patrones de expresion de ARNInc y ARNm
entre las muestras tumorales y las muestras sanas.

2.3.5 Analisis de ontologia de enes

Se realizo un andlisis de ontologia de genes (GO, del inglés “Gene Onto-
logy”) para identificar vias biologicas, funciones moleculares o componentes
celulares significativamente enriquecidos relacionados con los ARNInc diferen-
cialmente expresados identificados en el analisis del microarray entre muestras
tumorales y normales ((FC absoluto) > 1,5, FDR < 0,05). Tal como se mencion6
anteriormente, los PCG asociados a los pares de ARNInc/ARNm diferencialmen-
te expresados fueron predichos por el fabricante del microarray en funcion de su
proximidad genomica, prediccion de uniones de miARN vy la literatura cientifica,
segun se describe en la seccion “2.3.2 Disefio del microarray y prediccion de la
regulacion de ARNInc”. Usando estas predicciones, se realizo el analisis de GO
de la siguiente manera:

1) Se detectaron aquellos ARNInc regulados al alza o a la baja en la compa-
rativa entre muestras tumorales de LLA-B pediatrica y médulas 6seas sa-
nas ((FC absoluto) > 1,5, FDR < 0,05). Estos ARNInc regulados al alza y
a la baja fueron analizados de manera separada para los siguientes pasos.
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2) Usando las predicciones de los pares ARNInc/ARNm, se seleccionaron
aquellos ARNm de PCG predichos que estaban asociados a los ARNInc
seleccionados del anterior punto.

3) Se utilizo la lista de ARNm del anterior punto en la base de datos Enrichr
(E. Y. Chen et al., 2013; Kuleshov et al., 2016) para encontrar términos
GO significativamente enriquecidos.

4) Con el fin de eliminar redundancias en los términos GO, se utilizdé Revi-
GO (Supek et al., 2011) con los parametros por defecto y proporcionan-
do los valores FDR para cada término GO.

2.4 Datos externos: TCGAy CCLE.

Los datos descargados de pacientes y lineas celulares fueron utilizados
para comparar la expresion de los genes de interés entre subtipos celulares By T
de la LLA y los pacientes sanos, para realizar analisis de correlacion génica y
para examinar la supervivencia de los pacientes.

2.4.1 Analisis de datos de expresidon de pacientes

2.4.1.1 Cohorte de pacientes con LLA pediatricos

Los datos de expresion génica de los pacientes con LLA se obtuvo a par-
tir del portal Genomic Data Commons (GDC) a través del proyecto TARGET
(del inglés, “Therapeutically Applicable Research To Generate Effective Treat-
ments”) (descarga: 06-06-2020; N = 506). Los datos se descargaron utilizando el
paquete de R TCGABiolinks (v2.22.4) a través de la funcion GDCquery con
los siguientes parametros:

GDCquery (project = 1list("TARGET-ALL-P1", "TARGET-ALL-P2",
"TARGET-ALL-P3"), data.category = "Transcriptome Profi-
ling",data.type = "Gene Expression Quantification", experi-
mental.strategy = "RNA-Seq", workflow.type = "STAR -
Counts", sample.type = "Primary Blood Derived Cancer - Bone
Marrow")

Para obtener la cohorte de pacientes pediatricos con LLA, se utilizaron
los datos clinicos obtenidos a partir del portal GDC. Para realizar los posteriores
analisis, se descartaron los pacientes que tenian mas de 14,99 afios. En el caso de
muestras procedentes del mismo paciente, se eliminaron aquellas con el tamafo
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de biblioteca mas pequefio. Por ultimo, se seleccionaron las muestras que tenian
informacion disponible en los datos clinicos sobre el subtipo celular de LLA del
paciente: B (N = 120) y T (N = 200). En este caso, el conjunto de datos de subti-
po celular B consistia en muestras de subtipo pre-B (112/120, 93,33%) y LLA-B
(8/120, 6,67%), mientras que todas las muestras de subtipo T eran de LLA-T.

2.4.1.2 Cohorte de pacientes sanos

Para la obtencion de los datos de expresion génica de pacientes sanos
procedentes del proyecto TARGET (descarga: 26-07-2023; N = 88), que estuvie-
ron disponibles durante el desarrollo de la investigacion detallada en el Capitulo
IV, se utilizaron los siguientes parametros:

GDCquery (project = "TARGET-AML", data.category =
"Transcriptome Profiling", data.type = "Gene Expression
Quantification", sample.type = “Bone Marrow Normal”)

Debido a que no existian datos clinicos disponibles sobre estas muestras
para saber si procedian de un paciente curado o tratado, se descartaron aquellas
que tenian una muestra pareada tumoral y poseian, segiin la nomenclatura de la
Oficina de Genémica del Cancer (OCG, del inglés ”Office of Cancer Genomics™)
el codigo tumoral 20 asignado que corresponde a LMA. En este punto, se asumid
que las muestras obtenidas (N = 50) procedian de personas que no habian pade-
cido LMA.

2.4.1.3 Normalizacion de los datos de expresion

En cuanto al tratamiento de los datos de expresion génica de las cohortes
obtenidas, las lecturas crudas de cada gen fueron normalizadas utilizando el mé-
todo TMM (del inglés, “Trimmed Mean of M Values”) con el fin de ajustar por el
tamafio de libreria de las muestras. Posteriormente, se obtuvieron los valores log,
de las lecturas por millon (CPM, del inglés, “Counts per Million”) utilizando el
paquete de R edgeR (v3.30.3) sumando una unidad (+1) con el fin de evitar log,
de cero. El codigo genérico utilizado para obtener estos valores fue:

log2 (cpm (tmm) + 1),

donde “cpm” representa una funcion del paquete de R edgeR para computar las
lecturas por millon, y “tmm” la matriz de lecturas normalizadas.

55



CAPITULO lI: Materiales y Métodos

2.4.1.4 Anadlisis de supervivencia

Los niveles de expresion de los genes estudiados fueron utilizados para
analizar su correlacion con la supervivencia global de los pacientes con LLA
pediatricos, considerando las muertes como eventos. Los subgrupos de los pa-
cientes a comparar se obtuvieron dicotomizando la expresion génica del gen ana-
lizado en “Bajo” o “Alto” segun si el nivel se encontraba por debajo o por enci-
ma del valor umbral de la mediana de expresion de la cohorte correspondiente.
En el caso especifico de la cohorte de pacientes con LLA-T pediatrica, para la
expresion de los genes ALL133346.1 y CCN2, los subgrupos “Bajo” y “Alto” se
obtuvieron segun si los valores de expresion eran nulos o no.

La asociacion entre las caracteristicas clinicas y los subgrupos de expre-
sion génica se determindé mediante pruebas exactas de Fisher. Se realizaron cur-
vas de supervivencia global Kaplan-Meier comparando los subgrupos de pacien-
tes “Alto” y “Bajo” de los genes de interés mediante los paquetes de R survi-
val (v3.5-7) y survminer (v0.4.9). La significancia estadistica del resultado
se obtuvo mediante la prueba de rango logaritmico univariante. Adicionalmente,
se estudio el efecto de las diferentes covariables clinicas disponibles en los datos
descargados en la supervivencia global de los pacientes mediante el uso de la
regresion de Cox univariante. Aquellas covariables clinicas que mostraron p-
valor < 0,2 en el analisis univariante se utilizaron para realizar la regresion de
Cox multivariante.

2.4.2 Analisis de datos de expresion de lineas celula-
res

Los datos de expresion génica normalizados por TPM (del inglés,
“Transcripts Per Million”) se descargaron directamente de la base de datos
CCLE (del inglés, “Cancer Cell Line Encyclopedia”), contenida actualmente en
Depmap (https://depmap.org/portal/) (descarga: 29-09-2019; N = 1019). Utili-
zando la informacion que describe las caracteristicas de las lineas celulares pro-
cedente del portal DepMap, se seleccionaron aquellas lineas celulares que esta-
ban catalogadas como LLA-B (N = 14) y LLA-T (N = 16).

Mas tarde, para el analisis realizado en el Capitulo 1V, se realizé una
nueva descarga de los datos de expresion actualizados de lineas celulares proce-
dentes del portal Depmap (version 24-06-2023; N = 1450). En este caso, se pudo
ampliar la poblacion de lineas celulares de LLA-B a 24, mientras que la de LLA-
T se redujo a 14.
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En ambos casos para los posteriores analisis, los datos de expresion géni-
ca normalizados por TPM obtenidos se transformaron a escala log, sumando una
unidad (+1) con el fin de evitar log, de cero.

2.5 Secuenciacion ARN-Seq

2.5.1 Genotipo de ratones

Los experimentos realizados con el organismo modelo Mus musculus se
realizaron de manera controlada respecto a la edad y al sexo. Todos los ratones
Arid1a"Arid1b"", con y sin el sistema UBC-CreER, poseian el fondo genético de
una mezcla de las cepas C57BL/6 y 129P2/OlaHsd. Para obtener el modelo doble
knock-out (DKO), basado en la eliminacion del exon 9 de Aridla y el exon 5 de
Aridlb, se inyectd 75 mg de tamoxifeno (ThermoFisher Scientific, #163509) por
kg de peso intraperitonealmente a todos los ratones de 3 meses de edad durante 5
dias consecutivos. En el caso de los fibroblastos embrionarios derivados de estos
modelos de ratén, se trataron con una disolucion 0,5 uM de tamoxifeno durante
48 horas para producir la delecion.

2.5.2 Muestras

Las muestras secuenciadas en el ARN-Seq proceden de cultivos prima-
rios de fibroblastos embrionarios de raton (MEF, del inglés “Mouse Embryonic
Fibroblasts”) y tejidos de higado e intestino delgado extraidos de Mus musculus.
En el caso de las lineas celulares, se secuenciaron 3 muestras controles y 3 mues-
tras tratadas con tamoxifeno, mientras que en el caso de los tejidos se obtuvieron
5 muestras de cada grupo para cada uno de ellos. El método de extraccion del
ARNm se encuentra especificado en la seccion “2.6.1 Extraccion y anélisis de
ARNm”.

2.5.3 Protocolo de secuenciacion

La preparacion de las librerias de los protocolos especificados a conti-
nuacion fue realizada por la Unidad de Genémica de GENYO (Centro Pfizer-
Universidad de Granada-Junta de Andalucia).

Para las muestras procedentes de los cultivos primarios de MEF, se utili-
z6 el protocolo de secuenciacion TruSeq Stranded Total RNA (Illumina). Se
obtuvieron tres réplicas bioldgicas en cada condicion experimental. Las lecturas
obtenidas con este protocolo son paired-end con una longitud de 75 pares de
bases.
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En el caso de las muestras de higado y yeyuno del animal de experimen-
tacion Mus musculus, se utilizo el protocolo de secuenciacion Illumina Stranded
mRNA Prep (Illumina). Se obtuvieron cinco réplicas bioldgicas en cada condi-
cion experimental. Al igual que las muestras procedentes de lineas celulares, las
lecturas obtenidas son paired-end con una longitud de 75 pares de bases.

2.5.4 Procesamiento de datos de ARN-Seq

En primer lugar, se analiz6 la calidad de los archivos de secuenciacion
FASTQ derivados de las muestras mediante la herramienta FASTQC (v0.12.1).
Posteriormente, las lecturas fueron alineadas en el genoma de referencia de raton
mm39 (VM32) previamente indexado, utilizando la herramienta STAR
(v2.7.10b) con las siguientes opciones:

--twopassMode Basic, --twopasslreadsN -1, outSAMtype BAM
SortedByCoordinate, --sjdbOverhang 74, --outSAMunmapped
Within, --clip3pAdapterSeq CTGTCTCTTATACACATCT CTGTCTCTTA-
TACACATCT, --clip3pAdapterMMp 0.1 0.1, --quantMode Gene-
Counts

En este caso, se utiliz6 la opcidon “—quantMode GeneCounts” disponible
de la herramienta STAR para obtener los conteos de lecturas por gen necesarios
para realizar los analisis de expresion diferencial. Por ultimo, se realizé un anali-
sis de calidad de los archivos BAM obtenidos con la herramienta Qualimap
(v.2.2.1).

2.5.5 Analisis de expresion diferencial

Para realizar el analisis de expresion diferencial, se utilizo el paquete de
R DESeqg2 (v1.34.0). En este punto, se consideraron como genes expresados
diferencialmente de manera significativa aquellos que presentaban un valor abso-
luto de FC > 1,5 y un FDR < 0,05 entre los grupos de muestras comparados. Para
los posteriores analisis, los valores de los log2FC fueron ajustados utilizando el
método “ashr” (Stephens, 2016), preservando los p-valores y FDR previamente
obtenidos.

Para la visualizacion de los datos y la exploracion de la similitud de las
muestras, se realizé la regularizacion del logaritmo mediante la funcion rlog
con el fin de estabilizar la varianza de la expresion de los genes. Los nuevos va-
lores fueron utilizados para realizar un analisis de componentes principales
(PCA, del inglés, “Principal Component Analysis”). De manera excepcional,
antes de realizar el PCA de las muestras procedentes de MEF, se elimino el efec-
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to batch mediante el uso de la funcion removeBatchEffect del paquete
limma (v3.50.3).

2.5.6 Analisis de enriquecimiento en conjuntos de
genes

En primer lugar, se obtuvieron los identificadores y simbolos de los ge-
nes con el uso de la anotacion contenida en Ensembl (v109) para Mus musculus
mediante el paquete de R biomaRt (v2.50.3). Ademas, se descargaron las rutas
bioldgicas para este organismo modelo a partir de la base de datos MSigDB,
obteniéndose las versiones 7.1 de los conjuntos: Hallmarks, Reactome, KEGG,
BioCarta. A este grupo de rutas, se anadieron los términos GO descargados me-
diante el paquete de R org.Mm.eg.db (v3.14.0).

Para realizar el GSEA, se empleo el paquete de R fgsea (v1.20.0) utili-
zando los valores de los log,FC ajustados obtenidos en el anterior paso para ran-
quear la lista de genes. Por ultimo, antes de obtener la lista de rutas biologicas
enriquecidas en el ARN-Seq, se emple6 la funcion collapsePathways para
optimizar la seleccion de rutas independientes.

2.6. Métodos de biologia molecular

2.6.1 Extraccion y analisis de ARNm

La extraccion total de ARN se realizo a partir de pellets celulares utili-
zando el reactivo TRIzol (Sigma-Aldrich, #T9424), siguiendo el protocolo estan-
dar del fabricante. La concentracion y la calidad de las muestras de ARN obteni-
das fueron medidas mediante el uso de un espectrofotometro Nanodrop 2000
(ThermoFisher Scientific, ND-2000). En el caso de las muestras derivadas de
tejido destinadas a secuenciacion ARN-Seq, con el fin de optimizar y mejorar la
calidad del ARN, se realizd la extraccion mediante el uso del kit RNeasy
(QUIAGEN, #74104). La concentracion y calidad de las muestras de ARN para
secuenciacion fueron analizadas en el Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies)
para asegurar la calidad mediante el analisis del valor RIN (del inglés, “RNA
Integrity Number”). Las muestras de ARN total obtenidas fueron almacenadas a -
80 °C para preservar su integridad.
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2.6.2 RT-qPCR

Para la sintesis de ADN complementario (ADNc), se usaron 1-2 ug de
ARN extraido utilizando el kit RevertAid RT (ThermoFisher Scientific, #K1691)
mediante el uso de hexdmeros aleatorios. Previamente, siguiendo el protocolo
estandar del fabricante, se eliminé el posible ADN gendmico presente en las
muestras mediante una digestion enzimatica con DNase [ (Invitrogen,
#18068015). Las reacciones de qPCR fueron llevadas a cabo en placas de 96
pocillos siguiendo el protocolo de KAPA SYBR® FAST (Merck, #KK46) en el
QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System (ThermoFisher Scientific, #A28567).
Todas las muestras fueron medidas por triplicado usandose 50-100 ng de ADNc¢
molde por pocillo. El programa de qPCR utilizado fue: 2 minutos a 50 °C, 10
minutos a 95 °C, y posteriormente 15 segundos a 95 °C y 1 minuto a 60 °C du-
rante 40 ciclos. Los cebadores empleados en la cuantificacion de los genes de
estudio se encuentran especificados en la Tabla 2.

Por ultimo, el célculo de la expresion relativa del gen de interés se realizo
con el método AACt. La normalizacion de la expresion entre muestras se obtuvo
con el gen constitutivo GAPDH.

Tabla 2. Lista de cebadores para la cuantificacion de la expresion génica mediante
qPCR.

Nombre Secuencia (5°-3°) Tm (°C)
Ascl2 Mm _gqPCR Fw  GAGACAAGCGTCTCCGGAAT 65,6
Ascl2 Mm _gPCR_Rv GCCTGGAAGCCCAAGTTTAC 64,6
Gapdh Mm_Fw GGGTGTGAACCACGAGAAAT 57,7
Gapdh_ Mm_Rv CCTTCCACAATGCCAAAGTT 55,8
Lgr5 Mm_qPCR _Fw TCCTAGAAGAGTTACGTCTTGCT 59,2
Lgr5 Mm_qPCR _Rv CCTTGGGAATGTGTGTCAAAGC 59,2

2.6.3 Extraccion, separacion y cuantificacion de pro-
teinas

En cuanto a la extraccion total de proteinas, los precipitados celulares
obtenidos en los distintos experimentos fueron resuspendidos en el buffer de lisis
RIPA (150 mM NacCl, 1% NP-40, 0,5% desoxicolato de sodio, 0,1% dodecilsul-
fato sddico (SDS, del inglés “Sodium Dodecyl Sulfate), 50 mM Tris-HCI a pH
7,5) junto a inhibidores de fosfatasas y proteasas: 7 mM ortovanadato de sodio,
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, del inglés “Phenylmethylsulfonyl Fluori-
de”) y Pierce™ Protease Inhibitor Minitablets (ThermoFisher Scientific,
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#A32955). Una vez afiadida esta disolucion seglin el tamafio del precipitado celu-
lar obtenido (20-50 pL), se incubaron las muestras a 4 °C durante 20 minutos
sometidas a agitacion en Vortex de manera intermitente. Posteriormente, las
muestras fueron centrifugadas a 16.000 g a 4 °C durante 15 minutos. Los sobre-
nadantes obtenidos se guardaron para cuantificar la concentracion proteica me-
diante el método de Bradford (VWR, #A6932) a 600 nm en el GloMax® Micro-
plate Reader (Promega, #GM3000).

En cuanto a la separacion y deteccion de proteinas mediante Western
blot, las muestras de proteinas (20-50 ug) fueron sometidas electroforesis en gel
de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE, del inglés “SDS-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis™) con el fin de segregar las proteinas en funcion de su peso mo-
lecular en condiciones desnaturalizantes. Una vez separadas, las proteinas fueron
transferidas a una membrana de polivinilideno difluoruro (PVDF, del inglés
“Polyvinylidene Difluoride”) (VWR, #10600021) previamente activada con
metanol, para la deteccidon y cuantificacion de las muestras. Las membranas de
PVDF fueron incubadas durante 1 hora con una solucién de bloqueo, que conte-
nia: solucion salina tamponada con fosfato (PBS, del inglés: “Phosphate-
Buffered Saline’), 5% leche desnatada en polvo y 0,1% Tween-20. Posteriormen-
te, las membranas fueron incubadas con los anticuerpos primarios especificos de
la proteina de interés durante toda la noche a 4 °C en agitacion constante. Tras la
primera incubacion, las membranas fueron lavadas tres veces durante 10 minutos
en una disolucion de PBS con 0,1% de Tween-20. Por ultimo, las membranas se
incubaron con anticuerpos secundarios marcados con peroxidasa de rabano
(HRP, del inglés “Horseradish Peroxidase”) [Tabla 3.

Para la visualizacion de los resultados, las bandas especificas de las pro-
teinas de interés fueron reveladas mediante el uso de los reactivos Clarity™ Wes-
tern ECL Substrate (BioRad, #170-5060) o SuperSignal™ West Femto (Ther-
moFisher Scientific, #34095). Las imagenes del revelado fueron obtenidas en el
sistema de imagen ImageQuant™ LAS-4000 (GE Healthcare). La cuantificacion
de la expresion proteica visualizada en el revelado se realizé mediante densito-
metria en el software ImagelJ (v1.53t). En este caso, la expresion de la proteina de
interés se normalizo con la sefial obtenida en el control de carga correspondiente
(o-tubulina).
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Tabla 3. Lista de anticuerpos primarios y secundarios.

Proteina Referencia Comercial Dilucion
ARID2 Santa Cruz (#sc-166117) 1:500
o-TUBULINA Santa Cruz (#sc-23948) 1:10.000
HRP-Mouse IgG Dako (#P0447) 1:5.000
HRP-Rabbit IgG Dako (#P0448) 1:2.000

2.6.4 Cultivos celulares

Las lineas celulares de LLA-B utilizadas fueron: RS4;11, y SUP-BI15
[Tabla 4]. Las condiciones de medio de cultivo de RS4;11 fueron a 37 °C en una
atmosfera de CO» al 5% con medio de cultivo RPMI 1640 (Biowest, #L.0498-
500) suplementado con suero bovino fetal (FBS, del inglés “Fetal Bovinum
Serum”) (Gibco™ ThermoFisher Scientific, #10270-106) al 10%, 100 U/mL de
estreptomicina y penicilina (Merck, #P0781) y L-Glutamina al 1% (Merck, #
G7513). En el caso de la linea celular SUP-B15, se cultivd en las mismas condi-
ciones anteriores exceptuando el uso del medio de cultivo IMDM (Gibco™
ThermoFisher Scientific, #12440061) suplementado con FBS al 20% y 0,05 mM
2-mercaptoetanol (ThermoFisher Scientific, #31350010). Ambas lineas celulares
utilizadas fueron sometidas a analisis de contaminacion por micoplasma utilizan-
do el kit Venor GeM-qEP (Minerva Biolabs, #11-9025).

Tabla 4. Caracteristicas de las lineas celulares de leucemia linfoblastica aguda (LLA) de
subtipo B (LLA-B) cultivadas in vitro.

Linea Celu-

lar Identificador Subtipo Edad Translocacion

t(4;11)(q21;q23) — MLL-
AFF1
1(9;22)(q34;q11.2) — BCR-
ABLI

RS4;11 ACH-000874 LLA-B 32

SUP-B15 ACH-000059 LLA-B 9

Antes de comenzar a cultivarlas, las lineas celulares se encontraban pre-
servadas en nitrogeno liquido almacenadas en criotubos con FBS y 10% de
DMSO (del inglés, “Dimethyl Sulfoxide). Siguiendo las condiciones establecidas
en la ATCC (del inglés, “American Type Culture Collection™), la renovacion del
medio de cultivo de RS4;11 y SUP-B15 se realizo cada 2-3 dias dependiendo de
la densidad celular de la suspension.
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2.6.5 Silenciamiento génico mediante ARNsi

La transfeccion de las lineas celulares RS4;11 y SUP-B15 con ARNSsi se
realizd con el objetivo de silenciar la expresion génica de ARID2. Ademas, se
utiliz6 una secuencia scramble de ARNsi como control negativo [Tabla 5].

El procedimiento fue realizado en placas de 6 pocillos cultivando 1 mi-
116n de células en cada réplica. En primer lugar, tanto los ARNsi de ARID2 como
el agente Lipofectamine™ RNAIMAX Transfection Reagent (Invitrogen,
#13778-150) fueron diluidos de manera separada con medio de suero reducido
Opti-MEM™ (Gibco™ ThermoFisher Scientific, # 31985070). Posteriormente,
ambas disoluciones se mezclaron en una proporcion 1:1 y se incubaron a tempe-
ratura ambiente durante 5 minutos con el fin de generar los complejos lipidicos
con ARNGi. Finalmente, esta disolucion final se afiadio a las suspensiones celula-
res contenidas en la placa de 6 pocillos lentamente de manera gradual.

Tabla 5. Lista de secuencias de ARNGsi utilizadas en los experimentos de transfeccion.

Diana Cadena Secuencia (5’ - 3’)
ARID? Sentido GAACGGUCUUUCCAAAUCA
Antisentido UGAUUUGGAAAGACCGUUC
Scramble Sentido UAACGACGCGACGACGUAA
(control negativo) Antisentido UUACGUCGUCGCGUCGUUA

Tras los tiempos de espera de transfeccion en el incubador bajo condi-
ciones estandar de cultivo, se recogieron los pellets celulares tratados para cuanti-
ficar la expresion proteica de ARID2 o para los ensayos funcionales descritos a
continuacion.

2.6.6 Ensayos de viabilidad celular

El analisis de la viabilidad celular fue llevado a cabo en las lineas celula-
res RS4;11 y SUP-B15 mediante el uso de resazurina en diferentes puntos tempo-
rales: 0 horas, 72 horas (3 dias), 120 horas (5 dias), tras el tiempo optimo de
transfeccion de las lineas celulares. El ensayo correspondiente al tiempo O fue
utilizado para normalizar la siembra realizada en las réplicas.

Inicialmente, se sembraron 2.000 células en placas de 96 pocillos por tri-
plicado, anadiéndose en oscuridad 20 pL. de una disolucion de resazurina (Sigma-
Aldrich, #R7017) 0,1 M diluida 1:200 con medio de cultivo especifico para cada
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linea celular tratada. Para eliminar cualquier interferencia de fondo que pudiera
generar el medio de cultivo en la lectura de la fluorescencia, se afiadié la misma
solucion de medio por triplicado en cada placa. Tras la adicion del reactivo re-
sazurina, las células se mantuvieron en condiciones estandar en el incubador
durante 4 horas. Por ultimo, se afiadié 30 puL de SDS 3%, y se cuantific6 la fluo-
rescencia a 590 nm en el lector Glomax® Plate Reader (Promega).

2.6.7 Ensayos de proliferacién celular

La proliferacion celular fue medida en la linea celular RS4;11 mediante
el uso del kit CellTrace™ Violet para citometria de flujo (ThermoFisher Scienti-
fic, #C34557). En primer lugar, se afiadié 1 puL de la solucion de tincion a 5 pM
por cada mL de células en suspension. Posteriormente, las muestras fueron incu-
badas a 37 °C durante 20 minutos en oscuridad con el fin de que la tincion se
uniera a las aminas intracelulares de manera permanente. Una vez transcurrida la
incubacidn, los restos de reactivo no conjugado presentes fueron neutralizados
con la adicion de un volumen de medio de cultivo completo cinco veces superior
al volumen inicial. Posteriormente, las muestras fueron incubadas a 37 °C duran-
te 5 minutos y se centrifugaron durante 5 minutos a 1.300 r.p.m. Por ultimo, se
eliminaron los sobrenadantes, y los pellets celulares obtenidos fueron resuspen-
didos en PBS en tubos aptos para su posterior medicion por citometria de flujo.

La proliferacion fue cuantificada en los mismos puntos temporales esta-
blecidos en los ensayos de proliferacion celular: 0 horas, 72 horas (3 dias), 120
horas (5 dias). Por tanto, tras la tincion con CellTrace™ Violet llevada a cabo en
el dia 0, se preservaron células RS4;11 tefiidas en crecimiento en condiciones de
cultivo estandar para las medidas de los siguientes puntos temporales.

Por ultimo, las muestras celulares obtenidas fueron analizadas en un ci-
tometro de flujo BD FACSVerse (BD Biosciences). Los datos obtenidos de las
muestras a partir de 10.000 eventos fueron procesados con el recurso FlowJo™
v10.4 Software (BD Life Sciences)) Los restos celulares y los dobletes fueron
filtrados mediante los gates FSC (del inglés, “Forward Scatter”) y SSC (del in-
glés, “Side Scatter”). La tincion con el kit CellTrace™ Violet se evalu6 utilizan-
do el canal V-450 para cuantificar las células positivas.
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2.6.8 Evaluacién de parametros biolégicos de ratones

En cuanto a las imagenes de microscopia, los tejidos de los ratones fue-
ron fijados con formalina neutral tamponada al 10% durante toda la noche a tem-
peratura ambiente. Posteriormente, las muestras fueron procesadas con un proce-
sador automatico de tejidos e incluidas en cera de parafina. A partir de los blo-
ques generados, se cortaron secciones con un grosor de 3-4 um y se colocaron
flotando en un bafio de agua caliente (mantenido a 45 °C) suplementado con una
pequefia cantidad de alcohol absoluto. Las secciones cortadas se recogieron en
portaobjetos para ser secadas durante algunos minutos.

Las inmunohistoquimicas hematoxilina/eosina-Y, PAS (del inglés, “Pe-
riodic Acid-Schiff”) y de proliferacion con Ki67 fueron realizadas utilizando pro-
cedimientos estandar por parte de AtrysHealth SA (Barcelona, Espafa). A conti-
nuacion, se tomaron imagenes representativas utilizando un microscopio Olym-
pus BX43 Q14 y se evaluo la morfologia y las tinciones de los tejidos.

Por ultimo, la cuantificacion del colesterol y el glucogeno fue realizada
en el Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada. En el
caso de la medicion de glucosa en sangre, se empled un glucémetro proporciona-
do por el Departamento de Bioquimica III e Inmunologia de la Universidad de
Granada.
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CAPITULO IIl: ARNInc en LLA pedia-
trica

El Capitulo III describe los resultados relacionados con el Objetivo 1, ba-
sados en el analisis del perfil de expresion de ARNInc en pacientes pediatricos
con LLA en muestras procedentes de nuestro grupo de investigacion y de conjun-
tos de datos externos. Los resultados descritos forman parte del articulo que avala
esta tesis doctoral: “LncRNA-mRNA Co-Expression Analysis Identifies
AL133346.1/CCN2 as Biomarkers in Pediatric B-Cell Acute Lymphoblastic Leu-
kemia” (Cuadros et al., 2020).

3.1 Antecedentes

3.1.1 ARNInc reguladores de la hematopoyesis

Tal y como se ha introducido en el Capitulo I, los ARNInc pueden regu-
lar de manera especifica la expresion génica de multiples procesos bioldgicos a
nivel epigenético, transcripcional y postranscripcional. Durante la hematopoye-
sis, la diferenciacion de las HSC se encuentra altamente controlada por la inter-
accion de diferentes cascadas de sefalizacion intracelulares y la regulacion de
programas transcripcionales. En este contexto, los ARNInc se encuentran involu-
crados en la regulacion de distintas etapas de la hematopoyesis, el desarrollo y la
activacion del sistema inmunoldgico (Cruz-Miranda et al., 2019). Entre los pri-
meros candidatos estudiados, se encuentra el ARNInc EGO, que regula transcrip-
cionalmente la expresion de la proteina granular eosinofilica con el fin de estimu-
lar la diferenciacion celular de células CD34+ a eosinodfilos (Wagner et al.,
2007). Actualmente, aunque la funcion de los ARNInc durante el proceso hema-
topoyético atn se encuentra en estudio, cada vez son mas los ARNInc descubier-
tos que se encuentran desregulados en las neoplasias hematologicas. Asi, los
ARNInc pueden ser considerados importantes reguladores emergentes de la dife-
renciacion y la maduracion de los distintos linajes del sistema hematopoyético
(F.-Y. Wang et al., 2020).

Varias investigaciones recientes han sefialado la importancia de los
ARNInc en la regulacion de la actividad de los factores de transcripcion durante
el desarrollo de las células B a partir de las HSC (Attaway et al., 2021). Por
ejemplo, el ARNInc asPU.I modula negativamente la expresion del factor de
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transcripcion PU.1 para regular el desarrollo temprano de las células B (Ebralidze
et al., 2008). Por otro lado, diversos estudios han demostrado la especificidad de
expresion que muestran los ARNInc en los distintos estadios de diferenciacion de
las células B. Petri et al. identificaron hasta 7 redes distintas de ARNInc asocia-
das a distintos estadios de desarrollo del linaje de células B (Petri et al., 2015).
Sin embargo, debido a la falta actual de estudios sobre la relevancia funcional
que poseen estas moléculas no codificantes, se requiere investigar sus dianas
especificas moleculares para conocer mas en profundidad la regulacién que ejer-
cen en las diferentes rutas bioldgicas celulares.

En el contexto de las neoplasias hematoldgicas, existe un niimero limita-
do de ARNInc cuya desregulacion se ha vinculado directamente al desarrollo de
la leucemia. En leucemia mieloide aguda (LMA), se ha observado que la expre-
sion del ARNInc HOTAIR se encuentra desregulada asocidndose con tiempos de
supervivencia menores en los pacientes (Tang & Hann, 2018). E1 ARNInc BALR-
6, ubicado cerca de genes implicados en el desarrollo de las células B, se encuen-
tra desregulado en LLA-B, incrementando la proliferacion celular (Rodriguez-
Malavé et al., 2015). Estos ejemplos subrayan el papel critico que pueden jugar
los ARNInc en el diagndstico, el pronodstico y estratificacion para el tratamiento
de la leucemia, proporcionando nuevas vias de investigacion en estas enfermeda-
des.

3.1.2 ARNInc TCL6: Biomarcador en LLA-B pediatrica

En el grupo de investigacion, previo a los resultados presentados en esta
tesis doctoral y siendo el doctorando participe de este trabajo, se realiz6 un anali-
sis comparativo de los perfiles de expresion de ARNInc y sus ARNm asociados
en pacientes pediatricos con LLA-B clasificados por la presencia del gen de fu-
sion ETV6-RUNXI (Cuadros et al., 2019). La cohorte analizada, que forma parte
del estudio de este Capitulo III, se encontraba formada por 42 pacientes pediatri-
cos con LLA-B, donde 24 de ellos eran positivos para la translocacion t(12;21),
18 negativos para la misma y 4 muestras de médula dsea de pacientes sanos.

En este estudio, el ARNInc T'CL6 fue identificado como un nuevo bio-
marcador diagnéstico de pacientes pediatricos con LLA-B positivos para la trans-
locacion t(12;12) ETV6-RUNXI tras comparar los perfiles de expresion génica
con aquellos sin dicha fusion génica. Ademas, no se obtuvo un aumento signifi-
cativo de la cantidad de ARNInc o ARNm expresados particularmente en los
cromosomas 12 o 21, lo que sugeria que la translocacion afectaba a la expresion
génica de manera global en el genoma. Las rutas bioldgicas enriquecidas obteni-
das a través de los ARNm asociados a los ARNInc, tales como una regulacion
positiva de la proliferacion celular y una regulacion negativa del proceso apopto-
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tico, sefialaban a un posible perfil oncogénico. Especificamente, TCL6 fue el
ARNInc que mostro la mayor sobreexpresion en el subgrupo positivo para el gen
de fusion ETV6-RUNXI (~4 veces). Segun los andlisis de co-expresion de
ARNInc y ARNm, la expresion de TCL6 estuvo significativamente correlaciona-
da con la expresion génica de TCL1B en nuestra propia cohorte y en varios con-
juntos de datos externos. Los niveles de su ARNm asociado TCLIB también
estuvieron sobre-expresados en pacientes con LLA-B positivos para ETV6-
RUNXI.

No solo TCL6 fue identificado como un posible biomarcador ARNInc pa-
ra el diagnoéstico de esta enfermedad, sino también se propuso como un factor
prondstico de los pacientes con LLA-B. Los individuos que tenian una menor
expresion de TCL6 presentaron una menor supervivencia libre de enfermedad de
manera significativa (p-valor = 0,025), tanto en los casos negativos como positi-
vos para la translocacion ETV6-RUNXI. Aunque la funciéon molecular del
ARNInc TCL6 se desconoce en cancer, la proteina TCL1B es activadora de la
proteina quinasa AKT en leucemia de células T y posee actividad oncogénica.
Este estudio es un ejemplo de como a partir del analisis de co-expresion de
ARNInc/ARNm previamente realizado se puede inferir una posible conexion
funcional bioldgica que ayude a justificar el efecto en la supervivencia del pa-
clente.

A pesar de conocerse en la bibliografia ARNInc desregulados en las neo-
plasias hematologicas, son necesarios mas estudios para llegar a obtener una
firma de ARNInc clinicamente relevante y definida para la LLA-B pediatrica. La
identificacion de los perfiles de ARNInc/ARNm desregulados podria tener im-
portantes repercusiones en esta enfermedad: proporcionar un diagnodstico mas
preciso, brindar una comprension mas profunda de la enfermedad y, en ultima
instancia, ofrecer un mejor andlisis del pronoéstico para los pacientes.
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3.2 Resultados

3.2.1 Firma de expresiéon génica aberrante en LLA-B
pediatrica

En primer lugar, para obtener el perfil de expresion génica de ARNInc en
LLA-B pediatrica, se realiz6 una comparacion mediante un clustering jerarquico
entre los datos transcriptomicos de las 42 muestras de pacientes pediatricos con
LLA-B y las 4 muestras de médula 6sea de pacientes sanos obtenidos a partir del
LncPathTM Human Cancer Array. A pesar de la heterogeneidad molecular ca-
racteristica de la LLA-B pediatrica, la comparativa realizada mostr6 un perfil de
expresion génico diferencial que permitid agrupar de manera separada las mues-
tras tumorales y las muestras sanas [Figura 9].
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Figura 9. Heatmap de ARNInc expresados diferencialmente entre las muestras de pa-
cientes con LLA-B y las muestras de médula o6sea sanas (JFC| > 1,5, FDR < 0,05). En la
parte superior, la leyenda corresponde de la siguiente manera: rojo, muestras de LLA-B
ETV6-RUNXI (+); azul, muestras de LLA-B ETV6-RUNXI (-); y verdes, muestras de
médula 6sea sanas. El clustering fue realizado de acuerdo con el coeficiente de correla-
cién de Spearman. A la derecha, se encuentra sefialado con una flecha roja el ARNInc
AL133346.1.
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Estableciendo como umbrales un valor absoluto de FC > 1,5 y de FDR <
0,05, se identificaron 48 ARNInc diferencialmente expresados de manera signifi-
cativa en las muestras tumorales respecto a las muestras sanas, de los cuales 20
se encontraban sobre-expresados y 28 regulados a la baja en los pacientes pedia-
tricos con LLA-B [Tabla S1]. Por un lado, los ARNInc mas sobre-expresados
fueron XLOC 007191 (~7 veces), PCNA-ASI (~7 veces) y AL133346.1 (~6 ve-
ces), mientras que los que se encontraban mas regulados a la baja fueron RP11-
807H22.6 (~14 veces), CXCR2PI (~ 6 veces) y BC127858 (~4 veces) [Figura
10A]. En cuanto a los ARNm analizados, se identificaron 233 diferencialmente
expresados de manera significativa en las muestras de LLA-B, de los cuales 78 se
encontraban sobre-expresados y 155 regulados a la baja. Entre aquellos mas so-
bre-expresados, se encuentran NPRI (~30 veces), CYGB (~17 veces) y TCLIA
(~10 veces), mientras que los que se encontraban mas regulados a la baja fueron
ELANE (~32 veces), ANXAI (~ 29 veces) y RAB31 (~20 veces) [Figura 10B].
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Figura 10. Volcano plots de ARNInc (A) y genes codificantes de proteinas (PCG) (B)
expresados diferencialmente entre las muestras de pacientes pediatricos con LLA-B y las
muestras de médula 6sea sanas. La linea horizontal punteada azul representa un umbral
FDR = 0,05, mientras que las lineas verticales representan los umbrales para el FC = -
1,5/+1,5. Los puntos rojos representan aquellos ARNInc y PCG que superan los valores
umbrales establecidos. Las flechas rojas de ambas graficas indican la ubicacién del
ARNInc AL133346.1 (izquierda) y su PCG asociado CCN2 (derecha).

3.2.2 Rutas biolégicas asociadas al perfil de ARNInc
diferencialmente expresados en LLA-B

Tras el analisis de expresion génica diferencial, se estudiaron las posibles
funciones bioldgicas alteradas asociadas al perfil de expresion génica de ARNInc
obtenido. Debido a la incompleta anotacion funcional de los ARNInc en las bases
de datos disponibles, se utilizaron los PCG predichos, seglin la empresa disefia-
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dora del microarray, como asociados funcionalmente a estos ARNInc expresados
diferencialmente de forma significativa.

Los términos de la Ontologia de Genes que se encontraban sobrerrepre-
sentados estaban relacionados con la regulacion de la angiogénesis (p-valor =
0,019; genes relacionados: ANGPTL4, NF1, TNFAIP3), la reparacion del ADN
(p-valor = 0,025; genes relacionados: PCNA, UBE2V1) y la ruta de transduccion
de sefiales de la proteina RAS (p-valor = 0,025; genes relacionados: NFI,
RAB4A, RAB11B) |Figura 11A]. Por otro lado, los términos de la Ontologia de
Genes que se encontraban subrepresentados se relacionaban con la regulacion
negativa de la secrecion de interleuquina 1 (p-valor = 7,36 x 107; genes relacio-
nados: CARD17, CARDI8), la regulacion de la respuesta a la sefial de dafio en el
ADN (p-valor = 6,20 x 10*; genes relacionados: HMGAZ2, FEM1B) y la regula-
cion del proceso apoptotico (p-valor = 1,04 x 1073; genes relacionados: ACTNI,
EPHAI, HMGA2, JUN, NOTCH?2) |Figura 11B]. En conjunto, estos resultados
sugieren una firma oncogénica global asociada con los perfiles de expresion de
ARNInc/ARNm en las muestras de LLA-B pediatrica en comparacion con las
muestras de médula dsea sanas.
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Figura 11. Anélisis de ontologia génica (GO) de los ARNm asociados con los ARNInc
expresados diferencialmente de manera significativa entre las muestras de LLA-B pedia-
tricas y las muestras de médula dsea sanas. Las graficas muestran los diez términos GO
mas enriquecidos de manera positiva (A) y de manera negativa (B).
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3.2.3 Altos niveles de expresién génica de la pareja
AL133346.1/CCN2 en LLA-B

Dentro de las parejas de ARNInc/ARNm que se encontraban diferen-
cialmente expresadas entre los pacientes pediatricos con LLA-B y las muestras
médula o6sea sanas ([FC| > 1,5, FDR < 0,05), AL133346.1/CCN2 se encontraban
sobre-expresados en los pacientes positivos para la translocacion ETV6-RUNXI
en comparacion con los negativos en el anterior estudio (Cuadros et al., 2019).
En los resultados pertenecientes a este Capitulo III, dentro de los grupos de ex-
presion génica regulados al alza en pacientes pediatricos con LLA-B,
AL133346.1 era el tercer ARNInc mas sobre-expresado (FC = 5,16, FDR = 1,48
x 107) [Figura 10A, Tabla S1], mientras que CCN2 se encontraba en cuarta
posicion en los PCG (FC = 5,24, FDR = 3,00 x 10*) [Figura 10B]. Por ello,
debido a sus patrones de expresion génica, se decidid analizar en mayor profun-
didad los niveles de AL133346.1 y CCN2 en otros conjuntos de datos adicionales.

Con el fin de confirmar la expresion aberrante AL133346.1 y CCN2 en
otras cohortes externas de mayor tamafio, se utilizaron los datos pertenecientes al
proyecto TARGET, especificamente de los proyectos TARGET-ALL-P1 y
TARGET-ALL-P2, que contienen informaciéon démica sobre pacientes con LLA.
Una vez descartados aquellos pacientes mayores de 14,99 afios y que no poseian
informacion disponible para la expresion de AL133346.1 y CCN2, se obtuvo una
poblacién compuesta por 320 pacientes pediatricos, 120 de ellos con LLA-B y
200 de ellos con LLA-T. Dado que en aquel momento no existian datos disponi-
bles publicos de pacientes pediatricos sanos en los mismos proyectos, se realizo
una comparacion de la expresion de ambos genes entre las cohortes de pacientes
de los dos subtipos de LLA con el fin de demostrar la especificidad de los niveles
de AL133346.1 y CCN2 en el tipo celular B. Como resultado, se obtuvo una ma-
yor expresion en los pacientes con LLA-B en comparacion con aquellos con
LLA-T tanto para AL133346.1 (p-valor = 2,20 x 107'®) como para CCN2 (p-valor
=2,20 x 10°'%) [Figura 12A].

La expresion especifica de AL133346.1 y CCN2 en pacientes pediatricos
con LLA-B fue confirmada realizando la comparacion con el subtipo celular T
con datos relativos a lineas celulares procedentes de la base de datos CCLE. Co-
mo resultado, se obtuvo una mayor expresion en las lineas celulares de LLA-B en
comparacion con aquellas de LLA-T tanto para AL133346.1 (p-valor =2,54 x 10
%) como para CCN2 (p-valor = 4,10 x 10™*) [Figura 12B].

Por ultimo, dentro de los subtipos de LLA-B pediatrica asociados a los
distintos tipos de translocaciones conocidos, AL133346.1 y CCN2 mostraron su
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mayor nivel de expresion en aquellos pacientes positivos para la translocacion
ETV6-RUNXI en comparacion con aquellos pacientes con hiperdiploidia y con
cariotipo normal pertenecientes a nuestra cohorte del microarray de expresion
[Figura 13A]. En el caso de la cohorte del proyecto TARGET, tUinicamente se
obtuvo una mayor expresion estadisticamente significativa en comparacion con
los pacientes con la fusién génica TCF3-PBX]I tanto para AL133346.1 (p-valor =
8,92 x 10™) como para CCN2 (p-valor = 3,54 x 10°) [Figura 13B].
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Figura 12. Comparacion de la expresion génica de AL7133346.1/CCN2 entre las muestras
de LLA-B y LLA-T derivadas de los pacientes pediatricos del proyecto TARGET de
TCGA (A) y de las lineas celulares de la CCLE (B). A la izquierda, en los boxplots se
compara la expresion génica normalizada de ambos genes entre ambos subtipos B y T,
junto a los p-valores correspondientes. A la derecha, en los scatterplots se representan los
niveles de expresion de ambos genes para analizar su correlacion. Los tamafios de mues-
tra y los coeficientes de correlacion de Spearman son: Pacientes: 120 LLA-B (p = 0,717,
p-valor < 0,0001) vs. 200 LLA-T (p = 0,099, p-valor = 0,163). CCLE: 14 LLA-B (p =
0,799, p-valor =0,001) vs. 16 LLA-T (NA).
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Figura 13. Comparacion de la expresion génica de AL133346.1/CCN2 entre los distintos
grupos de pacientes pediatricos con LLA-B con diferentes cariotipos o alteraciones cro-
mosoémicas de nuestro microarray (A) o del proyecto TARGET de TCGA (B). Los box-
plots estan coloreados dependiendo del subtipo de LLA-B.

3.2.4 Expresion de AL133346.1/CCN2 correlacionada
en LLA-B

Los ARNInc pueden regular los niveles de ARNm a través de distintos
mecanismos estableciendo un posible patron de correlacion de expresion génica
entre el ARNInc y sus ARNm asociados (Y. Zhang et al., 2016). En el anterior
estudio, se demostré una correlacion positiva significativa entre los niveles de
ARN de AL133346.1 y CCN2 tanto en nuestra cohorte como en tres distintos
microarrays de otros estudios sobre LLA-B pediatrica (Cuadros et al., 2019).
Con el fin de confirmar esta correlacion, se obtuvieron los coeficientes de corre-
lacion de Spearman de los niveles de expresion de AL133346.1 y CCN2 de los
datos procedentes del proyecto TARGET y de la CCLE. En cuanto a las muestras
de pacientes, se obtuvo una correlacion positiva significativa en aquellos con
LLA-B (N =120, p = 0,717, p-valor < 0,0001), mientras que en el caso de LLA-
T el resultado no fue estadisticamente significativo (N = 200, o = 0,099, p-valor
=0,163) debido a la expresion practicamente nula del ARNInc AL133346.1 [Fi-
gura 12A]. De manera similar, se obtuvo una correlacion positiva significativa
para las lineas celulares de LLA-B de la base de datos CCLE (N = 14, o = 0,799,
p-valor = 0,001) a diferencia de las lineas celulares de LLA-T (N = 16, p = NA,
p-valor = NA) que no expresan el ARNInc AL133346.1 [Figura 12B]. Asi pues,
estos resultados sugieren que la correlacion de la expresion génica de la pareja
AL133346.1/CCN?2 es especifica del subtipo celular B.
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3.2.5 Analisis in silico de los mecanismos de regula-
cion de AL133346.1/CCN2

Para evaluar si AL133346.1 podria estar involucrado en la regulacion de
otros genes, se estudiaron las correlaciones de la expresion génica de
AL133346.1 con la expresion del resto de PCG incluidos en nuestro microarray y
en los datos procedentes de TARGET de pacientes pediatricos con LLA-B. En
nuestro microarray, que incluia sondas para 1.906 PCG, la expresion de
AL133346.1 unicamente estaba correlacionada de manera significativa con la
expresion de CCN2 (p = 0,840, p-valor = 3,06 x 107'%). En los datos procedentes
de TARGET de tecnologia RNA-Seq, usando todos los PCG disponibles, 9.080
mostraron una correlacion estadisticamente significativa con la expresion de
AL133346.1, donde CCN?2 estaba entre los 100 primeros con mayor poder esta-
distico.

Con el fin de confirmar que la expresion de AL133346.1 produce un
efecto en la expresion proteica de CCN2, se decidi6 estudiar la correlacion de los
niveles de ARN y proteina de CCN2 en datos procedentes de las 27 muestras de
pacientes pediatricos con LLA-B del estudio de Yang et al (M. Yang et al.,
2019). Como resultado, la expresion de ARN y proteina de CCN2 se encontraban
correlacionadas significativamente de manera moderada (o = 0,518, p-valor =
0,001). De esta manera, este resultado sugiere que los cambios en la expresion
génica de AL133346.1 podrian tener un impacto en la expresion proteica de
CCN2.

Por tultimo, se decidi6 analizar el locus genomico donde se encuentran
los genes AL133346.1 y CCN2 para encontrar posibles promotores o zonas regu-
latorias cercanas que pudieran explicar los niveles de correlacion estudiados.
Ambos genes se encuentran en el cromosoma 6 (q23.2), en diferentes hebras
orientados cabeza-cabeza, superpuestos parcialmente y con sus TSS separados
por 2.770 pb. Segun la base de datos GeneHancer (Fishilevich et al., 2017), que
integra informacion de promotores y enhancers de otras fuentes, AL133346.1 y
CCN2 comparten dos de sus promotores/enhancers de alta puntuacion predichos:
GHO06J131946 y GH06J131976 [Figura 14]. Estos dos enhancers se clasifican
como enhancers de alta probabilidad, anotados como elite en la base de datos, y
muestran una fuerte asociacion potenciador-gen.
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Figura 14. Representacion esquematica de la localizacion gendémica de
AL133346.1/CCN?2 en el cromosoma 6. El cuadro con rayas discontinuas rojas representa
un aumento de zoom en el locus. Por motivos de optimizacion de la visualizacion, se
encuentran representados todos los exones de CCN2 (azul) y unicamente el primero de
ALI133346.1 (amarillo). Las regiones reguladoras GH06J131946 y GHO06J131976 se
encuentran representadas con cuadros rojos. Abreviaturas: mb: Megabases.

3.2.6 Altos niveles de expresidon de CCN2 asociados
con un mejor pronodstico en pacientes con LLA-B

Con el fin de determinar el valor prondstico que poseen la expresion de
AL133346.1 y CCN2, se realiz6 un analisis de supervivencia utilizando datos
clinicos de pacientes pediatricos con LLA-B y con LLA-T procedentes de la base
de datos TARGET. Las variables clinicas obtenidas fueron el sexo, la edad en el
momento del diagnostico, la afectacion del SNC, las translocaciones
t(12;21)[ETV6/RUNX1], t(1;19)[TCF3/PBX1] y t(9;22)[BCR/ABL1], el reorde-
namiento del gen MLL, las trisomias del cromosoma 4 y 10, y el nimero de cro-
mosomas o ploidia [Figura S1; Figura S2; Tabla S2].

En cuanto a las muestras del subtipo celular B, el analisis de Cox univa-
riable realizado para las covariables clinicas obtenidas mostr6 que el sexo mascu-
lino (p-valor = 0,030), la ploidia (Hipodiploidia: p-valor = 0,005; Hiperdiploidia
Parcial: p-valor = 0,033; Hiperdiploidia Alta: p-valor = 0,019) estaban significa-
tivamente asociados con una supervivencia global mas corta de los pacientes,
mientras que la presencia de la fusion génica TCF3-PBX1 (p-valor = 1,22 x 107)
se encontraba significativamente asociada a un mayor riesgo de muerte. Sin em-
bargo, la edad en el momento del diagnostico (p-valor = 0,186), la afectacion del
SNC (p-valor = 0,943), la presencia de la fusion génica ETV6-RUNXI (p-valor =
0,490), la fusion génica BCR-ABLI (p-valor = 0,689) y la trisomia de los cromo-
somas 4 y 10 (p-valor = 0,418), no fueron consideradas variables predictoras
significativas de la supervivencia de esta cohorte [Tabla 6]. Al dividir a los pa-
cientes por la mediana de expresion génica de 4L133346.1 y CCN2, los pacientes
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con mayor expresion de CCN2 estaban asociados con tiempos de supervivencia
globales mas largos (p-valor = 0,042; HR: 0,566; IC del 95%: 0,328-0,980),
mientras que no hubo asociacion estadisticamente significativa entre la expresion
de AL133346.1 y la supervivencia global (p-valor = 0,770) [Figura 15A].
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Figura 15. Curvas de supervivencia global Kaplan-Meier de los pacientes pediatricos con
LLA-B (A) y LLA-T (B) de acuerdo con la division de los grupos de expresion de los
genes AL133346.1 (izquierda) y CCN2 (derecha) en “Bajo” y “Alto”. Se muestran los p-
valores asociados a los analisis de supervivencia.

Todas las covariables clinicas con p-valor < 0,2 en el analisis de Cox
univariable, junto con la covariable relacionada con la expresion de CCN2, se
utilizaron para un analisis de Cox multivariable. La fusion génica TCF3-PBX1
fue la variable con mayor influencia en la supervivencia global de pacientes pe-
diatricos con LLA-B (p-valor = 0,003; HR: 7,589; IC del 95%: 1,914-30,085).
Ademas, este andlisis confirm6 que la alta expresion de CCN2 podria ser un fac-
tor pronodstico independiente asociado con una supervivencia global mas larga (p-
valor = 0,045; HR: 0,448; IC del 95%: 0,204-0,984) [Tabla 1].
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Tabla 6. Analisis Cox univariable y multivariable de las covariables clinicas de los pa-
cientes pediatricos con LLA-B derivados del proyecto TARGET de TCGA (N = 120).
Los valores NA aparecen debido a que las correspondientes covariables clinicas no fue-
ron incluidas en el Analisis Cox Multivariante. La covariable relacionada con los reorde-

namientos MLL no fue incluida debido a que no existian pacientes positivos.

Analisis Cox Univariable

Analisis Cox Multivariable

Cociente de Riesgo

Cociente de Riesgo

(95% 1C) p-valor (95% 1C) p-valor
Sexo (Hombre vs Mujer) 1,852 (1,062-3,228) 0,030 1,900 (0,908-3,973) 0,088
Edad al Diagnéstico (= 10 vs 1-9.9 aiios) 1,500 (0,823-2,733) 0,186 1,140 (0,510-2,550) 0,750
CNS (2-3vs 1) 1,024 (0,538-1,949) 0,943 NA NA
t(12;21): ETV6-RUNX1 (Positivo vs Negativo) 0,697 (0,250-1,944) 0,490 NA NA
t(1;19): TCF3-PBX1 (Positivo vs Negativo) 21,840 (6,968-68,480) 1,22 x 107 7,589 (1,914-30,085) 0,003
t(9;22): BCR-ABL1 (Positivo vs Negativo) 0,667 (0,092-4,834) 0,689 NA NA
Trisomias 4 y 10 (Positivo vs Negativo) 0,343 (0,192-1,986) 0.418 NA NA
Ploidia (Hipodiploidia vs Diploidia) 0,126 (0,030-0,531) 0,005 0,237 (0,030-1,881) 0,173
Ploidia (Hiperdiploidia Parcial vs Diploidia) 0,383 (0,158-0,926) 0,033 0,650 (0,252-1,679) 0,374
Ploidia (Hiperdiploidia Alta vs Diploidia) 0,346 (0,143-0,838) 0,019 0,386(0,148-1,006) 0,051
Expresién CCN2 (Alto vs Bajo) 0,566 (0,328-0,980) 0,042 0,448 (0,204-0,984) 0,045
Expresién AL133346.1 (Alto vs Bajo) 1,084 (0,632-1,859) 0,770 NA NA

Por tltimo, para estudiar si el nivel de expresion de CCN2 podria ser un

biomarcador pronostico especifico de LLA-B pediétrica, se realizo un andlisis de
supervivencia utilizando los datos clinicos de los pacientes con LLA-T. En este
caso, no hubo asociacion entre la expresion de AL133346.1 (p-valor = 0,390) y la
expresion de CCN2 (p-valor = 0,290) con la supervivencia global en pacientes
pediatricos con LLA-T [Figura 15B|, sugiriendo que estos genes afectan de ma-
nera especifica a la supervivencia de los pacientes con subtipo B.
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4. Discusion

Numerosos estudios han descubierto ARNInc asociados tanto al inicio
como al progreso de un amplio rango de enfermedades (Wapinski & Chang,
2011). Especificamente, en cancer existen ARNInc que pueden actuar como on-
cogenes o como supresores tumorales (Rinn & Chang, 2012). Por ejemplo, la
sobre-expresion de HOTAIR se ha relacionado con la metastasis del cancer de
mama (Gupta et al., 2010). A pesar del descubrimiento de miles de nuevos
ARNInc gracias a las técnicas de secuenciacion masiva, solo un pequefio porcen-
taje se encuentran relacionados con el pronostico y el diagnostico de enfermeda-
des. Por ello, la mejora de estas técnicas de deteccion se ha complementado con
el desarrollo de nuevos softwares que persiguen diagnosticar enfermedades a
partir de distintas fuentes de informacion, como la expresion similar de ARNInc,
las secuencias génicas o el fenotipo del paciente. Por ejemplo, la herramienta
bioinformatica LncDisease detecta asociaciones globales de ARNInc con enfer-
medades mediante la posible interaccion con miARN (J. Wang et al., 2016). En
relacion con los resultados presentados en este Capitulo 111, existen otros estudios
con metodologia basada en la co-expresion de ARNInc/ARNm, utilizada para
predecir la funcion de ARNInc y su posible asociacion con patologias (Liao et
al., 2011; L. Wang et al., 2014).

En comparacion con los ARNms, los ARNInc muestran niveles de expre-
sion génica mas bajos, poseen tiempos de vida medio mas cortos y presentan una
mayor especificidad celular (Clark et al., 2012). Ademas, los bajos niveles de
ARNInc detectados en analisis de secuenciacion de ARN-Seq pueden llegar a ser
10 veces menor que los obtenidos para los ARNm de PCG debido entre otras
razones, a la baja profundidad de secuenciacion o la seleccion especifica de
transcritos con poli-A (Y. Guo et al., 2015; Uszczynska-Ratajczak et al., 2018),
lo que dificulta la cuantificacion exacta de ARNInc. En nuestro estudio, se recu-
116 al LncPathTM Human Cancer Array para detectar de manera mas precisa los
ARNInc en comparacion con las tecnologias mencionadas de secuenciacion de
ARN-Seq.

En estudios previos, se ha demostrado que la expresion de los ARNInc en
LLA-B se encuentra asociada de manera especifica a las caracteristicas citogené-
ticas de los pacientes. Fernando et al. demostraron un perfil diferencial de expre-
sion de ARNInc en muestras de pacientes pediatricos con LLA-B asociados a las
fusiones génicas ETV6-RUNXI, TCF3-PBX1 y MLL-AF4 (Fernando et al., 2015).
En nuestro estudio, el analisis comparativo de los niveles de expresion de
ARNInc del microarray permitié discriminar y agrupar las muestras de los pa-
cientes pediatricos con LLA-B y las muestras de médula 6sea sanas de manera
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separada. Sin embargo, se debe tener en cuenta que la cohorte pediatrica analiza-
da no tenia presente ningtin otro tipo de translocacion diferente a la que produce
el gen de fusion ETV6-RUNXI, por lo que el perfil de ARNInc obtenido en com-
paracion con las muestras sanas es especifico de esta translocacion. Dado el rele-
vante papel regulatorio que poseen los ARNInc en procesos de diferenciacion y
carcinogénesis, el andlisis de rutas biologicas enriquecidas en los pacientes pe-
diatricos con LLA-B mostrd un patréon global relacionado con la oncogénesis.

Un hallazgo relevante de este Capitulo III es la propuesta de la expresion
del ARNInc AL133346.1 como un potencial biomarcador diagndstico de la LLA-
B pediatrica, tanto para distinguir de pacientes sanos como de pacientes pediatri-
cos con LLA-T. AL133346.1, previamente conocido como RPI7-6918.3, es un
ARNInc que habia sido descubierto regulado a la baja en leiomiomas uterinos
(Chuang et al., 2022). En el analisis de este Capitulo III, el ARNInc se encontra-
ba sobre-expresado significativamente en el subtipo celular B en comparacion
con las muestras de médula dsea sanas y los pacientes pediatricos con LLA-T
procedentes del proyecto TARGET. Ademas, esta sobre-expresion especifica
también se pudo obtener en su PCG asociado CCN2. Sin embargo, ya existian
estudios previos que demuestran que la sobre-expresion de CCN2 es exclusiva
del subtipo celular pre-B (Boag et al., 2007).

En cuanto a los mecanismos de regulacion de los ARNInc, si bien la ex-
presion génica de éste y su gen codificador de proteina vecino pueden estar co-
rrelacionadas, el ARNInc puede no estar implicado directamente en la regulacion
del segundo. Diversos estudios han demostrado que la funcion reguladora de
ciertos genes de ARNInc puede no residir en el producto de ARN generado a
partir de este sino en los elementos reguladores contenidos dentro del gen del
ARNInc. Por ejemplo, se pensaba inicialmente que el ARNInc Lockd, ubicado de
manera cercana a Cdknlb, modulaba la expresion del PCG en cis en lineas celu-
lares eritroides de raton. Sin embargo, experimentos posteriores demostraron que
la expresion del ARNInc Lockd era probablemente un subproducto transcripcio-
nal que no modulaba la expresion de Cdknbl. Los autores concluyeron que la
actividad biologica del locus genémico de ambos genes residia en un elemento
enhancer cercano (Paralkar et al., 2016). Por ello, aunque los niveles de expre-
sion de AL133346.1 y su PCG asociado CCN2 se correlacionen, es necesario
confirmar mediante experimentos in vitro adicionales su posible relacion funcio-
nal. Asi pues, cabe la posibilidad de que un factor de transcripciéon comun pueda
modular la expresion tanto del ARNInc como del gen codificador de proteina
vecino a través de su interaccion con estos elementos reguladores, generando asi
un nivel transcripcional correlacionado de ambos genes (Kopp & Mendell, 2018;
Paralkar et al., 2016). Para evaluar si este fendmeno puede explicar la co-
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expresion de AL133346.1 y CCN2, se estudio la ubicacion gendomica de ambos
genes y se realizo una busqueda de promotores cercanos y regiones regulatorias
proximas. Los resultados de correlacion positiva de genes comentados en la ante-
rior seccion LLA-B y las regiones reguladoras encontradas apuntan a la posibili-
dad de que el gen codificador de proteina CCN2 y su ARNInc antisentido
AL133346.1 se expresen de manera especifica en el tejido cuando su Jocus se
encuentra activo transcripcionalmente. De manera global, segin nuestros resulta-
dos, se proponen dos hip6tesis mecanisticas principales no excluyentes que apo-
yarian este modelo: 1) AL733346.1 regula la expresion de CCN2 en cis; 0 2)
AL133346.1 y CCN2 son modulados especificamente en LLA-B por los mismos
elementos reguladores.

Para evaluar el valor prondstico que podria poseer la pareja
AL133346.1/CCN2 descubierta en el analisis de expresion, se utilizaron datos
clinicos del proyecto TARGET debido a que los pacientes sanos disponibles en
nuestro estudio no generaban subgrupos lo suficientemente amplios en el analisis
de supervivencia para obtener resultados significativos. Las curvas de supervi-
vencia Kaplan-Meier mostraron de manera especifica para las muestras pediatri-
cas con LLA-B que el gen CCN2 influye de manera significativa en la supervi-
vencia global del paciente. Sin embargo, no ocurrié de la misma manera para el
ARNInc AL133346.1, posiblemente debido a la baja sensibilidad que las técnicas
de RNA-Seq suelen ofrecer para la deteccion de este tipo de ARN. Ademas, la
correlacion positiva de AL133346.1/CCN2 obtenida para la cohorte de TARGET
(p = 0,717) fue menor que la del microarray (o = 0,840), por lo que puede pro-
vocar que la separacion de los grupos en el analisis de supervivencia segun la
expresion del ARNInc y del ARNm no sea la misma. Ademas, se debe tener en
cuenta que dos de los parametros clinicos mas fiables para determinar la agresi-
vidad, las translocaciones t(12;21)[ETV6/RUNX1] y t(1;19)[TCF3/PBX1] (Kang
et al., 2010) no se distribuyeron homogéneamente en los subgrupos analizados.
Los subgrupos de expresion "Alto" de AL133346.1 y CCN2 incluian el 90% y el
100% de las muestras positivas para t(12; 21)[ETV6-RUNX1], mientras que
poseian el 29% y el 0% de los casos positivos para la t(1;19)[TCF3/PBX1], res-
pectivamente. Aun asi, segin el andlisis Cox multivariable, la expresion de
CCN2 fue considerada como un factor pronostico independiente de la cohorte
analizada.

CCN2 (del inglés, “Cellular Communication Network Factor 2”), tam-
bién conocido como CTFG (del inglés, “Connective Tissue Growth Factor™),
pertenece a la familia de proteinas de la red de comunicacion celular CCN
(Hashiguchi et al., 2022). Esta familia de proteinas asociadas a la matriz extrace-
lular se caracteriza por tener cuatro dominios conservados ricos en cisteina, los
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cuales interactian con distintos receptores de superficie de la matriz estructural,
proteasas y factores de crecimiento (Perbal, 2013). CCN2 es una proteina multi-
funcional implicada en diversos procesos fisiologicos, tales como la angiogéne-
sis, el desarrollo tumoral, las enfermedades fibrosas y la cicatrizacion de heridas
(Kubota & Takigawa, 2015). Especificamente, esta proteina se encuentra alta-
mente expresada en células endoteliales ya que su principal funcion es promover
la angiogénesis (Ivkovic et al., 2003). Asi, en cancer de prostata y de mama, las
células tumorales secretan CCN2 para promover la migracion de las células en-
doteliales e inducir la angiogénesis tumoral (Shimo et al., 2001; F. Yang et al.,
2005). En el contexto de las neoplasias hematopoyéticas, la familia CCN juega
un papel relevante en la diferenciacion de las HSC y las células madre mesen-
quimales (Lenz et al., 2008). Se ha demostrado que la expresion de CCN2 de las
células estromales desempefia un papel crucial en el mantenimiento y la supervi-
vencia a largo plazo de las HSC, asi como en la generacion de células mieloides
y células B (Leguit et al., 2021). El valor pronéstico de la familia CCN de protei-
nas varia en las diferentes neoplasias hematologicas (Wells et al., 2015). Asi,
apoyando los resultados obtenidos en este Capitulo III, varios estudios correla-
cionaron significativamente la expresion de CCN2 con una mayor supervivencia
global en el linfoma tratado con quimioterapia (Lenz et al., 2008; Rimsza et al.,
2008). Sin embargo, en este contexto terapéutico, se necesitan estudios especifi-
cos adicionales en LLA-B pediatrica para determinar si los niveles de expresion
de CCN?2 podrian influir en el resultado del tratamiento del paciente.
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CAPITULO IV: Implicacion de ARID2
en LLA

El Capitulo IV describe los resultados obtenidos relacionados con el Ob-
jetivo 2.1, basado en el andlisis de las alteraciones genéticas de las subunidades
del complejo SWI/SNF en céncer. Especificamente, se estudié en mayor profun-
didad la subunidad ARID2 y su posible papel funcional en la LLA-B a través del
analisis de datos 6micos disponibles en bases de datos y de diferentes validacio-
nes experimentales realizadas en el laboratorio.

4.1 Antecedentes

4.1.1 Funciones y alteraciones del complejo SWI/SNF
en la hematopoyesis

La funcién del complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF es esen-
cial para la regulacion de los distintos procesos de diferenciacion y mantenimien-
to de las HSC (Tu & Zheng, 2022; Z. Wang et al., 2021). Cada vez son mas fre-
cuentes los estudios que definen de manera especifica como se encuentran invo-
lucradas las subunidades del complejo SWI/SNF en la homeostasis de los proce-
sos hematoldgicos, produciendo asi los cambios necesarios en el transcriptoma
para controlar de manera especifica los patrones de expresion génica de las célu-
las hematopoyéticas en sus distintos estadios de diferenciacion (Andrades et al.,
2023).

Distintas publicaciones recientes han sefialado las funciones esenciales
de varias subunidades del complejo SWI/SNF, como ARID1A, PBRM1, ARID2
y SMARCA2, en relacion con el mantenimiento de las HSC (Bluemn et al.,
2021; Han et al., 2019; Lee et al., 2016; Naidu et al., 2022). Por otro lado, de
manera mas especifica, existen otras subunidades que se encuentran implicadas
en tipos celulares concretos, tales como ARID1A y SMARCAA4 en la diferencia-
cion linfoide y mieloide (Astori et al., 2020; Gebuhr et al., 2003), ARIDIB y
SMARCAA4 en la eritropoyesis (Azad et al., 2022) o SMARCD?2 en la granulopo-
yesis (Priam et al., 2017). Las alteraciones genéticas descritas hasta la fecha en
las subunidades implicadas en estos procesos hematologicos pueden conducir al
inicio o a la progresion de un amplio abanico de neoplasias hematoldgicas. En
general, los genes de las subunidades afectadas son considerados supresores tu-
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morales dado que las alteraciones producidas generan una pérdida de funcion del
complejo remodelador de cromatina y, en consecuencia, el inicio de la enferme-
dad. Sin embargo, para el mismo gen, existen casos donde una ganancia de fun-
cion o su amplificacion conduce a una aceleracion de la patologia, considerando-
se asi oncogenes (Andrades et al., 2023).

Por ultimo, es importante destacar que las alteraciones genéticas de las
distintas subunidades del complejo SWI/SNF en una misma neoplasia hematolo-
gica pueden tener efectos funcionales completamente distintos. Esto se debe a
que los complejos SWI/SNF residuales generados tras las alteraciones podrian
manifestar diferentes actividades biologicas (Bluemn et al., 2021). Por ejemplo,
la proteina de fusion oncogénica KMT2A-MLLT1 forma conjuntos anomalos de
subunidades del complejo SWI/SNF denominados EBAFb (del inglés, "ENL-
associated BAF-containing BAF250b"). Los subconjuntos EBAFD, que contienen
la subunidad catalitica SMARCAA4, activan de manera especifica la transcripcion
de genes que se expresan de manera aberrante en la leucemia de linaje mixto (Nie
et al., 2003).

4.1.2 El papel de ARID2 en la hematopoyesis.

Actualmente, pocos estudios se han centrado en la regulacion funcional
que ejercen los complejos PBAF, que contienen la subunidad ARID2, sobre el
programa transcripcional del proceso de la hematopoyesis. Recientemente, se ha
descubierto el rol funcional que posee en la limitacion de la expansion de las
células T CD8+ en el contexto tumoral y en infecciones cronicas virales (Kharel
et al., 2023). En anteriores estudios, ARID2 ha sido considerado como un gen
supresor tumoral de la metastasis de hepatocarcinoma y en melanoma (Carcamo
et al., 2022; Loesch et al., 2020), aunque su implicacién no ha sido analizada en
profundidad en el contexto de las enfermedades hematologicas. Existen algunos
estudios enfocados en dilucidar el papel de ARID2 en el proceso de hematopoye-
sis a través de su delecion o inhibicién en organismos modelo. Hasta ahora, los
resultados fenotipicos de estos experimentos apuntan a una anemia leve durante
la hematopoyesis, una disminucion de la capacidad de diferenciacion de las célu-
las progenitoras hematopoyéticas hacia la linea linfoide y una aceleracion de la
leucemogénesis en modelos de LMA con translocacion MLL-AF9 (Bluemn et
al., 2021; L. Liu et al., 2018).

Las alteraciones genéticas recurrentes en las subunidades del complejo
SWI/SNF no solo subrayan la relevancia bioldgica de estos sistemas remodelado-
res de la cromatina en las neoplasias hematologicas, sino también su potencial
clinico. Algunos estudios indican que las alteraciones en el complejo SWI/SNF
generan resistencia a agentes antineoplasicos utilizados en el tratamiento de estas
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enfermedades (Andrades et al., 2023). Asi pues, la modulacién de la funcionali-
dad de los genes alterados del complejo podria ayudar a incrementar la sensibili-
dad a agentes quimioterapéuticos con el fin de mejorar el pronostico de los pa-
cientes. Dada la relevancia funcional del complejo PBAF en el control de la ex-
presion génica, es importante caracterizar el rol bioldgico que ejerce ARID2 en el
contexto de la leucemia con el fin de encontrar nuevas dianas terapéuticas en esta
enfermedad.
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4.2 Resultados

4.2.1 Valor pronoéstico de ARID2 en pacientes pedia-
tricos con LLA-B

Inicialmente, con el fin de analizar qué subunidad del complejo
SWI/SNF podria estar influyendo de manera independiente en la supervivencia
de los pacientes, se decidi6 estudiar el valor prondstico de las cinco subunidades
mas recurrentemente alteradas en cancer (ARID1A, ARID1B, ARID2, SMAR-
CA4 y PBRM1) (Centore et al., 2020) en LLA-B. Utilizando los datos de expre-
sion y los datos clinicos de la misma cohorte de pacientes pediatricos con LLA-B
y LLA-T del Capitulo III, se realizé un analisis de Cox univariable y multivaria-
ble de las covariables clinicas disponibles. Ademas, también se afiadieron al es-
tudio aquellas relacionadas con la expresion génica de las subunidades del com-
plejo SWI/SNF mencionadas anteriormente dicotomizadas en dos grupos, “Bajo”
y “Alto”, segtin el valor de la mediana de expresion.

De acuerdo con el analisis Cox univariable, ademas de las covariables
clinicas ya analizadas en el Capitulo III, inicamente la expresion génica de las
subunidades ARIDI1A, ARID2 y SMARCA4 influyeron de manera estadisticamen-
te significativa en la supervivencia de los pacientes. Los pacientes con mayor
expresion de ARIDIA (p-valor = 0,027; CR: 0,1,870; IC del 95%: 1,073-3,261) y
SMARCA4 (p-valor = 0,012; CR: 2,039; IC del 95%: 1,168-3,560) estaban signi-
ficativamente asociados con una supervivencia menor, mientras que una mayor
expresion génica de ARID?2 se encontraba asociada con tiempos de supervivencia
globales mas largos (p-valor = 0,006; CR: 0,457; IC del 95%: 0,262-0,799) |Fi-
gura 16B; Tabla S3]. Tras realizar el andlisis Cox multivariable con las covaria-
bles clinicas que presentaban un p-valor < 0,2 en el anélisis univariable, tinica-
mente la presencia de la fusion génica TCF3-PBX1 resulto estar asociada signifi-
cativamente con un mayor riesgo de muerte (p-valor = 6,85 x 10*#; CR: 9,401; IC
del 95%: 2,579-34,274). Aun cuando ninguna de las covariables relacionadas con
la expresion de las subunidades seleccionadas mostrd resultados significativos
mediante el analisis Cox multivariable, la subunidad ARID2 fue la que mantuvo
una significancia superior entre dichas subunidades (p-valor = 0,180; CR: 0,600;
IC del 95%: 0,284-1,267) [Figura 16A; Tabla S3].

A diferencia de lo observado para la LLA-B, en el caso de la LLA-T no
se encontrdé ninguna asociacion entre la expresion de ARID2 y la supervivencia
del paciente (p-valor = 0,85) [Figura 16B], razon por la cual se decidié excluir
este subtipo tumoral en los consiguientes estudios que se realizaron en modelos
celulares in vitro. Dada la importancia funcional de ARID2 en la formacion de
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los complejos remodeladores de la cromatina PBAF, el bajo nivel de conocimien-
to de su implicacion en LLA-B, y su mayor significancia en el analisis Cox mul-
tivariable, se decidi6 analizar el papel de esta subunidad en el contexto tumoral
de la LLA-B.
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Figura 16. (A) Diagrama de Forest de las covariables clinicas seleccionadas en el analisis
de Cox univariable (p-valor < 0,2). Se representa el cociente de riesgo (CR) para cada
covariable con su intervalo de confianza (IC) al 95%, junto al p-valor del analisis de Cox
multivariable. La linea vertical punteada negra representa el valor de referencia 1 (sin
riesgo de evento). (B) Curvas de supervivencia global Kaplan-Meier de los pacientes
pediatricos con LLA-B (N = 120) (izquierda) y LLA-T (N = 200) (derecha) de acuerdo
con la division de los grupos de expresion de los genes ARID2 en “Bajo” y “Alto”. Se
muestran los p-valores asociados a los analisis de supervivencia.
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4.2.2 Niveles de expresién génica de ARID2 en lineas
celulares de LLA pediatricas

Tras analizar los niveles de expresion de ARID2 en pacientes con LLA
pediatricos, se descargaron y analizaron los datos de expresion génica de todas
las lineas celulares de LLA disponibles procedentes de la base de datos Depmap
en formato TPM [Figura 17]. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas en la expresion de ARID? entre las lineas celulares de LLA de célu-
las B y las de células T (p-valor = 0,582) [Figura 18A]. Alternativamente, tras
analizar los datos segun la edad del paciente del cual se obtuvo la linea celular de
LLA, se determiné que la expresion de ARID?2 fue significativamente superior en
las lineas de LLA pediatricas en comparacion con las adultas (p-valor = 7,2 x 10
3) [Figura 18B]. De la misma manera, cuando este analisis se realizé indepen-
dientemente segun el subtipo celular, la diferencia significativa se mantuvo para
las lineas celulares pediatricas de células B (p-valor = 5,2 x 107). No se pudo
realizar una comparacion robusta segun la edad con las lineas celulares de LLA-
T dado que solo existian dos catalogadas como adultas.

. Leucemia Linfoblastica Aguda de Células B . Leucemia Linfoblastica Aguda de Células T
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Figura 17. Perfil de distribucion de los valores de expresion génica de ARID?2 (logo(TPM
+ 1)) de las lineas celulares LLA-B (N = 24) (izquierda) y LLA-T (N = 14) (derecha)
disponibles en la base de datos Depmap. Las barras estan coloreadas dependiendo de la
edad asociada a la linea celular.
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Figura 18. Comparacion de la expresion génica de ARID2 (logo(TPM + 1)) de las lineas
celulares LLA disponibles en la base de datos Depmap segun la edad, pediatrica y adulta.
(A) Valores correspondientes a las lineas celulares de LLA de subtipo B y T. (B) Valores
correspondientes a las lineas celulares inicamente de subtipo B.

Existiendo diferencias significativas en la expresion de ARI/D2 segun la
edad de la linea celular, se decidi6 utilizar las lineas celulares de LLA-B adulta
RS4;11 y pediatrica SUP-B15 disponibles en el laboratorio para explorar los
efectos fenotipicos de la modificacién de la expresion de esta subunidad en el
contexto tumoral de la leucemia.

4.2.3 Optimizacion del silenciamiento génico de
ARID2 en lineas celulares de LLA-B

Para analizar si el cambio de expresion de ARID?2 posee un efecto fenoti-
pico celular, se procedio a realizar su silenciamiento con el uso de tecnologia de
ARN:si en las lineas celulares de LLA-B RS4;11 y SUP-B15. En primer lugar, se
llevo a cabo una optimizacion de la concentracion de ARNsi de ARID2 (10 nM,
30 nM, 60 nM) y el tiempo de postransfeccion (24 horas, 48 horas, 72 horas)
necesario para conseguir la mayor inhibicion posible de su expresion proteica
monitorizada mediante Western blot.

En el caso de la linea celular LLA-B adulta RS4;11, se obtuvieron nive-
les altos de silenciamiento de ARID2 transcurridas 72 horas tras la transfeccion,
alcanzandose un 92% de reduccion de la expresion con una concentracion de 10
nM del ARNsi [Figura 19A]. Para la linea celular pediatrica SUP-B15, aunque el
silenciamiento no fue tan efectivo como en RS4;11, se llego6 a reducir un 66% la
expresion proteica de ARID2 con 60 nM del ARNSsi 72 horas tras la transfeccion.
Sin embargo, dado que a las 48 horas se conseguia un porcentaje de inhibicion
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ligeramente inferior del 60% usando la mitad de concentracion del ARNGi, se
decidio utilizar estas condiciones para los analisis posteriores [Figura 19B].
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Figura 19. Imégenes obtenidas por Western blot de la expresion proteica de ARID2 en
las lineas celulares de LLA-B RS4;11 (A) y SUP-B15 (B) tratadas con distintas dosis de
ARNSi (10, 30, 60 nM) de ARID2 en tres dias distintos tras la transfeccion (24, 48, 72
horas). Se representan numéricamente las medidas de cuantificacion por densitometria
normalizadas respecto al gen de referencia o-tubulina y respecto a la condicion negativa
“scramble” (SCR).
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4.2.4 El silenciamiento de ARID2 disminuye la viabili-
dad y proliferacion celular

Para cuantificar la viabilidad celular de las células transfectadas RS4;11
(10 nM, 72 horas) y SUP-B15 (30 nM, 48 horas) con SCR y siARID2, se utilizd
el ensayo de resazurina.

En el caso de la linea celular de LLA-B adulta RS4;11 tratada con
siARID2, no se evidenci6 ningin cambio en la viabilidad celular durante los tres
primeros dias tras la transfeccion en comparacion con la condicion control SCR
(p-valor = 0,495). En cambio, se obtuvo una media de disminucién de viabilidad
significativa del 25% en el dia 5 (p-valor = 0,044) [Figura 20A].
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Figura 20. Ensayos de proliferacion realizados con resazurina para las lineas celulares
RS4;11 (N =3) (A) y SUP-B15 (N = 2) (B) con las condiciones optimizadas de transfec-
cion: [10 nM, 72 horas] y [30 nM, 48 horas], respectivamente. A la izquierda, se muestra
la evolucion de la proliferacion a dias 3 y 5, normalizando con dia 0. A la derecha, el
diagrama de barras muestra la viabilidad celular de la condicion siARID2 respecto al dia
0y a la condicion negativa “scramble” (SCR).
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Aunque la linea celular de LLA-B pediatrica SUP-B15 tratada mostro
una misma tendencia en la disminucion de su viabilidad celular, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas para los dias 3 (p-valor = 0,229) y 5
(p-valor = 0,313). A pesar de esto, la media de la reduccion de la viabilidad ob-
servada en ambos dias fue del 40% y 30%, respectivamente. [Figura 20B].

En base a los resultados en el ensayo de viabilidad, para saber si el silen-
ciamiento de ARID2 estaba afectando a la tasa de proliferacion celular o a la
muerte celular, se realizé un ensayo de proliferacion con el kit CellTrace™ Vio-
let mediante citometria de flujo con la linea celular de LLA-B adulta con los
mismos puntos de medida a dia 3 y dia 5. En este ensayo, el desplazamiento de la
curva hacia la izquierda, representando una menor intensidad de fluorescencia
detectada, indica una mayor proliferacion celular. Asi, se pudo visualizar la dis-
minucion de la intensidad de fluorescencia del colorante con el paso del tiempo,
obteniéndose una mayor diferencia de bajada de la sefial a dia 5 con el SCR. En
este punto temporal, la menor tasa de proliferacion de la linea celular tratada con
siARID2 concuerda con el resultado obtenido en el ensayo de viabilidad, donde
tampoco existen diferencias a dia 3 [Figura 21].
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Figura 21. Citometria de flujo de la linea celular de LLA-B adulta RS4;11 marcada con

el tinte CellTrace™ Violet. Se muestra la evolucion de la intensidad de fluorescencia de
la condicidn negativa “scramble” (SCR) y la tratada con siARID2.
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Realizando una normalizacion de cada condicion siARID2 con el SCR en
cada uno de los puntos temporales, a dia 3 la disminucion de la proliferacion
inapreciable visualmente fue del 7,05%, mientras que a dia 5 llegd hasta un
21,33%. Sin embargo, se debe tener en cuenta que los resultados hacen referencia
a un Unico experimento, por lo que en el futuro debe confirmarse con un mayor
numero de réplicas bioldgicas para confirmar el resultado [Figura 22].
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Figura 22. Proliferacion celular relativa de RS4;11 tratada con siARID2 en comparacion
con la condicion negativa “scramble” (SCR).

4.2.5 Menor expresion génica de ARID2 en pacientes
pediatricos sanos.

Durante los experimentos in vitro explicados en las anteriores secciones,
nuevos datos transcriptomicos de ARN-Seq de pacientes sanos del proyecto
TARGET-AML fueron incorporados al portal GDC. Sabiendo que las muestras
relativas a estos datos no eran pareadas de pacientes con LMA, se consideraron
controles sanos para comparar con los datos transcriptomicos de pacientes con
LLA-B y con LLA-T pediatricos de nuestro estudio. Asi, se compararon los datos
de expresion génica de las subunidades ARID1A, ARID1B, ARID2, SMARCA4
y PBRMI1 en formato logo(CPM + 1) de todos estos pacientes con la cohorte de
TARGET-LLA estudiada para conocer como varian los niveles en el contexto
tumoral.

De acuerdo con la comparativa realizada, se obtuvo una mayor expresion
estadisticamente significativa de los pacientes con LLA-B pediatricos en compa-
racion con las muestras sanas en todas las subunidades. En este caso, la mayor
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sobre-expresion se obtuvo para la subunidad SMARCA4 (p-valor = 1,55 x 10°%).
De esta manera, se pudo confirmar que existia una expresion génica aberrante de
ARID?2 en pacientes LLA-B pediatricos en comparaciéon con pacientes sanos (p-
valor = 1,82 x 10). Sin embargo, realizando la comparacion con los pacientes
con LLA-T pediatricos, ninguna de las subunidades estudiada se encontraba dife-
rencialmente expresada de manera significativa [Figura 23].
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Figura 23. Comparacion de la expresion génica de ARID2 ((log2(CPM + 1)) entre las
muestras de LLA-B (N = 120), LLA-T (N = 200) y Sanos (N = 50) derivadas de los pa-
cientes pediatricos del proyecto TARGET(A). Se muestran los p-valores correspondien-
tesa LLA-B vs LLA-T y LLA-B vs Sanos.
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4.3 Discusion

A pesar de categorizar los genes en dos grupos opuestos segun su papel
en el desarrollo tumoral, oncogenes y genes supresores tumorales, actualmente se
ha demostrado que algunos de ellos pueden exhibir ambas funciones en distintos
contextos celulares (L.-H. Wang et al., 2018). El papel dual que pueden ejercer
estos genes se encuentra justificado tanto por la compleja red de sefializacion y
los diferentes niveles de regulacién que coexisten a nivel intracelular, como por
el perfil genético especifico de cada tipo celular (Lou et al., 2014). Se ha obser-
vado que la ruta de sefializacién de Notch, que posee un papel crucial en la regu-
lacion de la diferenciacion y determinacion celular del sistema hematopoyético,
puede actuar como supresora tumoral en algunas neoplasias hematologicas de la
linea mieloide, mientras que se ha caracterizado en varios estudios su implicacion
oncogénica en enfermedades relacionadas con la linea linfoide (Grabher et al.,
2006; Lobry et al., 2013). La fosfatasa PTEN se encuentra delecionada frecuen-
temente en la LLA-T asociandose con la renovacion de las células madre leucé-
micas, mientras que su pérdida de funcion en la LLA-B inhibe la proliferacion
celular (Martelli et al., 2019; Shojaee et al., 2010). De esta manera, al contrario
que en la LLA-B, la alta expresion de PTEN es un factor pronoéstico favorable en
los pacientes con LLA-T (Datta et al., 2020). Asi pues, se debe tener en cuenta
que una terapia génica dirigida a un gen especifico con esta caracteristica dual
puede ser efectiva para determinadas lineas celulares tumorales, pero podria
promover la supervivencia en otros tipos celulares.

Algunas subunidades del complejo SWI/SNF han sido descritas en la bi-
bliografia por su papel dual como supresor tumoral y como factores implicados
en el mantenimiento de tumores. En el caso de ARIDIA, conocido por ser un gen
supresor de tumores, se ha observado que su papel en la oncogénesis depende del
contexto tisular (Otto & Kadoch, 2017). Por ejemplo, la expresion de ARIDIA es
crucial para el inicio del hepatocarcinoma celular, pero su pérdida en homocigo-
sis o heterocigosis en tumores avanzados acelera su progresion (Sun et al., 2017).
De igual manera, se ha descrito que SMARCA4 actia como supresor tumoral en
diversos tipos de cancer, tales como en cancer de pulmén (Fillmore et al., 2015)
o en cancer de ovario (Witkowski et al., 2014). En cambio, se ha observado que
esta involucrado en la regulacion de rutas que promueven la oncogénesis en otros
tipos de cancer, por ejemplo, en cancer de prostata (Giles et al., 2021). Especifi-
camente en las enfermedades hematolodgicas, por ejemplo, se ha observado que
BCL11B puede actuar como supresor tumoral en LMC, dado que su haploinsufi-
ciencia junto a la presencia del gen de fusion en BCR-ABL contribuyen al desa-
rrollo de la enfermedad (Nagamachi et al., 2009). Sin embargo, en las leucemias
agudas de linaje ambiguo, BCL11B se encuentra activado de manera aberrante en
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las HSC, produciendo un bloqueo de la diferenciacion mieloide y activando
inadecuadamente los genes implicados en la diferenciacion del linaje celular T
(Montefiori et al., 2021). Por otra parte, en otras neoplasias, es necesaria la fun-
cion fisiologica de la subunidad para mantener el desarrollo tumoral. En el caso
de BCL114, se ha observado que su pérdida de funcion en el linfoma de células
T/Natural Killer reduce la proliferacion de las células tumorales (Shi et al.,
2020). Por tanto, la implicacion del complejo SWI/SNF en el desarrollo tumoral
es heterogénea dependiendo del contexto tisular en el que se encuentre, asi como
de la accesibilidad caracteristica de la cromatina en cada tipo celular (Corces et
al., 2018).

De acuerdo con el ultimo estudio 6mico realizado sobre una de las mayo-
res cohortes de pacientes pedidtricos con LLA (N = 2.754), se propuso a ARID?
como posible candidato gen conductor en LLA-B. ARIDZ2 se encontraba alterado
genéticamente en al menos un 2,5% de los pacientes pediatricos con LLA-B (Nt
= 1.428) (Brady et al., 2022), mientras que en estudios pasados se detectd6 mutado
en aproximadamente el 5% de los pacientes de una cohorte mas pequefia (Nt =
218) (X. Ma et al., 2018). En los resultados presentado en este Capitulo IV rela-
cionados con los pacientes con LLA-B pediatricos procedentes del proyecto
TARGET, los niveles d¢ ARNm de ARID2 se encontraban sobre-expresados de
manera significativa en comparacion con las muestras de médula 6sea sanas dis-
ponibles. No obstante, segin los datos disponibles sobre mutaciones en esta
cohorte en el portal GDC, no existia ninguna mutacion en ARID2 que pudiera
correlacionarse con la expresion observada. Por ello, en este Capitulo IV, no se
ha podido demostrar la causa genética que incrementa de manera aberrante la
expresion de ARID2 en muestras de LLA-B pediatricas. Aunque ARI/D2 puede
ser considerado supresor tumoral en otras enfermedades, los resultados sefialan
que en la LLA-B pediatrica podria tener un rol diferente como ocurre de manera
similar con otras subunidades del complejo SWI/SNF.

Después del comienzo de esta investigacion, Bluem et al. propusieron
que la pérdida de ARID?2 potenciaba el desarrollo tumoral en los estadios iniciales
en modelos de LMA in vivo, aunque su funcionalidad es necesaria para el mante-
nimiento de esta neoplasia. De esta manera, en los primeros estadios ARID?2 es
considerado un posible supresor tumoral, mientras que, una vez desarrollada la
leucemia, es considerado oncogen para el progreso tumorogénico (Bluemn et al.,
2022). Los resultados obtenidos en este Capitulo IV para la subunidad ARID2 en
LLA-B parecen apoyar la hipotesis de Bluem et al. en LMA con respecto al posi-
ble rol dual de ARID2 en tumorigénesis. Si bien la sobreexpresion de ARID2
podria estar correlacionada con una mayor supervivencia global de los pacientes,
lo que sugeriria un papel supresor tumoral, al mismo tiempo se encuentra sobre-
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expresado en LLA-B en comparacién con muestras sanas. Ademads, los ensayos
in vitro parecen sugerir un rol oncogénico ya que su silenciamiento disminuye la
viabilidad y proliferacion celulares. Sin embargo, la expresion de ninguna de las
subunidades del complejo SWI/SNF propuestas influyd de manera significativa
en el riesgo de muerte seglin el analisis Cox multivariable para considerarse fac-
tor pronostico independiente en la LLA-B pediatrica. Una limitacion de este es-
tudio es la falta de la correlacion de la expresion de estas subunidades con la
supervivencia libre de enfermedad, ya que esta podria estar asociada con una
mejor o peor respuesta al tratamiento. Por ejemplo, se ha demostrado que una
baja expresion de MN1 se encuentra asociada a una mejor respuesta al tratamien-
to en pacientes mayores con LMA con caracteristicas citogenéticas normales
(Schwind et al., 2011).

Por otra parte, no existen modelos in vitro que caractericen la importan-
cia de ARID?2 en el contexto de la LLA-B. En los resultados presentados, relacio-
nados con la inhibicion transitoria de ARID2 en las lineas celulares de LLA-B de
RS4;11 y SUP-B15, se ha demostrado por primera vez la posible implicacion de
esta subunidad en la regulacion de la proliferacion celular de la linea linfoide de
células B. Aunque se requiere un mayor nimero de réplicas bioldgicas para co-
rroborar la disminucién de viabilidad celular observada, los resultados apuntan a
que una bajada de la expresion de ARID2 en LLA-B podria afectar a la prolifera-
cion de las células leucémicas. Segin los resultados obtenidos en los ensayos de
viabilidad, donde la linea celular de LLA-B pediatrica SUP-B15 present6 la ma-
yor reduccion, posiblemente el efecto en la proliferacion en ensayos futuros sea
mas drastico en comparacion con la linea celular adulta RS4;11. Segun los resul-
tados obtenidos en la comparacion realizada con datos de expresion procedentes
de DepMap, el mayor efecto en la viabilidad observado en SUP-B15 podria estar
justificado por la mayor sobre-expresion de ARID2 significativa que poseen los
modelos de LLA-B pediatricos en comparacion con los modelos adultos. En con-
junto con los resultados anteriores relacionados con los pacientes pediatricos, se
refuerza la posibilidad de que ARID2 puede estar implicado en el mantenimiento
tumoral de la LLA-B.

La eliminacion de ARID2, tal como se mencion6 en la Introduccion en
relacion con su relevancia estructural en los complejos remodeladores de la cro-
matina, supone la pérdida de conformaciéon del complejo PBAF y la desregula-
cion de programas transcripcionales especificos tanto en los estadios iniciales de
la enfermedad como en los modelos de mantenimiento leucémicos mieloides
estudiados (Bluemn et al., 2022). A nivel genético, se ha propuesto que el efecto
obtenido en las células madre debido a la eliminacion de ARID2 se encuentra
relacionado con una regulacion al alza de las vias inflamatorias (Bluemn et al.,
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2021). Mas recientemente, el mismo autor demostr6é que, para los estadios inicia-
les, la eliminacion de ARID2 supuso una desregulacion de la expresion génica de
los factores de transcripcion GATA2, E2-2 y SIX5 y, por tanto, de los programas
transcripcionales que controlan aguas abajo. Sin embargo, ninguno de estos ge-
nes estuvo presente en los expresados diferencialmente de manera significativa
en los modelos relacionados con el papel oncogénico de ARID2, en el cual desta-
caba la presencia de un factor de transcripcion de la familia Ets denominado
Etv5. Dado que Etv5 se trata de un oncogen caracterizado en la LMA interactor
directo con Arid2, los autores propusieron que posiblemente medie el fenotipo
tumoral en el modelo de mantenimiento de LMA estudiado (Bluemn et al., 2022;
Takeda et al., 2020). En la linea de investigacién de este Capitulo IV, futuros
experimentos de secuenciacion ARN-Seq entre de las lineas celulares de LLA-B
controles y tratadas por el siARID2 permitiran dilucidar las vias bioldgicas que
regula ARID2 de manera independiente o conjunta con el complejo PBAF en la
LLA-B.
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CAPITULO V: Implicacion de ARID1A
y ARID1B en cancer

El Capitulo V muestra los resultados obtenidos relacionados con el Obje-
tivo 2.2, enfocado en el analisis del fenotipo que produce la delecion de Aridla'y
Arid1b en modelos in vitro ¢ in vivo de raton. Mediante el uso de la transcripto-
mica y la medicion de distintos parametros bioldgicos, se pretende conocer en
mayor profundidad el impacto bioldgico de las alteraciones de estas subunidades
del complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF en la carcinogénesis.

5.1 Antecedentes

5.1.1 Complejos SWI/SNF residuales en el desarrollo
tumoral

Como se ha mencionado anteriormente, la alta frecuencia mutacional del
complejo SWI/SNF en diversos tipos de cancer indica que el control que ejerce
en la regulacion epigenética juega un papel fundamental en el desarrollo tumoral
(Tolstorukov et al., 2013). Las mutaciones presentes en los genes de las subuni-
dades del complejo SWI/SNF a menudo generan dependencias especificas por
otras subunidades. En consecuencia, estas mutaciones no desactivan completa-
mente al complejo SWI/SNF, sino que promueven el desarrollo tumoral a través
de la dependencia de la célula por otros complejos SWI/SNF residuales alternati-
vos (Hohmann & Vakoc, 2014). Por ejemplo, aunque las alteraciones genéticas
de SMARCBI en tumores rabdoides generen una pérdida de funcion, existen
complejos SWI/SNF residuales con BRD9 necesarios para la supervivencia de
las células tumorales (X. Wang et al., 2019). Este hallazgo plantea la posibilidad
de que los canceres con mutaciones en SMARCBI no son impulsados unicamente
por la ausencia de esta subunidad, sino mas bien por un funcionamiento anormal
de los complejos remodeladores de la cromatina disponibles en la célula (Mittal
& Roberts, 2020).

Actualmente, existe un conocimiento limitado sobre como los complejos
SWI/SNF defectuosos contribuyen al desarrollo del cancer debido, principalmen-
te, a la similitud en la composicion estructural que presentan las distintas familias
conocidas. Por ejemplo, las subunidades ATPasa SMARCA2 y SMARCA4 se
pueden encontrar en los tres complejos caracterizados de la familia SWI/SNF:
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cBAF, PBAF y ncBAF (Centore et al., 2020). De este modo, la eliminacion de
una de estas subunidades dificulta el desensamblaje dirigido de manera especifica
a uno de los tres complejos sin poder evitar la posibilidad de provocar efectos
secundarios en el resto. Adicionalmente, las funciones que pueden ejercer una
misma subunidad y su paraloga pueden variar considerablemente entre distintos
tipos de tejidos, lo cual aumenta la heterogeneidad del posible impacto en el
desarrollo tumoral (Reisman et al., 2005).

5.1.2 Letalidad sintética de subunidades del complejo
SWI/SNF

En cancer, la letalidad sintética se define como un evento donde la alte-
racion genética simultanea de multiples genes provocan la muerte celular, mien-
tras que si ocurre de manera individualizada resulta compatible con la supervi-
vencia de la célula tumoral. Existen diversos factores que pueden afectar al me-
canismo de letalidad sintética, tales como la regulacién epigenética, las rutas
metabolicas o el microambiente tumoral especifico (Topatana et al., 2020).

En este contexto, el papel de supresor tumoral de ARIDIA y su alta fre-
cuencia mutacional demostrado en diversos estudios abre una via de investiga-
cion sobre sus posibles asociados letales sintéticos para la busqueda de dianas
terapéuticas. Las lineas celulares mutantes para la subunidad ARID1A muestran
una dependencia especifica de la subunidad pardloga ARID1B (Helming et al.,
2014). Sin embargo, atin no se ha estudiado en profundidad los efectos fenotipi-
cos que resultan de la alteracion de ambas subunidades paralogas en modelo in
vivo ni la dependencia que se puede generar por otros complejos remodeladores
de la cromatina residuales.
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5.2 Resultados

5.2.1 Parametros biolégicos afectados en los ratones
DKO Arid1alArid1b

Inicialmente, se realiz6 una comparacion de la supervivencia entre los
ratones DKO (d4ridla”Arid1b") y los modelos WT (Aridla* Arid1b™"). El re-
sultado de la delecion de los genes Aridla 'y Aridlb tras la inyeccion de tamoxi-
feno redujo drésticamente la supervivencia del modelo DKO (p-valor < 0,0001)
[Figura 24A]. La menor supervivencia de estos ratones con los genes Aridl de-
lecionados condujo a la exploracion de los pardmetros bioldgicos alterados en
€sos ratones.

En primer lugar, se pudo observar que los ratones DKO mostraban una
disminucion del peso a lo largo de los dias tras el tratamiento con tamoxifeno. La
mayor reduccion de peso se obtuvo en el dia 6 siendo hasta un 21% menor que
los ratones WT (p-valor = 0,006) [Figura 24B].
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Figura 24. (A) Curvas de supervivencia global Kaplan-Meier de los ratones DKO
Aridla/Aridlb (N = 54) y de los WT (N = 54). (B) Porcentaje de cambio de peso de los
ratones DKO Aridla/Arid1b medidos 6 dias después tras de la inyeccion de tamoxifeno.

Adicionalmente, se recogieron datos sobre distintos parametros hemato-
logicos y serologicos de los ratones con el fin de analizar las consecuencias de la
delecion de los genes Aridl. Entre los hallazgos mas relevantes, se encuentra una
reduccion significativa de los niveles de glucosa (p-valor = 0,012) y un aumento
significativo de la cantidad de colesterol (p-valor = 0,015) en sangre en el modelo
DKO [Figura 25A]. Por otro lado, aunque las diferencias no fueron estadistica-
mente significativas, se observo una reduccion de los niveles de glucogeno hepa-
tico en el modelo DKO (p-valor = 0,134) [Figura 25B]. Los parametros bioldgi-
cos restantes relacionados con la hematologia asi como las diversas enzimas séri-
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cas asociadas a los tejidos analizados, no presentaron diferencias significativas
(informacion no mostrada).
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Figura 25. Comparacion de los niveles de glucosa y colesterol en sangre (A), y la canti-
dad de glucdgeno en el higado (B) entre ratones DKO Aridla/Arid1b y los WT. El nime-
ro de réplicas (DKO vs WT) comparadas fueron: Glucosa (11 vs 14), colesterol (6 vs 10)
y glucogeno (6 vs 10).

5.2.2 Analisis histoléogico de los ratones DKO
Arid1alArid1b

Para explorar el grado de afectacion de los 6rganos del modelo DKO de
los genes Aridl, se decidio analizar histologicamente diferentes tejidos mediante
tinciones de hematoxilina-eosina con el objetivo de encontrar una explicacion
fisiopatologica al fenotipo drastico observado. Debido a la acusada pérdida de
peso y alteraciones metabolicas de los ratones DKO, la primera hip6tesis plan-
teada fue que la doble delecion de Aridla/Aridlb podia estar afectando a la es-
tructura del aparato digestivo y la absorcion de nutrientes. Tras analizar los cortes
del intestino delgado, se observo efectivamente la desorganizacion y el acorta-
miento de la estructura de las vellosidades del intestino delgado en los modelos
DKO en comparacion con los WT [Figura 26].

Dado el nivel de reduccion de glucogeno mencionado en la anterior sec-
cion, se decidio realizar la tincion de PAS para analizar la presencia de los nive-
les de estos polisacaridos en el higado. El colorante de la tincion PAS torna a un
color rojizo en presencia de grupos aldehido formados por oxidacion previa de
carbohidratos. Como resultado, se pudo observar que el modelo DKO presentaba
una menor intensidad de coloracion rojiza en las secciones de higado en compa-
racion con los ratones WT. Adicionalmente, la muestra DKO7 presentaba vi-
sualmente acumulaciones de grasas caracteristicas de la esteatosis hepatica [Fi-
gura 27].
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Figura 26. Tincion hematoxilina-eosina de la arquitectura de las vellosidades intestinales
en muestras de yeyuno de ratones WT (izquierda) y DKO Aridla/Aridlb (derecha). Se
muestran los ratones WT14, WT16, DKO9 y DKO10.

WT KO

Figura 27. Tincion PAS para la visualizacion de glucégeno en muestras de higado de
ratones WT (izquierda) y DKO Aridla/Arid1b (derecha). Se muestran los ratones WT11,
WT12, DKO6 y DKO7.
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La delecion de Aridla y Arid1b ha sido recientemente vinculada también
con una alta tasa de proliferacion celular y desdiferenciacion en algunos tejidos,
por ejemplo, en higado (Z. Wang et al., 2020). En relacion con el intestino delga-
do, Hiramatsu et al. no obtuvieron diferencias significativas en la proliferacion
celular de las criptas intestinales entre ratones KO Aridla especificos de este
tejido y el modelo WT (Hiramatsu et al., 2019). Por ello, se decidio realizar una
inmunohistoquimica de la proteina K167 para estudiar si la capacidad proliferati-
va celular estaba afectada en alguno de los tejidos analizados previamente con
mayores signos patologicos. En este caso, inicamente se obtuvieron resultados
significativos al analizar las criptas de Lieberkiihn presentes en las muestras de
yeyuno. Se pudo apreciar visualmente que existia una disminucion de prolifera-
cion en las muestras DKO en comparacion con los ratones WT de manera consis-
tente en todos los individuos analizados [Figura 28].
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WT13 . DKO7 -

Figura 28. Inmunohistoquimica de Ki67 para evaluar signos de proliferacion en las crip-
tas de Lieberkiihn de las muestras de yeyuno de ratones WT (izquierda) y DKO
Aridlal/Arid1b (derecha). Se muestran los ratones WT13 y DKO7. Las imagenes inferio-
res muestran un aumento de zoom de las imagenes superiores.

5.2.3 Menor expresion de marcadores de células ma-
dre intestinales en el DKO Arid1alArid1b

La estructura desorganizada de las criptas intestinales y la disminucion
de la proliferacion observada en las inmunohistoquimicas realizadas con Ki67 de
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los modelos DKO Aridla/Arid1b condujo al andlisis de marcadores de células
madre intestinales que pudiesen estar desregulados en estas estructuras de las
vellosidades. Las proteinas LGRS y ASCL2, entre otras, son marcadores caracte-
risticos las células madre en cuestion involucradas en la homeostasis de la reno-
vacion celular en las criptas intestinales (Y. Liu et al., 2023). Asi, para evaluar si
existia una disminucion de la capacidad proliferativa de estas células madre, se
procedio a cuantificar la expresion génica de Lgr5 y Ascl2 en criptas intestinales
purificadas de los ratones WT y DKO Aridla/Arid1b. Como resultado, se obtuvo
una disminucién unicamente significativa de Lgr5 (p-valor = 0,025), mientras
que se aprecio la misma tendencia en los modelos DKO para Ascl2 (p-valor =
0,094) [Figura 29].
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Figura 29. Analisis por qPCR de la expresion génica de los marcadores de célula madre
intestinales Lgr5 y Ascl2 de ratones DKO Aridla/Aridlb (N = 10) y los WT (N = 6). Se
representa la media de expresion de la condicion WT y KO normalizada con el gen
constitutivo Gapdh. La desviacion estandar representada deriva de muestras biologicas.

5.2.4 Control de calidad de los datos de secuencia-
cion

Una vez evaluados los efectos fenotipicos de la delecion de Aridia y
Aridlb, se decidio estudiar los cambios transcriptomicos que producian en los
modelos DKO. Ambas subunidades forman parte del complejo cBAF, por lo que

cabria esperar que su alteracion pueda conducir a un cambio en la regulacion de
la expresion génica en la célula. Por ello, se realizd un ARN-Seq de 6 muestras
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(3 WT vs. 3 DKO) de un modelo in vitro basado en cultivos primarios de MEF, y
otro ARN-Seq de 10 muestras de tejidos de higado y 10 muestras de tejidos de
yeyuno mads afectados anteriormente. Se seleccionaron los tejidos, segun las ca-
racteristicas histologicas, de los DKO mayormente afectados a nivel microscopi-
co: KO1, KO3, KOS5, KO6, KO7. En el caso de los modelos WT, se selecciona-
ron las muestras WT11, WT12, WT13. WT14 y WT15.

Una vez obtenidos los ficheros de secuenciacion crudos FASTQ proce-
dentes de las dos secuenciaciones RNA-Seq realizadas, se ejecutdé un analisis de
calidad mediante la herramienta FASTQC. En general, la calidad de los archivos
de secuenciacion fue alta en cada una de las posiciones de las lecturas obtenidas
(Escala Phred > 30) tanto en la secuenciacion de las muestras de cultivos prima-
rios de MEF [Figura 30A] como de los tejidos de raton [Figura 30B].

FASTQC: Puntuacion de calidad media FASTQC: Puntuacion de calidad/secuencia

Puntuacién Phred
Namero de lecturas

Posicion (pb) Puntuacién Phred

(8 y)

FASTQC: Puntuacién de calidad media FASTQC: Puntuacién de calidad/secuencia

Puntuacion Phred
Numero de lecturas

Posicion (pb) Puntuacion Phred

Figura 30. Analisis de calidad de los ficheros FASTQ derivados de secuenciacion ARN-
Seq realizado por la herramienta FASTQC en las muestras de MEF (A) y de tejido de
raton (B). A la izquierda, se muestra la puntuacién de calidad media en cada una de las
posiciones de las lecturas. A la derecha, se muestra la distribucion de la calidad de todas
las lecturas. La calidad se muestra en escala Phred.

Sin embargo, en el caso de las muestras derivadas de MEF, la herramien-
ta FASTQC mostré un problema relacionado con la presencia de lecturas dupli-
cadas en altos niveles [Figura 31]. En este punto, dado que no estaba relacionado
con la presencia de adaptadores, se decididé explorar qué tipo de secuencias se
encontraban recurrentemente duplicadas. Como resultado, se observo que hasta
el 60% de las lecturas mapeadas lo hacian en genes relacionados con ARNr en
todas las muestras de MEF. A pesar de ello, se decidié continuar estudiando los
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genes diferencialmente expresados en los MEF DKO descartando las lecturas
relacionadas con ARNT.

FASTQC: Niveles de duplicacion de secuencia
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Figura 31. Analisis de duplicacion de lecturas de los ficheros FASTQ derivados de se-
cuenciacion ARN-Seq realizado por la herramienta FASTQC en las muestras de MEF.

5.2.5 Seleccion de las muestras para el analisis de
expresion diferencial

Antes de comenzar el analisis de expresion diferencial de las muestras de
MEF, y de tejidos de higado y de yeyuno de Mus musculus, se realiz6é un analisis
de componentes principales (PCA) y un clustering jerarquico con el fin de explo-
rar la variabilidad y la agrupacion de las réplicas secuenciadas. En el caso de las
muestras de MEF, los WT y los DKO se agrupaban de manera separada en am-
bos controles de calidad [Figura 32A]. Para los tejidos de ratones, los réplicas
DKO separadas considerablemente del resto de controles eran la 5 y la 7, tanto
para las muestras de higado [Figura 32B] como para las muestras de yeyuno
[Figura 32C]. Por el contrario, las muestras de los DKO 1, 3 y 6 se distribuian
cerca del grupo de los controles.
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Figura 32. Control de calidad de las muestras de ARN-Seq de MEF (A), de higado (B) y
de intestino (C) de ratones WT DKO Aridla/Aridlb. A la izquierda, se muestra el
analisis de componentes principales (PCA) indicandose el porcentaje de varianza para
cada componente. A la derecha, se muestra un clustering jerarquico de las muestras
basado en la distancia a la que se encuentran segun su similitud.

La separacion no adecuada de las muestras de los tejidos en cuanto al tra-
tamiento llevo a explorar la presencia de lecturas en los exones de Aridla y
Aridlb en el visualizador gendmico IGV para comprobar si la delecion se habia
realizado satisfactoriamente. Asi, se pudo observar que no existian lecturas ali-
neadas en los exones delecionados para los DKO 5 y 7, pero si para el resto de
KO al igual que los controles [Figura S3]. Por ello, con el fin de comparar de

111



CAPITULO V: Implicacién de ARID1A y ARID1B en cancer

manera robusta el perfil transcriptomico de las muestras KO y las muestras con-
troles, se decidid no incorporar en el analisis de expresion diferencial las mues-
tras DKO 1, 3 y 6. Las muestras finalmente seleccionadas para los analisis poste-
riores fueron todos los controles y los DKO 5y 7.

5.2.6 Analisis de expresiéon diferencial y GSEA de
MEF

En el analisis de expresion diferencial realizado con DESeq2, se tuvo en
cuenta la covariable asociada a la réplica debido a que las muestras no se agrupa-
ban apropiadamente sin eliminar este efecto batch. Estableciendo como umbrales
un valor absoluto de FC > 1,5 y de FDR < 0,05, se identificaron 74 genes dife-
rencialmente expresados de manera significativa en los MEF DKO
Aridla/Arid1b en comparacion con los WT, de los cuales 20 se encontraban so-
bre-expresados y 54 infraexpresados [Figura 33A]. El gen que mostré una mayor
sobre-expresion fue la proteina de matriz extracelular Frem2 (FC = 41,79, FDR =
5,15 x 10°'7), mientras que el que tuvo una menor expresion en el modelo DKO
fue el receptor de progesterona Pgr (FC = 12,66, FDR = 1,33 x 10). En cuanto
al grado de significancia, el gen que mostré un cambio mas significativo fue la
citoquina Greml, cuya expresion se encontraba regulada a la baja en el modelo
DKO (FC = 3,70, FDR = 1,33 x 10**). Al realizar una comparacion de las lectu-
ras normalizadas de los genes delecionados en el modelo DKO con los ratones
WT, tanto la cuantificacion de Aridla (p-valor = 0,004) como de Arid1b (p-valor
=0,011) fueron significativamente menores [Figura 33B].

Una vez realizado el analisis de expresion diferencial de las muestras de
MEF, se llevd a cabo un analisis de enriquecimiento bioldgico para conocer, en
base a los valores umbrales establecidos en la anterior seccidn, las rutas que se
encontraban desreguladas de manera significativa en el modelo DKO
Aridlal/Aridlb. Dada la baja cantidad de genes expresados diferencialmente de
manera significativa obtenidos, el nimero de rutas bioldgicas enriquecidas fue
escaso, destacando la presencia de aquellas relacionadas con la sefializacion de
citoquinas (VEN = -1,45, FDR = 3, 18 x 10?) e interaccion de sus receptores
(VEN = -1,87, FDR = 2,88 x 107), que se encontraban reguladas a la baja. La
unica ruta enriquecida positivamente fue el término GO:0007154 relacionado con
la comunicacién celular (VEN = 1,93, FDR = 4,62 x 107%), que contenia los genes
implicados en sefializacion Frem?2, Jagl y Enpp5 |Figura 34].
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Figura 33. (A) Volcano plot de genes expresados diferencialmente entre los MEF DKO
AridlalArid1b y los WT. La linea horizontal punteada azul representa un umbral FDR =
0,05, mientras que las lineas verticales representan los umbrales para el FC = -1,5/+1,5.
Los puntos rojos representan aquellos genes que superan ambos valores umbrales esta-
blecidos, mientras que los puntos verdes solo el umbral de FC. (B) Comparacién del
nimero de lecturas normalizadas de Aridla y Aridlb entre las muestras KO y WT. Se
muestra el p-valor derivado del prueba t de Student.

GO:00T154; cell communication { .

REACTOME_CYTOKINE_SIGNALING_IN_IMMUNE_SYSTEM .
Numer de g

BIGCARTA_IL5_PATHWAY ® =
w
g @ «
- -
Q o~
=i
a p-ajustada
[} GO:0DOS5TE: extracellular region . "
© X
E -

"

G0:0008083: growth factor activity{ @

GO:0031012: extracellular matrix [ ]

KEGG_CYTOKINE_CYTOKINE_RECEPTOR NTERACTION] @

2 A a 1 2

Valor Enriquecimiento Normalizado

Figura 34. Anélisis de enriquecimiento bioldgico de los MEF DKO Aridla/Aridlb en
comparacion con los WT. Se muestran las rutas bioldgicas comunes colapsadas. El tama-
flo de los puntos indica el nimero de los genes, mientras que el color el p-valor ajustado
asociado.

5.2.7 Analisis de expresion diferencial y GSEA de los
tejidos de higado y yeyuno

Comparando los tejidos KOS5 y KO7 de Aridla/Aridlb de higado con el
modelo WT, segtin los umbrales establecidos (JFC| > 1,5; FDR < 0.05), se obtu-
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vieron 719 genes sobre-expresados y 1274 regulados a la baja de manera signifi-
cativa [Figura 35A]. Entre los genes mas regulados a la baja, cabe destacar la
presencia de las proteinas urinarias mayores Mup7 (logFC =-27,31, FDR = 4,56
x 107, Mup11 (1og.FC = -25,29, FDR = 1,48 x 10°), Mupi4 (log:FC = -27,25,
FDR =3,51 x 10"'Y) y Mup! (logFC = -22,08, FDR = 9,92 x 10°). Por otro lado,
los tres genes mas sobre-expresados fueron el polipéptido de neurofilamentos
Nefm (log:FC = 9,37, FDR = 4,56 x 107'%), el dominio 10 de la proteina WAP
Wfde3 (logFC = 8,5, FDR = 6,32 x 107'%) y el ligando anfiregulina para EGFR
Areg (logoFC = 7,86, FDR = 2,26 x 107'7). Entre los genes que mostraron un ma-
yor grado de significancia en el analisis de expresion diferencial, se encuentran la
proteina Hidl (logFC = 6,11, FDR = 3,01 x 107°") y el factor proapoptotico
Trp53inpl (logFC = 4,56, FDR = 2,13 x 10°'"%). En los higados DKO, las lectu-
ras normalizadas de los genes delecionados en cuestion fueron menores significa-
tivamente inicamente para Arid1b (p-valor = 7,7 x 10™). [Figura 35B].
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Figura 35. (A) Volcano plot de genes expresados diferencialmente entre los tejidos de
higado de raton DKO Aridla/Aridlb y de los WT. La linea horizontal punteada azul
representa un umbral FDR = 0,05, mientras que las lineas verticales representan los um-
brales para el FC = -1,5/+1,5. Los puntos rojos representan aquellos genes que superan
ambos valores umbrales establecidos, mientras que los puntos verdes solo el umbral de
FC. (B) Comparacion del nimero de lecturas normalizadas de Aridla y Arid1b entre las
muestras KO y WT. Se muestra el p-valor derivado de la prueba t de Student.

El analisis de enriquecimiento biologico mostro rutas reguladas a la baja
en el modelo KO relacionadas con funciones hepaticas, tales como el metabolis-
mo de los lipidos (VEN = -1,86, FDR = 4,63 x 107'%), el metabolismo de los 4ci-
dos biliares (VEN = -2,32, FDR = 7,61 x 10®) o el metabolismo de los xenobid-
ticos (VEN = -2,23, FDR = 1,27 x 107'%). En el caso de las rutas enriquecidas
positivamente, se puede observar la presencia de rutas de sefalizacion relaciona-
das con el interferon (VEN = 1,91, FDR = 1,87 x 107), la respuesta a proteinas
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mal plegadas (VEN = 2,36, FDR = 8,11 x 10?) y las dianas de Myc (VEN = 1,97,
FDR = 6,92 x 10%) [Figura 36]. Adicionalmente, cabe destacar una ruta no pre-
sente en el grafico de enriquecimiento relacionada con regulacion al alza de la
apoptosis (VEN = 1,75, FDR = 1,66 x 107).
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Figura 36. Analisis de enriquecimiento bioldgico de los tejidos de higado de raton DKO
Aridla/Aridlb en comparacion con las WT. Se muestran las 10 rutas bioloégicas mas
enriquecidas y menos enriquecidas ordenadas por el grado de significancia tras ser colap-
sadas. El tamafio de los puntos indica el numero de los genes, mientras que el color el p-
valor ajustado asociado.

Por ultimo, en cuanto al andlisis de expresion diferencial con las mues-
tras DKO y las muestras WT de yeyuno, utilizando los mismos umbrales de los
dos andlisis anteriores, se obtuvieron 736 genes sobre-expresados y 606 genes
regulados a la baja significativos en los ratones KOS5 y KO7 [Figura 37A]. Entre
los genes con mayor FC, se encuentran la insulina /ns/ (log,FC = 23,88, FDR =
1,64 x 10%) y Ins2 (log,FC = 23,88, FDR = 1,64 x 10®), o la proteasa serina
calicreina Klk1b24 (logFC = 23,15, FDR = 5,23 x 10®). Por otro lado, entre los
genes mas infraexpresados significativos, se encuentran una subunidad del factor
de iniciacion de la transcripcion Eif2s3y (log.FC = -22,59, FDR = 3,63 x 107), y
las demetilasas de histonas Kdm5d (logoFC = -21,32, FDR = 1,81 x 10%) y Uty
(logFC = -20,84, FDR = 3,10 x 10). Entre los genes con mayor grado de signi-
ficancia, cabe destacar la sobre-expresion de la endopeptidasa Renl (logFC =
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7,13, FDR = 9,28 x 107?) y una subunidad del receptor de la acetilcolina Ache
(logoFC = 7,25, FDR = 5,63 x 108"). Para las muestras de yeyuno, de nuevo ini-
camente la expresion normalizada de Aridlb fue significativamente menor en el
modelo DKO (p-valor = 0,012) [Figura 37B].
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Figura 37. (A) Volcano plot de genes expresados diferencialmente entre los tejidos de
yeyuno de raton DKO Aridla/Aridlb y de los WT. La linea horizontal punteada azul
representa un umbral FDR = 0,05, mientras que las lineas verticales representan los um-
brales para el FC = -1,5/+1,5. Los puntos rojos representan aquellos genes que superan
ambos valores umbrales establecidos, mientras que los puntos verdes solo el umbral de
FC. (B) Comparacion del nimero de lecturas normalizadas de Aridla y Aridlb entre las
muestras KO y WT. Se muestra el p-valor derivado de la prueba t de Student.

El analisis de enriquecimiento biologico de los tejidos de yeyuno mostro
rutas de sefializacion enriquecidas positivamente, tales como la respuesta a inter-
feron-o (VEN = 2,22, FDR = 5,59 x 10) 0 a interferon-y (VEN =2,01, FDR =
8,12 x 107), y la secrecion de la hormona gastrica grelina (VEN = 2,15, FDR =
3,34 x 103). En el caso de las rutas bioldgicas reguladas a la baja, se observé un
enriquecimiento de términos GO relacionadas con la membrana plasmatica (VEN
=-1,17, FDR = 0,038), el metabolismo de los acidos grados (VEN = -1,76, FDR
=0,019), y actividad demetilasa de histonas (VEN = -2,39, FDR = 2,31 x 10%).
Ademas de las no mostradas en el grafico de enriquecimiento, cabe destacar el
enriquecimiento positivo de rutas relacionadas con respuesta a la inflamacion
(VEN = 1,83, FDR = 9,91 x 107) y la ruta de sefalizacion IL6-JAK-STAT3
(VEN =2,03, FDR = 0,02) [Figura 38].
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Figura 38. Analisis de enriquecimiento biologico de los tejidos de yeyuno de raton DKO
AridlalAridlb en comparacion con las WT. Se muestran las 10 rutas bioldgicas mas
enriquecidas y menos enriquecidas ordenadas por el grado de significancia tras ser colap-
sadas. El tamafio de los puntos indica el nimero de los genes, mientras que el color el p-
valor ajustado asociado.
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5.3 Discusion

Actualmente, la relacion bioldgica causa-efecto entre la alteracion del
complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF y la aparicion de enfermedades,
tales como el cancer, atin se encuentra por dilucidar. Entre las razones que difi-
cultan este andlisis, se encuentra la redundancia entre las subunidades paralogas y
la amplia variedad de subcomplejos SWI/SNF con actividad residual (Helming et
al., 2014; Jones et al., 2022). Para comprender con mayor exactitud si la ausencia
de un complejo cBAF funcional conduce al desarrollo tumoral, se decidio estu-
diar las consecuencias fisiologicas, bioquimicas y transcriptomicas de la pérdida
de ARIDIA y ARID1B en modelos in vitro e in vivo de raton.

El sistema de delecion utilizado en la generacion de los modelos DKO
disminuy6 satisfactoriamente las lecturas normalizadas de Aridib en todos los
modelos. Por el contrario, la bajada de lecturas normalizadas de Arid/a tnica-
mente fue significativa en el modelo in vitro. Sin embargo, ninguno de ambos
genes estuvo desregulado significativamente, segin los umbrales establecidos, en
el analisis de expresion diferencial con la herramienta DESeg2. La leve dismi-
nucion de los niveles de ARNm de ambos genes podria deberse a la baja eficien-
cia del mecanismo de degradacion mediado por mutaciones terminadoras (NMD,
del inglés, “Nonsense Mediated Decay”). Este sistema permite eliminar ARNm
con codones de terminacién prematuros con el fin de evitar la traducciéon a pro-
teinas truncadas con posibles efectos toxicos para la célula (Brogna & Wen,
2009). Lindeboom et al demostraron que la eficiencia del mecanismo NMD pue-
de variar dependiendo de la localizacion de la mutacion terminadora en referen-
cia al complejo de empalme de exones, la distancia al codon de iniciacion o la
presencia cercana de motivos especificos de union de proteinas especificas. Adi-
cionalmente, obtuvieron un subgrupo de genes supresores tumorales, que se en-
cuentran alterados frecuentemente por mutaciones terminadoras, cuya secuencia
predijeron ser insensible al mecanismo NMD. Entre estos genes se encuentra
ARID1A, indicando que sus niveles de ARNm son degradados de manera inefi-
ciente. Consecuentemente, las proteinas generadas a partir de estos ARNm alte-
rados por las mutaciones terminadoras pueden encontrarse inactivas, ser inefi-
cientes en cuanto a su funcion bioldgica o actuar como dominantes negativos
(Lindeboom et al., 2016). En nuestro estudio, la presencia de lecturas en el resto
de los exones no delecionados de Aridla como Aridlb podria deberse a un me-
canismo NMD ineficiente de degradacion de ARNm. Aunque en el estudio de
Lindeboom no se mostraba el mismo resultado para ARIDIB, la similitud de
secuenciarespecto a ARIDIA detalladada en el Capitulo I podria justificar su elu-
sion del mecanismo NMD. Aunque no se ha demostrado en este Capitulo V, las
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proteinas generadas a partir de los ARNm alterados de Aridla y Aridlb podrian
perder su funcion bioldgica provocando la desestabilizacion del complejo cBAF
en los modelos estudiados.

En cuanto a los resultados histoldgicos de los higados e intestinos presen-
tados en este Capitulo V, se debe tener en cuenta que muestran una tendencia de
los signos patoldgicos observados en los modelos de ratones DKO
Aridlal/Aridlb, pero no en todas las réplicas bioldgicas. Es importante considerar
que la penetrancia del genotipo puede ser baja en la obtencion del fenotipo pato-
logico tras la delecion. Adicionalmente, la eficiencia del sistema de eliminacion
podria ser variable en las distintas réplicas biologicas. Por ejemplo, si no todas
las células madre que forman parte de la cripta intestinal pierden Aridla y
Arid1b, aquellas que mantuvieran ambos genes sin afectar podrian repoblar estas
estructuras de nuevas células madre WT para reconstituir las vellosidades intesti-
nales.

Inicialmente, para analizar las rutas bioldgicas desreguladas obtenidas
tras la desestabilizacion del complejo cBAF mediante la delecion de los genes
Aridla 'y Aridlb, se realiz6 una secuenciacion ARN-Seq de los MEF WT y DKO
Aridla/Arid1b. En el momento del estudio, se eligié este modelo in vitro dispo-
nible en el laboratorio sin ain conocer los tejidos mayormente afectados en el
modelo in vivo. En este caso, los resultados del ARN-Seq de los MEF no fueron
concluyentes dado que todas las muestras secuenciadas poseian un nimero alto
de lecturas asociadas a ARNr. En consecuencia, se obtuvieron un menor nimero
de genes expresados diferencialmente y un menor ntimero de rutas biologicas
enriquecidas de manera significativa en comparacion con el ARN-Seq de los
tejidos. Esto se atribuy6 a un posible error del protocolo de secuenciacion en el
proceso de deplecion de ARNr. Las lecturas asociadas a ARNr podrian estar en-
mascarando la expresion de PCG, sobre todo, aquellos que se expresan en niveles
muy bajos.

Una vez analizados microscopicamente los tejidos del modelo in vivo
DKO AridlalAridlb, se decidid realizar una secuenciacion ARN-Seq de tejidos
de higado y yeyuno de los ratones mas afectados histologicamente para explorar
las rutas biologicas desreguladas. Una limitacion del estudio fue la alta similitud
que presentaron las muestras KO1, KO3 y KO6 con las muestras WT en ambos
tejidos, posiblemente debido a una baja eficiencia del sistema de delecion de
Aridla y Aridlb. Asi, los resultados de expresion diferencial se deben a las
muestras KOS5 y KO7, que presentaron un mayor nimero de genes expresados
diferencialmente en higado en comparacion con las muestras de yeyuno.
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Wang et al. demostraron que la delecion de Aridla y Aridlb en el higado
provoca un incremento de la proliferacion y disfuncion hepatica, y acelera el
desarrollo tumoral en los ratones DKO (Z. Wang et al., 2020). Aunque utilizan el
mismo sistema de delecion usado en este Capitulo V, los resultados de supervi-
vencia que obtienen en los ratones DKO (N = 15) son menos drasticos que los
nuestros (N = 54). Sus ratones DKO comienzan a fallecer a partir del dia 10 de
manera similar a nuestro estudio, pero los que sobreviven mas de un mes llegan a
alcanzar una edad adulta de mas de 6 meses. En nuestro caso, con una poblacion
mayor analizada, todos los ratones DKO fallecen antes de los dos primeros meses
tras el tratamiento con tamoxifeno.

En relacion con los genes expresados diferencialmente en los tejidos de
higado de los ratones KOS5 y KO7 Aridla/Aridlb se observa una familia de pro-
teinas regulada a la baja denominada MUP (del inglés, “Major Urine Protein™).
Las proteinas MUP, producidas mayoritariamente por el higado, se encuentran
implicadas en la estabilizacion de compuestos voldtiles, tales como las feromo-
nas, y en la regulacion del metabolismo de los nutrientes (Tirindelli et al., 2009;
Zhou & Rui, 2010). En cuanto a la ultima funciéon mencionada, se ha demostrado
que la restriccion caldrica en ratones reduce notablemente la expresion de Mup!
en el higado (Hui et al., 2009). En contraposicion a los niveles de glucosa obser-
vados en nuestros ratones DKO, se ha observado que la expresion de Mup! inhi-
be los genes relacionados con la gluconeogénesis y disminuye la produccion de
glucosa en hepatocitos (Zhou et al., 2009). Por tanto, cabria esperar que la regu-
lacion a la baja de los genes de la familia MUP podria reactivar la produccion de
glucosa en el higado. Sin embargo, debido a la posible ineficiente absorcion de
nutrientes llevado a cabo en el intestino delgado afectado y los bajos niveles de
glucdgeno en el higado observados en estos ratones, los niveles de glucosa en
sangre no se pueden incrementar en el modelo DKO aunque los genes Mup se
encuentren sobre-expresados. Por otro lado, la disfuncion hepatica de los ratones
DKO también se encuentra justificada por un enriquecimiento negativo de rutas
biologicas relacionadas el metabolismo de la bilis y con los citocromos P450.
Los genes que codifican para los polipéptidos de las distintas familias que com-
ponen hemoproteinas citocromos P550 se encuentran regulados a la baja segtn el
analisis de expresion diferencial realizado. Los citocromos P450 son enzimas
monooxigenasas que oxidan metabolitos tanto endégenos como exdgenos, entre
ellos, los xenobioticos (Hart et al., 2009). Se ha observado que la delecion de
Aridla en higado de ratones reduce los niveles de ARNm de genes que compo-
nen la familia de citocromos P450 (Sun et al., 2016, 2017). En consecuencia, los
términos biologicos relacionados con el metabolismo de xenobioticos, las reac-
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ciones enzimaticas de oxidacion y la union a hemoproteinas se encuentran sub-
representados en el analisis de enriquecimiento para los ratones DKO.

A diferencia del estudio de Wang et al., no se observo fenotipicamente
ningln crecimiento tumoral en los higados de los ratones DKO. Sin embargo, de
manera similar, nuestro analisis de enriquecimiento mostré rutas reguladas posi-
tivamente relacionadas con la apoptosis y otras asociadas al desarrollo tumoral,
por ejemplo, las dianas de Myc. En este contexto, cabe destacar la sobre-
expresion de Cdknla (log,FC = 3,53, FDR = 2,15 x 107") significativa en las
muestras DKO en comparacion con las WT. Por tltimo, en relacién con los sig-
nos de esteatosis observados en las imagenes de microscopia y los niveles altos
de colesterol, se obtuvieron rutas relacionadas reguladas a la baja significativa-
mente relacionadas con el metabolismo de los 4cidos grasos.

Por otra parte, Wang et al. no analizaron los posibles efectos de la doble
delecion de Aridla y Aridlb en intestino delgado (Z. Wang et al., 2020). Aunque
se desconoce el rol que puede ejercer Aridla en la homeostasis del epitelio intes-
tinal, se ha publicado en los ultimos afios que su delecion puede inducir cancer
colorrectal (Kamori et al., 2022; Zhao et al., 2022). Dado que el complejo remo-
delador de la cromatina cBAF controla programas transcripcionales de diferentes
lineas celulares en distintos estadios, su alteracion puede conducir a la pérdida
del control regulatorio de los enhancers asociados. Asi, se ha demostrado que la
pérdida de Aridla puede provocar la pérdida de union del complejo SWI/SNF a
miles de enhancers activos alterando la expresion de los genes controlados por
éstos (Mathur et al., 2017). En 2019, Hiramatsu et al. publicaron un estudio reali-
zado sobre la delecion de Aridla especifica de intestino en ratones. Como resul-
tado, la pérdida de la expresion de esta subunidad supuso un desbalanceo en el
mantenimiento de las células madre en el epitelio intestinal. A nivel histologico,
se produjo un acortamiento de las vellosidades intestinales y una inflamacion de
las criptas en el intestino delgado, cuya intensidad se incrementaba con el enve-
jecimiento del raton (Hiramatsu et al., 2019). De manera similar, nuestros mode-
los DKO presentaron un acortamiento y desorganizacion de las vellosidades, y
una proliferacion celular disminuida en las criptas de Lieberkiihn. Actualmente,
se conoce que la subunidad ATPasa SMARCA4 modula la renovacion de las
células madre en el intestino delgado a través de la ruta de sefnalizacion Wnt (M.
Liu et al., 2019). Por tanto, la delecion de las proteinas Aridl en nuestro modelo
DKO podria generar un complejo ¢cBAF no funcional o residual que desestabili-
zaria la homeostasis de las células madre. Ademas, esto ha sido confirmado en
nuestro estudio con la bajada de expresion génica de los marcadores de células
madre intestinales Lgr5 y Ascl2 mediante qPCR en muestras de criptas purifica-
das. Ambos genes no fueron estadisticamente significativos en el analisis de ex-
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presion diferencial de los datos procedentes del ARN-Seq debido posiblemente al
uso de muestras enteras de intestino delgado. En cambio, si se pudo confirmar
una disminucion de la expresion significativa de otro marcador de células madre
intestinales denominado Olfin4 (logFC = -5,56, FDR = 4,09 x 10'%).

En cuanto al analisis de enriquecimiento biologico realizado en las mues-
tras de intestino, se observaron rutas enriquecidas positivamente relacionadas
con la sefializacion inmunologica mediada por interferén. Estas citoquinas se
encuentran implicadas en el reconocimiento de antigenos ante microorganismos
desconocidos para el organismo, en la proliferacion y diferenciacion celular, y en
el mantenimiento de la funcion de la barrera intestinal (Katlinskaya et al., 2016).
El mantenimiento de la pared intestinal resulta crucial para una absorcion eficien-
te de los nutrientes (Schoultz & Keita, 2020), por lo que su alteracion podria estar
influyendo de manera indirecta en la pérdida de peso del raton observada y la
disminucion de niveles de glucosa. Ademas, se obtuvo una ruta relacionada con
respuesta a la inflamacion regulada al alza, y la ruta IL6-JAK-STATS3, implicada
en la regulacion de la permeabilidad de las células epiteliales (L. Pang et al.,
2021) En el caso de rutas reguladas a la baja, destaco la presencia de términos
GO relacionados con la membrana plasmatica. En conjunto, estas rutas biologi-
cas desreguladas en los modelos DKO sugieren una activacion de vias inmunolo-
gicas y la alteracion de la barrera epitelial intestinal.

En general, los resultados obtenidos para el modelo in vivo, tanto histo-
logica como transcriptomicamente, indican que la delecion de Aridla 'y Aridlb
producen una disfuncion en el higado y en la barrera intestinal. La eliminacion de
ambos genes produjo una muerte drastica del ratdon sin apariciéon de tumores. En
el futuro, se pretende analizar los promotores y enhancers regulados por Aridla'y
Arid1b que son relevantes para el control de la expresion génica de los tejidos
afectados.
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1. El ARNInc AL133346.1 y su gen solapante CCN2 se sobre-expresan sig-
nificativamente en comparacion con individuos sanos y pacientes pedia-
tricos con leucemia linfoblastica aguda de células T, por lo que pueden
considerarse como biomarcadores diagnosticos de la leucemia linfoblas-
tica aguda de células B pediatrica.

2. La correlacion de expresion significativa entre AL133346.1 y CCN2 en
leucemia linfobléstica aguda de células B pediatrica podria deberse a una
regulacion en cis producida por el ARNInc o por el efecto de elementos
reguladores comunes.

3. La sobre-expresion de CCN2 puede considerarse un biomarcador pronds-
tico independiente que mejora la supervivencia global de los pacientes
pediatricos con leucemia linfoblastica aguda de células B.

4. La expresion de la subunidad ARID2 del complejo SWI/SNF tuvo un
impacto significativo en la supervivencia de pacientes con leucemia lin-
foblastica aguda de células B pediatrica, asociandose mayores niveles
con tiempos de supervivencia global mas largos.

5. Aunque ARID2 es conocido como supresor tumoral en otros tipos de
cancer, su mayor sobre-expresion en pacientes con leucemia linfoblastica
aguda de células B pediatricos en comparacion con muestras sanas reveld
su posible papel en el mantenimiento tumoral de esta neoplasia hemato-
logica.

6. La inhibicion de la expresion génica de ARID?2 en lineas celulares de leu-
cemia linfoblastica aguda de células B pediatrica y adulta provocd una
disminucion de la viabilidad celular.

7. La delecion de los genes Aridla 'y Arid1b produce una disminucion dras-
tica de la supervivencia de los ratones doble knock-out en comparacion
con los silvestres.

8. Los ratones doble knock-out de Aridla y Arid1b presentaron signos pato-

logicos en el higado, una alteracion estructural de las vellosidades intes-
tinales y una reduccion de proliferacion de las células madre en las crip-
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tas intestinales, sefialando la importancia del complejo cBAF en la regu-
lacion de la expresion génica en estos tejidos.

Entre las rutas celulares biologicas desreguladas por la delecion de
Aridla y Aridlb en modelo de ratdn, se encuentran la apoptosis, la sefa-
lizaciéon inmunolodgica e inflamatoria, y alteraciones en el metabolismo
de los nutrientes.
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Figura S1. Comparacion de caracteristicas clinicas segun la expresion de AL733346.1 en
pacientes pediatricos con LLA-B procedentes del conjunto de datos TARGET. Se mues-
tran los p-valores ajustados por FDR de las pruebas exactas de Fisher o de las pruebas
chi-cuadrado. Abreviaturas: Cr: Cromosoma; CNS: Sistema Nervioso Central; CNS 1
significa ausencia de afectacion del SNC, CNS 2 es un nivel muy bajo y CNS 3 indica
afectacion definitiva del SNC NA: no disponible; MLL: gen MLL; t(12;21): transloca-
cion (12;21); t(1;19): translocacion (1;19); t(9;22): translocacion (9;22).
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Figura S2. Comparacion de caracteristicas clinicas segun la expresion de CCN2 en pa-
cientes pediatricos con LLA-B procedentes del conjunto de datos TARGET. Se muestran
los p-valores ajustados por FDR de las pruebas exactas de Fisher o de las pruebas chi-
cuadrado. Abreviaturas: Cr: Cromosoma; CNS: Sistema Nervioso Central (SNC); CNS 1
significa ausencia de afectacion del SNC, CNS 2 es un nivel muy bajo y CNS 3 indica
afectacion definitiva del SNC; NA: no disponible; MLL: gen MLL; t(12;21): transloca-
cion (12;21); t(1;19): translocacion (1;19); t(9;22): translocacion (9;22).
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Figura S3. Capturas de alineamiento de lecturas en los exones 9 de Aridlay 5 de Arid1b delecionados procedente de la secuenciaciéon de ARN-
Seq de tejidos de higado (A) y yeyuno (B) de raton DKO Aridla/Arid1b y WT. De arriba hacia abajo, se muestra KO1, KO3, KOS5, KO6, KO7,

WT11, WT12, WT13, WT14, WT15.
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Tabla S1. 48 ARNInc, representados por 50 sondas, que presentaron una expresion diferencial significativa entre las muestras de pacientes pedia-
tricos con LLA-B y las muestras de médula 6sea sanas (|[FC| > 1,5, FDR < 0,05). Los ARNInc sobre-expresados se muestran en rojo y los ARNInc
regulados a la baja se muestran en verde, segun el valor FC (del inglés, “Fold Change”). FDR: “False Discovery Rate”.

Nombre del Gen FC p-valor FDR Identificador Fuente Secuencia Sonda
XLOC_007191 7,011  331E-04 1,25E-02 TCONS_00015148 Cabili et al AGCTGCCTGCTTAGAAGGACTTTGGAAGCAAGACAGAGCAGTGTCT
PCNA-ASI 6,869  6,63E-05  3,17E-03 NR_028370 RefSeq GAAAGACAACGACCACTCTGCTACGCCTGCAACCGTTTAATGCCGC
AL133346,1 5,155 232E-05 1,48E-03  ENST00000435287 gencode GTAACTTGGACAACCTGAGGCATTAATTGAGGATCAATATGATGAC
HCPS 4,496 4,06E-05  2,30E-03 NR_040662 RefSeq GCCCTGAGGCAAACTATGAATTAAAGTGTTGTGGATCCCACATGAA
LOC144481 4,151 4,28E-06  4,37E-04 uc001tcu,3 UCSC_knowngene TATTTTACCACAGGTACCAATCACCCTCCAGATCTAAGAATGGCTT
RP11-334C17,5 4,011 5,81E-04 1,78E-02  ENST00000573346 gencode GGACCACTGCCTGCACGCCTTGGTCAAAACAAAGCCACACACCAGA
OMG 3,606 1,02E-03  2,84E-02  ENST00000584094 gencode CAACTGCCTGCATTCTTATCTCAGTTTCTTATTATTGCTGAATGAC
RP1-159A19.,4 3,136 5,35E-04  1,73E-02  ENST00000443579 gencode GGTTTGAATGTACTCACTGAGTGGTCTTCATAAATTACCTCTCTGC
RP11-164H13,1 3,009  8,38E-06 7,25E-04 ENST00000553445 gencode TTCAGCCTGTGACTGCCCACCAGAGATGTCTTCCTGCGGCTAGCTG
LOC100130476 2,892 1,81E-05  1,21E-03 NR_049793 RefSeq CTGATGTAACTGCTTTGTCATCTTGCCTGCCAGGATTTGTGACAAG
RP11-35612,4 2,856 5,69E-04  1,78E-02  ENST00000448942 gencode CTCACTTCATAAGAGCAGTAAACACTAAACCAAGGGAATGTGAATT
LOC100887755 2,732 8,79E-04  2,54E-02 NR_051976 RefSeq GGATGCCTGCTACTGTCACTGTTGTCATTAGATAATTAATGAACTA
PTENP1 2,686 5,15E-05  2,63E-03 NR_023917 RefSeq TGTGAATGCTTCATGTGCTGCCTGCAAGCTTCTTTTTTCTCATTAA
TRAF3IP2-AS1 2,617 4,58E-04  1,56E-02 NR_034110 RefSeq TCAAGAAGATCAGAACAGGCTTAAATTGATGCTATAAAACCAATTA
CTD-2012K14,7 2,301 1,70E-04  7,43E-03  ENST00000562846 gencode GACCGTTCCGTTGTGAGAATGCTGGCCCAATAACATACTCTTTTTT
MYLK-ASI 2,023 8,91E-05  4,14E-03 NR_038266 RefSeq GAATGACTTTGTGACCAGCAGCTTAAGCCAAATAAACTTTATAAGG
PHBP11 1,951 9,41E-04  2,67E-02  ENST00000420550 gencode ACAGAAACCAATTATCTTTGACTGCCGTTCTCGACCACGTAAAGTG
RP11-164H13,1 1,947 1,04E-05  7,73E-04  ENST00000547644 gencode ACCATACATCAGTCATCTGGCAGCAGCTCGAGAAGCATGTCCTCCA
RAB11B-AS1 1,896 1,39E-03  3,61E-02 NR_038237 RefSeq TCACTTTTTAAAACAAACTGAGGGTAACTTACTAGATCTGTGAACT
RP5-1061H20,3 1,718 1,67E-03  4,05E-02  ENST00000434404 gencode AGAGCGGCAGGTGGGGGCGTTGGGGGCTGAGTCCCGATTTCCCTGA

131



Material Suplementario

RPL13AP20 1,574  422E-04 1,51E-02 NR_003932 RefSeq AGAAGAAAATTGACAAATACACAGAAGTCCTCAAGACCCACGGACT
RP11-807H22,6 -13,874  1,51E-04 6,79E-03  ENST00000539482 gencode CCCTGGGGTTCTTCCGACAACCTATCCTAATAGACAAATCCACATG
CXCR2P1 -5,796 0 0 NR_002712 RefSeq GTACTTTTGCCAAAGAACCAAGGCTGAAATTTCTTGCTAAATGAGA
BC127858 -4,441 1,19E-09  2,60E-07 uc002zti,1 UCSC_knowngene ~AAACACCCAAGTGTTAGGAACCAGAATAATCAGCCCTAATAGAGGG
LINCO00152 -3,901  6,20E-08  1,05E-05 NR_024206 RefSeq TTGAATAACTGGGAGATGAAACAGGAAGCTCTATGACACACTTGAT
ACTNI1-ASI -3,689  7,00E-11  2,70E-08  ENST00000553944 gencode TCTAAACTGTGGCTCTAAACCTAACACAGAGGGTAATGGTAGTGCT
RP11-124N14.,4 -3,521  3,96E-06 4,33E-04 ENST00000437232 gencode TGTTTCGAAGTCGATGCAAAAAATGAGTTGCTTATTTCAGTCTCTC
RP11-51B10.,4 -3,345  4,45E-04 1,55E-02  ENST00000451920 gencode TGCAGGGACCTCTTTATCATCCATGGCAAGGATGTCCTTCCCCAGA
AC092214,10 -2,775  1,30E-10  4,00E-08  ENST00000421648 gencode AGTGTGTATTCAGATACAAGCCTTTATCTCAATACCTTCCTTACCC
ACTR3P2 -2,708  2,14E-04  8,85E-03  ENST00000439585 gencode TGAGTGGCAGTAGATTGAAGCCAAAATCTATTGATGTACAAGTCGT
RP11-366L20,4 -2,547  2,20E-10  5,60E-08  ENST00000536217 gencode GGTTTCCTGTTCCTTTTGCTTCCTGGAAAATACAGACCTACAAAGC
XLOC 000218 -2,483 1,00E-11  5,00E-09  TCONS_00000959 Cabili et al CATCTTAGTGTGACTAAAAGAGGGAGATCCTAAAGAATTTCAAGGA
GYGIPI -2,404  4,72E-08 9,03E-06  ENST00000460864 gencode CAAAAAGTGTCAAAAGTGATTCCCATGATCCCAACATAACTTATCC
HMGN2P36 -2,307  1,99E-04 8,47E-03  ENST00000529541 gencode GAGATGCCAAGTGAAGTATGTGCATTTTTGATAACTGTGCACTCCT
RP11-393K10,1 -2,237 0 0 ENST00000431627 gencode GCACAATATCAAGTGTGAGGAAGGAGATAAGTTTTGATTATTCTGC
HMGN2P5 -2,215 1,25E-03  3,36E-02  ENST00000436882 gencode CCAAAACAGACCAGGCACAGAAAGCTGAAGGTGCTGGAGATGCCAA
RP5-104218,7 -2,078  1,40E-05 9,77E-04  ENST00000566949 gencode TAGTGTGTTTCTTCACCACTTTGGCTTTGAGCACTCAAAGTGCAGA
RP11-603J24,7 -2,025  8,71E-04  2,54E-02  ENST00000552016 gencode GTACTGACCTGAAAACTTGTGACATAAAGAACACCAACAAGTGCTC
RP11-293M10,6 -1,946  2,53E-04 1,02E-02  ENST00000560419 gencode GGCTTCTCTTCCAATGACCACCAATGAGAATGTTATAAAATATGTC
LINCO01133 -1,933  5,52E-05  2,73E-03 NR_038849 RefSeq GCTTTGTATGTTATTAAATGTGTCTCGTCAATGCTGTTGGCATTGT
XLOC_012542 -1,920  1,86E-06  2,19E-04  TCONS_00025724 Cabili et al GCGGGAGCTGGTGCCCTGGCAGGAGGGACTGGCTTATGCCACCCTG
RP11-315D16,3 -1,812  1,74E-03  4,17E-02  ENST00000566875 gencode ATGAAGGACAAACCACAGAGAAGATCCACGAGGTTTTCTGCTAAAC
CASP1PI1 -1,806  5,42E-04 1,73E-02  ENST00000526345 gencode TGAAAGGATGACTTTGACAATACGCTTCTACCTCTTCCCAGAACAT
RPL23AP7 -1,782  1,06E-05  7,73E-04 NR_024530 RefSeq TTCCACACTACAGAAAGAATCCCAGTCTTCTTAGAGAACCCAGTGA
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RP11-403F21,1 -1,643  424E-04 1,51E-02  ENST00000443069 gencode TTCTACATAAACCGAGTCAGCCACCAGATTCAGACCTTTGTGACAA
RP11-211G3,2 -1,628  4,41E-05 2,33E-03  ENST00000450760 gencode CACATAGAAAACTTGGAGCCAAAGCATTTGGCAAGAGCGGAAAAAA
LINCO00853 -1,622 1,76E-07  2,69E-05 NR_047498 RefSeq GGATCCTTGAAGCACAATAAACAGATAGTATTTCTGCATGTGTCAA
AC096582,8 -1,621 1,05E-05  7,73E-04 ENST00000413839 gencode TCTGAGCCAGCTGCACGACAAGTTCGAGCATCTTAAAATGATTCAA
RPL23AP7 -1,602  4,34E-05  2,33E-03 NR_024531 RefSeq AGACATTTAGGAGAAGAATCCCAGTCTTCTTAGAGAACCCAGTGAC
ARF4P2 -1,514  1,45E-03  3,64E-02  ENST00000430209 gencode TCTTCAGTCTCTTCCTAACAGGACATGGTATGTTCAAGCCACTTGT

133



Material Suplementario

Tabla S2. Porcentajes de pacientes pacientes LLA-B pediatricos con las distintas covari-
bales clinicas estudiadas, en los subgrupos “Bajo” y “Alto” del ARNInc AL133346.1 y el
PCG CCN2. Se muestran los p-valores ajustados por FDR de las pruebas exactas de Fis-
her o de las pruebas chi-cuadrado. Abreviaturas: Cr: Cromosoma; CNS: Sistema Nervio-
so Central (SNC); CNS 1 significa ausencia de afectacion del SNC, CNS 2 es un nivel
muy bajo y CNS 3 indica afectacion definitiva del SNC; NA: no disponible; MLL: gen
MLL; t(12;21): translocacion (12;21); t(1;19): translocacion (1;19); t(9;22): translocacion
(9;22).

Cohorte TCGA - LLA-B Pediatrica (N = 120)

Grupos de Expresion AL133346.1 Grupos de Expresion CCN2

Bajo (N = 60) Alto (N = 60) p-valor FDR Bajo (N = 60) Alto (N = 60) p-valor FDR

Sexo
Mujer 30 (50,0%) 31(51,7%) 33 (55,0%) 28 (46,7%)
1 1 0,465 0,465
Hombre 30 (50,0%) 29 (48,3%) 27 (45,0%) 32 (53.3%)
Edad al Diagnéstico (aiios)
1-9.99 47 (78.3%) 44 (13.3%) 41 (68.3%) 50 (83,3%)
0,670 0,984 0,087 0,174
=10 13 (21,7%) 16 (26,7%) 19 (31,7%) 10 (16,7%)
CNS
1 48 (80,0%) 45 (75.0%) 47 (78.3%) 46 (76,7%)
2 11 (18,3%) 13 (21,7%) 0,738 0,984 13 (21,7%) 11 (18,3%) 0,282 0,367
3 1(1,7%) 2 (3.3%) 0(0%) 3(5.0%)
t(12;21): ETV6-RUNX1
Negativo 54 (98,2%) 37 (80,4%) 57 (100%) 34 (77,3%)
0,005 0,020 0,0001 0,0008
Positivo 1(1,8%) 9(19,6%) 0(0%) 10 (22,7%)
t(1319): TCF3-PBX1
Negativo 24 (82,8%) 43 (95,6%) 26 (78,8%) 41 (100%)
0,103 0,275 0,002 0,008
Positivo 5(17,2%) 2 (4,4%) 7(21,2%) 0 (0%)
(9;22): BCR-ABLI
Negativo 59 (98,3%) 58 (96,7%) 60 (100%) 57 (95,0%)
1 1 0,244 0,367
Positivo 1(1,7%) 2(3,3%) 0(0%) 3 (5,0%)
Reordenamiento MLL
Negativo 57 (100%) 53 (100%) 56 (100%) 54 (100%)
NA NA NA NA
Positivo 0 (0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%)
Trisomias 4 y 10
Negativo 54 (94,7%) 48 (87,3%) 53 (94,6%) 49 (87,5%)
0,199 0,398 0,321 0,367
Positivo 3(5,3%) 7 (12,7%) 3 (5,4%) 7 (12,5%)
Ploidia
Hipodiploidia (< 46 Cr) 16 (29,6%) 1(2,1%) 12 (24,5%) 5(9,6%)
Diploidia (46 Cr) 24 (44,4%) 21 (44,7%) 23 (46,9%) 22 (42,3%)
0,0002 0,002 0,05 0,133
Hiperdiploidia Parcial (47-50 Cr) 9 (16,7%) 10 (21,3%) 9 (18,4%) 10 (19,2%)
Hiperdiploidia Alta (= 51) 5(9,3%) 15 (31,9%) 5(10,2%) 15 (28,9%)
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Tabla S3. Analisis Cox univariable y multivariable de las covariables clinicas de los pa-
cientes pediatricos con LLA-B derivados del proyecto TARGET de TCGA (N = 120).
Los valores NA aparecen debido a que las correspondientes covariables clinicas no fue-
ron incluidas en el analisis Cox multivariable. La covariable relacionada con los reorde-
na-mientos MLL no fue incluida debido a que no existian pacientes positivos.

Sexo (Hombre vs Mujer)
Edad al Diagnéstico (= 10 vs 1-9,9 aiios)
CNS (2-3vs 1)

t(12;21): ETV6-RUNXI1 (Positivo vs Negativo)
t(1;19): TCF3-PBXI1 (Positivo vs Negativo)
t(9;22): BCR-ABLI1 (Positivo vs Negativo)

Trisomias 4 y 10 (Positivo vs Negativo)
Ploidia (Hipodiploidia vs Diploidia)
Ploidia (Hiperdiploidia Parcial vs Diploidia)

Ploidia (Hiperdiploidia Alta vs Diploidia)

Expresion ARID1A (Alto vs Bajo)
Expresion ARID1B (Alto vs Bajo)
Expresion ARID2 (Alto vs Bajo)
Expresion SMARCA4 (Alto vs Bajo)

Expresion PBRM1 (Alto vs Bajo)

Anilisis Cox Univariable

Anilisis Cox Multivariable

Cociente de Riesgo
(95% IC)

p-valor

Cociente de Riesgo
(95% IC)

p-valor

1,852 (1,062-3,228)
1,500 (0,823-2,733)
1,024 (0,538-1,949)
0,697 (0,250-1,944)
21,840 (6,968-68,480)
0,667 (0.092-4.834)
0,343 (0,192-1,986)
0,126 (0,030-0,531)
0,383 (0,158-0,926)
0,346 (0,143-0,838)
1,870 (1,073-3,261)
0,779 (0,454-1,336)
0,457 (0,262-0.799)
2,039 (1,168-3,560)

0,924 (0,539-1,585)

0,030
0,186
0,943
0,490

1,22 x 107
0,689
0,418
0,005
0,033
0,019
0,027
0,363
0,006
0,012

0,774

1,269 (0,623-2,585)
1,550 (0,681-3,527)
NA
NA
9,401 (2,579-34,274)
NA
NA
0,259 (0,033-2,015)
0,821 (0,308-2,186)
0,448 (0,164-1,221)
1,330 (0,530-3,336)
NA
0,600 (0,284-1,267)
1,833 (0,753-4,462)

NA

0,512
0,296
NA
NA
6,85 x 10
NA
NA
0,197
0,693
0,117
0,543
NA
0,180
0,182

NA
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