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Las alteraciones en la cantidad y distribucion de marcas epigenéticas del genoma son
una caracteristica distintiva del cancer. Aunque las consecuencias de la desregulacidn
epigenética en el cancer estan relativamente bien descritas, las causas que conducen a
los cambios epigendmicos estan poco estudiadas. En trabajos anteriores, nuestros
grupos de investigacién identificaron que las modificaciones epigenéticas en la
cromatina de tumores linfoides parecen estar mediadas por la unién aberrante al ADN
de familias de factores de transcripcidon (FT) concretas. Asi, la principal hipétesis en la
gue se basa este proyecto era que dichos FT pueden representar una lesion molecular
inicial —complementaria a la genética—, que induce una activacion de novo de
regiones enhancer y promotoras, que a su vez conducirian a la generacion de un

programa transcripcional oncogénico.

En este proyecto, hemos estudiado el papel de los FT en la leucemia linfocitica crénica
(LLC) y el mieloma multiple (MM). Estas dos neoplasias se encuentran entre las
neoplasias malignas linfoides mas frecuentes y ambas exhiben una heterogeneidad
genética y variabilidad clinica sustanciales. Sin embargo, a pesar de esta
heterogeneidad, ambas muestran firmas de cromatina homogéneas especificas de cada
enfermedad, que estan enriquecidas en sitios de unidn de unos pocos FT. Por lo tanto,
para profundizar en los mecanismos de patogénesis de la LLC y el MM, propusimos tres
objetivos principales: el primero, identificar los FT clave responsables de las firmas
epigendmicas Unicas de la LLC o el MM mediante una seleccién personalizada a través
de la técnica de CRISPR/Cas9. En segundo lugar, definir funcionalmente el papel causal
de los FT identificados como impulsores epigenéticos de la LLC o el MM, a través de la
caracterizacion de sus sitios de union y su papel principal en la transcripciéon y
modificacion epigenética. Y tercero, caracterizar los cofactores de los FT y estudiar su
potencial como nuevas dianas terapéuticas en la LLC y el MM, identificando las
proteinas de interaccion de los FT y evaluando el impacto de su inhibicion.

Para alcanzar estos objetivos, utilizamos metodologias y disenos experimentales
similares tanto para la LLC como para el MM, aunque adaptamos algunos de ellos a los
recursos y modelos experimentales disponibles. Durante el transcurso del proyecto,
ambos equipos han trabajado muy estrechamente, compartiendo herramientas,
conocimientos y recursos, y ademas han revisado e interpretado sus respectivos

resultados en videoconferencias periddicas y reuniones presenciales.



En las préximas paginas, resumiremos los resultados obtenidos en la LLC y el MM por
separado, para luego discutir las implicaciones generales de nuestro trabajo y

enumerar la literatura generada.

Durante el periodo de financiacién del proyecto, hemos podido cumplir todos los
objetivos propuestos, tanto en la LLC como en el MM. A continuacion, se incluye un
breve resumen de los principales resultados obtenidos para cada una de las

enfermedades.

Leucemia linfatica crénica

En este proyecto, hemos realizado un analisis exhaustivo del papel de los FT en la LLC.
Como los modelos de lineas celulares de LLC disponibles no recapitulan bien algunas de
las caracteristicas moleculares clave de la enfermedad, inicialmente caracterizamos un
sistema in vitro para cultivar células primarias de LLC y desarrollamos una nueva
estrategia para realizar una investigacion funcional, utilizando células de pacientes con
LLC. A continuacion, basandonos en publicaciones anteriores y datos de nuestro propio
grupo de investigacién, seleccionamos FT que estan asociados con el desarrollo y la
agresividad clinica de la enfermedad para realizar estudios mecanisticos. Ademas de
los hallazgos que se han resumido en los informes anuales, en este proyecto
evaluamos con gran detalle el papel del factor de transcripcién LEF1 en la LLC. Debido
a la relevancia de estos resultados, se resumiran con mayor detalle en esta sintesis del

proyecto.

LEF1 es un factor de transcripcién clave implicado en la proliferacion y diferenciacion
de una gran cantidad de tipos de células normales, pero esta ausente en las células B
maduras. En la LLC, la expresion de LEF1 parece ser un evento oncogénico temprano,
ya que ya esta presente en la linfocitosis monoclonal de células B (MBL). Ademas, se
sabe que varias de las isoformas de LEF1 tienen diferentes funciones en las células
normales y cancerosas. A pesar de que la expresidén de LEF1 es un sello distintivo de la
LLC y un marcador de diagndstico diferencial, su contribucion a la patogénesis de la
LLC sigue sin haberse estudiado en detalle. Por lo tanto, identificar el papel oncogénico

exacto de LEF1 en la LLC fue uno de los objetivos principales de nuestro proyecto. En



particular, determinamos el papel funcional de LEF1 en muestras primarias de
pacientes con LLC y donantes de MBL mediante citometria de flujo intracelular,
CUT&RUN, LEF1 CRISPR-Cas9 KO y analisis de espectrometria de masas IP nuclear.
Ademas, las diferentes isoformas de LEF1 se sobreexpresaron en lineas celulares de
LLC (MEC1 y HG3).

A nivel de expresion génica, la expresion de LEF1 fue similar en MBL y LLC
independientemente de su estado mutacional de IGHV. Sorprendentemente, a nivel de
proteina, los casos clinicamente agresivos de IGHV no mutados (U-LLC) mostraron
niveles de LEF1 significativamente mas altos que los casos mas indolentes de IGHV
mutados (M-LLC) o MBL. Esta discordancia entre los niveles de ARNm y proteina se
explicd por una mayor estabilidad de las proteinas en la U-LLC. Después de 8 horas de
inhibicion de la sintesis de proteinas con cicloheximida, los niveles de proteina LEF1 se
redujeron en un 20% en las células U-LLC y en un 60% en las células M-LLC. Luego
analizamos la distribucién de todo el genoma de los sitios de unién al ADN de LEF1
mediante CUT&RUN e identificamos 2,7 veces mas picos en U-LLC que en M-LLC. Si
bien la mayoria de los picos identificados en M-LLC también se encontraron en U-LLC
(n = 5.777 picos), el 68% de los sitios de unién de LEF1 identificados en células U-LLC
fueron Unicos (n = 12.059 picos). Los genes diana de los picos comunes estaban
involucrados en funciones como la sefalizacién BCR, mientras que los genes diana
especificos de U-LLC estaban relacionados con la progresiéon del ciclo celular. De
acuerdo con este hallazgo, observamos niveles mas altos de proteina LEF1 en la
fraccion proliferativa (CXCR4lowCD5high) en comparacién con la fraccién en reposo
(CXCR4highCD5low). Los niveles de proteina LEF1 de las células primarias de LLC
también aumentaron in vitro al recibir estimulos proliferativos. Validamos que LEF1
participa en la regulacion del ciclo celular al inducir KO de LEF1 CRISPR-Cas9 en
muestras primarias de LLC. En este modelo, el analisis RNA-Seq mostrd una regulacion
negativa de los genes del ciclo celular, y las células que carecian de LEF1 mostraron

niveles de Ki67 mas bajos que las células que expresaban LEF1.

También investigamos el interactoma nuclear de LEF1 en U-LLC y descubrimos el
regulador del ciclo celular CDC5L como socio de LEF1. Inesperadamente, CDC5L
interactud con las isoformas mas cortas de LEF1 que carecen del exén 6 (LEF1-
Aexon6) y no con el transcrito completo (FL). De la misma forma, los estimulos

proliferativos disminuyeron los niveles de LEF1-FL y aumentaron las isoformas LEF1-



Aexon6. Ademas, la sobreexpresién de LEF1-FL, pero no de LEF1-Aexon6, disminuyd la
proliferacién en lineas celulares de LLC. El analisis de RNA-Seq mostré que LEF1-FL
induce un perfil transcripcional inactivo, que se recupera mediante la expresién de las

isoformas LEF1-Aexon6.

En resumen, hemos descubierto que la expresién de novo de LEF1 tiene una doble
funcidn en la patogénesis de la LLC dependiendo de los niveles de proteina y la
expresion de isoformas. Los niveles mas bajos de proteina LEF1 estan relacionados con
el desarrollo inicial de LLC, mientras que los niveles mas altos de LEF1 y el aumento de
la concentracion relativa de la isoforma LEF1-Aexon6 impulsan la proliferacion en

formas mas agresivas de la enfermedad.

Mieloma multiple

En este proyecto nos planteamos la importancia de 54 TF, que mostraban sitios de
union de TF (TFBS) enriquecidos en regiones activas de novo en el MM, utilizando una
libreria CRISPR-Cas9 personalizada. La seleccion de la libreria CRISPR-Cas9 en dos
lineas celulares MM (MM.1R y KMS-11) mostré la importancia de 22 TF. Curiosamente,
entre estos TF, detectamos 3 miembros de la familia IRF —IRF1, IRF2 e IRF5—, junto
con el control positivo IRF4, lo que sugiere la importancia de los TF IRF en el MM. Los
KO individuales de CRISPR-Cas9 identificaron IRF2 y, como se esperaba, IRF4 como los
TF de IRF principales en el MM. Para determinar las vias de sefalizacion reguladas por
IRF2 e IRF4, analizamos las regiones de cromatina unidas por estos 2 TF (y el IRF1
como TF no esencial) mediante CUT&RUN en las mismas 2 lineas celulares de MM.
Identificamos 16.300 regiones de cromatina unidas a IRF2 en células MM,
significativamente enriquecidas en promotores activos, en comparacion con IRF4
(7.512 picos detectados) e IRF1 (5.891 picos). El 60% de las regiones de cromatina
unidas a IRF2 eran exclusivas de IRF2, asociadas a genes que participan
principalmente en el ciclo celular, la diferenciacion celular y la adhesion. El 40%
restante de las regiones de unién de IRF2 se compartian con IRF4 y/o IRF1, y estaban
relacionadas con genes implicados principalmente en el sistema inmunoldgico, la
diferenciacion celular y la adhesion. Ademas, IRF2 estaba presente en el 32%
(498/1.556) de las regiones de cromatina activa de novo, donde 201 picos
correspondian Unicamente a IRF2 y regulaban genes implicados en la migracién
celular, la diferenciacién de osteoblastos y la activacion de quinasas, mientras que 297

picos correspondian a los 3 IRF y estaban relacionados con genes de estrés oxidativo.



Curiosamente, los genes reguladores de IRF2 se sobreexpresaban en su mayoria en el
MM en comparacion con células plasmaticas sanas de amigdalas y médula dsea.
Posteriormente, el analisis del transcriptoma después del silenciamiento de IRF2 reveld
qgue mas del 30% de los genes regulados negativamente eran dianas de IRF2
identificados por CUT&RUN. Ademas, los genes regulados negativamente estaban
asociados con el ciclo celular, la proliferacién, la diferenciacion celular, la adhesién y el
sistema inmunoldgico. Estos resultados sugieren que IRF2, ademas de las vias también
reguladas por IRF4, controla vias especificas involucradas en la biologia del MM y no
reguladas por otros miembros de la familia IRF. Finalmente, examinamos el impacto
prondstico de la expresion de IRF2 en el MM y observamos que los pacientes con
mayor expresion de IRF2 presentaban una peor supervivencia libre de progresiéon
(SSP) y supervivencia global (SG) en un analisis multivariado que incluia las
alteraciones genéticas clasicas utilizadas para la estratificacién de los pacientes de MM.
En conclusién, hemos demostrado que IRF2 desempefia un papel importante como
biomarcador y como gen esencial en la patogénesis del MM al participar en la
regulacion de genes relacionados con el ciclo celular, la diferenciacién y la adhesion.
Estos resultados establecen que IRF2 es un objetivo prometedor para nuevas dianas

terapéuticas en el MM,

Ademas, en este proyecto estudiamos la posible modulacion farmacoldgica de regiones
activas de novo en el MM y su relacion con la funcidn de los TF. Tratamos 3 lineas
celulares de MM (KMS-11, RPMI8226 y KMS-12) con 1 uM de bromodominio JQ1 y un
inhibidor de proteinas de dominio extraterminal (BET) (BETi) durante 72 h. Después
del tratamiento con JQ1, detectamos una reduccidn significativa de mas del 10% de los
genes regulados por la activacion de novo de la cromatina en MM. Curiosamente,
SMILO, un IncRNA esencial en el MM, presentd una de las mayores inhibiciones, incluso
en comparacion con genes bien descritos regulados por BETi. A través de ChIP-Seq vy
ATAC-Seq, verificamos que la disminucién de SMILO no se debe a cambios en la
activacion y accesibilidad de la cromatina producida por JQ1 en células MM, lo que
sugiere que JQ1 puede desplazar la maquinaria transcripcional, como los TF, de las
regiones activas de novo relacionadas con SMILO. El estudio de Reverse-ChIP mostrd
la unién de 16 proteinas en la region de la cromatina relacionada con SMILO. Entre
estas, seleccionamos como nuestro candidato el TF FLI1, por varias razones: (1) FLI1
estaba sobreexpresado en el MM en comparacién con las células B sanas; (2)

presentaba una correlacion positiva de expresidon con SMILO; (3) los pacientes con MM

6



con mayor expresion de FLI1 presentaban peores PFS y OS, tanto en andlisis
univariados como multivariados considerando las alteraciones genéticas clasicas de
MM, vy (4) FLI1 mostraba una disminucién significativa en H3K27ac en la region
promotora después del tratamiento con JQ1, lo que se correlaciond con una
disminucidn en niveles de proteina FLI1. Para determinar si FLI1 esta causalmente
implicado en la expresién de SMILO, se silencié FLI1 utilizando la tecnologia CRISPR-
Cas9, que disminuyd sustancialmente los niveles de proteina FLI1, lo que dio lugar a
una reduccion significativa de la expresion de SMILO. Estos resultados explican al
menos uno de los mecanismos por los cuales JQ1 disminuye la expresion de SMILO a

través de la desregulacion del TF FLI1.

En conclusién, nuestro estudio destaca el potencial de BETi para modular la expresién
de regiones activas de novo en el MM vy, especificamente, la expresion del IncRNA
SMILO en el MM. Esto abre la puerta al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas
dirigidas contra moléculas de ARN para el tratamiento del MM vy otros tipos de tumores

humanos.

La relevancia e impacto de los resultados, y las implicaciones futuras de los datos

generados en el transcurso del proyecto se relacionan con lo siguiente:

1. Generacion de conocimiento: hemos proporcionado nuevas ideas sobre los
mecanismos subyacentes a la desregulacion epigenética en la LLC y el MM.
Identificamos varios FT que desempenan un papel clave en estas enfermedades, mas
notablemente LEF1 en la LLC e IRF2 en el MM. Estos resultados animaran
investigaciones adicionales en el campo. Ademas, el enfoque experimental aplicado se
puede extrapolar a otros canceres para generar un catdlogo de FT especificos

involucrados en diferentes formas de cancer.

2. Recursos de datos: hemos generado datos de cribados CRISPR-Cas9 en MM, asi
como datos multiomicos tanto en LLC como en MM, que una vez publicados pondremos

a disposicion a través de repositorios de datos internacionales (como EGA o GEO).



Estos datos representaran un recurso para la comunidad de investigadores que

estudian estas enfermedades.

3. Nuevas herramientas y técnicas: hemos generado un nuevo método basado en
CRISPR/Cas9 para permitir la edicion de genes en neoplasias malignas de células B

como la LLC.

4. Varios de los TF identificados en este estudio son, de hecho, excelentes objetivos
terapéuticos, que constituiran la base para desarrollar inhibidores o degradadores

especificos como posibles nuevas terapias.
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