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RESUMEN

Los sindromes mielodisplasicos (SMD) constituyen un grupo heterogéneo de
enfermedades de naturaleza clonal caracterizadas por presentar una hematopoyesis
ineficaz, citopenias y riesgo variable de evolucién a leucemia mieloide aguda (LMA)
secundaria. En la dltima década, las nuevas tecnologias de secuenciacion masiva han
revelado que mas del 80 % de pacientes con SMD presenta mutaciones somaticas y
que éstas pueden agruparse en diversas categorias en funcién de las rutas biol6gicas
que se vean alteradas. Ademas, se ha visto que existen patrones de concurrencia y
exclusion entre estas categorias de mutaciones. La adquisicion secuencial y la
concurrencia entre estas mutaciones desencadenan, en parte, el desarrollo de la

enfermedady genera la heterogeneidad clinica caracteristica de los SMD.

Las mutaciones en factores de splicing aparecen a menudo simultaneamente con
mutaciones en reguladores epigenéticos como es el caso de los genes U2 Small Nuclear
RNA Auxiliary Factor 1 (U2AF1) y Ten-eleven translocation 2 (TET2) que se encuentran
co-mutados en un 13 % de los casos. A pesar de su prevalencia, los efectos de la
concurrencia en las mutaciones en U2AF1 y TET2 no han sido estudiados. Por ello, en
esta tesis nos propusimos estudiar esta cooperacion cruzando, en primer lugar, dos
lineas mutantes de raton generadas mediante el sistema de edicion genética
CRISPR/Cas9. El efecto de estas alteraciones sobre la hematopoyesis de las tres lineas
mutantes, U2af1™"* Tet2”y U2af1™" Tet2”, fue examinado mediante el hemograma,
citometria de flujo (CF), andlisis morfologicos, ensayos de Unidades Formadoras de
Colonias (CFU) y estudios funcionales como el trasplante hematopoyético. Para
finalizar, se realiz6 un analisis transcriptomico mediante secuenciacion de ARN (ARN-
seq) para detectar los posibles cambios en el patron de splicing entre las lineas

mutantes y los controles.

La linea mutante U2afi™"* no presentd ninguna alteracion destacable de la
hematopoyesis ni en ratones jovenes (12-13 semanas) ni envejecidos (2 afios). Sin
embargo, sus células madre y progenitoras hematopoyéticas (HSPC) fueron incapaces
de injertar en la médula 6sea de ratones trasplantados. En el caso de los ratones
mutantes Tet2”, observamos un incremento de células mieloides, esplenomegalia,
aumento del compartimento LSK (HSPC con inmunofenotipo Linaje” Sca-1" c-kit*) y, en
los experimentos de trasplante, una capacidad de reconstitucibn hematopoyética
superior a la de los controles. Por dltimo, la cooperacién de ambas alteraciones en la
linea doble mutante U2af1™"V* Tet2”, no mostré un efecto sinérgico entre ellas. Asi pues,

se detectaron variaciones en los progenitores mieloeritroides y un aumento significativo
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de células mieloides y LSK. No obstante, igual que ocurria con la linea U2af1™", las
HSPC no producian prendimiento en los ratones trasplantados. A pesar de las
alteraciones observadas, ninguna de las tres lineas mutantes desarrollaba SMD ni

fallecia antes que los controles.

Respecto al andlisis transcriptomico, el salto de exén fue el evento de splicing
alternativo observado con mayor frecuencia en las lineas U2af1™"*, Tet2”y U2af1™"
Tet2”. Unicamente un 6.6 % del total de genes que presentaba eventos de splicing
alternativo fueron coincidentes en las tres lineas mutantes. A pesar de que en el analisis
bioinformatico se detectaron alteraciones en las rutas biolégicas relacionadas con el
ciclo celular, en los ratones U2afl™"*, y el dafio al ADN, en las lineas U2af1™"" y
U2af1™¥* Tet2”, en la validacion mediante CF no se encontraron variaciones respecto

a los controles.

Para concluir, nuestros datos sugieren que, a pesar de producirse alteraciones en la
hematopoyesis, la cooperacion entre la mutacion en U2afl y la pérdida de Tet2 es

insuficiente para iniciar SMD en ratén.
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ABSTRACT

Myelodysplastic syndromes (MDS) comprise a heterogeneous group of clonal
malignancies characterized by ineffective hematopoiesis, cytopenia and a variable risk
of progression to secondary acute myeloid leukemia (AML). In the last decade, next-
generation sequencing technologies have deciphered that more than 80 % of MDS
patients have somatic mutations and that those can be grouped into several categories
depending on which biological routes have been altered. Furthermore, it has been
observed that there are concurrency and exclusion patterns among these mutation
categories. The sequential acquisition and the concurrency between these driver
mutations trigger, in part, the development of the disease and generate the clinical

heterogeneity characteristic of MDS.

The splicing factor mutations often occur simultaneously with mutations in epigenetic
regulators such as the U2 Small Nuclear RNA Auxiliary Factor 1 (U2AF1) and Ten-
eleven translocation 2 (TET2) genes, which are found co-mutated in 13 % of cases.
Despite their prevalence, the effects of concurrence in mutations in U2AF1 and TET2
have not been studied. Consequently, in this thesis we aim to study this cooperation.
Firstly, we crossed two mutant mouse lines that were previously generated using the
CRISPR/Cas9 gene editing system. The effects of these alterations on hematopoiesis in
the three mutant lines, U2af1™"*, Tet2”y U2af1™"* Tet2”, was examinated by the blood
counts, flow cytometry (FC), morphological analysis, Colony Forming Units assays
(CFU) and functional studies such as the hematopoietic transplantation. Finally,
transcriptomic analysis was peformed by RNA sequencing (RNA-seq) to detect possible

splicing pattern changes between mutant lines and control samples.

U2afl™" mutant line did not present any remarkable alteration of hematopoiesis in
either in young (12-13 weeks) or aged (2 years) mice. However, their hematopoietic stem
and progenitor cells (HSPC) were unable to engraft into the bone marrow of transplanted
mice. In the case of Tet2”- mutant mice, we observed an increase of myeloid cells,
splenomegaly, an increased LSK compartment (HSPC: Lineage  Sca-1* c-kit*) and an
enhanced ability, relative to wild-type, to reconstitute hematopoiesis in transplantation
assays. Finally, the cooperation of both alterations in U2af1™"* Tet2”- double mutant line
did not show a synergistic effect between them. Nonetheless, the myeloerythroid
progenitors were altered and also myeloid and LSK cells were increased. However, as
in the U2af1i™Y* line, HSPC did not produce any engraftment in transplanted mice.
Despite the observed alterations, none of the three mutant lines developed MDS or die

earlier than control mice.
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Regarding the transcriptomic analysis, exon skipping was the most frequently
observed alternative splicing event in the U2af1™"*, Tet2”y U2af1™"* Tet2” lines. Only
6.6 % of the total number of genes showing alternative splicing events were coincident
in the three mutant lines. Although the bioinformatic analysis revealed alterations in
biological pathways related to the cell cycle in the U2af1™"* mice and DNA damage in
the U2af1™"* and U2af1™"* Tet2” lines, the validation by CF found no variations with

respect to the controls.

In conclusion, our data suggest that, despite alterations in hematopoiesis, the

cooperation between U2afl mutation and Tet2 loss is insufficient to initiate MDS in mice.
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RESUM

Les sindromes mielodisplastiques (SMD) constituixen un grup heterogeni de
malalties de naturalesa clonal caracteritzades per presentar una hematopoesi ineficac,
citopénies i risc variable d'evolucié a leucemia mieloide aguda (LMA) secundaria. En
I'Gitima década, les noves tecnologies de seqlienciacié massiva han revelat que més del
80 % de pacients amb SMD presenta mutacions somatiques i que aquestes poden
agrupar-se en diverses categories en funcié de les rutes bioldogiques que es vegen
alterades. A més, s'ha vist que hi ha patrons de concurrencia i exclusié entre aquestes
categories de mutacions. L'adquisicié sequencial i la concurréncia entre aquestes
mutacions desencadenen, en part, el desenvolupament de la malaltia i genera

I'heterogeneitat clinica caracteristica de les SMD.

Les mutacions en factors de splicing apareixen sovint simultaniament amb mutacions
en reguladors epigenétics com és el cas dels gens U2 Small Nuclear RNA Auxiliary
Factor 1 (U2AF1) i Ten-eleven translocation 2 (TET2) que es troben co-mutats en un 13
% dels casos. A pesar de la seua prevalenga, els efectes de la concurréncia en les
mutacions en U2AF1 i TET2 no han sigut estudiats. Per aix0, en aquesta tesi ens vam
proposar estudiar aquesta cooperacié creuant, en primer lloc, dos linies mutants de ratoli
generades per mitja del sistema d'edici6 genética CRISPR/Cas9. L'efecte d'aquestes
alteracions sobre I'nematopoesi de les tres linies mutants, U2af1™"*, Tet2” i U2af1™"*
Tet2”, va ser examinat per mitja de I'hemograma, citometria de flux (CF), analisis
morfoldgiques, assajos d'Unitats Formadores de Colonies (CFU) i estudis funcionals
com el trasplantament hematopoétic. Per ultim, es va realitzar I'analisi transcriptdomic per
mitja de sequenciacié d'ARN (ARN-seq) per a detectar els possibles canvis en el patr

de splicing entre les linies mutants i els controls.

La linia mutant U2af1™""* no va presentar cap alteracié destacable de I'nematopoesi
ni en ratolins jovens (12-13 setmanes) ni envellits (2 anys). No obstant aix0, les seues
cel-lules mare i progenitores hematopoetiques (HSPC) van ser incapagos d'empeltar en
la medul-la 0ssia de ratolins trasplantats. En el cas dels ratolins mutants Tet2”,
observarem un increment de cel-lules mieloides, esplenomegalia, augment del
compartiment LSK (cél-lules mare amb inmunofenotip Llinatge Sca-1* c-kit*) i, en els
experiments de trasplantament, una capacitat de reconstituci6 hematopoética superior
a la dels controls. Finalment, la cooperacié d'ambdues alteracions en la linia doble
mutant U2af1™"* Tet2”, no va mostrar un efecte sinérgic entre elles. Aixi, doncs, es van
detectar variacions en els progenitors mieloeritroids i un augment significatiu de ceél-lules

mieloides i LSK. No obstant aix0, igual que ocorria amb la linia U2af1™"*, les HSPC no
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produien empelt en els ratolins trasplantats. A pesar de les alteracions observades, cap

de les tres linies mutants desenvolupava SMD ni moria abans que els controls.

Respecte a l'analisi transcriptomic, el salt d'exé va ser I'esdeveniment de splicing
alternatiu observat amb major freqiiéncia en les linies U2af1™"* Tet2” i U2af1™*
Tet2”. Unicament un 6.6 % del total de gens que presentava esdeveniments de splicing
alternatiu van ser coincidents en les tres linies mutants. Encara que en l'analisi
bioinformatica es van detectar alteracions en les rutes bioldgiques relacionades amb el
cicle cel-lular, en els ratolins U2af1™" i el dany a I'ADN, en les linies U2af1™"" i
U2af1™" Tet2", en la validacio per mitja de CF no es van trobar variacions respecte als

controls.

Per a concloure, les nostres dades suggerixen que, a pesar de produir-se alteracions
en I'hematopoesi, la cooperacié entre la mutacié en U2afl i la pérdua de Tet2 és

insuficient per a iniciar SMD en ratoli.
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Monocyte—Lymphoid progenitor”

GMP: Progenitor granulo-monocitico; del inglés "Granulocyte-Monocyte

Progenitor"
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1. Hematopoyesis

La hematopoyesis es el proceso biolégico mediante el cual se forman los
componentes celulares de la sangre a partir de la proliferacién y diferenciacion de las
células madre hematopoyéticas (HSC, del inglés Hematopoietic Stem Cells). A nivel
general, en este proceso se generan tres tipos de células: eritrocitos (también llamados
glébulos rojos 0 hematies), plaquetas y leucocitos (o glébulos blancos). La funcién de
los eritrocitos consiste en transportar oxigeno y diéxido de carbono a través de la sangre.
Las plaguetas son las encargadas de la coagulacién y reparacion de heridas. Mientras
que, los leucocitos defienden el organismo de agentes patdgenos participando en
procesos de inmunidad innata o adquirida. Este Ultimo grupo estd compuesto por
diversos tipos celulares como son los linfocitos, eosinéfilos, monocitos, basofilos,

neutrofilos, células NK y células dendriticas.

Las células sanguineas maduras presentan una vida media relativamente corta: 120
dias en el caso de los glébulos rojos, 8-10 dias en el de las plaguetas y un tiempo que
oscila entre unos pocos dias a varios afios dependiendo del tipo de glébulo blanco. Por
ello, para renovar y mantener estables los niveles de estas células en la sangre, es
necesario que la hematopoyesis se realice durante toda la vida. Tradicionalmente se ha
considerado la hematopoyesis como un proceso jerarquico que parte de las Long-term
HSC (LT-HSC) (Figura 1). Las LT-HSC se caracterizan por poseer capacidad
multipotente y de auto-renovaciéon durante un largo periodo de tiempo (> 3-4 meses).!
Su diferenciacion origina las Short-term HSC (ST-HSC), las cuales conservan la
capacidad multipotente, pero su habilidad de auto-renovarse dura menos de un mes.
Estas ST-HSC dan lugar a los progenitores multipotentes (MPP, del inglés Multipotent
Progenitors) que han perdido completamente su capacidad de auto-renovarse.
Clasicamente, a partir de este punto, se consideraba que los progenitores se
comprometian hacia un linaje mieloide o linfoide por vias completamente diferenciadas.
Sin embargo, publicaciones de los Ultimos afios? han puesto de manifiesto la existencia
de progenitores con potencial mieloide y linfoide (GMLP, del inglés Granulocyte-
Monocyte-Lymphocyte Progenitor). Asi pues, los MPP se diferencian en estos GMLP y
en progenitores plenamente mieloides (CMP, del inglés Common Myeloid Progenitor).
Por un lado, dentro de la diferenciaciéon mieloide, los CMP dan lugar a progenitores
bipotentes: el progenitor pre-granulo-monocitico (Pre GM, del inglés Granulocyte-

Monocyte Progenitor) y el progenitor premegacariocitico-eritroide, (Pre MegE del inglés
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Pre Megakaryocytic-Erythroid Progenitor). Los pre GM originan GMP, y después de
diversos pasos de maduracion, granulocitos (eosindfilos, basoéfilos y neutrdfilos),
monocitos y células dendriticas. Los Pre MegE generan finalmente eritrocitos y
plaguetas. Mientras que, por otro lado, los GMLP producen dentro de la diferenciacién
mieloide, progenitores Pre GM y dentro de la diferenciacién linfoide dan lugar a
progenitores plenamente linfoides (CLP, del inglés Common Lymphoid Progenitor) que

maduraran en linfocitos B, T y células NK.

Es importante destacar que este esquema de la hematopoyesis se encuentra en
continuo cambio a medida que nuevas investigaciones descubren nuevas poblaciones

con potenciales y marcadores celulares diferentes a los ya descritos.

LT-HSC .
</
ST-HSC

}
/O\.

CMP GMLP
PreIVIegE / \.PreGM \ cLp
N
Mkp / \ PreCFU-E  +GMP Pro-8 Pro-T “PNK
(N @
| NG
Y CFU-E
l | / \ /
A @ 000X * o O
PIt E Ba Eo Ne Ma CD B T NK

Figura 1. Esquema de la hematopoyesis. Las LT-HSC se sitian en la parte superior de la
jerarquia hematopoyética. Estas células se diferencian en ST-HSC y, a continuacion, en MPP.
Después, se produce una separacion entre los progenitores estrictamente mieloides, CMP, y los
progenitores con capacidad mieloide y linfoide, GMLP. Posteriormente, se produce la
diferenciacion progresiva hacia las distintas células maduras. LT-HSC: Long-term Hematopoietic
Stem Cells; ST-HSC: Short-term Hematopoietic Stem Cells; MPP: progenitores multipotentes;
Pre MegE: progenitor premegacariocitico-eritroide; CMP: progenitor comin mieloide; GMLP:
progenitor granulo-monocitico-linfoide; Pre GM: progenitor pre-granulo-monocitico; CLP:
progenitor comun linfoide; MKP: progenitor megacariocitico; Pre CFU-E: progenitor de pre-
unidades formadoras de colonia eritroides; GMP: progenitor granulo-monocitico; Pro-B:
progenitor linfocitos B; Pro-T: progenitor linfocitos T; PNK: progenitor células NK; CFU-E:

progenitor unidades formadoras de colonia eritroides; CDP: progenitores comunes de célula
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dendritica; PIt: plaquetas; E: eritrocitos; Ba: basofilos; Eo: eosinéfilos; Ne: neutréfilos; Ma:

Macroéfagos; CD: célula dendritica; B: linfocito B; T: linfocito T; NK: células natural killer.

1.1. Organos hematopoyéticos

La hematopoyesis presenta diversas etapas, con diferentes patrones espaciales y
temporales a lo largo de la vida.® La hematopoyesis primitiva se inicia en el saco vitelino
a partir de la segunda semana de gestacién, y produce principalmente eritrocitos
primitivos que seran los encargados de proveer de oxigeno a todos los tejidos del
embrion. A partir de la sexta semana, las células madre migran desde el saco vitelino
principalmente al higado, pero también al bazo. Por ultimo, a partir del cuarto mes y
durante el resto de la vida, se da la hematopoyesis definitiva, donde el tejido
hematopoyético se limita a la médula 6sea que se encuentra en el interior de vértebras,
esterndn, costillas, fémur y pelvis. En condiciones patolégicas, el bazo y el higado
pueden recuperar su funcién hematopoyética, generdndose un proceso conocido como
hematopoyesis extramedular que produce un agrandamiento significativo de estos

6rganos.

Asi pues, en la edad adulta los tejidos y 6rganos que presentan importancia en la

produccion o maduracion de células sanguineas son:

e Médula 6sea: en el momento del nacimiento, la médula ésea roja con capacidad
hematopoyética, ocupa la totalidad de la cavidad de los huesos. En la edad adulta,
la médula 6sea roja se va sustituyendo por amarilla, con capacidad adiposa,
limitdndose a los huesos del craneo, esternon, costillas, pelvis, cuerpos vertebrales
y epifisis de los huesos largos. En la vejez, principalmente se encuentra médula ésea
roja en los huesos del craneo y los cuerpos vertebrales. Como se ha descrito
anteriormente, su funcién principal es producir todas las células de la sangre
mediante la hematopoyesis. Ademas, debido a su capacidad para producir y madurar
linfocitos se considera un 6rgano linfoide primario. Los linfocitos B maduraran en la
médula 6sea, mientras que los T viajaran al timo para su maduracion.

e Timo: se encuentra en la zona superior del térax. A partir de la pubertad, su tamafio
va disminuyendo hasta quedar completamente atrofiado en la vejez. Se considera
también un o6rgano linfoide primario puesto que su funcién principal consiste en la
maduracion de los linfocitos T. En este proceso se seleccionan aquellos linfocitos T
gue desarrollan receptores contra antigenos externos (seleccién positiva), pero no

muestran afinidad para antigenos propios (auto-antigenos).
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e Bazo: es considerado un 6rgano linfoide secundario y se encuentra situado por detras
del estbmago. Posee dos tipos de tejidos, la pulpa blanca y la pulpa roja. La primera,
esta formada por tejido linfoide donde se produce la presentacion de antigenos a los
linfocitos B y T para producir su activacién. La pulpa roja se encarga de filtrar la
sangre para retirar los eritrocitos viejos o defectuosos que han visto reducida su
funcién de transportar oxigeno. Debido a fallos en la hematopoyesis, en ocasiones
se produce un agrandamiento del tamafio del bazo conocido como esplenomegalia,
gue puede deberse a diversos motivos como acumulacién indiscriminada de
plaguetas o eritrocitos, hematopoyesis extramedular, infecciones viricas, etc.

e Ganglios linfaticos: considerado también un érgano linfoide secundario. Junto a los
vasos linfaticos conforman el sistema linfatico. Su funcién consiste en filtrar los

antigenos que circulan en la linfa y presentarlos a los linfocitos B y T para activarlos.

1.2. Hematopoyesis en el raton

La hematopoyesis ha sido ampliamente estudiada en el ratén dada la facilidad para
examinar la funcionalidad de los progenitores y las HSC mediante ensayos de colonias
y trasplante. Sin embargo, se debe tener en cuenta que, a pesar de que el perfil
transcripcional de las células hematopoyéticas humanas se encuentra muy conservado

en el raton,’ se ha visto que existen diferencias destacables entre ambos organismos.

A nivel general, los humanos y los ratones difieren, entre otros, en tamaio, vida
media, maduracion y en la exposicion a patdogenos. Asi pues, estas diferencias afectan,
por ejemplo, al nimero y la proporcién de células madre y progenitoras (HSPC). Ya que,
al presentar los humanos un mayor tamafio, la demanda proliferativa de estas células
también es mayor, lo que afecta a su balance entre auto-renovacioén y diferenciacion.®
Las proporciones de leucocitos también son bastante diferentes. Mientras que, en los
humanos el 50-70 % de los leucocitos son neutrdfilos y el 30-50 % son linfocitos, en los
ratones el porcentaje de neutrdfilos tnicamente alcanza el 10-25 % mientras que el de

los linfocitos supone el 75-90 %.°

Por otro lado, como se puede ver en la Figura 2, las HSC humanas y murinas poseen
antigenos de superficie diferentes.’®!! Entre estas variaciones, destacamos por su
importancia en nuestro estudio, el compartimento LSK (inmunofenotipo Linaje” Sca-1* c-
kit*) ya que comprende la fraccion de células mas inmadura dentro de la hematopoyesis
del ratén. La ausencia de marcadores de linaje implica que estas células no presentan

ninguno de los antigenos de superficie caracteristicos de las células maduras, como son
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habitualmente: Terl19 especifico del linaje eritroide, Mac-1 y Gr-1 representativo de
macrofagos y granulocitos principalmente, B220 propio de linfocitos B y CD4 y CD8
tipicos de linfocitos T.12

Ratdn Humano

Lin- Sca-1* c-kit* CD34-) CD201* CD48- CD150*

HSC

O\i) Lin- CD34*) CD38*) CD45RA* CD49f* CD90*
)
5
g 9
é Lin- Sca-1Y¥ c-kit* CD34*CD201* CD48 CD150 & Lin- CD34* CD38* CD45RA  CD49f CD90"
g
S S

\l GMLP

Lin- Sca-1- c-kit* CD201*/- CD48* CD150- Lin- CD34*CD38*
Pre MegE & \

G ‘MkP 0 EP 0 GP %MacP cDP oPro B ProT 0 PO-NK |/ paa

Progenitores oligopotentes

Progenitores
romprometidos

v e v \'r
g8 % » o ‘ @ o o |
% 3 Lin* Lin* CD34-
©
CE Plaquetas Granulocitos Céls. dendriticas Linf. T
Eritrocitos Macrofagos Linf. B Céls. NK

Figura 2. Marcadores hematopoyéticos en humano y ratén. GMLP: progenitor granulo-
monocitico-linfoide; CMP: progenitor comun mieloide; Pre MegE: progenitor premegacariocitico-
eritroide; GMP: progenitor granulo-monocitico; MkP: progenitor megacariocitico; EP: progenitor
eritroide; GP: progenitor granulocitos; MacP: progenitor macréfagos; CDP: progenitores comunes
de célula dendritica; Pro-B: progenitor linfocitos B; Pro-T: progenitor linfocitos T; Pro-NK:

progenitor células NK; NK: células natural killer. (Modificado de Chotinantakul, et al., 2012)%0,

2. Sindromes mielodisplasicos (SMD)

Los sindromes mielodisplasicos (SMD) comprenden un grupo heterogéneo de
enfermedades de naturaleza clonal caracterizadas por presentar una hematopoyesis
ineficaz, citopenias (disminucion en el nimero de células sanguineas), displasia
(alteraciones morfologicas celulares) y un riesgo variable de progresion a leucemia
mieloide aguda (LMA) secundaria.’** Los SMD se originan cuando las HSC o las
células progenitoras de la médula 6sea adquieren alteraciones genéticas somaticas que

impiden su correcto funcionamiento®-*8, Como consecuencia, el nimero de células
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inmaduras (blastos) en médula éseay sangre periférica aumenta, a la vez que se reduce
el numero de células maduras normales, produciéndose infecciones, hemorragias y

anemias, entre otros.®

2.1. Epidemiologiay etiologia

Los SMD afectan fundamentalmente a personas de mas de 60 afios (mediana de
edad de 75 afios). Actualmente, su incidencia es de 3 - 5 casos por cada 100 000
habitantes en Espafia, siendo mas elevada en hombres que en mujeres.?® Dado que es
una enfermedad asociada al envejecimiento, el ratio de incidencia es muy bajo en
personas menores de 40 afios (~ 0.1 casos por 100 000 habitantes). Sin embargo,
aumenta a 50 casos/100 000 habitantes en personas mayores de 75 afios.?° Como
consecuencia del envejecimiento poblacional, en los Gltimos afios se ha producido un
incremento de la incidencia y prevalencia de casos de SMD, traduciéndose en un

aumento del nimero de muertes.

La etiologia de los SMD se desconoce todavia con exactitud. No se sabe cual es el
suceso patogénico inicial, pero el desarrollo y la progresién de la enfermedad parecen
seguir un proceso escalonado de adquisicion progresiva de alteraciones genéticas de
las que se hablara en detalle mas adelante. De acuerdo con la etiologia, los SMD se
pueden clasificar en primarios y secundarios. La mayoria de casos son primarios o de
novo. Sin embargo, alrededor de un 10-15 % de los pacientes desarrolla SMD
secundario tras haberse sometido a un tratamiento de radiacion o de quimioterapia con

agentes alquilantes o inhibidores de la topoisomerasa, para tratar otro tipo de cancer.?'~
23

2.2. Sintomatologia

Los sintomas que padecen los pacientes de SMD habitualmente son generados por
la presencia de citopenias. En caso de eritrocitopenia (hemoglobina < 10 g/dL), los
pacientes muestran sintomas comunes de anemia como son: palidez, fatiga y cefalea.
Si poseen trombocitopenia (plaquetas < 100 x 10%L), presentan problemas de
coagulacién que se hacen visibles a través de hemorragias y por la mayor tendencia a
la formacion de hematomas. Por Ultimo, en caso de neutropenia (neutréfilos < 1.8 x
10%L), suelen sufrir infecciones de forma recurrente.?® Ademas, para compensar la

desregulacion hematopoyética, los pacientes pueden desarrollar hematopoyesis
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extramedular, lo que provoca un agrandamiento del tamafio del higado (hepatomegalia)

o del bazo (esplenomegalia).

2.3. Diagnéstico

Para establecer un diagnéstico de SMD, es necesario que el paciente se someta a
diversos analisis tanto en sangre periférica como en médula ésea. Pero, ademas, el
médico debe obtener una historia clinica lo mas detallada posible, considerandose
imprescindible que queden reflejados tanto posibles sintomas de anemia, hemorragia o
infeccién, como la posible exposicién a téxicos (tabaco, alcohol, metales pesados...),
farmacos o radioterapia. A continuacion, se resumen las pruebas que se consideran
imprescindibles para poder llegar a un diagndstico de SMD, segun la Guia Espafiola de
SMD y LMMC elaborada por el Grupo Espafiol de Sindromes Mielodisplasicos
(GESMD).®

Por un lado, a partir de una muestra de sangre periférica se obtiene el hemograma
completo, para cuantificar las células maduras de las diferentes lineas, y se realiza un
frotis tifiendo con May-Grinwald Giemsa para valorar los rasgos de displasia que se
puedan encontrar. Ademas, con el fin de poder descartar otras posibles causas de
citopenia y/o displasia, se realizan ensayos complementarios como, por ejemplo,
pruebas de deteccidn de los niveles de vitamina B12, &cido félico, eritropoyetina, estudio

del metabolismo del hierro, test serolégicos de VIH, VHB, VHC, etc.

Por otro lado, a partir de una muestra de aspirado medular se realiza un estudio
morfolégico empleando la tincion de May-Grinwald Giemsa nuevamente y la tincion de
Perls. En el primer caso, se cuentan al menos 500 células y se evalla la proporcion de
blastos y el porcentaje de displasia en cada una de las lineas de la serie mieloide. Se
considera que una linea es displasica si posee un 10 % o mas de blastos. Si el
porcentaje de blastos mieloides supera el 20 % se considera una LMA.24+27 La tincion
de Perls se emplea para realizar el recuento de sideroblastos (eritroblastos con
depésitos de hierro).?® Ademas, en médula ésea también se realiza un estudio
citogenético convencional de, al menos, 20 metafases para detectar las anomalias
cromosomicas mas recurrentes (Tabla 1). En algunos casos, este analisis debera ser
complementado con técnicas mas sensibles como la hibridacion fluorescente in situ
(FISH) o la hibridacién genémica comparativa (CGH arrays).?® Por dltimo, en términos
generales, si se detecta un porcentaje =2 5 % de sideroblastos, se debe estudiar la

presencia de mutaciones en el gen SF3B1.3°3! En algunos casos, es necesaria una
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biopsia de médula 6sea para completar el diagnéstico. Aunque, actualmente hay grupos

que ya consideran esta prueba imprescindible en todos los casos.®?

Tabla 1. Alteraciones citogenéticas recurrentes en los SMD.2°

No balanceadas Balanceadas

+8 t(11;16)(q23.3;p13.3)
-7179- t(3;21)(g26.2;922.1)
-5/50- t(1;3)(p36.3;921.2)
20g- t(2;11)(p21;923.3)
-Y inv(3)(q21.3;026.2)
i(17)(q10) 6 t(17p) t(3;3)(g21.3;926.2)
-13 6 del(130q) t(6;9)(p23;934.1)
del(11q)
del(12p) 6 t(12p)
idic(X)(q13)

Una vez realizadas todas las pruebas imprescindibles, el paciente debe cumplir dos
prerrequisitos y al menos uno de los requisitos decisivos descritos en la Tabla 2 para
confirmar el diagnéstico de SMD. En caso de no cumplirse ninguno de los criterios
decisivos, se emplean los co-criterios para determinar un caso con “sospecha alta de
SMD”. Por este motivo, habitualmente es necesario llevar a cabo pruebas
complementarias para alcanzar el diagnéstico, como son el analisis de linfocitos T o
células CD34* por CF. Ademas, debido a que, como se explicard mas adelante en
profundidad, el 80-90 % de los pacientes presenta mutaciones somaticas en el momento
del diagnostico, cada vez es mas habitual que para alcanzar un diagnostico se realicen
estudios de secuenciacion masiva (NGS) para detectar alteraciones en los genes mas
frecuentemente mutados (TET2, SF3B1, ASXL1, DNMT3A, SRSF2, RUNX1, TP53,
U2AF1, EZH2, ZRSR2, STAG2, CBL, NRAS, JAK2, SETBP1, IDH1, IDH2 y ETV6).1433-
35 Esto contribuye no sélo a la estratificacion de los pacientes durante el diagndstico,

sino también a la evaluacién del pronéstico.
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Tabla 2. Criterios minimos para el diagnéstico de SMD.2°

1. Citopenia constante (6 meses) en una o mas de las lineas eritroide,
neutrofilica o plaquetar (excepcion: presencia de un exceso de
blastos y anomalias citogenéticas relacionadas con SMD que por si
son diagndsticas de SMD).

2. Exclusion de enfermedades hematoldgicas y no hematoldgicas
como causa de citopenia/displasia.

A. Prerrequisitos

(ambos se deben cumplir)

1. Displasia = 10 % de células en 1 0 mas lineas mieloides en MO
B. Criterios decisivos |2- 5-19 % de blastos en MO (o 2-19 % en SP).

(relacionados con el SMD) |3 2 15 % sideroblastos en anillo.

= 5 % sideroblastos en anillo en presencia de mutacion SF3B1.
(se debe cumplir al menos uno) | 4, Anomalias cromosoémicas tipicas (+8, -7, 59-, 20g-, otras).

1. Alteraciones histolégicas en la MO.
Si se cumple (A) pero NO | 2. Fenotipo atipico en MO por

(B), y presenta clinica. CF.

3. Clonalidad (detectada por NGS).

C. Co-criterios

El diagnéstico de SMD se establece ante la presencia de los prerrequisitos (A) junto con, al menos,
uno de los criterios decisivos (B). En ausencia de criterio decisivo (B), el cumplimiento de los co-
criterios (C) ayuda a establecer la condicion de “sospecha alta de SMD”.

MO: médula 6sea. SP: sangre periférica. CF: citometria de flujo. NGS: secuenciacion de nueva generacion.

2.4. Clasificacion segun la OMS

En 1982 se estableci6 la primera clasificacién diagnéstica de los SMD por el grupo
Franco-Americano-Britanico (FAB).3® Esta se mantuvo en vigor hasta que en 2002 la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) propuso una nueva clasificacion que se ha ido
revisando y modificando hasta llegar a la ultima version actualizada en 2017.%" Esta
actualizacion permite clasificar los SMD segun el ndmero de blastos y criterios
morfoldgicos y citogenéticos principalmente, aunque también se incorporaron las

mutaciones en el gen SF3B1 como marcador de gran valor diagnéstico (Tabla 3).
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Tabla 3. Clasificacién de los SMD segun OMS (2017).2°

Lil Blastos (% Bast
. In’ee.ls Citopenias SA (%) 06) astones de Citogenética
displasicas SP MO Auer
SMD con displasia unilinea
SMD-DU 1 1-2 <15/<5% <1 <5 NO Cualquiera®
SMD con displasia multilinea
SMD-DM 2-3 1-3 <15/<5? <1 <5 NO Cualquierab
SMD con SA:
MD-SA-D 1 1-2
SMD-SA-DU 215/25% <1 <5 NO Cualquiera®
SMD-SA-DM 2-3 1-3
Del(5q) s6lo o
Ninguno o con 1 anomalia
SMD con del(5q) aislada 1-3 1-2 alguno <1 <5 NO adicional
9 (excepto -7 0
del(7q))
SMD con exceso de blastos:
SMD-EB-1 Ninguno o 2-4 5-9 NO .
1-3 1-3 ingu p Cualquiera
SMD-EB-2 alguno 5-19 10-19 Si°/ NO
SMD inclasificable:
Con 1% de blastos en SP 1-3 1-3 Ninguno o 14 <5 NO Cualquiera
alguno
Con Q|spla§|a en una lineay 1 3 Ninguno o < <5 NO Cualquiera
pancitopenia alguno
Anomalia
Sasado’gn alteraciones 0 1-3 <15¢ <1 <5 NO cnog.ent.enca
citogenéticas definitoria de
SMD

@ Si hay mutacion en SF3B1.

b Cualquier anomalia citogenética a menos que cumpla criterios de SMD con del(5g-) aislada.

¢ La presencia de bastones de Auer en blastos define cualquier tipo de SMD como SMD-EB-2 independientemente
del porcentaje de blastos.

4 Recuento realizado al menos en dos ocasiones separadas.

¢ Los casos con 2 15 % de sideroblastos en anillo tienen por definicién displasia eritroide.

MO: médula 6sea. SP: sangre periférica. SA: sideroblastos en anillo.

2.5. Pronostico (IPSS-R)

Como se ha comentado anteriormente, los SMD comprenden un grupo heterogéneo
de enfermedades. Por ello, presentan un prondstico muy variable en cuanto a
supervivencia global y riesgo de evolucion a LMA secundaria. Los esfuerzos por
alcanzar criterios prondsticos, con el fin de adaptar el tratamiento al riesgo estimado,
han sido notables. En 1997, comenz6 a emplearse en la préactica clinica el indice
Prondstico Internacional (IPSS) que empleaba variables analiticas como el nimero de
blastos o de citopenias y variables citogenéticas para clasificar a los pacientes dentro
de 4 grupos de riesgo: bajo, intermedio-1, intermedio-2, alto.® Sin embargo, esta
clasificacion presentaba algunas limitaciones como: no evaluar la citogenética en un
namero elevado de pacientes, establecer inadecuadamente el riesgo para muchas de
estas alteraciones, asignar mayor peso prondstico al porcentaje de blastos que a la

citogenética, asi como no reconocer otras caracteristicas con peso prondstico
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demostrado.** No fue hasta 2012 que se obtuvo un IPSS-Revisado (IPSS-R)* que

incluia una nueva categorizacion de las alteraciones citogenéticas (Tabla 4) propuesta

por Schanz y colaboradores*. De esta forma, se mejoraba la estratificacion prondstica

de los pacientes en 5 grupos (muy bajo, bajo, intermedio, alto y muy alto) con indices

de supervivencia global y riesgo de evoluciéon a LMA secundaria muy diferenciados.**-

a4

Tabla 4. Categorias citogenéticas incluidas en el IPSS-R.41

Anomalias citogenéticas

Subgrupo
pronéstico

Muy bueno

-y
del(11q)

Bueno

Normal

del(5q)

del(12p)

del(20q)

Anomalias dobles que incluyen del(5q) (excepto con -7 o del(7q))

Intermedio

del(7q)

+8

+19

i(179)

Cualquier otra anomalia Gnica o doble en clones independientes

Pobre

-7
inv(3)/t(3g)/del3q
Anomalias dobles que incluyen -7/del(7q))

Anomalias complejas con 3 anomalias

Muy pobre

> 3 anomalias complejas

Como se puede observar en la Tabla 5, de la misma forma que ocurria con el IPSS,

el IPSS-R se calcula asignando puntos a las diferentes variables: grupo citogenético,

porcentaje de blastos en médula 6sea y nivel de hemoglobina, plaquetas y granulocitos.

El nimero que se obtiene de la suma de todos esos puntos, es el que nos informa del

riesgo calculado y se emplea para estratificar a los pacientes proporcionandoles el

tratamiento mas adecuado a su condicién (Tabla 6).
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Tabla 5. Variables pronésticas del IPSS-R con sus respectivas puntuaciones.*°

Puntuacion

0 0.5 1 1.5 2 3 4

Grupo riesgo Mu Mu
citoF;enétifo bue:o - Bueno - Intermedio | Pobre pob:le

Blastos MO (%) 0-2 - 3-49 - 5-10 > 10 -

Hemoglobina (g/dL) 210 - 8-9.9 <8 - - -

Plaquetas (x10°L) 2100 | 50-99 | <50 - - - -

Granulocitos (x10° L) 20.8 <0.8 - - - - -

MO: médula 6sea

Tabla 6. Grupos prondstico de riesgo segun el IPSS-R.40

Grupo de riesgo | Puntuacion total
Muy bajo <15
Bajo >15-3
Intermedio >3-45
Alto >45-6
Muy alto >6

A pesar de que se ha visto que mas del 80 % de pacientes con SMD y mas del 50 %
de pacientes con cariotipo normal presentan mutaciones somaticas,'#34% actualmente
estas alteraciones no se incluyen en el IPSS-R. Sin embargo, se ha demostrado que
mutaciones en genes como TP53, EZH2, ETV6, RUNX1, ASXL1y SRSF2 proporcionan
por si solas un pronéstico desfavorable para el paciente.}41533344546 De |a misma forma
gue las mutaciones en SF3B1 confieren un prondstico favorable, sobre todo si se
presenta como una Unica alteracién.?%314748 Ademds, también se ha asociado un mayor
numero de mutaciones somaticas con un peor prondéstico. Por ello, en los Ultimos afios,
se esta realizando un gran esfuerzo por revisar el IPSS-R e incorporar el peso de estas
mutaciones somaticas.®*“° Este nuevo algoritmo pasara a llamarse IPSS-Molecular
(IPSS-M). Las variables de riesgo candidatas serdn los recuentos sanguineos, los
blastos, la citogenética y 38 mutaciones genéticas. Esta nueva formula estratificara a
los pacientes en 6 grupos de riesgo: muy bajo, bajo, moderadamente bajo,

moderadamente alto, alto y muy alto.°
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2.6. Tratamiento

A continuacién, se resume el actual protocolo de tratamiento para pacientes con SMD
recomendado por el GESMD.? A pesar de que el IPSS-R clasifica a los pacientes en 5
categorias de riesgo (muy bajo, bajo, intermedio, alto, muy alto), a la hora de seleccionar
el tratamiento més adecuado, éstos se dividen en dos grupos: bajo riesgo (puntuacion
IPSS-R < 3.5) y alto riesgo (puntuacion IPSS-R > 3.5).°! Independientemente del grupo
de riesgo al que pertenezcan, el tratamiento principal siempre irA acompafado de un
tratamiento de soporte que tendra como objetivo paliar los sintomas provocados por la
enfermedad. Por ejemplo, para el tratamiento de la anemia puede ser necesario realizar
un soporte transfusional o tratar al paciente con agentes estimulantes de la eritropoyesis
(como el Luspatercept); igualmente, para tratar las consecuencias derivadas de la
neutropenia (infecciones, principalmente) es habitual dispensar antibiéticos; por altimo,
la administracibn de agentes estimulantes de la trombopoyetina (como son el
Eltrombopag o el Romiplostim) o trasfusiones de plaquetas, pueden paliar los sintomas

de la trombocitopenia.

Por un lado, los pacientes de SMD de bajo riesgo, poseen una supervivencia global
superior,*® por ello, el objetivo del tratamiento es disminuir los efectos de las citopenias
y mejorar la calidad de vida. En caso de tratarse de pacientes asintomaticos, no es
necesario realizar ningun tipo de tratamiento. Pero, sera necesario reevaluar la situacion
realizando un analisis sanguineo cada 3 - 4 meses. El sintoma mas habitual suele ser
la anemia, para la cual se administra el tratamiento de soporte detallado anteriormente.
Si el paciente posee una anemia severa, serd necesaria una transfusion y ademas
debera ser tratado con factores estimulantes de la maduracion de los eritrocitos, agentes
inmunosupresores, inmunomoduladores o hipometilantes, en funcién de la presencia o
ausencia de la delecién 5q y de sideroblastos en anillo.5>%® El tratamiento de eleccion
para el SMD con delecion 5q es la lenalidomida. En algunos casos puntuales, sera
necesario realizar un trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (Alo-TPH).
El alo-TPH es un procedimiento en el cual un paciente recibe HSPC de un donante
compatible, con el fin de restaurar el correcto funcionamiento de su médula Osea,

después de superar un tratamiento de quimioterapia y/o radioterapia.

Por otro lado, el tratamiento de los pacientes de SMD de alto riesgo, tiene como
objetivo principal aumentar su esperanza de vida y disminuir la probabilidad de que se
desarrolle una LMA secundaria. Por ello, en términos generales, son tratados con
agentes hipometilantes, por ejemplo, azacitidina o decitabina, hasta encontrar, si es

posible, un donante compatible para realizar un Alo-TPH.>*
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Por dltimo, cabe destacar que, el Alo-TPH es actualmente la Unica alternativa
terapéutica curativa en pacientes con SMD. El resto de terapias y medicamentos
intentan paliar los sintomas y consecuencias de esta enfermedad. Sin embargo, debido
a que la mediana de edad de los pacientes con SMD es de 75 afos y que habitualmente

presentan comorbilidades, s6lo una minoria son candidatos a recibir el Alo-TPH.>®

2.7. Mutaciones sométicas en SMD

En la dltima década, diversos grupos de investigacion han secuenciado el genoma,
exoma o transcriptoma de pacientes con SMD y han observado que mas del 80 %
presenta mutaciones somaticas.'*343% La adquisicion secuencial y la concurrencia entre
estas mutaciones desencadena, en parte, el desarrollo de la enfermedad®® y genera la

heterogeneidad clinica caracteristica de los pacientes de SMD.4:34

Aungue el nimero de genes con mutaciones driver encontrado en los pacientes de
SMD es amplio, a nivel general, se pueden organizar segun su funcién celular en 6

grupos:

a) Factores de splicing: es el grupo de genes que se encuentra mutado en mayor
frecuencia, afectando aproximadamente al 50-60 % de los pacientes.®” En él se
incluyen las mutaciones que afectan a las proteinas que forman el spliceosoma, la
magquinaria encargada de realizar el splicing del ARN. Estas alteraciones ocurren en
las primeras etapas de la enfermedad, considerdndose mutaciones fundadoras.
Ademas, por lo general son excluyentes entre si (aunque se han detectado algunos
casos puntuales de simultaneidad)®® vy, habitualmente, se encuentran en
heterocigosis, lo que subraya la necesidad de la célula de conservar al menos una

copia wild-type para su supervivencia.*®

Las mutaciones en los genes SF3B1, SRSF2 y U2AF1 se caracterizan por ser
alteraciones con cambio de sentido (missense) y aparecer habitualmente en residuos
concretos (hotspots).®® Mientras que las mutaciones en ZRSR2 se distribuyen a lo
largo del gen.®® La supervivencia global y el riesgo de progresion a LMA secundaria,
difiere en funcién del gen afectado. Asi, por ejemplo, las mutaciones en SF3B1,
fuertemente ligadas a la presencia de sideroblastos en anillo, se caracterizan por un
prondstico bueno y una baja progresion a LMA secundaria.®® Mientras que, las

mutaciones en U2AF1 se relacionan con SMD con displasia multilinea vy,
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generalmente, un riesgo alto de progresién a LMA secundaria, lo que disminuye la

supervivencia global de los pacientes.*3°

b) Reguladores epigenéticos: es el siguiente grupo mas frecuentemente mutado.5!
También se consideran mutaciones fundadoras, al observarse en etapas tempranas
de la enfermedad. En este grupo se incluyen tanto los genes implicados en la

metilacion del ADN como en la modificacion de las histonas.

- Factores de metilacion del ADN: este grupo comprende aquellos genes que

codifican proteinas que intervienen de forma directa en la metilacion (DNMT3A) o
desmetilacion del ADN (TET2) o de forma indirecta al participar en la sintesis de
cofactores de este proceso (IDH1/2).5? Las mutaciones en estos genes, alteran el
patrén de metilacion del ADN modificando la expresion de algunos genes. Asi pues,
en SMD se ha visto hipermetilacién y silenciamiento en genes relacionados con el
control de la proliferacion, la adhesién de las HSC, genes supresores de tumores y

genes relacionados con la reparacion del ADN.®3

- Factores modificadores de histonas: en esta categoria se agrupan las diferentes

proteinas que se encargan de modificar las histonas en residuos concretos mediante
acetilacion, metilacion o ubiquitinacién, entre otros. Destacan las mutaciones en
EZH2 y ASXL1 las cuales se asocian con un prondstico adverso y una supervivencia

global menor.%

c) Cohesinas: en este grupo se encuentran las proteinas encargadas de alinear y
estabilizar crométidas hermanas antes de la division celular.®* Aunque también
poseen importancia en los procesos de reparacién de ADN después de la replicacion
y en la regulacion transcripcional.®® A menudo se presentan en heterocigosis y
resultan en procesos de haploinsuficiencia o dominancia negativa. Algunos de los
genes presentes en esta categoria son: STAG1/2, SMC1A, SMC3 y RAD21. El gen
mas frecuentemente mutado es STAG2, el cual se relaciona con un prondstico
adverso. Ademas, este gen se encuentra en una elevada frecuencia en pacientes de
LMA y LMA secundaria, lo que sugiere que posee alguna funcién importante en su

patogénesis.®®

d) Factores de transcripcion: se ha observado que las mutaciones en los genes que
se incluyen en este grupo afectan a la diferenciacién y al mantenimiento de las HSC.%®
RUNX1, GATA2 y ETV6, son los que se encuentran mutados con mayor frecuencia

y se relacionan con un peor pronéstico.l”*° Las alteraciones del gen RUNX1 en la
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e)

f)

linea germinal se han relacionado con SMD familiar caracterizado por presentar un

desorden plaquetario y elevado riesgo de evoluciéon a LMA secundaria.®®

Proteinas de sefalizacion celular: los pacientes de SMD frecuentemente tienen
mutaciones en genes de transduccion de sefiales. Estas alteraciones suelen generar
la activacion constitutiva de rutas relacionadas con la proliferacion, apoptosis y
diferenciacion.®! En este grupo se encuentran genes que intervienen en las cascadas
de sefializacion de las kinasas como FLT3, KIT y JAK2 y con la ruta RAS como N-
RAS, K-RAS, CBL, NF1 y PTPN11.%° Estas mutaciones se han descrito en menos
del 10 % de los pacientes de SMD y en la mayoria de ocasiones se observan en N-

RAS y K-RAS durante la transformacion a LMA secundaria.®*

TP53: a pesar de que TP53 es un factor de transcripcion, es habitual encontrarlo en
un grupo independiente del resto debido a que por si sélo ya alcanza una frecuencia
del 5-10 % de los casos de SMD, y, ademas, no suele concurrir con otras
mutaciones.®” Este gen es un supresor de tumores que actlla como “protector del
genoma” al activar vias de apoptosis, arresto del ciclo celular y reparaciéon del ADN
en respuesta al estrés celular.®® En SMD se asocia con cariotipos complejos, alto
riesgo y mal pronostico.® Ademas, es comun encontrar mutaciones de TP53 en

pacientes que han desarrollado SMD secundario.®®

Se ha observado que los pacientes de SMD poseen una media de 2-4 mutaciones

driver en el momento del diagndstico.>® La combinacion de genes co-mutados y la

interaccion entre las diferentes rutas alteradas, podria ser el causante de la

heterogeneidad caracteristica de los SMD.'*** Ademas, se ha observado la presencia

de mutaciones en genes como DNMT3A, TET2 y ASXL1 en individuos sanos de edad

avanzada, condicion denominada “hematopoyesis clonal de potencial indeterminado”

(Clonal Hematopoiesis of Indeterminate Potential o CHIP, por sus siglas en inglés).”%-"2

Todo ello en su conjunto, parece indicar que es la cooperacién con otras mutaciones lo

gue genera la patogénesis de los SMD.*° Por ello, es importante estudiar no Gnicamente

las alteraciones encontradas en los pacientes de forma individual sino también las

interacciones que se dan con otras mutaciones.

3.

Splicing

La funcion principal del splicing consiste en eliminar los intrones del precursor del

ARNmM (pre-ARNm) y empalmar los exones generando el ARNm maduro. Este proceso
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es llevado a cabo por dos complejos moleculares conocidos como el spliceosoma mayor
y el spliceosoma menor. Estos complejos estdn formados por 5 ribonucleoproteinas
nucleares pequefias (small nuclear ribonucleoproteins o snRNP, por sus siglas en
inglés) y diversas proteinas que interaccionan con ellas. El spliceosoma mayor lo
componen las snRNP U1, U2, U4, U5 y U6 y es el responsable del procesamiento de
los intrones dependientes de U2, los cuales constituyen el 99 % de los intrones totales.
Mientras que, el spliceosoma menor esta compuesto por las shRNP U5, Ul1l, Ul2,
Udatac y Ubatac (anélogas funcionales de las snRNP del spliceosoma mayor) y procesa

los intrones dependientes de U12, los cuales conforman el 1 % restante.” "4

3.1. Spliceosoma

El spliceosoma es una estructura dindAmica que se ensambla de novo en cada intrén
del pre-ARNm que debe ser escindido.” El procesado de intrones por el spliceosoma
mayor comienza con la unién de la snRNP U1 a la secuencia GU del extremo 5’ (sitio
donador). Mientras, la proteina U2 Small Nuclear RNA Auxiliary Factor 1 (U2AF1,
también conocido como U2AF35) interacciona con U2AF2 (también conocido como
U2AF65) formando un heterodimero conocido como U2AF. U2AF1 reconoce los
dinucledtidos AG del extremo 3’ del intron (sitio aceptor) y U2AF2 interacciona con el
tramo de polipirimidinas localizado cerca de ese extremo.”® Al mismo tiempo, la proteina
SF1 se une al punto de ramificacion (branch point) adyacente a esta regién. De esta
forma, queda constituido el spliceosoma temprano o complejo E (Figura 3A). A
continuacion, la proteina SF1 permite a la sShRNP U2 reconocer, a través de la proteina
SF3B1, la adenosina localizada en la regién de polipirimidinas. El heterodimero U2AF
estabiliza este reconocimiento posibilitando que U2 interaccione con Ul acercando asi
los dos extremos del intron”” y formando el pre-spliceosoma o complejo A.
Seguidamente, el trimero formado por U4/U6.U5 es reclutado escindiéndose las snRNP
Ul y U4 y constituyendo el spliceosoma activado o complejo B*. Este complejo realiza
la primera reaccion de transesterificacion separando el primer exon del intron vy,
formando un lazo con el intron y el segundo exoén, lo que constituye en su conjunto el
spliceosoma catalitico o complejo C. A continuacion, este complejo realiza otra reaccion
de transesterificacion que da lugar a la escision del intron del segundo exén y posibilita
el empalme de los dos exones (complejo post-spliceosoma). Por ultimo, las snRNP U2,
U5 y U6 se liberan para poder ser reutilizadas en las siguientes rondas de splicing
(Figura 3B).7+78
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Figura 3. Ensamblaje y actividad del spliceosoma mayor. (A) Estructura del pre-spliceosoma
temprano o complejo E. 5 SS: sitio donador 5’; BP: branch point o punto de ramificacion; Py:
tramo de polipirimidinas; 3’ SS: sitio aceptor 3’. (B) Proceso de splicing en intrones dependientes

de U2. Se indican en circulos las distintas SnRNP.

Las proteinas que componen el splicesoma se encuentran altamente conservadas
entre especies, al igual que las secuencias de los sitios aceptores y donadores. Sin
embargo, las secuencias intronicas y el sitio de ramificacibn son muy variables entre
especies.”®®! Esto implica que los genes ortélogos entre humano y ratén, a menudo,
poseen una estructura intrén/exén similar aunque las secuencias de los intrones no se
encuentren conservadas.® En consecuencia, al comparar las secuencias de los
transcritos de ambas especies a menudo difieren, lo que dificulta la interpretacion de los

datos obtenidos mediante el andlisis del splicing alternativo en el ratén.8283
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3.1.1. Splicing alternativo

Habitualmente se habla de dos tipos de splicing: el constitutivo y el alternativo. En el
primero, el spliceosoma detecta las secuencias preferentes en el pre-ARNm, eliminando
los intrones y ligando los exones en el orden que aparecen en el gen. Mientras que
durante el splicing alternativo se produce una desviacion de esta secuencia preferente
excluyendo ciertos exones o incluyendo ciertas regiones intronicas, dando como
resultado diferentes formas de ARNm maduro y, por tanto, diferentes isoformas de la
proteina. El splicing alternativo es el mecanismo que explica la gran discrepancia
existente entre el nUmero de genes codificantes de proteinas y el nUmero de proteinas
diferentes existentes en los organismos complejos (en el humano existen 25 000 genes
y > 90 000 proteinas diferentes, aproximadamente).84% En mamiferos cerca del 95 %
de los genes presentan splicing alternativo.®” Las isoformas generadas varian en funcién
de la etapa de desarrollo del organismo, del tejido analizado o de las diferentes sefiales

del entorno que pueda recibir.88

Existen principalmente 5 tipos de eventos de splicing alternativo (Figura 4): A) salto
de exdn, B) retencién de intrén, C) exones mutuamente excluyentes, D) sitio alternativo
en 5y E) sitio alternativo en 3’. Estos eventos vienen regulados por elementos en cis y
factores en trans. Los elementos cis son secuencias de, aproximadamente, 10
nucleétidos de longitud que se encuentran tanto en exones como en intrones del propio
pre-ARNm y que estimulan el splicing (potenciadores) o lo inhiben (silenciadores).®®
Dentro de los factores trans se encuentran las proteinas reguladoras especificas como
las proteinas ricas en serina-arginina (SR) o las ribonucleoproteinas nucleares
heterogéneas (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins o0 hnRNPs, por sus siglas en

inglés).*°
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Salto de exon (SE)

Retencion de intron (RI)

Exones mutuamente excluyentes (MEE)

|

Sitio alternativo en 5’ (A5SS)

Sitio alternativo en 3’ (A3SS)

Figura 4. Esquema de los diferentes eventos de splicing alternativo. Las lineas de la parte
superior indican el splicing constitutivo mientras que la inferior representa el proceso de splicing

alternativo. Los exones se muestran en negro.

En la Ultima década, se ha prestado especial atencion a los eventos de splicing y su
regulacion durante la hematopoyesis, en parte por el descubrimiento del elevado
numero de pacientes con SMD que poseen mutaciones en factores de splicing y en
parte también porque la presencia de splicing aberrante es considerada una marca

distintiva del cAncer.57:8591-94

La firma transcriptdmica y el patrén de splicing son caracteristicos de cada poblacion
hematopoyética y de cada estadio de maduracion.®>°’ La desregulacién del proceso de
splicing puede deberse tanto a mutaciones en las secuencias cis como en las proteinas
trans y pueden provocar tanto, cambios en los patrones de splicing, como variaciones

en la cantidad producida de las diferentes isoformas.®°

3.2. Relacién splicing y metilacion

En los ultimos afios se ha evidenciado el impacto sobre el splicing que tienen los
cambios epigenéticos y estructurales de la cromatina. Pero, también, como las

alteraciones en el splicing pueden influenciar la regulacién epigenética.®’

Por un lado, las modificaciones epigenéticas de la cromatina y las histonas, como la

metilacion o la acetilacion, pueden modificar el splicing, al menos, de tres maneras: 1)
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alterando la posicion de los nucleosomas a través de la interaccién con proteinas
remodeladoras;® 2) imposibilitando o facilitando la unién del spliceosoma a través de
proteinas que interaccionan con las sefiales epigenéticas;*® 3) modificando la tasa de

elongacion de la ARN polimerasa Il, afectando de manera indirecta el splicing.'®

Centrandonos en la metilacion, se ha visto que su impacto en el splicing del gen varia
en funcién de la region metilada y el contexto genémico. Mientras que, en algunos genes
la metilacion promueve la elongacién de la transcripcion y, por tanto, la inclusion de

exones alternativos®?, en otros, produce la exclusién de los mismos,100:102.103

Por otro lado, el proceso de regulacion también ocurre en sentido contrario: el splicing
puede modular los patrones epigenéticos de la cromatina. Por ejemplo, la disminucién
de la actividad de la snRNP U2 se ha asociado con la pérdida de la trimetilacién en la
lisina 36 de la histona 3 (H3K36me3).1% Ademas, cabe destacar que dado que la
mayoria de proteinas (entre las que se incluyen los modificadores epigenéticos)
presentan splicing alternativo, las mutaciones en las proteinas del splicing pueden

afectar indirectamente a la epigenética alterando el procesamiento de sus pre-ARNm.%

A pesar de todo, todavia existe muy poca informacién acerca de los mecanismos

moleculares involucrados en la interaccion entre splicing y metilacion del ADN en SMD.

4. U2 Small Nuclear RNA Auxiliary Factor 1 (U2AF1)
4.1. Estructura

El gen U2AF1 consta de 8 exones y se localiza en el cromosoma 21 en el humano y
en el 17 en el ratén. El splicing alternativo de este gen, produce dos isoformas
principalmente: U2AFlay U2AF1b que difieren en la inclusién del exén 3 o el exén Ab,
respectivamente (Figura 5). Estos exones surgieron inicialmente por un evento de
duplicacién y se han mantenido a través de la evolucién con muy poca variabilidad.16:107
En general, U2AF1a se encuentra en mayor abundancia que U2AF1b, pero la expresion
de las isoformas varia entre 6rganos y tejidos. Tedricamente existen dos isoformas mas:
U2AF1c y U2AF1s. La isoforma U2AF1c incluye los dos exones Ab y 3, lo que genera
un codon de parada prematuro que produce la degradacién del ARNm mediada por
mutaciones terminadoras (Nonsense-mediated mRNA decay o NMD, por sus siglas en
inglés). La isoforma U2AF1s, que no contiene ninguno de estos dos exones, también es

practicamente indetectable.*%%108
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Gen U2AF1

Figura 5. Splicing alternativo del gen U2AF1. Los exones se encuentran representados como
cajas y los intrones como lineas horizontales. Las distintas isoformas se encuentran

representadas (a, b, c, s) (Adaptado de Pacheco et al., 2004)1°6,

Como se ha comentado anteriormente, la proteina U2AF1 posee una relevancia
fundamental durante el splicing, reconociendo los dinucleétidos AG del extremo 3’ del
sitio aceptor del intrén. Por ello, esta proteina se encuentra altamente conservada y su
pérdida en homocigosis es letal en muchos organismos.1%-11 U2AF1 posee 4 dominios
funcionales: dos dedos de zinc (ZnF1 y ZnF2) del tipo CCCH, un motivo homdlogo de
U2AF (UHM) y un dominio rico en arginina-serina (RS) (Figura 6).112113 | as funciones
de cada uno de los dominios todavia no se conocen con exactitud. Segun los ultimos
estudios, los dedos de zinc permitirian a la proteina unirse al ARN interaccionando
directamente con el extremo 3'.11%114 E| motivo UHM patrticiparia en la unién de U2AF1
y U2AF2 y actuaria como guia para que los dedos de zinc puedan desempefar su
funcion.112114-117 Dentro de este motivo, se encuentran los 7 aminoacidos divergentes
entre U2AFla y U2AF1b. Sin embargo, todavia se desconoce como afecta esta
variacién a su funcién.®1® por (ltimo, el motivo RS se encuentra en el extremo C-
terminal y participa en la interaccién proteina-proteina con factores de splicing de la
familia SR (SRSF1-12, TRA2A y TRAZ2B).106107119 | 5 proteina U2AF1 humana
Unicamente difiere de la proteina de raton en un amino&cido que se encuentra en el

tramo de poli-glicinas de este dominio RS.

I I
S34 Q157

Figura 6. Dominios funcionales de la proteina U2AF1. ZF: dedo de zinc. UHM: motivo

homadlogo de U2AF. RS: dominio de Arginina-Serina.
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4.2. Mutaciones de U2AF1 en SMD

El gen U2AF1 se encuentra mutado en un 7-11 % de los pacientes con SMD en
etapas tempranas de la enfermedad, considerandose por ello un evento iniciador de la
misma 367120122 | a5 alteraciones en este gen ocurren generalmente de forma
excluyente con otras mutaciones que afectan a la maquinaria del splicing y en
concurrencia con genes modificadores de la epigenética como ASXL1, TET2 y
DNMT3A, 14:3548110121-124 Aynque con menor frecuencia, también es posible encontrar
mutaciones de U2AF1 en otros tipos de cancer como adenocarcinoma de pancreas o

pulmén 125-128

Las mutaciones en U2AF1 se localizan, de forma practicamente exclusiva, en los
exones 2y 6 afectando a dos aminodcidos: la serina 34 (S34) y la glutamina 157 (Q157).
Las alteraciones en la S34 y la Q157 maodifican el primer y segundo dedo de zinc,
respectivamente. 110121122 Esto genera variaciones en el reconocimiento de las
posiciones -3 y +1 del limite intrén-exén induciendo cambios en la interaccion de la
proteina U2AF1 con el extremo 3’ durante el splicing.11%12% De forma general, la mutacion
U2AF15* tiende a reconocer en la posicion -3 las secuencias CAG o AAG en los exones
que incluye y UAG en los que excluye.’®83116127 Mientras que la mutacion U2AF1?%%’
refuerza el reconocimiento de una G en vez de una A en la posicion +1.76116
Habitualmente, las mutaciones en S34 se encuentran con mayor frecuencia que las
Q157.110123129 Fstas mutaciones generan un cambio estructural en la proteina que
modifica los patrones de splicing de muchos ARNSs, haciendo que aquellas células que
no poseen el alelo wild-type sean inviables. Por ello, como se ha comentado

anteriormente, estas alteraciones siempre se encuentran en heterocigosis.!?®

Las mutaciones en S34 producen un cambio de aminoacido de serina a fenilalanina
(S34F) o de serina a tirosina (S34Y). Mientras que en Q157 se sustituye la glutamina
por arginina (Q157R) o prolina (Q157P). El hecho de que las alteraciones de U2AF1 se
encuentren localizadas en esos dos residuos concretos de la proteina (hotspots) sugiere
que se trata de mutaciones de ganancia/cambio de funcién de la misma,30:110.121.122,130
Ademas, la sobreexpresion del alelo wild-type de U2AF1 en células de SMD con la
mutacion S34F no revierte el splicing aberrante observado en éstas, apoyando la
hipétesis de que las consecuencias de las mutaciones en U2AF1 se deben a una

ganancia de funcién de la proteina.**°

Las técnicas de secuenciacion de ARN (ARN-seq) han revelado que las mutaciones
en U2AF1 producen principalmente saltos de exén.!1116131 Sin embargo, cuando se

compara la firma transcriptomica de células de pacientes con mutaciones U2AF1%%F y
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U2AF1°%"P apenas existe solapamiento entre ellas.>” 7678132 A pesar de que, el impacto
funcional de la mutacion U2AF153F se ha estudiado mas ampliamente,1?1:130.133.134 que
los efectos de la U2AF1°%’, diversos estudios concluyen que ambas mutaciones
generan fenotipos clinicos diferentes tanto en humanos?6:120:123130.132135136 comg en

ratonts’.

El valor prondstico de las mutaciones en U2AF1 todavia no esta claro. Mientras que
en algunos estudios no observan que estas mutaciones tengan efecto
prondstico,110122138 son mas los estudios que las relacionan con un prondstico
adverso,3367122.129,139-143 gjando Q157 de peor prondstico que S34.123135.136.139 Adema4s,
las diferencias en el valor prondéstico de las mutaciones en U2AF1 también pueden

deberse a la acumulacién de diferentes combinaciones de genes co-mutados.'®

A nivel general, los estudios in vitro muestran que las células transducidas con
U2AF15%F poseen una reducida proliferacién, un marcado incremento de la fraccion
G2/M del ciclo celular y un aumento de la apoptosis?1130.133.144 Estos hallazgos resultan
paradéjicos puesto que, como se ha comentado anteriormente, las mutaciones en
factores de splicing se consideran eventos iniciadores de la enfermedad y, por tanto, se
espera que confieran una ventaja proliferativa a los clones mutantes. Por tanto, se
desconoce todavia coOmo estas mutaciones participan en la patogénesis de la
enfermedad. Pellagatti et al. sugirieron que es posible que el microambiente de la
médula ésea de individuos de edad avanzada proporcione un entorno favorable para la
seleccion de estos mutantes.® Sin embargo, es necesario realizar mas estudios para

confirmar esta hipoétesis.

4.3. Modelos murinos de U2afl

Debido a la elevada frecuencia de mutaciones en el gen U2AF1 que presentan los
pacientes con SMD, son diversos los grupos que han intentado comprender la
importancia de este gen en la hematopoyesis y su papel en la patogénesis de la

enfermedad empleando modelos murinos.

La ausencia de expresion del alelo wild-type de U2afl en el sistema hematopoyético
del ratén es letal incluso en las primeras fases del desarrollo del embrién 14°. Tanto Dutta
et al.,**® como Wadugu et al.,’*® generaron un modelo de ratén condicional que poseia
una delecion en el exén 2 de U2afl, que producia la ausencia de expresion de la

proteina, ocasionando la muerte de los ratones a los pocos dias. En ambos casos, este
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fallecimiento era debido a una citopenia multilinea derivada de una aplasia medular

severa. Esto demuestra que U2afl es esencial para la supervivencia de las HSC.

A pesar de que U2AF1 es imprescindible para la supervivencia celular, la expresiéon
de la mutacion S34F o Q157P en heterocigosis no genera un fenotipo claro de SMD y
los ratones no enferman ni fallecen antes que los controles.®33":147 En 2015, Shirai et
al. generaron un modelo de raton transgénico inducible que expresaba la mutacion
U2AF1534 al suministrarle doxiciclina.®® Para observar el efecto de la mutacién en el
sistema hematopoyético, realizaron experimentos de trasplante no competitivo
inyectando células control o U2afl mutantes en ratones previamente irradiados. Al
analizar la sangre periférica de estos ratones trasplantados, en términos generales,
observaron leucopenia, disminucién de células B e incremento de células LSK. Sin
embargo, los animales no presentaban displasia en médula 6sea ni desarrollaban la
enfermedad durante al menos un afio de exposicion a doxiciclina. Tres afios después,
Fei et al. generaron el primer ratdbn U2AF153% condicional inducible que expresaba la
mutacién Unicamente en el sistema hematopoyético al suministrarle poli 1:C.1*" Los
efectos que observaron fueron citopenia multilinea, anemia macrocitica, descenso de
LSK y displasias de bajo grado. Por dltimo, en 2019, Alberti et al., crearon un modelo de
ratén transgénico inducible que expresaba la mutaciéon U2AF1°%7P al administrarle
doxiciclina.'®” Esta mutacion ocasionaba un fenotipo mas leve que la mutaciéon S34F en
los ratones trasplantados de forma no competitiva, no observandose alteraciones

destacables ni en sangre periférica ni en médula 6sea.

En estos estudios también se realizaron experimentos de trasplante competitivo.
Para ello, se inyect6, en ratones previamente irradiados, la misma cantidad de células
test (procedentes de ratones control o mutantes S34F o0 Q157P) y células competidoras
(derivadas de un raton wild-type). En todos los casos vieron que las células procedentes
de ratones U2AF1534F o U2AF1°%7P presentaban una desventaja en la capacidad de
reconstituir la médula 6sea de los ratones trasplantados.®137.147 Como se ha indicado
anteriormente, esto contrasta con el hecho de que las mutaciones en U2AF1 son
eventos mutacionales tempranos en los pacientes de SMD y cabria esperar que

supusieran una ventaja evolutiva y proliferativa para los clones portadores.

Al analizar por ARN-seq la firma transcriptémica generada por las mutaciones en
U2afl en los diferentes modelos de ratén, se vio una sobreexpresion de los genes
relacionados con la apoptosis, la respuesta al dafio al ADN y al estrés celular.83147.148
Esta firma transcriptémica era consistente entre especies®® y diferente de la observada

en los ratones KO %146 indicando que es mas probable que la mutacién genere un

37



Introduccion

cambio/ganancia de funcion de la proteina en vez de una pérdida de funcién. Ademas,
el salto de exon era el evento de splicing mas observado, igual que ocurria en las células
humanas analizadas con la mutacion S34F 8121130133144 Py (j|timo, las alteraciones
encontradas en las secuencias consenso del extremo 3’ afectaban a la posicion -3 en
los ratones U2AF153%F y a la posicion +1 en los ratones U2AF1°%7P 137 Y de la misma
forma que ocurria en las células humanas que presentan la mutacion S34F, los exones
gque se incluian con mayor frecuencia poseian la secuencia CAG o AAG, mientras que

los que se excluian presentaban la secuencia UAG .83137:147

A pesar de los diferentes modelos murinos de las mutaciones en U2AF1, todavia no
se ha conseguido obtener un modelo que desarrolle SMD. En un intento de iniciar la
patogénesis de la enfermedad, el raton U2AF 1534 generado por Fei et al.,**” fue cruzado
con un raton con delecion del gen Runx-1 habitualmente concurrente en los pacientes
con SMD.*?41% Sin embargo, esta combinacién tampoco fue suficiente para el desarrollo
de la enfermedad en los ratones doble mutantes U2AF153%*F Runx-17". Por ello, se les
administr6 un mutageno muy potente (N-etil-N-nitrosourea, también conocido como
ENU) con el fin de observar si alguno de ellos enfermaba y, a continuacion, estudiar por
NGS la combinaciéon de genes mutados que presentaba. Usando esta aproximacion
farmacoldgica, de los 16 ratones analizados, 3 desarrollaron LMA. El analisis del ADN
concluyé que uno de ellos poseia mutaciones en los genes Tet2 y Gata2, otro en Idhly
el ultimo en lkzkl. Lo méas sorprendente de este estudio es que en los dos ultimos
ratones, la mutacion U2AF15%F se habia perdido al secuenciar los clones malignos. Esto
apuntaria a un papel de U2AF1 en el inicio de la leucemogénesis pero no en su

mantenimiento.

Los motivos por los cuales las mutaciones del splicing a menudo se asocian con
mutaciones en modificadores epigenéticos en pacientes con SMD#122123.130 todavia no
estan claros. Existe por ello un interés particular por comprender las contribuciones
biolégicas de estas mutaciones coexistentes. Algunos estudios previos han observado
gue las mutaciones en U2AF1 alteran el splicing del gen H2AFY 8130 g| cual codifica
una variante de la histona H2A. Kim et al. observaron que ratones H2afy”, presentaban
una disminucidn de los linfocitos B,*® similar a la observada en los ratones U2AF1534F
producidos por Shirai et al.®® Posteriormente, al sobreexpresar la isoforma H2AFY1.1 se
producia un rescate del fenotipo en ambos modelos. Esto les permitié concluir que uno
de los mecanismos por los cuales la mutacion S34F puede desencadenar una
desregulacion en la hematopoyesis, en este caso en la linfopoyesis B, es a través del
desequilibrio en el splicing de las isoformas de genes que pueden afectar directa o

indirectamente a la epigenética como H2afy.
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5. Ten-eleven translocation 2 (TET2)

5.1. Estructura

El gen Ten-eleven translocation 2 (TET2) codifica una de las proteinas
pertenecientes a la familia TET (TET1-3). Estas proteinas median la desmetilacion del
ADN en presencia de hierro (Fe?") y 2-oxoglutarato (2-OG). Para ello, oxidan
sucesivamente la 5mC a 5-hidroximetilcitosina (5hmC), 5-formilcitosina (5fC) y, por
altimo, a 5-carboxilcitosina (5caC). La 5hmC sirve como producto intermediario de la
desmetilacion de citosinas a través de dos vias: la pasiva y la activa. Por un lado, en la
via pasiva, la presencia de la 5hmC impide la remetilacion del ADN mediada por la
metiltransferasa DNMT1 cuando la célula se divide.**® Por otro lado, en la via activa los
productos derivados de la oxidacion de la 5mC, actlian como sustratos de distintas rutas
de reparacion que finalizan con la sustitucion de la citosina metilada por una citosina sin
modificaciones.?®%-1%2 Ademas, se ha observado que la proteina TET2 también participa
en la regulacién transcriptomica y la modificacibn de histonas colaborando con
complejos como la transferasa N-acetilglucosamina O-ligada (OGT) y desacetilasas de
histonas (HDACs).?*® En conjunto, las proteinas TET regulan la autorenovacion y la

diferenciacion de las HSC adultas y embrionarias.®4-1%6

Todas las proteinas TET poseen un centro catalitico en el extremo C-terminal que se
encuentra altamente conservado. Este centro estd compuesto por una region rica en
cisteina y un dominio en hélice 3 de doble cadena (double stranded beta helix o DSBH,
por sus siglas en inglés). Dentro de este dominio DSBH, se encuentran tres sitios de
unién al Fe?* y uno al 2-OG, ambos necesarios para que la proteina realice su funcion.
Ademas, también se encuentra una regién de baja complejidad poco conservada que
posee todavia funciéon desconocida.'®? A diferencia de TET2, las proteinas TET1y TET3
tienen, ademas, en el extremo N-terminal un dominio dedo de zinc de tipo CXXC que
permite la unién al ADN (Figura 7).15"1%8 Actualmente, se desconoce qué dominio o
region es la empleada por TET2 para unirse al ADN, aunque parece gue la region rica

en cisteinas estabiliza el ADN alrededor del dominio DSBH.152
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Centro catalitico

4 B=c

TET1 (2136 aa) N

TET2 (2002 aa) N N | =

TET3 (1660 aa) N -1 =
CXXC . Dominio DSBH . Residuos de unidn a Fe*
Regidn rica en cisteinas Regidén de baja complejidad . Residuo de unién a 2-0G

Figura 7. Estructura de las proteinas TET. El centro catalitico se encuentra en el extremo C-
terminal y contiene un dominio en hélice 3 de doble cadena (DSBH), una region rica en cisteinas
y sitios de union a los cofactores Fe2* y 2-oxoglutarato (2-OG). El dominio DSBH presenta una
regién de baja complejidad. Las proteinas TET1 y TET3 presentan, ademas, en el extremo N-
terminal un dominio dedo de zinc de tipo CXXC (Adaptado de Rasmussen & Helin, 2016).152

5.2. Mutaciones en SMD y CHIP

El gen TET2 se localiza en el cromosoma 4 en el humano y en el 3 en el ratén. En
ambos casos, posee una longitud de 11 exones que dan lugar a una proteina de 2002
aminoacidos en el caso del humano y 1912 en el ratdon. TET2 es uno de los genes que
se encuentra mutado con mayor frecuencia en enfermedades mieloides apareciendo en
un 30 % de los casos de SMD, 20 % en neoplasias mieloproliferativas (NMP), 18 % en
LMA y 50-60 % en leucemia mielomonocitica crénica (LMMC).'®*%° También se ha
encontrado mutado con menor frecuencia en el linfoma de célula T y en el linfoma B
difuso de célula grande en un 33 % y 12 % de los casos, respectivamente,54160.161
Debido a la gran variedad de des6rdenes hematoldgicos en los que se encuentra el gen
TET2 mutado, se considera que representa un evento inicial/precursor del proceso de
transformacién maligna y que, en funcién de las mutaciones sométicas secundarias que

adquieren las HSC, se producira finalmente una enfermedad u otra.62-164

Ademas, el gen TET2 es uno de los modificadores epigenéticos que se encuentra
mutado con mayor frecuencia (junto con DNMT3A y ASXL1) en individuos con CHIP.”®-
72165 Esta condiciébn hematoldgica se caracteriza porque el individuo presenta una

expansion aberrante de clones derivados de una HSC, pero no muestra ningin sintoma
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asociado a ella. Por tanto, se trata de personas sanas, habitualmente de edad avanzada,
sin ninguna hemopatia. Sin embargo, se ha visto que las personas que presentan CHIP
poseen un mayor riesgo de desarrollar posteriormente neoplasias hematoldgicas (como
SMD o LMA) o enfermedades cardiovasculares.”®®® Por tanto, parece que las
mutaciones en TET2 incrementan la capacidad de las HSC para promover una
expansion clonal. Pero, es necesario que la célula sufra otros eventos genéticos o
epigenéticos para inducir la transformacion.” De esta forma, Hirsch et al. revelaron que,
al analizar los eventos mutacionales, se observaba gue los subclones procedentes de
pacientes con clones precursores con TET2 mutado, poseian un gran ndimero de
mutaciones en otros genes, como son SF3B1, SRSF2, DNMT3A, TP53, IDH1/2 y
U2AF1.1%6

Las mutaciones de TET2 son habitualmente de pérdida de funcién y se encuentran
distribuidas a lo largo de toda la region codificante del gen,'®¢-'%° |o que parece indicar
que TET2 actla como un gen supresor de tumores.?%170171 Aynque la mayoria de
mutaciones provocan una pérdida total de la proteina, algunas afectan Unicamente a la
region catalitica o no catalitica de ésta,®®1’2 siendo el exén 3 habitualmente el mas
afectado debido a su gran tamafio.'”® En el ADN procedente de pacientes que poseen
mutaciones en TET2, la cantidad de 5hmC es menor'®*®17.174 y sus promotores se
encuentran hipermetilados!’ confirmando que estas mutaciones son habitualmente de

pérdida de funcion.

El valor prondstico y el impacto en la sintomatologia de los pacientes con mutaciones
en el gen TET2 es un tema controvertido. Existen estudios,'’® incluyendo un
metaanalisis realizado en 1983 pacientes,'’* donde no se encuentra ningin efecto
significativo de estas mutaciones sobre el prondstico de los pacientes. Mientras que
otros, las relacionan con un prondstico adverso.!’”” Esta heterogeneidad en los
resultados, puede deberse a la propia heterogeneidad de las mutaciones en TET2, la
concurrencia con otras mutaciones o al propio microambiente de los clones.*¢16 Por los
mismos motivos, algunos estudios asocian las mutaciones en TET2 con una mejor
respuesta a farmacos hipometilantes,'’”1’® mientras que otros no observan ninguna

relacion.t™®

41



Introduccion

5.3. Modelos murinos de Tet2

Inicialmente, los estudios in vitro de silenciamiento del gen Tet2 mediante shRNA
(small hairpin RNA, por sus siglas en inglés) en precursores hematopoyéticos murinos,
mostraron una alteracion de la diferenciacion de las células hacia linaje de
monocito/macréfago.t’#1> Posteriormente, el papel que desarrolla TET2 en la
hematopoyesis y en la patogénesis de las enfermedades hematologicas, fue

ampliamente estudiado utilizando modelos murinos constitutivos o condicionales.

En los distintos modelos murinos de Tet2-KO se vid que, tanto si la proteina se veia
afectada desde el extremo N-terminal,®%17%173 como desde el C-terminal,®%-182 |os
efectos observados en los ratones eran similares. Por un lado, la fraccién LSK se
encontraba significativamente incrementada, presentaban esplenomegalia, leucocitosis
caracterizada por neutrofilia y monocitosis y un perfil de metilaciéon aberrante con una
significativa disminucion de la cantidad de 5hmC. Por otro lado, en los experimentos de
trasplante competitivo, se observé una ventaja proliferativa de las células procedentes
de los ratones KO frente a las wild-type, generandose un quimerismo mayor en todos
los linajes. Aproximadamente 1/3 de los ratones KO en Tet2 y de los trasplantados con
sus células acaba sufriendo una muerte prematura debido a una hematopoyesis
ineficaz. Las alteraciones observadas parecen ser mas compatibles con la LMMC, una

afeccion hematoldgica que presenta sintomas solapantes tanto de SMD como de NMP.

Cabe destacar que una parte de los ratones Tet2-KO presentaba también un defecto
en la linfopoyesis.'®0170.180 para conocer el origen de este efecto, Ito et al. generaron,
mediante el sistema de edicidon genética CRISPR/Cas9, un modelo de ratbn mutante
que poseia una sustituciéon en la region catalitica que impedia el correcto funcionamiento
de la proteina.'®® A continuacién, compararon este modelo con el Tet2-KO de Li et al.*"®
El modelo mutante Gnicamente presentaba mielopoyesis aberrante, mientras que el KO
desarrollaba problemas tanto en la linea mieloide como en la linfoide. Por tanto, la region
no catalitica de la proteina parece desempefiar un papel importante durante la
linfopoyesis, mientras que el dominio catalitico es esencial durante la mielopoyesis. Son
necesarios mas estudios para discernir mejor cual es el papel de cada una de las

regiones de la proteina TET2 durante la hematopoyesis.

En los distintos estudios realizados con estos modelos,%:170.173.180-182 g detectd que
los cambios en los ratones Tet2” presentaban penetrancia incompleta. Es decir, s6lo
una parte de los ratones mostraba el fenotipo patolégico y acababa desarrollando la
enfermedad. Ademas, los tiempos de latencia observados eran muy variables, oscilando

entre 6 semanas a 20 meses. Tanto los ratones KO como los pacientes que presentan
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mutaciones en TET2, adquieren mas mutaciones somaticas que aquellos sin
alteraciones en este gen, porque la falta de Tet2 contribuye a la hipermutagenicidad de
HSPC, lo que podria explicar la elevada variabilidad observada.t*%184185 Sin embargo,
se desconoce si la pérdida de funcién de TET2 promueve estas mutaciones adicionales
o0 si otros factores pueden estar afectando, como puede ser la elevada proliferacién de
las HSC.1®%170 Todos estos datos sugieren que, aunque las mutaciones en TET2
generan expansion clonal de las HSC, son necesarios algunos cambios genéticos y
epigenéticos adicionales para inducir la transformacién mieloide o linfoide.'® Todavia
se desconoce si las mutaciones en TET2 pueden promover estos cambios
complementarios. Un estudio de Pan et al. sugiere que el proceso de oxidacion de la
5mC mediado por la proteina TET2 evita, en cierta manera, que el genoma adquiera
mutaciones en estas posiciones.'® Por tanto, al mutar el gen TET2 estas posiciones

quedarian desprotegidas, aumentando su frecuencia mutacional.

Se han generado diversos modelos de ratdbn con mutaciones en Tet2 en concurrencia
con alteraciones en otros genes como Dnmt3A,8" FIt3,188 Asx|1,® Bcor,'® Sf3b1,% N-
RAS,8 y Jak2,192 entre otros®l. Sin embargo, todavia no se ha estudiado in vivo el
efecto que poseen las alteraciones simultaneas de Tet2 y U2afl, a pesar de presentarse

habitualmente en un 13 % de los pacientes con U2AF1 mutado.*?*

6. Sistema de edicién genética CRISPR/Cas9

6.1. Historiay componentes

La ingenieria genética ha sido ampliamente utilizada para estudiar el funcionamiento
de los diferentes genes humanos y entender las bases fisiopatolégicas de las
enfermedades. Con el fin de introducir alteraciones concretas en el genoma, la
ingenieria genética ha aprovechado distintas estrategias de recombinacién homéloga
empleando ADN foraneo. Con el desarrollo de las nucleasas quiméricas, como son las
meganucleasas, las nucleasas de dedos de zinc (ZFN) y las nucleasas efectoras de tipo
activador de la transcripcion (TALEN), la eficiencia de recombinacién homodloga
aumento respecto a los sistemas mas tradicionales. Sin embargo, esta mejora en la
recombinacion venia supeditada a la prediccion de la interaccion proteina-ADN de la
nucleasa con la secuencia genémica deseada. Esto hacia que el proceso fuera costoso,
lento y dificil en comparacion con las nuevas técnicas basadas en la tecnologia de

secuencias de repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente espaciadas
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(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats o CRISPR, por sus siglas

en inglés).

Las secuencias CRISPR fueron reportadas por primera vez en Escherichia coli por
Ishino et al.1®® y, posteriormente, en Haloferax mediterranei por Mojica et al.!** Este
sistema esta constituido por un conjunto de secuencias palindromicas repetidas entre
las que se encuentran intercalados pequefios fragmentos de ADN exdgeno.'®
Adyacente a estas secuencias, existe un gen que codifica una endonucleasa asociada
a CRISPR (Cas). En 2003, se observé que las secuencias CRISPR actian como parte
de un sistema inmune adaptativo en organismos procariotas. Cuando se produce una
primera infeccién, la endonucleasa Cas reconoce y degrada el ADN del organismo
patégeno y posteriormente incorpora parte de estos fragmentos en las regiones
CRISPR. Asi pues, si se produce un intento de re-infeccion, el organismo hospedador
sintetiza ARN antisentido (ARNas) a partir de las secuencias incorporadas
anteriormente. EI ARNas es empleado como un guia que permite al enzima Cas

reconocer y desactivar el material genético del patégeno realizando cortes especificos.

En el afio 2014, las investigadoras Doudna y Charpentier describieron por primera
vez el uso del sistema CRISPR/Cas9 para generar cortes de doble cadena (double-
strand breaks o DSB, por sus siglas en inglés) en regiones concretas del ADN.'*¢ Para
ello, empleaban una secuencia de ARN de cadena simple que actuaba como guia
(sgARN) para dirigir el enzima Cas9, el enzima mas utilizado en edicién genética, a la
region deseada del ADN. Por tanto, los componentes de esta tecnologia son
principalmente dos: el sgARN y la endonucleasa Cas9 (Figura 8). El sgARN, esta
constituido por una secuencia de ARN de 20 pares de bases (pb) complementaria a la
region que se quiere editar (crARN) y un segundo ARN que permite la interaccion del
guia con la endonucleasa (tracrARN). Ademas, adyacente a la secuencia de unién del
guia, debe haber un motivo conservado de dos a seis nucle6tidos (protospacer adjacent
motif o PAM, por sus siglas en inglés), propio de cada nucleasa, que es necesario para
que la endonucleasa reconozca la secuenciay la corte. En el caso de la Cas9, el enzima
mas utilizado en edicion genética, esta secuencia PAM es NGG, siendo N cualquier
nucleotido. Una vez que la endonucleasa ha producido el DSB, la célula debe reparar
esta rotura en el ADN. Para ello, podra utilizar dos vias de reparacion: la unién de
extremos no homologa (Non-homologous end joining o NHEJ, por sus siglas en inglés)
o0 la reparacion directa por recombinaciéon homéloga (homology-directed repair o HDR,
por sus siglas en inglés). Por un lado, en la via NHEJ la célula produce inserciones o
deleciones (indels) aleatorias para reparar el corte de doble cadena, rompiendo,

generalmente, la pauta de lectura del gen y produciendo su inactivacion. Esta via es

44



Introduccion

aprovechada en ingenieria genética para generar organismos knock-out (KO). Por otro
lado, en el caso de la via HDR, la célula necesita una molécula de ADN adicional que
empleara como molde para reparar el corte. Este molde presenta homologia al sitio que
se quiere modificar, bien para corregir mutaciones existentes, como es el caso de la
terapia génica, o bien para introducir cambios puntuales, por ejemplo, con el fin de

generar organismos modelos knock-in (KI) de enfermedades.

Cas9

SgARN NHEL IIIIIIIIIII]IIIrLL!IIIIIII

N o [

IDICJMMM:G;EIﬂ T s
PLLILORL PR errerertt X “]m

I or > T

Sitio de corte Mutacion puntual

Figura 8. Esquema de los componentes del sistema CRISPR/Cas9. El enzima Cas9 produce
DSB que pueden ser reparados por la célula por la via NHEJ, introduciendo indels, o en el caso
de tener un ADN molde, por la via HDR, lo que permite generar inserciones, translocaciones o
mutaciones puntuales. DSB: cortes de doble cadena. NHEJ: union de extremos no homologa.
HDR: reparacién directa por recombinacion homoéloga (HDR). Indel: inserciones y deleciones
(Adaptado de Gonzalez-Romero et al., 2019)1°7.

6.2. Generacion de modelos murinos en SMD

La tecnologia CRISPR/Cas9 supone una herramienta de ediciéon genética sencilla,
versatil, eficiente, especifica y con un bajo coste econémico en comparacién con las
tecnologias de edicién convencionales.®”1® Este sistema de ediciéon se ha empleado
para generar diversos modelos murinos en genes relacionados con los SMD, como
Tet2,8% Zrsr2,*® o Runx1.?®® Sin embargo, una de las principales aplicaciones que
posee la tecnologia CRISPR/Cas9, es la posibilidad de editar simultaneamente diversos
genes. Tradicionalmente los modelos de ratbn que presentaban mudltiples genes
mutados se generaban a partir de recombinaciones secuenciales en células madre
embrionarias 0 a partir de cruzamientos convencionales de lineas de ratén con
mutaciones individuales. La tecnologia CRISPR/Cas9 ha permitido obtener estos
modelos de manera mas econémica, rapida y sencilla.?°12%2 Asi pues, en un Unico paso,

se cred una linea de ratdn con mutaciones en Tetl y Tet2 co-inyectando en zigotos la
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Cas9, los sgARN y dos oligos de ADN que actuaban como molde para introducir
mutaciones puntuales.?? Por otra parte, la inactivacion “multiplex” de genes en HSPC
mediante CRISPR/Cas9 y su posterior trasplante a ratones irradiados, permitié estudiar
cémo afectan estas alteraciones al sistema hematopoyético de éstos. Heckl et al.
combind sgARN contra 8 genes diferentes en HSPC murinas para, a continuacion,
trasplantarlas en ratones previamente irradiados.?® Estas sgARN estaban dirigidas a
genes que habitualmente aparecen silenciados en pacientes con SMD (Tet2, Runxi,
Dnmt3a, Ezh2, Nfl, Smc3, p53 y Asxll), generando asi diversos ratones con fenotipo
leucémico que poseian hasta 5 de estos genes mutados.?*® El mismo grupo, realizé un
experimento similar a partir de células HSPC CD34* de cordén umbilical o de adulto,
trasplantadas posteriormente en ratones inmunodeprimidos. Algunos de estos ratones
desarrollaron SMD o CHIP y pudieron ser empleados como modelos terapéuticos en los

gue se testaron tratamientos como la azacitidina.?*
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En los dltimos afos, diversos grupos han observado que entre el 80-90 % de los
pacientes de SMD poseen mutaciones somaticas y que, ademas, existen entre ellas
patrones de concurrencia o exclusién que pueden estar contribuyendo a la elevada
variabilidad fenotipica de la enfermedad. De esta forma se ha podido comprobar que
algunos pacientes presentan mutaciones en el gen del spliceosoma U2AF1 y que éstas,

a menudo, ocurren simultaneamente con mutaciones en el gen epigenético TET2.

Con todo ello, nuestra hipotesis es que la cooperacién entre mutaciones en U2afl y
Tet2 en un modelo murino podria iniciar la patogénesis de un subgrupo de SMD. Asi
pues, el objetivo principal de esta tesis es caracterizar un modelo de raton doble
mutante, U2af1™"* Tet2”, para comprender las anomalias hematopoyéticas y en el
splicing que desarrolla. Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, se plantean los

siguientes objetivos especificos:

1. Generar un modelo de raton doble mutante U2af1™"* Tet2”, a partir de los modelos
U2af1™¥* y Tet2” obtenidos por el sistema de edicién CRISPR/Cas?9.

2. Caracterizar funcional e immunofenotipicamente la hematopoyesis en los ratones
U2af1™" Tet2”y U2af1™"" Tet2”.

3. Describir el fenotipo hematolégico de ratones envejecidos U2af1™"*,

4. Analizar el transcriptoma de las HSPC procedentes de los ratones mutantes en

U2afl, Tet2 y en ambos genes y detectar posibles cambios en el splicing.

5. Estudiar las posibles rutas afectadas con genes mal procesados durante el splicing
en los ratones U2af1™"* | Tet2” y U2af1™"* Tet2”.
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MATERIALES Y METODOS

1. Ratones

1.1. Generacion de los ratones mutantes

Los ratones mutantes U2afl y KO Tet2 fueron creados en el Instituto Nacional de
Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA) por el equipo del Dr. Alfonso
Gutiérrez-Adan. Brevemente, mediante el programa online Breaking Cas9
(https://omictools.com/breaking-cas-tool), se disefiaron sgARN especificas contra el
exon 6 del gen U2afl y contra el exén 3 del gen Tet2. Los sgARN se produjeron
mediante transcripcion in vitro (MEGAshortscript T7 kit, Life Technologies) a partir de
gBlocks (IDT) que contenian el promotor T7. El ARNm codificante para el enzima Cas9,
se produjo, en este caso, empleando el kit de transcripciéon in vitro mMMESSAGE
MMACHINE T7 ULTRA (Life Technologies) a partir del plasmido pMJ920 (Addgene
42234) linearizado y tratado con los enzimas BstBl y AnP (NEB). El ARNm para expresar
Cas9 y los sgARN se purificaron mediante el kit MEGAclear (Life Technologies)
eluyendo en tampén TE.

Tanto el ARNm de la Cas9 (50 ng/ul) como el sgARN (20 ng/ul) correspondiente
(CTGCCGCCAGTATGAAATGG para U2afl, y CTGCCGCCAGTATGAAATGG para
Tet2) fueron microinyectados en embriones en estadio de cigoto!*® obtenidos a partir
del cruzamiento de una hembra de la cepa hibrida C57BL/6J x CBAF1 y un macho
C57BL/6J para el caso de los mutantes en U2afl, y en el caso de los KO en Tet2 los
embriones procedian del cruce de machos y hembras C57BL/6J. A continuacion, se
incubaron los embriones resultantes hasta alcanzar el estado de blastocisto, cuando
fueron transferidos a Gteros de hembras CD1 pseudoprefiadas para producir los ratones
fundadores (FO) (Figura 9).2°° Una vez obtenida la FO, los ratones mutantes en U2afl
se retrocruzaron con ratones puros C57BL/6J hasta 6 generaciones, para asi obtener el
fondo genético homogéneo necesario para los estudios posteriores de trasplante
hematopoyético. Los ratones U2afl homocigotos, editados en los dos alelos,
alcanzaban el estado de blastocisto pero morian poco después de la implantacion, por
lo que sélo los heterocigotos (U2afi™*) eran viables. Sin embargo, los ratones

homocigotos para Tet2 (Tet2”) eran viables y fueron los que se analizaron en el estudio.
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Microinyeccién de Ratones mutantes
sgARN y Cas9 CD1 (Fo)
Blastocisto
Transferencia @\
NHE)J del embrién Descendencia
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Figura 9. Obtencion de los ratones mutantes en U2afl o Tet2 mediante el sistema de
edicion genética CRISPR/Cas9. NHEJ: union de extremos no homélogos. DSB: corte de doble

cadena. sgARN: guia especifico contra U2afl o Tet2.

Los ratones doble mutantes U2af1™"* Tet2” fueron obtenidos mediante cruzamiento
convencional entre ratones de ambas lineas. Cabe destacar la elevada dificultad de
conseguir la cantidad suficiente de ratones doble mutantes para el andlisis, ya que, la

probabilidad con la que se obtiene el genotipo deseado es escasa (Figura 10).
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Figura 10. Esquematizacién de los cruces de ratones necesarios para la obtencion del
genotipo doble mutante deseado: U2af1™* Tet2”. U: alelo U2afl wt; u: alelo U2afl mutante;

T: alelo Tet2 wt; t: alelo Tet2 mutante.
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1.2. Descripcion de los grupos de estudio

Se analizaron ratones machos y hembras con genotipo control, U2af1™" Tet2” y
U2afl™" Tet2” con edades comprendidas entre las 8-39 semanas. Ademas, la
caracterizacion hematolégica también se llevd a cabo en ratones control y U2af1™"*

envejecidos (23 meses).

Todos los procedimientos realizados con ratones, fueron aprobados por el Comité
Etico de Experimentacion Animal del [IS La Fe (ref. 2016/0756) y por la Generalitat
Valenciana bajo el proyecto: 2017/VSC/PEA/00200.

2. Procesamiento de tejidos hematopoyéticos

2.1. Sangre periférica

La sangre periférica de los ratones, se obtuvo mediante puncién de la vena facial con
ayuda de una lanceta (Marienfeld) y se recogi6 en tubos tratados con anticoagulante
EDTA (Sarstedt). En todos los casos se recolectaron un minimo de 50 pl y un maximo

de 200 pl. Los tubos se mantuvieron en agitacion en una noria hasta su procesamiento.

2.2. Médula 6sea

Para extraer las células de la médula 6sea, los ratones fueron eutanasiados mediante
inhalacién de CO; durante 7 min. La defuncién se confirmé ejerciendo presién con unas
pinzas en las patas posteriores de los ratones. En caso de no existir ningln tipo de
reflejo, los ratones se colocaron bocarriba y se procedié a realizar una incision desde la
zona inferior hasta el cuello. Se recolectaron los fémures, tibias y las cristas de los
ratones en tampon fosfato salino (PBS) suplementado con 2-5 % de suero bovino fetal
(FBS). A continuacion, los huesos se molieron en 15 ml del mismo tampdn con ayuda
de un mortero y se filtraron a través de un filtro celular de nylon de 70 pum (SPL Life
Sciences). Se contaron las células obtenidas empleando la cAmara de Neubauer y el
tinte de exclusiéon azul de tripan (Merck). Este tinte es incapaz de penetrar en las células
vivas que mantienen su membrana plasmatica intacta. Por ello, las células muertas se

tinen de azul, mientras que las vivas se mantienen blancas.
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2.3. Bazo

En el caso del bazo, los ratones fueron eutanasiados y diseccionados como se ha
descrito anteriormente. El bazo de los animales se recolecté en PBS + 2 % FBS. Una
parte de este érgano se mantuvo sumergido en 4 % paraformaldehido (PFA), para su
posterior analisis histolégico. Mientras que la otra, se disgregd en 10 ml de PBS + 2 %
FBS empleando el émbolo de una jeringa de 1ml sobre un filtro celular de nylon de 70

um.

3. Estudio de la mutacién del gen
3.1. Genotipado mediante PCR

Cuando los ratones alcanzaron las 4 semanas de edad, se tomd una muestra de la
oreja utilizando un perforador y se extrajo el ADN utilizando un protocolo convencional
de precipitacion a partir de isopropanol y etanol. Brevemente: las muestras se incubaron
a 56°C durante toda la noche en 700 ul de tampdn de lisis (50 mM Tris-HCI pH 8, 100
mM EDTA, 100 mM NaCl, 1 % SDS) suplementado con proteinasa K (0.5 pg/ul)
(Genochem). Al dia siguiente, se mezclaron los tubos por inversion y se afiadieron 200
ul de NaCl a una concentracion elevada (5 M) y se centrifugaron durante 20 min a 13300
r.p.m. A continuacion, se transfirieron 700 ul a un tubo nuevo, donde se afiadio el mismo
volumen de isopropanol. Una vez centrifugadas las muestras a 14000 r.p.m. durante 15
min a 4°C, se descart6 el sobrenadante y se afiadio al pellet 800 ul de etanol al 70 %.
Después, se centrifugaron nuevamente en frio durante 20 min a 12000 r.p.m. Por ultimo,

se dejo secar el pellet al aire durante 1 h, y se resuspendi6 en tampén TE.

Para genotipar los ratones, se realiz6 una PCR (PCR Master Mix (2X), Thermo
Scientific) con primers flanqueantes a la region editada. Las condiciones y la descripcion
de los primers de estas PCR estan detalladas en la Tabla 7. El producto de las PCR se
cargd en un gel de agarosa (Cleaver Scientific) al 3 % para comprobar el tamafo del
amplicén y conocer el genotipo de los ratones. Por un lado, en el caso de la PCR de
genotipado para el gen U2afl, se obtenia en los controles una banda de 227 pb,
mientras que en los mutantes U2af1™"* se obtenia la misma banda y ademas una banda
de 222 pb, perteneciente al alelo mutado. Por otro lado, en el caso de la PCR de
genotipado para el gen Tet2, en los ratones control se obtenia una banda de 91 pb,

mientras que en los mutantes Tet2” presentaba un tamafio de 80 pb. En todos los casos,
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se carg6 en el gel de agarosa un pocillo con marcador de bajo peso molecular

GeneRuler Low Range DNA Ladder (Thermo Scientific).

Tabla 7. Condiciones PCR de genotipado.

PCR Componentes Condiciones Primers
12.5 pl PCR Master Mix (2X) . .
1l oligo F1(10 uM) 958C 2 min
Genotipado U2af1 . 952C 30s
PCR Master Mix (2X 1yl oligo R2 (10 um) 60°C 30 35, | L TCAGCCCTTAGCAACACAGCAGT
( aster WX (. ) 1.25 pl DMSO s X | R2 TGCCCACCACACCAGAGTCC
Thermo Scientific) 8.25 ul H.0 729C 25s
o R 722C 7 min
1l ADN (<100 ng)
12.5 pl PCR Master Mix (2X) o .
G - ado Tet2 1ul oligo F5 (10 uM) g;i ;(;mn
enotipado Tet. . 2 s
paco 1wl oligo R5 (10 uM) F5 CTCTCAAGTCACAGAAACACGTG
(PCR Master Mix (2X), 562C 30s 35x
R 1.25 ul DMSO R5 GTTGCTTGAGGCTCTGCAGCTC
Thermo Scientific) 8.95 ul H.0 72°C 25s
oM 728C 7 min
1 ul ADN (<100 ng)

3.2. Secuenciacién Sanger

Para obtener la secuencia resultante de la edicion mediante CRISPR/Cas9, se
extrajo el ADN de 15 x 10° células procedentes de médula 6sea, utilizando el kit QlAamp
DNA mini (QIAGEN) siguiendo el protocolo de la casa comercial. Para ello, fue necesario

previamente lisar las células con ayuda de una jeringa con aguja de 20 G.

Para la secuenciacion, se realizé una PCR con los mismos primers que se utilizaron
para el genotipado a partir de 100 ng de ADN. Para eliminar los nucleétidos y primers
restantes de la PCR, se afiadié 1.5 ul de llustra ExoProStar (Merck) y 4.5 pl de producto
de PCR. Este proceso se llevd a cabo por duplicado para posteriormente realizar la
reaccion de secuenciacion tanto en sentido forward como en reverse en todas las
muestras. A continuacion, se realiz6 la PCR de secuenciacion utilizando el kit BigDye ™
Terminator v1.1 Cycle Sequencing (Thermo Fisher Scientific) con las condiciones
detalladas en la Tabla 8. En este caso, para eliminar los nucleétidos, primers, y enzimas
restantes, se purificé la PCR de secuenciacion mediante columnas de purificacion
(Performa DTR Gel Filtration Cartridges, EdgeBio). Para ello, se centrifugaron las
columnas durante 2 min a 750g. Posteriormente, se colocaron las columnas en tubos
Eppendorf, se afiadieron los 10 pl resultantes de la PCR de secuenciacion y se
centrifugaron a 750g durante 2 min. El producto purificado se analiz6 en un
secuenciador ABI PRISM 3130 DNA Analyzer (Applied Biosystems).
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Tabla 8. Condiciones PCR de secuenciacion.

PCR Componentes Condiciones Primers
U2af1:

Secuenciacién 2 pl Tampodn de secuenciacién | 962C 2 min F1 TCAGCCCTTAGCAACACAGCAGT
(BigDye™ Terminator v1.1 1ul Big Dye 952C 15s R2 TGCCCACCACACCAGAGTCC
Cycle Sequencing, Thermo 1ul primer(3.2pM) FOR 552C 1 min } 30x [Tet2:

Fisher Scientific) 6 ul purificado Exosap 602C 3 min F5 CTCTCAAGTCACAGAAACACGTG
R5 GTTGCTTGAGGCTCTGCAGCTC

3.3. RT-gPCR

La expresion de los genes U2afl y Tet2 se midié tanto en médula ésea como en
bazo. Se extrajo el ARN de 10 x 10° células (RNeasy Mini Kit, QIAGEN) y, a
continuacién, se aplicé un tratamiento con ADNasa (DNA-free DNase Treatment and
Removal Reagents, Ambion). Se comprobd la concentracion y calidad del ARN obtenido
mediante los ratios de absorbancia Azsozso Y Azeorzzo medidos por Nanodrop 2000
(Thermo Fisher Scientific). EI ADN complementario (ADNc) se sintetizé mediante
retrotrascripcion (RT) utilizando TagMan Reverse Transcription Reagents (Thermo
Fisher Scientific) y primers oligo(dT) en reacciones de 25 ul, a partir de 1 ug de ARN

siguiendo las condiciones detalladas en la Tabla 9.
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Tabla 9. Condiciones RT-qPCR.

PCR Componentes Condiciones Primers
2.5 pl 10X RT Buffer
1.88 pl MgCl,

RT-PCR 5ul dNTPs 652C 5min

(TagMan Reverse 1.25 ul RNase Inh 4°C 2 min Olido d(T)
Transcription Reagents, 1.25 pl MultiScribe 372C 30 min 16
Thermo Fisher Scientific) 1l Olido d(T)46 952C 5min
1pg RNA

X ul H,0 (hasta 25 pl)

U2af1 y B-Actin :
10 pl 2x AceQ SYBR qPCR MM

qPCR U2af1 0.8l oligo F (10 M) 952C 5min F-U2afl AAGTTTCGACGTGAGGAGGA
(AceQ SYBR qPCR Master o. 8l oligo R (10 M) 950C 30s R-U2afl CCTCTTGTGCACTCTCCCAT
. . : 0, -B-
Mix, Vazyme Biotech 0.4 ul 50x ROX Ref Dye 2 60°C 30s 40x |F-B-Act GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA
Co.) 61l H,0 729C 40s R-B-Act CTCTTTGATGTCACGCACGTATTC
2
2 pl ADNc (Dil 1:10)
Tet2:
10 pl 2x AceQ SYBR gPCR MM
0.4 pl oligo F (10 uMm)
0.4 ul oligo R (10 uM)
0.4 pl 50x ROX Ref Dye 2
qPCR Tet2 6.8l H;,0 959C 5min F-Tet2 CTCTCCAAGCCGTGACAATG
(AceQ SYBR gPCR Master 2 Wl ADNc (Dil 1:10) 95eC 30s R-Tet? GCAGCCTGGATATCTGTTGG
Mix, Vazyme Biotech Hprt: 602C 30s 40x (F-Hprt GCCCTTGACTATAATGAG
CO) 10 ul 2x AceQ SYBR qPCR MM 72°C 31s R-le’t GATAAGCGACAATCTACC

0.6 ul oligo F (10 uM)
0.6 ul oligo R (10 uM)
0.4 pl 50x ROX Ref Dye 2
6.4yl H,0
2 ul ADNc (Dil 1:10)

Se llevé a cabo una cuantificacion relativa mediante PCR cuantitativa a partir del
ADNCc (gPCR). En este procedimiento, se analizan los cambios de expresién de un gen

de interés versus un gen enddgeno de referencia.

Las condiciones de los programas de amplificacion de la gPCR (concentracién de
primers, temperatura de hibridacion -o annealing- y tiempo de extensién) se optimizaron
previamente hasta obtener una eficiencia > 82 %, tanto en los genes de interés (U2afl
y Tet2) como en los genes de referencia (B-Actin y Hprt). Para ello, se sigui6 el protocolo
descrito por Pfaff et al., 2001.2°® Se disefiaron primers que detectaban especificamente
el ARNm wild-type de los genes de interés y se preparé una curva estandar con 7
diluciones de ADNCc control (1:1, 1:5, 1:10, 1:25, 1:50, 1:100, 1:200). Cada dilucién se
midioé por triplicado. Se amplificaron las muestras en placas de 96 pocillos (Thermo
Fisher Scientific) en un volumen final de 20 pul usando AceQ SYBR gPCR Master Mix
(Vazyme Biotech Co.) en el equipo ViiA 7 Real-Time PCR System (Thermo Fisher

59



Materiales y métodos

Scientific). Los datos de amplificacion se analizaron con el programa QuantStudio Real-
Time PCR (Thermo Fisher Scientific) obteniendo los ciclos umbrales (Ct) para cada

muestra.

A continuacién, mediante el programa Excel (Microsoft), se representd en un gréfico
de dispersion: la media de los Ct obtenidos frente a las diferentes diluciones de ADNc
empleadas (expresadas como logaritmo de la dilucion). Después, se agrego la linea de
tendencia (relacion lineal) y se obtuvo su ecuacién. La pendiente de esta ecuacion fue

utilizada para calcular la eficiencia de la amplificacion segun la siguiente férmula:
Eficiencia = 10(**P®) - 1

Una vez optimizadas las condiciones de amplificacion, se realiz6 la gPCR para
ambos genes (U2afl y Tet2) en ambos tejidos (médula ésea y bazo). Para la medicion
de la expresion de U2afl se utilizé el gen de referencia B-Actin, mientras que con el gen
Tet2 se empled Hprt. De la misma forma que con la curva de eficiencia, la amplificacion
de cada muestra se llevo a cabo en triplicado, en placas de 96 pocillos, en un volumen
final de reaccion de 20 ul con AceQ SYBR gPCR Master Mix siguiendo las condiciones
detalladas en Tabla 9. La amplificacion se realizé en el equipo ViiA 7 Real-Time PCR
Systemy los datos se analizaron también con el programa QuantStudio Real-Time PCR.
Se eliminaron aquellos pocillos que presentaban mas de un amplificado en la curva de
fusion -o melting-. Ademas, en todos los casos se realizaron controles de contaminacién

los cuales no presentaban ADN.

A pesar de que las eficiencias resultantes fueron superiores al 82 % y la R? de la
recta de la linea de tendencia de la eficiencia fue, en todos los casos, superior a 0.98,
las eficiencias de los genes de referencia (B8-Actin y Hprt) diferian en mas de un 10 %
de las eficiencias de los genes de estudio (U2afl y Tet2). Por este motivo, fue necesario
calcular los ratios de expresion relativa en ratones control y mutantes siguiendo la

férmula detallada en 2%:

ACH intere _
Ei nterés interés(Controles — Mutantes)

Expresion relativa =

E . ACt referencia(Controles — Mutantes)
referencia

Donde la E fue calculada como:

E = Eficiencia + 1
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3.4. Western blot
3.4.1. Sobreexpresion de la proteina U2AF1

Con el fin de estudiar si la proteina aberrante llegaba a producirse, se sobreexpresé
la proteina U2AF1 wild-type o mutante en células HEK293T. Para ello, primero de todo,
en la empresa VectorBuilder (Estados Unidos) clonaron el vector de expresion
pcDNAS3.1+ con las secuencias correspondientes unidas al epitopo FLAG (Figura 11).
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Figura 11. Vector de expresion de U2afl wild-type o mutante. Mapa del vector empleado en
la transfeccion de las células HEK293T para inducir la expresion del gen U2afl murino, wild-type

0 mutante, unido al epitopo FLAG.

3.4.2. Amplificacion del vector

Se parti6 de un stock de glicerol de bacterias recombinantes que presentaban el
vector de sobreexpresion de la proteina wild-type (pcDNA3.1-FLAG-U2AF1wt) o
mutante (pcDNA3.1-FLAG-U2AF1mut) (VectorBuilder). Una pequefia parte del stock, se
crecié durante 1h en agitacion a 37°C en 300 pl de LB (Thermo Fisher Scientific)
suplementado con 100 ug/ml de ampicilina, para facilitar la expresién de la resistencia a
antibiético. Después, se sembro todo el volumen en una placa Petri de LB-agar con

ampicilina (100 pg/ml) y se incub6 a 37°C durante toda la noche.
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Al dia siguiente, se seleccion6 una de las colonias crecidas en la placa y se transfirio
a un tubo con 4 ml de LB con ampicilina (100 ug/ml). Esta suspension bacteriana se
incubd a 37°C en agitacién durante toda la noche. Una vez transcurrido el tiempo, se
extrajo el ADN plasmidico utilizando el kit QlAprep Spin Miniprep (QIAGEN) siguiendo
las instrucciones del fabricante y resuspendiéndolo en 30 ul de tampon EB.

3.4.3. Transfecciéon en HEK293T

Se sembraron, en placas de 6 pocillos, 15 x 10* células HEK293T en 2 ml de DMEM
alta glucosa (Gibco) suplementado con un 10 % de FBS (Gibco), penicilina 100 U/ml y
estreptomicina 100 pg/ml (Gibco), y se dejaron crecer a 37°C y 5 % CO- durante toda la
noche. Una vez transcurrido el tiempo, las células se transfectaron utilizando el reactivo
FUuGENE (Promega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente: por
cada construccién, se mezclaron 94 ul de DMEM con 6 ul de FUGENE. A continuacion,
se dejo reposar 5 minutos a temperatura ambiente y se ahadié 1 ug de construccién a
una concentracion de 200 ng/pl. La mezcla se agité vigorosamente y se incubd
nuevamente a temperatura ambiente durante 15 minutos. Por ltimo, se renovo el medio
de las células y se afiadi6 la mezcla. Tras 72 h de crecimiento a 37°C y 5 % CO., se

extrajeron las proteinas de las células para realizar el Western blot.

3.4.4. Obtencion y cuantificacion de proteinas

Un minimo de 20 x 10° células procedentes de médula 6sea o bazo fueron lisadas
en frio, con la ayuda de una aguja de 20 G, en 200 pl de tamp6n comercial RIPA (Abcam)
suplementado con una tableta del céctel completo de proteasas (cOmplete, EDTA-free
Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Merck). Para el Western blot de TETZ2, el tampd6n de
lisis RIPA se suplementé, ademas, con 0.5 pl/ml benzonase (Merck) y 5 mM MgCl.. La
mezcla se mantuvo en agitacion durante 30 min a 4°C y, posteriormente, se centrifugo
a 12000 r.p.m. 20 min. Una vez finalizada la centrifugacion, se recuperé el sobrenadante

donde se encontraban disueltas las proteinas.

Para cuantificar la cantidad de proteina total de la muestra, se empleé el kit Pierce
BCA Protein Assay (Thermo Scientific). Para realizar la cuantificacién, previamente se
prepar6 una curva estandar en el mismo tampon de extraccion que las muestras para
minimizar la absorbancia residual de fondo. Para ello, se realizaron diluciones seriadas

de albumina sérica bovina a partir de un stock de 2 mg/ml. A continuacion, se realizé la
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medicion de absorbancia a 550 nm de las muestras en duplicado, en placas de 96

pocillos.

3.4.5. Electroforesis, SDS-PAGE y transferencia

La misma cantidad de proteina (20-45 pg) se separé en funciéon del peso molecular
en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sodico (SDS) con un porcentaje de
poliacrilamida variable segun el tamafio de la proteina objetivo: 12.5 % para U2AF1 o
7.5 % para TET2. Para elaborar estos geles de resolucion o resolving, se utilizo
poliacrilamida al 30 % (Acrylamide: Bis-Acrylamide ratio 37.5:1, Bio-Rad), 0.375 M Tris-
HCI pH 8.8, 0.1 % SDS, 0.1 % APS y 0.1 % TEMED. La composicion del gel de
apilamiento o stacking, con un 3.75 % de poliacrilamida, fue 0.125 M Tris-HCI pH 6.8,
0.1 % SDS, 0.1 % APS y 0.1 % TEMED. Antes de cargar las muestras, se
desnaturalizaron, afiadiéndoles el mismo volumen de tampén Laemmli 2x (0.125 M Tris-
HCI 6.8 pH, 20 % glicerol, 4 % SDS, 10 % B-mercaptoetanol y 0.5 % azul de bromofenol)
y calentandolas a 95°C durante 10 min. Como marcador de peso molecular, se empled
Novex Sharp Pre-Stained Protein Standard (Life Technologies). Para la electroforesis,
se utilizé el sistema Mini-PROTEAN electrophoresis system (Bio-Rad) y el tampén de
electroforesis (25 mM Tris, 0.2 M Glicinay 3 mM SDS).

Se llevé a cabo la transferencia himeda de las proteinas a una membrana de PVDF
(GE Healthcare Life Sciences Amersham Hybond PVDF membrane, Thermo Fisher
Scientific). En el caso de la proteina U2AF1, la transferencia se realizé a 350 mA durante
1 h en hielo empleando un tampdn que consistia en 25 mM Tris y 0.2 M Glicina. Mientras
que en el caso de TET2, al tratarse de una proteina de gran tamafo (210 kDa), fue
necesario afladir SDS al tampodn de transferencia, quedando con la misma composicién
que el tampoén de electroforesis (25 mM Tris, 0.2 M Glicina y 3 mM SDS). Ademas, la

transferencia de esta proteina se llevo a cabo durante toda la noche a 20 V en frio.

Para comprobar si la electroforesis y la transferencia fueron correctas, se tifieron las
membranas con 0.1 % Rojo Ponceau (Fisher Bioreagents) en acido acético. A
continuacion, se lavaron con agua destilada y TBS-T (20 mM Tris, 150 mM NaCl y 0.1

% Tween).
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3.4.6. Incubacién y revelado

Una vez lavada y eliminada toda la tincién de Rojo Ponceau, se bloqued la membrana
incubandola con 5 % de leche desnata en TBST durante 1 h a temperatura ambiente en
agitacion constante. Este proceso disminuye las interacciones inespecificas del

anticuerpo con la membrana.

Por un lado, en el caso del Western blot de TET2, una vez bloqueada, la membrana
se dividio en dos teniendo en cuenta el peso molecular de la proteina control (3-ACTINA
42 kDa) y de interés (TET2 210 kDa). Cada una de ellas se incub6 durante toda la noche
a 4°C, en agitacion suave, con el anticuerpo correspondiente diluido en TBST. Para
detectar TET2, se utilizé un anticuerpo policlonal de conejo contra la regién N-terminal
de la proteina a una dilucién 1:1000 y como control de carga, se utilizé anti-B-ACTINA-
Peroxidasa (A3854, Merck) a una dilucion 1:20000. Al dia siguiente, después de realizar
3 lavados de 10 min con TBST, las membranas se incubaron a temperatura ambiente,
en agitacion suave, durante 1 h, con anticuerpos secundarios conjugados con
peroxidasa de rabano (HRP): anti-conejo IgG H&L (Abcam) a una dilucién 1:5000. Una
vez transcurrido el tiempo, las membranas se lavaron nuevamente 3 veces con TBST,
10 min por lavado, para eliminar el anticuerpo excedente. Para la deteccion, se uso el
kit de revelado UltraScence Western Substrate (Bio-Helix) y el equipo Amersham Imager
600 (Cytiva). En estos kits, la HRP conjugada a los anticuerpos secundarios, oxida el
luminol presente en los reactivos de revelado produciendo quimioluminiscencia que es

captada por los equipos de deteccion.

Por otro lado, en el caso del Western blot de U2AF1, se incubd la membrana durante
toda la noche a 4°C en agitacion suave bien: i) con un anticuerpo monoclonal de conejo
gue reconocia el extremo N-terminal de la proteina (D6S3Q, Cell Signaling Technology),
i) con un anticuerpo policlonal de conejo que reconocia el extremo C-terminal (ab86305,
Abcam) (ambos a una dilucién 1:2000 en TBS-T) o iii) con un anticuerpo monoclonal de
ratén anti-FLAG (F1804, Merck) a una dilucién 1:1000. Al dia siguiente, después de
realizar los lavados con TBS-T, las membranas se incubaron 1h a temperatura
ambiente, con un anticuerpo secundario anti-conejo o anti-ratén IgG H&L (Abcam) a una
dilucion 1:5000. A continuacién, se realizaron los lavados y el revelado de la misma
forma que se ha detallado con TET2. Una vez detectada la proteina U2AF1 o el péptido
FLAG (en los experimentos de sobreexpresion), se procedid a detectar la proteina $3-
ACTINA como control de carga. Para ello, primero se realizd el stripping de las
membranas para eliminar los anticuerpos unidos a ellas. Con este fin, se incubaron a

56°C durante 30 minutos en tampon de stripping (143 ul B-mercaptoetanol, 4 ml SDS 10
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%, 1.25 ml TRIS 1M pH 6.8M, 14.6 ml H>O). Posteriormente, se lavaron las membranas
y se bloquearon nuevamente. Una vez transcurrido el tiempo, se incubaron con anti-B-
ACTINA-Peroxidasa (A3854, Merck) a una diluciéon 1:20 000 durante 4 h en frio y

agitacion. Para finalizar, las membranas se lavaron y se revelaron.

En el caso del Western blot con proteina extraida de células HEK293T que
sobreexpresaban U2AF1 wild-type o mutante, quisimos confirmar que el anticuerpo anti-
FLAG estaba verdaderamente detectando la proteina U2AF1. Para ello, una vez
detectado el control de carga, se realiz6 un nuevo stripping y se reincub6 la membrana
con el anticuerpo que reconocia el extremo N-terminal de la proteina (D6S3Q),

siguiendo el procedimiento detallado anteriormente.

4. Caracterizacién hematolégica

4.1. Hemograma

Para determinar el perfil hematolégico (también conocido como hemograma), la
sangre periférica fue analizada por la empresa ACVLAB (Valencia) empleando un
equipo Sysmex XT-2000. EI hemograma nos permitié conocer diversos parametros de
la sangre, de los cuales cabe destacar los siguientes por su importancia en el
diagnéstico de los SMD: por un lado, el recuento hematoldgico proporciona el nimero
de glébulos rojos o hematies, glébulos blancos o leucocitos, plaquetas y cantidad de
hemoglobina; por otro lado, con la férmula leucocitaria se cuantifican los diferentes tipos
de leucocitos (monocitos, eosindfilos, basofilos, linfocitos, neutréfilos inmaduros y

segmentados).

4.2. Citometria de flujo
4.2.1. Generalidades

En todos los ensayos de citometria de flujo (CF) se emple6 un control sin tefir, es
decir, células que no habian sido incubadas con el mix de anticuerpos y que permitian
marcar el limite, a partir del cual la sefial de un fluorocromo se consideraba positiva. Los
paneles de CF fueron puestos a punto estableciendo los voltajes Optimos y
compensando la fluorescencia que era captada en otros canales. Los datos fueron
adquiridos en el equipo analizador FACSCanto-IlI (Becton Dickinson) de la Unidad de
Citomica del 1S La Fe con el software DIVA y exportados para su posterior analisis con

el software FlowJo v10 (TreeStar).
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4.2.2. Analisis citomico de los tejidos hematopoyéticos

Se estudiaron células procedentes de sangre periférica, bazo y médula 6sea. Las
células maduras fueron analizadas tanto en sangre como en bazo. Se identificaron
células mieloides (inmunofenotipo Mac-1* y Mac-1* Gr-1%), linfocitos T (CD4*y CD8") y
B (B220%). Por un lado, 50 pl de sangre se incubaron con el mismo volumen de mix de
anticuerpos (Tabla 10) a una concentracién 2X, durante 15 min en oscuridad. A
continuacion, se fijaron y lisaron las células incubando con 2 ml de BD FACS™ Lysing
Solution (BD Biosciences) y mezclando vigorosamente con un vortex. El exceso de
solucion de lisis se eliminé centrifugando a 1200 r.p.m. durante 5 min. El pellet obtenido,
se lavé con 1 ml de PBS + 2 % FBS y se resuspendié en 200 pl del mismo tampon. En
el caso del bazo, 10 x 108 células esplénicas se centrifugaron a 1200 r.p.m. durante 5
min. El pellet se resuspendié en 50 ul de mix de anticuerpos descrito en Tabla 10 y se
incubd en hielo y oscuridad durante 15 min. Una vez transcurrido el tiempo, se afiadio 1
ml de PBS + 2 % FBS, se centrifugaron nuevamente y se resuspendieron en 300 ul del

mismo tampon.

Tabla 10. Descripcion de anticuerpos empleados en citometria de flujo para analizar las

células maduras.

Tincion Tejido |Anticuerpo [Conjugado| Clon Dilucién | Compaiia
CDh4 PE - 1/200 | Miltenyi Biotec

Células | Sangre Gr-1 PE-Cy5 |RB6-8C5| 1/800 I_3ioL(_eggnd

maduras Bazo CDS8 FITC 53-67 1/400 Mllter_wyl B_lotec
B220 PE-Cy7 |RAS-6B2| 1/400 |BD Bioscience
Mac-1 V450 M1/70 1/400 [BD Bioscience

Las HSPC se analizaron como células LSK que, como se ha comentado
anteriormente, comprende la fraccibn mas inmadura de células hematopoyéticas.
Ademas, se analizaron los progenitores (inmunofenotipo Linaje” Sca-1" ¢c-kit"). Dentro de
esta fraccién, se identificaron los progenitores mieloeritroides segun el inmunofenotipo

establecido por Pronk et al.?:

- Megacariociticos:

MKP: Linaje- Sca-1" c-kit+ CD150* CD41* CD16/32" CD105

- Granulo-monociticos:

GMP: Linaje- Sca-1" c-kit+ CD150 CD41 CD16/32* CD10%

Pre GM: Linaje- Sca-1" c-kit+ CD150" CD41 CD16/32" CD105

66



Materiales y métodos

- Eritroides:

CFU-E: Linaje- Sca-1" c-kit+ CD150" CD41 CD16/32" CD105*

Pre CFU-E: Linaje- Sca-1" c-kit+ CD150* CD41 CD16/32° CD105*
- Megacariociticos-eritroides:

Pre MegE: Linaje- Sca-1* c-kit+ CD150" CD41 CD16/32° CD105%

Primero, se lisaron 20 x 10° células de médula 6sea incubando 1 min con 1.5 ml de
tampédn de lisis (NH4Cl 8.3 g/L, NaHCO3 1.0 g/L, EDTA 37 mg/L). Se afiadieron 7.5 ml
de PBS + 2 % FBS y se centrifugaron a 1200 r.p.m. 5 min. Las muestras se incubaron
en hielo y oscuridad, durante 15 min, con 100 ul de mix de anticuerpos de linaje, anti-
CD150, anti-c-kit, anti-Sca-1, anti-CD41 y anti-CD105 a las concentraciones detalladas
en la Tabla 11. A continuacion, se lavé con 1 ml de PBS + 2 % FBS y se centrifugaron
nuevamente. Una vez eliminado el sobrenadante, el pellet se resuspendioé en 100 ul de
anticuerpo anti-CD16/32 a una dilucion 1:400 (Tabla 11) y se incub6 15 min en hielo y

oscuridad. Por ultimo, los pellets se resuspendieron en 300 ul PBS + 2 % FBS.

Tabla 11. Descripcion de anticuerpos empleados en citometria de flujo para el andlisis de

progenitores mieloeritroides.

Tincion Tejido Anticuerpo Conjugado Clon Dilucién| Compaiiia
Mac-1 M1/70 1/800
B220 RA3-6B2 | 1/400
Ant CD5 53-7.3 1/400
ggcﬂiggs Terl19 | PE-Cy5 | TER-119 | 1/200 | BioLegend
Gr-1 RB6-8C5 [ 1/800
Progenitores |Médula CD4 GK15 1/800
mieloeritroides | Osea CD8 53-6.7 1/800
CD150 APC 9D1 1/100 |eBioscience
c-kit |APC-eF780 2B8 1/200 |eBioscience
Sca-1 |Pacific Blue |[E13-161.7| 1/100 | BioLegend
CDh41 FITC MWReg30| 1/100 Invitrogen
CD105 PE MJ7/18 1/100 |eBioscience
CD16/32| PE-Cy7 93 1/400 Invitrogen

4.3.

4.3.1. Citospin

Analisis morfolégico

El citospin es empleado para analizar la morfologia de células que se encuentran en
una muestra liquida. Este proceso consiste en centrifugar la suspension celular para

aislar, concentrar y depositar una monocapa de células en una pequefia area circular
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de un portaobjetos. Para ello, se sitla la muestra en un embudo especifico que contiene
un filtro en su interior y se realiza una centrifugacién. El liquido de la muestra es
absorbido por el filtro, mientras que las células lo atraviesan depositandose en el
portaobjetos. A continuacién, los portaobjetos se tifien con May-Grinwald Giemsa, la
cual aprovecha la afinidad electrostéatica acido-base de los compuestos de los tintes y

los componentes de las células para observar su morfologia.

En nuestro caso, se separaron 2 x 10° células de médula 6sea y se llevaron a un
volumen final de 200 yL PBS + 2 % FBS. Se pre-humedecieron los filtros pipeteando
200 ul de PBS en los embudos especificos de la citocentrifuga Shandon Cytospin 3
(Thermo Fisher Scientific) y centrifugando 2 min a 350 r.p.m. A continuacion, se
depositaron las células en los portaobjetos mediante centrifugacién durante 5 min a 600
r.p.m.y se dejaron secar 30 min. Una vez transcurrido el tiempo, se fijaron y tifileron con
solucion May-Grinwald Giemsa (Merck). Para ello, se sumergieron los portaobjetos en
la solucién May-Griinwald durante 5 min. A continuacion, se lavaron con agua destilada
5 veces y se sumergieron en la soluciéon Giemsa durante 20 min. Por Ultimo, se lavaron
nuevamente 5 veces con agua destilada y se dejaron secar. Posteriormente al montaje
del portaobjetos con Entellan (Merck), se analizaron y se captaron las imagenes en un

microscopio Leica DMD 108 (Leica Biosystems) a 40X.

4.3.2. Histologia

Como se ha comentado anteriormente, las porciones de los bazos destinadas a
histologia se fijaron sumergiéndolas en 4 % de PFA. Brevemente, las muestras fueron
embebidas en parafina utilizando el procesador de tejidos Leica ASP6025.
Posteriormente, fueron seccionadas con el microtomo Leica RM2245 vy tefiidas con
hematoxilina-eosina de forma automatica usando el equipo Dako CoverStainer (Agilent).
Las secciones tefiidas fueron visualizadas y analizadas utilizando un microscopio Leica
DM 2000.

4.4. Estudios funcionales de las células hematopoyéticas

4.4.1. Ensayo de unidades formadoras de colonias (CFU)

El estudio de Unidades Formadoras de Colonias (colony-forming unit o CFU) permite
obtener una medida de la capacidad que poseen los progenitores presentes en la

muestra de proliferar y dividirse en células sanguineas maduras formando colonias, bajo
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ciertas condiciones de crecimiento que se dan en el cultivo. Asi pues, se estudi6 la
formacion de colonias mieloides (granulocyte-macrophage colony-forming unit o CFU-
GM) vy eritroides (Erythroid burst-forming units o BFU-E) en medio semisdlido de
metilcelulosa. Se emplearon los medios Methocult M3534 y M3436 (Stem Cell
Technologies). El medio Methocult M3534 esta suplementado con insulina, transferrina
y las citoquinas SCF, IL-3 y IL-6, que promueven el crecimiento de CFU-GM. Mientras
que el Methocult M3436 posee insulina, transferrina, y EPO, entre otras citoguinas, para

el crecimiento de BFU-E.

Para plaquear 5 x 10* células de médula ésea por placa, se prepararon 5 x 10° células
en 1 ml de medio IMDM suplementado con 5X penicilina/estreptomicina (Gibco) y 1 %
GlutaMAX (Gibco). A continuacion, se afiadieron 400 pl de la dilucion de células en la
alicuota de 4 ml de metilcelulosa, se mezclaron vigorosamente con el vortex y se dejaron
reposar durante aproximadamente 15 min. Una vez transcurrido ese tiempo, se plaqueé,
por triplicado, 1.1 ml de la mezcla de células y metilcelulosa en placas de 35 mm con
ayuda de una jeringa de 5 ml con una aguja de 20 G. Las placas se incubaron a 37°C y
5 % de CO.. El contaje de las colonias CFU-GM se realizé a los 7 dias, mientras que

las colonias BFU-E se mantuvieron hasta los 10 dias.

4.4.2. Trasplante hematopoyético

El trasplante hematopoyético permite determinar in vivo la funcionalidad de las
células madre hematopoyéticas. En el trasplante competitivo se trasplanta el mismo
namero de células test y células competidoras y se compara la capacidad del test para
injertar y producir los diferentes linajes hematopoyéticos en el receptor. Habitualmente,
en los experimentos de trasplante murino, los ratones receptores y donantes presentan
variantes alélicas diferentes del gen Cd45 (También conocido como Ly5 o Ptprc). El
antigeno leucocitario comun, CD45, se encuentra presente en todas las células
nucleadas del sistema hematopoyético. Al utilizarse cepas de ratones que poseen alelos
diferentes para este gen, es posible evaluar la eficiencia del trasplante con una prueba
de sangre rutinaria en el ratén quimera, puesto que somos capaces de diferenciar de
gué cepa provienen las células analizadas. En nuestro caso, los ratones receptores y
los ratones de los que se obtenian las células competidoras presentaban el alelo

CD45.1, mientras que los ratones donantes o test presentaban el alelo CD45.2.

Los ratones receptores utilizados eran CD45.1 (B6.SJL-Ptprc? Pepc®/BoyCrl, Charles

River Laboratories) de 8-16 semanas. Estos fueron sometidos a una dosis letal de
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radiacion gamma (dos dosis de 6 Gy con 3 horas en medio) empleando un irradiador
gamma BIOBEAM GM (Gamma-Service Medical GmbH) en el Centro de Investigacion
Principe Felipe (CIPF).

4.42.1. De médula 6sea total

Se prepar6 en PBS + 5 % FBS un mix 1:1 de células test:competidoras de forma que
en el volumen a trasplantar, 200 ul, hubiera 1 x 10° células procedentes de los ratones
donantes y la misma cantidad de células de ratones competidores. Los 200 pl fueron
inyectados a través de la vena lateral de la cola en los ratones receptores. Previamente
los ratones receptores irradiados fueron calentados con una lampara de calor rojo para
asegurar la dilatacién de los vasos sanguineos y hacer que la vena lateral fuera mas

visible (Figura 12).

Andlisis de
Wild-type reconstitucion
, hematopoyética por
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— —
\ competidoras Receptor

4, 8 semanas
CD45.1

CD45.1 —>

Figura 12. Representacion esquematica del trasplante hematopoyético competitivo. El
mismo numero de células test (wild-type o mutantes U2af1™ut+ Tet2”- o0 U2aflmuW+ Tet2/) CD45.2
y células competidoras (wild-type) CD45.1 fueron inyectadas a través de la vena de la cola en
ratones receptores CD45.1 previamente irradiados. El analisis de reconstitucion hematopoyética

se realiz6 por citometria de flujo a las 4 y 8 semanas.

4.4.2.2. De células LSK purificadas

En otro set de experimentos, se llevaron a cabo trasplantes con células LSK
purificadas. Ya que las HSPC tardan unas semanas en diferenciarse hasta producir las
células maduras de los diferentes linajes, es necesario trasplantar también células de

soporte (CD45.1) que proporcionaran al ratén las células necesarias para su
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supervivencia durante este periodo de tiempo. Por tanto, se inyectaron 8 000 LSK
(CD45.2) junto con 2 x 10° células de médula ésea total (CD45.1) por ratdn trasplantado
(Figura 13).
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Figura 13. Representacion esquematica del trasplante hematopoyético con LSK
purificadas. Una muestra de células de médula ésea de ratones test (wild-type o mutantes
U2af1mut+) CD45.2 se enriqueci6 en c-kit* para posteriormente separar las células LSK mediante
un FACSAria-lll. Se inyectaron 8 000 células LSK junto con 2 x 10° células de soporte (wild-type)
CD45.1 a través de la vena de la cola en ratones receptores CD45.1 previamente irradiados. El

andlisis de reconstitucion hematopoyética se realiz6 por citometria de flujo a las 4 y 8 semanas.

Dada la baja frecuencia que presentan las células LSK en la médula 6sea (< 1 %),
las muestras se enriquecieron en c-kit" mediante el separador celular magnético
autoMACS Pro (Miltenyi Biotec). Para ello, se lisaron con tampén de lisis las células de
la médula 6sea procedentes de 5 ratones por genotipo (control y U2af1™%*) como se ha
detallado anteriormente. A continuacion, las células se centrifugaron a 1200 r.p.m.
durante 5 min. El pellet resultante se incubé 20 min con microbolas magnéticas
conjugadas a anticuerpos anti-c-kit (Miltenyi Biotec) afiadiendo 2.5 ul de microbolas y
100 pl de PBS + 5 % FBS por cada 100 x 10° células, en hielo, oscuridad y agitando
ocasionalmente. Una vez transcurrido el tiempo, se lavo el anticuerpo restante con 10
ml de PBS + 5 % FBS, se centrifugd nuevamente a 1200 r.p.m. durante 5 min y el pellet
resultante se resuspendié en 500 pl por cada 100 x 108 células. Las células enriquecidas
en c-kit* fueron obtenidas con el separador magnético autoMACS Pro con el programa

de seleccion positiva POSSEL.

Una vez obtenidas las células c-kit*, se centrifugaron a 1200 r.p.m. durante 5 min. El
pellet resultante se resuspendié en 50 ul de mix de anticuerpo detallado en la Tabla 12
y se incubé durante 15 min en frio y en oscuridad. Una vez transcurrido el tiempo, se
lavaron con 1 ml de PBS + 5 % FBS, se centrifugaron nuevamente a 1200 r.p.m. durante

5 min y el pellet se resuspendié6 en 1 ml de PBS + 5 % FBS. Las células LSK se
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obtuvieron mediante el separador celular FACSAria-IIl (Becton Dickinson) de la Unidad
de Citémica del IIS La Fe en medio PBS + 5 % FBS.

Tabla 12. Descripcién de anticuerpos empleados para detectar y separar las células LSK.

Tincion | Tejido Anticuerpo Conjugado Clon Dilucién| Compainiia
Mac-1 M1/70 1/800
B220 RA3-6B2 [ 1/400

Anticuerpos Tcaig PE-Cy5 TZ:ISQJSQ 172188 BioLegend

.z . L er -Cy - |

Sepf;a:énon Méesdelia de Linaje Grl RB6-8C5 | 1/800
CDh4 GK15 1/800
CD8 53-6.7 1/800

c-kit | APC-eF780 2B8 1/200 |eBioscience

Sca-1 PE-Cy7 E13-161.7| 1/200 | BiolLegend

4.4.2.3. Seguimiento y evaluacion de los trasplantes

Los ratones trasplantados se mantuvieron con el antibiético enrofloxacino (Bayer,
Alemania) en el agua de bebida durante las 4 semanas después del trasplante. El
quimerismo en la sangre periférica (células donantes CD45.2 versus receptoras
CD45.1) y la contribucion a los diferentes linajes hematopoyéticos se analiz6 mediante
CF alas 4 y 8 semanas post-trasplante. Para ello, se extrajo sangre de la vena facial de
los ratones trasplantados y se tifid con el mix de anticuerpos detallados en la Tabla 13

siguiendo el protocolo de tincién y analisis de sangre periférica detallado anteriormente.

Tabla 13. Descripcion de anticuerpos empleados en citometria de flujo para el andlisis de

reconstitucion hematopoyética.

Tincién Tejido |Anticuerpo|Conjugado| Clon [Dilucién| Compafia
CD4 PE - 1/200 | Miltenyi Biotec

Gr-1 PE-Cy5 |RB6-8C5| 1/800 BioLegend
Evaluacion CD8 FITC 53-67 1/400 Milter.wyi B'iotec
del trasplante Sangre B220 PE-Cy7 |RAS-6B2| 1/400 |BD B!osc!ence
Mac-1 V450 M1/70 1/400 |BD Bioscience

CD45.1 APC A20 1/200 BioLegend
CD45.2 APC-Cy7 104 1/200 |BD Bioscience

5.
5.1.

Obtencién de células LSK

Comparacion del perfil transcriptémico

En este caso, el enriquecimiento en c-kit* se realiz6 de forma manual con el sistema

de columnas magnéticas LS (Miltenyi Biotec). Se procesaron y lisaron las células de la
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médula 6sea de 3 ratones por genotipo (control, U2af1™"*, Tet2” y U2af1™"* Tet2™). El
total de células, se centrifugd a 1200 r.p.m. durante 5 min. El pellet resultante se incubé
20 min en hielo, oscuridad y agitando ocasionalmente, con microbolas magnéticas anti-
c-kit (Miltenyi Biotec) a una concentracién de 2.5 ul microbolas/100 ul de tampén PBS +
5 % FBS/100 x 10° células. Una vez transcurrido el tiempo, se lavé con 10 ml de PBS +
5 % FBS, se centrifugd nuevamente a 1200 r.p.m. durante 5 min y se resuspendio en 3
ml del mismo tampdn. A continuacion, se colocé la columna de separacion magnética
LS en el iman y se equilibré lavando con 3 ml de PBS + 5 % FBS. Una vez pasado todo
el volumen, se filtraron los 3 ml de muestra con filtros de 70 um (Miltenyi Biotec) y se
colocaron en la columna. Después, se hicieron 3 lavados afiadiendo, en cada uno de
ellos, 3 ml de PBS + 5 % FBS a la columna. Posteriormente, se separo la columna del
iman, se afiadieron 5 ml del mismo tamp6n y se pasaron con ayuda de un émbolo. A
continuacién, se afiadieron 3 ml méas a la columna y se repitié el proceso. Quedando,

por tanto, la muestra c-kit* eluida en 8 ml totales.

Las muestras se contabilizaron y centrifugaron a 1200 r.p.m. durante 5 min. Los
pellets se resuspendieron en 50 ul de mix de anticuerpos detallado en Tabla 12, durante
15 min en frio y oscuridad. Se lavaron con 1 ml de PBS + 5 % FBS y una vez
centrifugados, se resuspendieron en 4 ml de tampén. Se obtuvieron 5 x 10* células LSK
mediante el separador celular FACSAria-III (Becton Dickinson) de la Unidad de Citébmica
del IS La Fe en 700 pl de medio RLT (QIAGEN) suplementado con 7 ul de [3-
mercaptoetanol (Merck). Se separaron todas las células LSK hasta agotar la muestra,

consiguiendo asi replicados técnicos.

5.2. Extraccion de ARN

Para extraer el ARN total de las muestras, se utilizé el RNeasy Micro Kit (QIAGEN)
siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Destacando que previamente a la
extraccion, las muestras se pasaron 10 veces a través de una jeringa con aguja de 20
G para lisar las células. A continuacion, se siguié el protocolo sin modificaciones,
teniendo en cuenta que se realiz6 el tratamiento con ADNasa en la propia columna de

extraccion como recomienda la casa comercial.

La cantidad y calidad del ARN total fue medida en el Centro de Investigacion Principe
Felipe (CIPF) empleando el kit Agilent High Sensitivity RNA ScreenTape Assay vy el

equipo Agilent 4200 TapeStation (Agilent Technologies). Unicamente las muestras con
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un Numero de Integridad del ARN (RIN) > 7 fueron seleccionadas para el posterior

analisis por ARN-seq.

5.3.  Secuenciacién del ARN (ARN-seq) y analisis de los resultados

Las muestras fueron enviadas en hielo seco y secuenciadas por la empresa
Novogene (China). Las librerias low input se prepararon y purificaron utilizando el kit
NEBNext Ultra Directional RNA Library Prep (lllumina Cat n° 7420). Las secuencias
fueron obtenidas mediante secuenciacion paired-end en el equipo NovaSeq 6000

(lllumina).

El equipo bioinforméatico del grupo de Investigaciéon en Hematologia y Hemoterapia
llevd a cabo el andlisis de los resultados. Primero, midieron la calidad de los datos
obtenidos en los FastQ usando FastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk).
Las lecturas fueron mapeadas al genoma de raton de referencia GRCm38 (mm10), con
anotaciones gendmicas en GENCODE vM24, usando el software STAR, especifico para
mapear lecturas y analizar splicing (version 2.6.1c) 2°’. Para aumentar las uniones entre
las lecturas, se realizaron dos mapeos y Unicamente aquellas lecturas que mapearon
fueron las seleccionadas para analisis posteriores. Con el software RSeQC 2.6.4 se

midi6 la calidad de las secuencias mapeadas contenidas en los archivos BAM.

El analisis del splicing alternativo diferencial entre los diferentes genotipos se llevo a
cabo con el programa rMATS 4.0.2 2°8, Categorizandose asi los eventos de splicing en
5 grupos: intrén retenido (RI), exén saltado (SE), sitio alternativo 5’ (A5SS), sitio
alternativo 3’ (A3SS) y exones mutuamente excluyentes (MXE). Se identificaron los
eventos de splicing alternativo asociados a cada grupo en comparacién con el grupo
control (U2af1™"* vs Control, Tet2” vs Control y U2af1™* Tet2” vs Control) aplicando
parametros muy estrictos (Tasa de falsos descubrimientos (FDR) = 0.01 y niveles de
inclusion (APSI) = 0.1). Se realiz6 el enriquecimiento funcional de las listas de genes
con splicing diferencial con la herramienta DAVID (versién 6.8) 2% estableciendo como

punto de corte un p-valor < 0.01.

Para el analisis de los genes diferencialmente expresados, se calculo la cantidad de
lecturas por gen empleando el paquete Bioconductor Rsubread ?1° y se determiné la

expresion con DESeq?2 (version 1.26.0) 11
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Todos los analisis se llevaron a cabo en la versién 3.6 de R. Los datos obtenidos en
la secuenciacion de ARN se depositaron en la base de datos ArrayExpress de EMBL-

EBI (www.ebi.ac.uk/arrayexpress) con el numero de acceso: E-MTAB- 4872.

5.3.1. Validacién de las variantes mediante RT-PCR

Para la validacion del ARN-seq se seleccionaron aquellos genes con splicing
diferencial que poseian un p-valor y un FDR menor, un APSI mayor y menor variabilidad

entre muestras.

Con ayuda del programa Integrative Genomics Viewer (IGV) se localizé la region que
presentaba el cambio de splicing, y con la herramienta online Primer3 se disefiaron
primers que permitian diferenciar con una PCR convencional la isoforma habitual de

aquellas detectadas en el andlisis.

Para la RT-PCR, primero se extrajo el ARN de muestras c-kit* control, U2af1™" y
U2af1™¥* Tet2”. Para ello, se empleé el RNeasy micro kit (QIAGEN) y se midio la
cantidad y calidad de las muestras con el Nanodrop 2000. EI ADNc se obtuvo
retrotranscribiendo 1 pg ARN obtenido en la extraccibn con TagMan Reverse
Transcription Reagents (Thermo Fisher Scientific) y primers oligo(dT) en un volumen
final de 25 ul. A continuacion, se amplificaron las muestras realizando una PCR a partir
de 40 ng de ADNCc en las condiciones detalladas en Tabla 14. Los amplicones fueron

visualizados y separados en geles de agarosa al 3 %.

Tabla 14. Condiciones de las PCR para validar los datos obtenidos en ARN-seq.

PCR Componentes Condiciones Primers
12.5 pl PCR Master Mix (2X) | 952C 2 min
1l oligo F (10 uM) 952C 30s
Ammecrll 1l oligo R (10 uM) 62°C 30s 35x P AGAGGAAGAGAAGGCAGAGC
R GGGGAGGAACACAACGTCTT
9.5 ul H20 72°C 20s
1l ADN (40 ng) 729C 7 min
12.5u PCRM Mix (2X
S5ulPC ' aster Mix (2X) 952C 2 min
1pl oligo F (10 uM) 950C 30
1uloligoR (10 uM - F CTTCTGGAGAGGAGCAGAGA
H2-T24 ul oligo R (10 uMm) ceoC 30s 35y CTTCTGGAGAGGAGCAGAG
1.25 ul DMSO R TACATTGTCCCTGGGTCCTG
72°C 20s
8.25 ul H20 .
72°C 7 min
1l ADN (40 ng)
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5.3.2. Estudio de las variantes empleando CF

El enriquecimiento funcional del conjunto de genes afectados con splicing diferencial
empleando la herramienta DAVID, dio lugar a la lista de rutas biologicas en las que se

encuentran los genes alterados.

5.3.2.1. Andlisis del ciclo celular

Una de las rutas afectadas en los mutantes U2af1™* fue el ciclo celular. Por ello, se
analizaron por CF las diferentes fases del ciclo celular dentro de la fraccion LSK de

ratones control y U2af1m"*,

Las muestras se enriquecieron en células c-kit+ de forma manual mediante columnas
LSy las células se contabilizaron con azul de tripan como se ha detallado anteriormente.
A continuacion, se centrifugaron a 1200 r.p.m. 5 min y los pellets se resuspendieron en
50 ul de mix de anticuerpos (Tabla 12) en frio y oscuridad. Una vez lavados con 1 ml de
PBS + 5 % FBS y centrifugados nuevamente, se contintia con el protocolo de tincion de
las células con el marcador fluorescente DAPI (Merck). Este marcador se une a las
regiones ricas en AT del surco menor de la molécula de ADN y aumenta hasta 20 veces
su fluorescencia si la molécula es de doble cadena. La membrana celular es
impermeable a DAPI, por ello, el protocolo de tincién incluye una fase de fijacién y
permeabilizacion de las células para permitir su entrada. De esta forma, la intensidad de
la fluorescencia emitida por DAPI es proporcional a la cantidad de ADN que contienen
las células tefidas y esto se puede correlacionar con la fase del ciclo celular en la que

se encuentran.

Las células tefiidas se resuspendieron en 100 ul de tampén de
fijacion/permeabilizacién (Becton Dickinson) por cada 5 x 10° células y se incubaron en
hielo durante 30 min. Una vez transcurrido el tiempo, las células se lavaron dos veces
para eliminar el exceso de tampoén de fijacion. El primer lavado se realiz6 con 2 ml de
tampon de lavado, mientras que el siguiente fue con 1 ml. Posteriormente, las células
se centrifugaron a 1200 r.p.m y 5 min. A continuacion, las muestras se resuspendieron
con PBS + 5 % FBS a una concentracion de 2 x 10° células/100 pl y se incubaron con
DAPI (0.5 pg/ml) durante 40 min en frio. Por ultimo, se centrifugaron a 1200 r.p.m
durante 5 min y se resuspendieron en 500 pl. Las muestras fueron analizadas mediante
CF. Para la adquisicion de los datos se siguieron las recomendaciones descritas

anteriormente por Galvin et al.?*?

76



Materiales y métodos

5.3.2.2. Andlisis del dafio al ADN.

Se analizo el estado de la fosforilacién de la histona H2AX (yH2AX) por CF, dentro
de las células LSK en ratones U2af1™"* y U2af1™"* Tet2”. Esta histona se encuentra
fosforilada en la Serina 139 cuando se producen roturas de doble hebra en el ADN. Por
tanto, existe una correlacion directa entre el dafio al ADN y la presencia de yH2AX. Se

utilizo el kit H2A. X Phosphorylation Assay (Millipore).

Se centrifugaron, a 1200 r.p.m. durante 5 min, 2 x 10° células c-kit+ obtenidas por
enriquecimiento manual con columnas LS y contabilizadas con azul de tripdn. Después,
se incubaron 15 min en frio y oscuridad con el mix de anticuerpos para la deteccién de
células LSK (Tabla 12). Una vez lavadas con 1 ml de PBS + 5 % FBS, las células se
centrifugaron a 1200 r.p.m. 5 min. El pellet se resuspendié en 50 pl de solucién de
fijacion y se incub6 20 min mas en hielo. A continuacién, se realizaron 2 lavados con 3
ml de PBS centrifugando en cada uno de ellos a 1200 r.p.m 5 min. Después, las
muestras se incubaron en 50 pl de solucién de permeabilizacion con 3.5 pl de anticuerpo
anti-yH2AX-FITC durante 20 min en hielo, oscuridad y agitando ocasionalmente. Para
lavar las muestras y eliminar el exceso de anticuerpo, se emplearon 100 ul de solucién
de lavado y se centrifugaron a 1200 r.p.m. 5 min. Por dltimo, las muestras se

resuspendieron en 300 pl de PBS + 5 % FBS y se mantuvieron en hielo hasta su analisis.

Para el ensayo se empled tanto un control positivo como uno negativo. Para el control
positivo, 5 x 10° células c-kit* procedentes de la médula ésea de un ratén control, se
incubaron con perdxido de hidrégeno a una concentracién 100 uM durante 1h en
StemSpan (Stem Cell) a 37°C y 5 % CO.. Para el control negativo, se separaron 2 x 10°
células c-kit+ de un ratdn control y, en lugar de incubarse con anticuerpo anti-yH2AX-
FITC, se incubaron con anticuerpo anti-isotipo-IgG conjugado a FITC. Con ambos
controles se siguié el mismo protocolo de tincién, fijacion y permeabilizaciéon que con el

resto de muestras.

6. Andlisis estadistico

El andlisis de los datos se llevd a cabo con GraphPad Prism version 8. Para
determinar la significancia estadistica se utilizé un test t-Student de dos colas,
comparando individualmente los grupos mutantes (U2af1™"*, Tet2” y U2af1™" Tet2")
con el control. Las diferencias entre grupos se consideraron estadisticamente

significativas cuando P < 0.05.
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El gen U2AF1 codifica para una proteina del spliceosoma encargada de reconocer el
extremo 3’ del intrén durante el proceso de splicing. Diversos estudios han visto que
este gen aparece mutado en concurrencia con el gen TET2 en pacientes con SMD. La
proteina TET2 es una proteina epigenética encargada de la desmetilacion del ADN. Sin
embargo, se desconoce como la cooperacion entre estas alteraciones puede intervenir

en la patogénesis de la enfermedad.

El presente estudio se inicid con la generacion de dos lineas de ratones mutantes en
U2afl (U2afl™™) o Tet2 (Tet2”) empleando el sistema CRISPR/Cas9 con sgARN
especificos contra estos genes. Para ello, aprovechamos el mecanismo de reparacion
de ADN mediante recombinacién de extremos no homadlogos (NHEJ) que se da de forma
intrinseca en las células. Tanto el enzima Cas9 como los sgARN correspondientes,
fueron microinyectados en embriones en estadio de cigoto. Estos se incubaron hasta
que fueron transferidos a Uteros de hembras CD1 pseudoprefiadas cuando alcanzaron
el estadio de blastocisto. Una vez generada la FO, los ratones mutantes en U2afl fueron
retrocruzados hasta 6 generaciones con ratones puros C57BL/6J para originar un fondo
genético homogéneo. Los ratones U2af1™™" ng eran viables y morian poco después
de la implantacion en las hembras CD1. Esto no ocurria en los ratones homocigotos
para Tet2 que si eran viables. A continuacion, se generaron los ratones doble mutantes,
U2af1™" Tet2”, por cruzamiento convencional entre ratones de ambas lineas. Por

tanto, el estudio se llevé a cabo en ratones U2afl™"* Tet2” y U2afl™"* Tet2",

1. Consecuencias moleculares de la mutaciéon en U2afl

Antes de comenzar la caracterizacion hematoldgica de los ratones, era necesario
comprender cémo afectaba la mutacién a distintos niveles: gendmico, transcriptémico y

proteémico.

En el caso de los ratones U2af1l™" en primer lugar, se secuencio con la tecnologia
Sanger el ADN extraido de la médula 6sea de ratones control y U2af1™"*. Como se
puede observar en la Figura 14, se detect6 que los ratones mutantes presentaban una

delecion en heterocigosis de 5 nucle6tidos en el exon 6 del gen.
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57 GTCCCCAGTAACTGACTTCAGGGAAGCCTGCTGCCGCCAGTATGAAATGGG 3°

37 CAGGGGTCATTGACTGAAGTCCCTTCGGACGACGGCGGTCATACTTTACCC 5°

sgARN PAM
Alelowt U2afl CAGGGAAGCCTGCTGCCGCCAGTATGAAATGGGGTAAGG
Alelomut U2afl CAGGGAAGCCTGCTGCCGCCAGTATG - - - - - GGGTAAGG
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Figura 14 . Generacién del raton mutante U2af1™'%*. Panel superior: secuencia sgARN contra
el exén 6 del gen U2afl murino. Panel inferior: cromatogramas obtenidos por secuenciacién
Sanger con muestras de médula 6sea de ratones wild-type (wt) y U2afi™uw* La delecién de 5

nucleétidos se indica en rojo.

Dado que la mutacién se origin6 de forma germinal, todas las células de los ratones
presentaban la delecién. Por este motivo, para genotipar las camadas que se fueron
generando a lo largo del estudio, en el momento del destete se adquiria una muestra de
oreja a partir de la cual se extraia el ADN y se realizaba una PCR rutinaria con primers
flanqueantes a la region editada. Los amplicones se analizaban en un gel de agarosa al
3 %, observandose una banda de 227 pb en los ratones wild-type y dos bandas (227 y
222 pb) en los ratones U2af1™"*. Ademas, empleando la misma PCR, se confirmé que

la delecion estuviera tanto en médula ésea como en bazo (Figura 15).

MO BZ

wt U2 wt U2

227 pb
222pb

Figura 15. Confirmacion de la delecion en el gen U2afl mediante PCR convencional. Se
amplificé la regién editada en U2afl en muestras de médula ésea (MO) y bazo (BZ) de ratones
wild-type (wt) y U2af1mut+ (U2).
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A continuacion, se estudio la expresion del gen realizando una RT-qPCR empleando

primers gque reconocian especificamente el ARNm wild-type del gen U2afl.

La abundancia relativa de este ARNm se calculd en relacion a la abundancia del
ARNmM del gen de referencia, B-actin. Las eficiencias de amplificacion entre el gen de
estudio (U2afl) y el gen de referencia (B-actin) distaban mas de un 10 % (82 y 96 %
respectivamente). Por ello, para calcular la abundancia relativa se sigui6 el protocolo
descrito por 2°® y no el método del AACt. Como se puede ver en la Figura 16, tanto en
médula 6sea como en bazo, se detect6 una disminucion significativa en la expresion del
ARNmM wild-type. El porcentaje de disminucion en el caso del bazo fue del 50 % respecto
a la expresioén en los controles, mientras que en médula ésea lleg6 a suponer un 63 %

menos.

1.5+
m Wild-type

B (2af1 MYV

MO BZ

Abundancia relativa ARNm U2af1

Figura 16. Analisis de la expresion de U2afl mediante RT-qPCR. Abundancia relativa del
ARNmM wild-type del gen U2afl respecto al gen de referencia B-Actin en médula 6sea (MO) y
bazo (BZ) (MO: wt n =5, U2af1™¥* n = 4; BZ: wt n = 6, U2af1™* n = 5; * p < 0.05; ** p < 0.01).

Consultando las diferentes bases de datos de proteinas como Uniprot
(www.uniprot.org/) y Ensembl (https://www.ensembl.org/) se observé que la delecién de
5 nucleétidos que presentaban los ratones U2af1™"* afectaba directamente al segundo
dedo de zinc (ZF2) de la proteina U2AFL1. Esta alteracién modificaba la pauta de lectura
produciéndose, tedricamente, una proteina aberrante a partir de ese punto. Empleando
la herramienta informética online EXPASy ProtParam, se predijo, in silico, que esta
proteina aberrante poseeria un tamafio aproximado de 191 amino&cidos y un peso
molecular de 22 kDa, atendiendo Unicamente a su estructura primaria, en lugar de 235

aminocidos y 35 kDa que presenta la proteina U2AF1 wild-type (Figura 17).
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A N

12-40 aa 65-147 aa 149-176 aa 179-238 aa

U2AF1 wt
239,22, 35 kDa IZEE N UHM e RS I
S34 Q157
U2AF1 mut 12-40 aa 65|:J1:|zﬂaa 149-158 aa
191 aa, 22 kDa
S34 Q157

Figura 17. Representacién de la proteina U2AF1 wild-type y mutante como resultado de la
edicién genética por CRISPR/Cas9. El valor de los kDa de la proteina mutante se calculd
usando la herramienta informatica online ExPASy ProtParam. En azul el anticuerpo ¢s-D6S3Q
(Cell Signaling Technology). En morado el anticuerpo ab86305 (Abcam) (ZF: dedo de zinc. UHM:

motivo homélogo de U2AF. RS: dominios ricos en arginina y serina).

Para detectar la proteina U2AF1 mediante Western blot, se obtuvo el extracto
proteico total de células procedentes de la médula 6sea y del bazo de ratones wild-type
y U2af1™"*, En primer lugar, se utilizé un anticuerpo anti-U2AF1 (ab86305, Abcam) que
reconocia el extremo C-terminal de la proteina (aminoacidos 140-190), permitiendo
identificar danicamente la forma wild-type. El andlisis comparativo con el programa
ImageJ, desvelé que la proteina wild-type disminuyé en los mutantes U2af1™"* un 79
% en las muestras de médula 6sea. Sin embargo, en las muestras de bazo no se
observ6 una disminucion de la proteina U2AF1 estadisticamente significativa (Figura
18A). Con intencién de detectar la proteina aberrante, se emple6 un anticuerpo que
reconocia los residuos que rodean la alanina de la posicién 47 de la proteina U2AF1
(cs-D6S3Q, Cell Signaling Technology). Esta region se encuentra muy alejada de la
zona afectada por la delecién, permitiendo teéricamente, la deteccién tanto de la
proteina wild-type como la mutante. Sin embargo, fuimos incapaces de detectar esta
proteina aberrante resultante de la mutacién en los ratones U2afl™"". En este caso,
igual que ocurria con el otro anticuerpo, la disminucién de la proteina U2AF1 wild-type
no fue estadisticamente significativa en el bazo. En la médula 6sea el descenso de la
proteina respecto a los controles fue practicamente igual (76 %) (Figura 18B). El
siguiente paso fue examinar si la proteina U2AF1 aberrante realmente se estaba
produciendo. Para ello, transfectamos células HEK293T con un plasmido que permitia
la sobreexpresion de la proteina wild-type o mutante unida a una etiqueta FLAG. De
esta forma, incubando con un anticuerpo anti-FLAG pudimos observar una banda que
correspondia con el tamafio esperado de la proteina mutante (Figura 18C). Sin

embargo, a pesar de la sobreexpresion, la proteina truncada se observé de forma muy
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tenue. Por ello, posteriormente al stripping de la membrana, esta banda no se detectd
al incubar con anti-U2AF1 (cs-D6S3Q). Cabe destacar que, con este Ultimo anticuerpo
detectdbamos tanto la proteina U2AF1 wild-type y mutante murina como la procedente
de las propias células HEK293T. Por ello, y teniendo en cuenta el tamafio de la proteina,
deducimos que la banda que se observa en las células transfectadas con el vector de
expresion U2afl mutante, se debe en realidad a la proteina U2AF1 wild-type procedente
de las células HEK293T. En el caso de las células transfectadas con el vector de
expresion U2afl wild-type, se observé una banda mucho mas intensa que engloba tanto
la proteina U2AF1 wild-type sobreexpresada como la propia de las células HEK293T.
En todos los casos, como control de carga se empled un anticuerpo anti-B-ACTIN
(Sigma).

A WT U2aftmets  WT  U2afimut/+
U2AFT SR s - U2AFL Wt .;)L\ ,
B-ACTIN W s S U2AF1 mut s =
MO BZ
B

WT U2afi™t+  WT U2qfimut/+

U2AF1 . -— - - T N —

-ACTIN
B — — — — U2AF1 mut _’Jk\ —
MO BZ
C WT U2af1mut/+
FLAG
A
pcDNA3.1-FLAG-U2AF1wt FLAG I  — 1
u2aFl )\
A\
pcDNA3.1-FLAG-U2AF1mut FLAG I i ]

B-ACTIN S s—

HEK293T

Figura 18. Deteccion de la proteina U2AF1 por Western blot. (A) Western blot de U2AF1 en
células procedentes de médula 6sea (MO) y bazo (BZ) usando un anticuerpo C-terminal
(ab86305) (WT n = 2, U2af1mut* n=2). (B) Western blot de U2AF1 en células procedentes de MO
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y BZ usando un anticuerpo N-terminal (cs-D6S3Q) (MO: WT n = 2, U2af1™W* n=2; BZ: WT n = 4,
U2aflmut* n=4). (C) Western blot de U2AF1 en células HEK293T transfectadas con un vector de
sobreexpresion de la proteina wild-type (pcDNA3.1-FLAG-U2AF1wt) o mutante (pcDNA3.1-
FLAG-U2AF1mut) (WT n = 2, U2af1™¥* n=2). Los dominios de la proteina U2AF1 se encuentran
representados con diferentes colores; azul: dedos de zinc; gris: regién entre dominios; amarillo:
sitio de reconocimiento del ARN; rosa: dominios ricos en arginina y serina; morado: secuencia

resultante de la delecion de 5 nucleétidos.

En conclusion, dado los niveles de expresion del ARNm y de la proteina wild-type y
mutante, podriamos considerar que nuestra linea U2afl™"* realmente se comporta
como una linea U2af1*" y que, por tanto, los posibles efectos en la hematopoyesis o el

splicing se deben realmente a un efecto de haploinsuficiencia de la proteina.

2. Consecuencias moleculares de la mutacion en Tet2

De la misma forma que se ha detallado anteriormente con los ratones U2af1™% se
secuenciod por Sanger el ADN procedente de células de la médula 6sea de ratones Tet2
- se corroboré la delecion tanto en médula 6sea como en bazo mediante PCR
convencional con primers flanqueantes, y se realizd el andlisis de expresion a nivel

transcriptomico y proteémico por RT-qPCR y Western blot, respectivamente.

Mediante secuenciacion Sanger se comprobd que los ratones Tet2” presentaban

una delecidén de 11 nucledtidos en homocigosis en el exén 3 del gen (Figura 19).

Gen Tet2 1 2 3 L e el 7 - 10 11

.® SgARN s
57  CTCTGACTCTCAAGTCACAGAAACACGTGAAAGTGCCAACAGATATCCAGG 3°

CECEEEEEREEEET e EEE e e e e e e e e e e e e
3’  GAGACTGAGAGTTCAGTGTCTTTGTGCACTTTCACGGTTGTCTATAGGTCC 5°

sgARN PAM
AlelowtTet2 GAAAGTGCCAACAGATATCCAGG
Alelomut Tet2 GAAAGTG -- - - - - - - - - - CCAGG

MU NR T LY, el

Figura 19. Generacién del raton mutante Tet2 . Panel superior: secuencia sgARN contra el

exon 3 del gen Tet2 murino. Panel inferior: cromatogramas obtenidos por secuenciacion Sanger
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con muestras de médula ésea de ratones wild-type y Tet2". La delecién de 11 nucleétidos se

indica en rojo.

Esta delecion se pudo observar mediante PCR convencional tanto en ADN
procedente de la muestra de oreja tomada durante el genotipado, como en células de
la médula ésea y el bazo. En el gel de agarosa al 3 % donde se visualizaban los
amplicones resultantes de la amplificacion, se detectdé una banda de 91 pb en los
ratones wild-type, mientras que en los mutantes Tet2” presentaba un tamafio de 80 pb
(Figura 20).

MO BAZO
wt TE wt TE

100 pb 91 pb
80 pb

Figura 20. Confirmacion de la delecion en el gen Tet2 mediante PCR convencional. Se

amplifico la region editada en Tet2 en muestras de médula ésea (MO) y bazo (BZ) de ratones

wild-type (wt) y Tet2” (TE).

El ADNc de las muestras de médula 6sea y bazo de los ratones control y Tet2” y el
andlisis posterior por qPCR se realizé de la misma forma que se ha detallado
anteriormente.

Para calcular la abundancia relativa se empleé la expresion del gen de referencia
Hprt. Mediante RT-qPCR no se detect6 ARNm wild-type Tet2 en ninguno de los tejidos,
en las muestras procedentes de los ratones Tet2” (Figura 21). De esta forma se
confirmd que la delecion impedia que se generara el ARNm wild-type del gen,

tratdndose por tanto de un modelo de raton Tet2 KO.

W Wild-type
(= I

1.0

0.5+

0.0-

MO BZ

Abundancia relativa ARNm Tet2

Figura 21. Analisis de la expresion de Tet2 mediante RT-qPCR. Abundancia relativa del
ARNmM wild-type del gen Tet2 respecto al gen de referencia Hprt en médula ésea (MO) y bazo
(BZ) (MO: wtn=6, Tet2" n=7; BZ: wtn=4, Tet2"n=7;*p < 0.05; ** p < 0.001).
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En este caso, dado que la delecion de 11 nucleétidos se origind al principio de la
secuencia codificante de la proteina TETZ2, su estructura se veia alterada practicamente
en su totalidad, generando tedricamente una proteina de mucho menor tamafio y peso

(1036 aminoacidos, 114 kDa) que la proteina wild-type (1912 aminoacidos, 210 kDa)

(Figura 22).
A

1912 aa, 210 kDa

TET2 mut
103622, 114 kpa
Figura 22. Representacion de la proteina TET2 wild-type y mutante como resultado de la
edicion genética por CRISPR/Cas9. El valor de los kDa de la proteina mutante se calculo
usando la herramienta informatica online ExPASy ProtParam. En morado el anticuerpo que

reconoce el extremo N-terminal de TET2 (CR: region rica en cisteinas; DSBH: dominio de doble

cadena de hélice 3; LC: region de baja complejidad).

Para detectar la proteina wild-type y la posible proteina truncada, se emple6 un
anticuerpo anti-TET2 cedido por el Dr. Kasper Rasmussen (Helin Lab),?'® que reconocia
el extremo N-terminal de la proteina. Tedricamente, esta region no se veia afectada de

forma directa por la mutacion.

Tanto en las bases de datos online como en nuestra RT-gPCR, se observé una mayor
expresion del gen Tet2 en la médula 6sea. Por ello, para llevar a cabo el Western blot,
se obtuvo el extracto de proteina total de las células procedentes de este tejido. Como
se puede observar en la Figura 23, en los ratones Tet2”, no se detecto la proteina wild-

type ni la truncada.

WT  Tet2/
A
TET2 — 1 TR Wt — ]

B-ACTIN | e TE2 mut I
MO
Figura 23. Deteccion de la proteina TET2 por Western blot. Western blot de TET2 en células

procedentes de la médula 6sea (MO) usando un anticuerpo no comercial que reconoce el

extremo N-terminal (wt n = 2, Tet2” n = 2).
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3. Efectos hematoldgicos de la mutacion en U2afl, Tet2 o ambos en el ratén

En este apartado se pretendia estudiar cdmo las alteraciones en un factor de splicing
como es U2afl, podian afectar a la hematopoyesis en concurrencia o no de mutaciones
en genes epigenéticos, como es Tet2. Para ello, se realizé un estudio en profundidad
de los 3 tejidos hematopoyéticos que se encuentran principalmente afectados en SMD:
sangre, médula 6sea y bazo, en ratones U2afl™" Tet2” y el doble mutante U2af1™"*
Tet2”,

3.1. Alteraciones en sangre

Las muestras de sangre se emplearon para su analisis por CF y, el volumen restante,

para estudiar el hemograma.

Por CF las células mieloides se identificaron con el inmunofenotipo Mac-1* y Mac-1*
Gr-1*, mientras que los linfocitos T eran CD4* o CD8* y los B, B220*. Como se puede
ver en la Figura 24, las células T se vieron incrementadas en los ratones U2af1™"*, Sin
embargo, este incremento fue mucho mayor en los ratones doble mutantes. Estos
presentaban, ademas, un aumento en las células mieloides con inmunofenotipo Mac-1*
Gr-1*. Estas células se encontraban también muy incrementadas en los ratones Tet2”,

en concordancia con otros modelos KO de Tet2 que muestran un sesgo mieloide.
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Cél.T Cél.B Mac-1*  Mac-1* Gr-1*

89



Resultados

Figura 24. Determinacion por citometria de flujo de las poblaciones maduras halladas en
sangre periférica. (A) Estrategia de analisis representativa del grupo control. Los nimeros
indican las medias de los valores. (B) Frecuencias de las células maduras en sangre periférica
en ratones de 8-39 semanas (wt n = 30, U2afl™* n = 9, Tet2” n = 11, U2aflmu*+ Tet2/ n = 13.

*p < 0.05; * p < 0.01; *** p < 0.0001).

Los pardmetros del hemograma mas relevantes se encuentran representados en la
Figura 25. Como se puede observar, los ratones U2af1™"* presentaron un aumento de
glébulos blancos (WBC) y una ligera disminucion de globulos rojos (RBC) respecto a los
controles. Esta disminucion fue observada también en los ratones Tet2”. Sin embargo,
en este caso, iba acompafiada de una disminucion en los niveles de hemoglobina. Por
el contrario, los ratones U2afi™'* Tet2” no presentaron ninguna alteracion

estadisticamente significativa, aunque mostraban un ligero descenso en el nimero de

plaguetas.
mm Wild-type
B ()21
WBC RBC HGB PLT ;
15+ 15- 20 1500 Tet2
== s i) e U2af1™ " Tet2”
_ 10+ _ 10+ _ 1000+
3 3 5 3
® e 5107 ®
5 5 500
5_
0- 0- 0- 0-

Figura 25. Conteo celular en sangre periférica adquirido en un analizador hematoldgico.
Niveles de las células maduras obtenidas por un equipo Sysmex XT-2000 en ratones de 8-39
semanas (WBC: glébulos blancos; RBC: glébulos rojos; HGB: hemoglobina; PLT: plaquetas. wt
n =22, U2aflmt* n =8, Tet2” n =11, U2af1m™W* Tet2”n = 12. * p < 0.05; ** p < 0.01).

3.2. Alteraciones en bazo

Algunos pacientes de SMD pueden presentar esplenomegalia, es decir, un aumento
significativo del tamafio del bazo debido a una hematopoyesis extramedular. Por ello,

los bazos se pesaron utilizando una balanza de peso convencional.

Por un lado, los ratones Tet2” presentaban un tamafio de bazo significativamente
superior. Este rasgo presentaba penetrancia incompleta, puesto que este aumento no
se daba en todos los ratones Tet2”. En el caso de los ratones U2af1™"* Tet2” la mayor

parte de los bazos presentaba un tamafio similar al de los controles. Sin embargo, hubo
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un caso (1/14) en el que también se detectd esplenomegalia. En el andlisis del bazo por
CF, este ratén presentaba una notable disminucion de linfocitos T (5.46 vs 28.33 %),
linfocitos B (8.7 vs 37.5 %) y un incremento de células mieloides Mac-1* Gr-1* (2.19 vs
5.63 %). Por otro lado, los ratones de la linea U2afl™* tenian un bazo
significativamente menor que los controles. Esto posiblemente era debido al menor

tamafio de los ratones U2af1™"* respecto a los wild-type (Figura 26A y 26B).

B o6y —
e ——y o Wild-type
) 8
° ® (y2aft™V*
g 0.4 :
a o o Ter2~
3 % i
To2d e ©  y2aft™Y* Tet2”
3 ® 0
o0
o
P
0.0-A—m—

Figura 26. Analisis macroscépico del bazo. (A) Imagenes representativas del tamafio de los
bazos (DM: doble mutante U2af1™u?+ Tet2). (B) Cuantificacion del peso del bazo en ratones de
8-39 semanas (wt n = 23, U2afi™u¥* n = 7, Tet2” n = 11, U2afl™* Tet2” n = 14. * p < 0.05; ****
p <0.0001).

A continuacion, se llevé a cabo el analisis de una fraccion del bazo por CF. Los
marcadores de inmunofenotipo fueron los mismos que los empleados en la tincion de
sangre periférica (CD4*, CD8*, Mac-1*, Mac-1* Gr-1* y B220%). En los esplenocitos
procedentes de los ratones Tet2” se observd, de forma estadisticamente significativa,
un descenso en los linfocitos B e, igual que en sangre, un aumento de las células
mieloides Mac-1* Gr-1*. En el caso de los ratones U2afl™"* y U2af1™"* Tet2”, las
células B se vieron incrementadas, pero este crecimiento no fue significativo en ninguno
de los casos (Figura 27).
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Figura 27. Determinacién por citometria de flujo de las poblaciones maduras halladas en
bazo. Frecuencias de las células maduras en bazo en ratones de 8-39 semanas (wt n = 21,
U2afilmut+ n =7, Tet2” n = 11, U2afl™¥* Tet2" n = 11. * p < 0.05; ** p < 0.01).

Por dltimo, como se ha comentado anteriormente, una porcion de los bazos se
guardé para su andlisis histologico. Las muestras se fijaron y parafinaron y, a
continuacion, se seccionaron y se tifieron con hematoxilina-eosina. Como se puede ver
en la Figura 28, el ratdbn doble mutante con esplenomegalia poseia una estructura

aberrante del bazo con disrupcién de la pulpa blanca y la pulpa roja.

Esplenomegalia

Wild-type U2af1mut/* Tet2”/ DM DM

40x

Figura 28. Imagenes histolégicas representativas de secciones de bazo. Tincién con
hematoxilina-eosina de porciones de bazos de ratones de 8-39 semanas (DM: doble mutante
U2aflmut+ Tet2. wt n = 2, U2aflm™* n = 1, Tet2” n = 1, U2aflmut* Tet2/ n = 2).

3.3. Alteraciones en médula 6sea

Como se puede observar en la tincion May-Griinwald Giemsa (MGG) de células de
médula 0sea de los ratones, no se detectaron grandes diferencias entre los diferentes
genotipos en cuanto a los tipos celulares que constituian el citospin. En todos los casos
se pudieron detectar eritroblastos asi como células mieloides, principalmente neutréfilos

y monocitos (Figura 29).
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Figura 29. Imagenes morfoldgicas representativas de la médula 6sea. Tincién con May-

Grunwald Giemsa en células de médula 6sea procedentes de ratones de 8-39 semanas (wt n =
3, U2afimu* n = 3, Tet2” n = 3, U2afi™* Tet2 n = 3).

A continuacion, se emple6 CF para la deteccion y clasificacion de las células madre
y los progenitores mieloeritroides (Lin- Sca-1" c-kit*) segun el inmunofenotipo establecido
por 2. Esta fracciébn no se vio alterada de forma estadisticamente significativa en

ninguna de las lineas mutantes (Figura 30A).

A partir de este compartimento, se analizaron los diferentes progenitores
mieloeritroides. En el caso de los ratones U2afl™" no se encontraron cambios
estadisticamente significativos en ninguno de los precursores analizados, a pesar de
que los Pre CFU-E se encontraban marcadamente disminuidos. Los ratones Tet2”
Unicamente mostraban un descenso significativo de los progenitores eritroides CFU-E.
Sin embargo, los doble mutantes U2af1™V* Tet2”, presentaban alteraciones en casi
todos los progenitores analizados, viéndose incrementados los precursores mieloides
Pre GM y disminuidos los eritroides Pre CFU-E y CFU-E y megacariociticos-eritroides
Pre MegE (Figura 30B).
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Figura 30. Determinacion por citometria de flujo de los progenitores mieloeritroides
hallados en médula 6sea. (A) Estrategia de analisis representativa del grupo control. Los
numeros indican las medias de los valores. (B) Frecuencias de los progenitores (Lin- Sca-1- c-
kit*) en médula 6sea de ratones de 8-39 semanas. (C) Frecuencias de los diferentes progenitores
mieloeritroides, siguiendo el inmunofenotipo detallado por Pronk et al., 2007 (wt n = 30, U2af1mu+
n=9, Tet2” n = 11, U2aflmt* Tet2" n = 13. * p < 0.05; ** p < 0.01; **** p < 0.0001).

Los SMD se producen cuando las células hematopoyéticas mas inmaduras
adquieren mutaciones que afectan al correcto funcionamiento de la célula. Por ello, para

comprender mejor los efectos de estas alteraciones y su trascendencia en la
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patogénesis de la enfermedad, es muy importante estudiar la funcionalidad de las HSPC
tanto in vitro como in vivo. Para ello, se analiz6 la fraccion LSK porque esta fraccion
comprende el compartimento mas inmaduro e indiferenciado de las células
hematopoyéticas y por su similitud a la fraccién CD34* en humano. Como se puede ver
en la Figura 31, las LSK se encontraron visiblemente incrementadas en los ratones Tet2

"y todavia mas en el doble mutante U2af1™"* Tet2™".

Wild-type U2af1mut/+ U2af1mut/+ Tet2”-
s | s s

T‘° . 032% 3 033% 3 0.66 %

S :

[ee]

~

[T

9

[6)

o

<

E

6 T . v v

ID‘ |0: 103 IO‘ 105 |0‘ "J2 !03 104 |0S IOS
Sca-1PB
LSK
. Wild-type
0.8- w»
2 —  (j2af1™Y*
@ 0.6 [ /-
E’ Tet2
B 0.4- = y2af1™"* Tet2”
e
3
»n 0.2
X
0.0-

Figura 31. Determinacion por citometria de flujo de las LSK (Lin™ Sca-1* c-kit*) halladas en
médula 6sea. (A) Estrategia de analisis representativa de cada grupo analizado. Los nimeros
indican las medias de los valores. (B) Frecuencias de LSK en médula ésea de ratones de 8-39
semanas (wt n = 20, U2afl™t* n =5, Tet2” n = 11, U2afl™t* Tet2” n = 13. * p < 0.05; **** p <
0.0001).

3.3.1. Ensayo de unidades formadoras de colonias (CFU) de progenitores

hematopoyéticos

Para determinar in vitro la funcionalidad de las HSPC de los ratones, se plaguearon
células de la médula 6sea en metilcelulosa que contenia citoquinas de soporte, bien
para el crecimiento de CFU-GM (SCF, IL-3, IL-6) o para el crecimiento de BFU-E (EPO).

Como se puede ver en la Figura 32, se detect6 un incremento significativo en el nimero
de colonias mieloides CFU-GM en los ratones Tet2”. El nimero de colonias eritroides

BFU-E observado en los ratones Tet2” y U2afl™"* Tet2” fue menor que en los
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controles. No obstante, esta variacidn no resulté estadisticamente significativa. Los

ratones U2af1™"* no presentaron ningtin cambio con respecto a los controles.
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Figura 32. Determinacién de CFU originadas a partir de células de la médula ésea.
Frecuencias de las CFU-GM o BFU-E después de incubar, durante 7 o 10 dias
(respectivamente), en metilcelulosa células procedentes de la médula 6sea de ratones de 12-18
semanas (CFU-GM: wt n = 8, U2afimut* n = 4, Tet2’ n = 4, U2afl™?* Tet2” n = 4; BFU-E: wt n
=7, U2aflmu* n = 3, Tet2” n = 4, U2aflm™u¥* Tet2” n = 4. * p < 0.05).

3.3.2. Trasplante de progenitores hematopoyéticos

El trasplante hematopoyético competitivo permite valorar in vivo la funcionalidad de
las HSPC, evaluandose la capacidad de injertar y producir los diferentes linajes
hematopoyéticos en el receptor. Para poder evaluar la eficiencia del trasplante mediante
un sencillo analisis de sangre por CF, se emplearon ratones que poseian diferentes
alelos del gen del antigeno comun leucocitario Cd45. Asi pues, los ratones controles y
mutantes a estudiar presentaban el alelo CD45.2; mientras que, los ratones

competidores poseian el alelo CD45.1.

En primer lugar, se realizé un trasplante competitivo de médula total (sin fraccionar).
Para ello, se inyectaron, a través de la vena de la cola de ratones previamente
irradiados, 1 x 10° células test (procedentes de ratones mutantes o controles CD45.2) y
el mismo nimero de células competidoras (procedentes de un ratén wild-type CD45.1).
A las 4 y 8 semanas post-trasplante, se analiz6 una muestra de sangre periférica de los

ratones receptores y se calcul6 el quimerismo de células donantes CD45.2*.

Como se puede observar en la Figura 33A, las células procedentes de los ratones
mutantes U2afl™"* y de los doble mutantes, U2af1™"* Tet2”, fueron incapaces de
injertar en los ratones receptores. Por el contrario, los ratones trasplantados con células
Tet2”, presentaron un quimerismo incluso mayor que los controles. Al analizar los
diferentes linajes hematopoyéticos procedentes de las células donantes, se observé un

descenso de linfocitos T y un incremento de células Mac-1* Gr-1* (Figura 33B). Este
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incremento ya se observd con anterioridad en el andlisis de sangre periférica de los
ratones Tet2” (Figura 24), y es consistente con la tendencia mieloide que caracteriza a
los ratones Tet2 KO.
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Figura 33. Trasplante competitivo de células de la médula ésea. Se trasplantaron a través
de la vena de la cola 1 x 10% células wild-type o mutante (CD45.2) junto con la misma cantidad
de células competidoras (CD45.1). (A) Analisis del quimerismo (células donantes CD45.2 versus
receptoras CD45.1) a las 8 semanas post-trasplante (wt n = 5, U2afi™¥* n = 5, Tet2” n = 4,
U2af1mut* Tet2/-n = 3; p < 0.001; **** p < 0.0001). (B) Evaluacioén del quimerismo hematopoyético
multilinaje a las 8 semanas post-trasplante en ratones trasplantados con células wt o Tet2”. Los
numeros indican las medias de los valores dentro de la fraccion del donante (CD45.2) (wtn=5
y Tet2” n=4;*p<0.05, * p <0.01).

En segundo lugar, para confirmar si el fallo en la capacidad de injertar de las células
procedentes de los ratones U2af1™"* y U2af1™"* Tet2” se debia a un problema en las
HSPC, se realizé un trasplante competitivo de células LSK. Una vez obtenidas las
células LSK empleando el separador celular FACSAria-1ll (Becton Dickinson) de la
Unidad de Citébmica del IIS La Fe, se comprobd la pureza de la fraccién separada (Figura
34), la cual alcanzaba en promedio un 85 %.
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Figura 34. Determinacion de la pureza de las células LSK (Lin- Sca-1* c-kit*), procedentes

de la médula ésea, para trasplantar.

Para realizar el trasplante, se inyectaron a través de la vena de la cola de ratones
CD45.1 previamente irradiados, 8 000 LSK CD45.2, procedentes de ratones controles
0 mutantes U2af1™"* y 2 x 10° células de soporte, procedentes de ratones CD45.1.
Estas Ultimas, proporcionan al ratén trasplantado las células maduras necesarias para
su supervivencia durante el periodo de tiempo que las células LSK se diferencian y
producen el resto de linajes.

Al igual que se observé en el trasplante de médula total, las células LSK de los
ratones U2af1™"* fueron totalmente incapaces de injertar en los ratones receptores

(Figura 35). Confirmando, por tanto, que el problema reside en las células LSK.

Wild-type U2af1mut/+

CD45.1 CD45.1

CD45.1 APC

CD45.2 APC-Cy7

Figura 35. Trasplante competitivo de células LSK (Lin" Sca-1* c-kit*) de la médula 6sea. Se
trasplantaron a través de la vena de la cola 8 000 LSK wild-type o U2af1™u/+ (CD45.2) junto con
2 x 10° células de soporte/competidoras (CD45.1). Se analizé el quimerismo (células donantes
CD45.2 versus receptoras CD45.1) a las 8 semanas post-trasplante (wt n = 13, U2af1m* n =
14).
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3.4. Resumen del fenotipo hematolégico observado en los diferentes

ratones mutantes

En la Tabla 15, se puede observar un resumen de todas las alteraciones
hematoldgicas que presentaban los ratones de los diferentes genotipos en comparacion
con los controles wild-type.

Tabla 15. Resumen de los cambios fenotipicos encontrados en las diferentes lineas de

ratones mutantes en comparacion con los controles.

U2¢Jf1 mut/+
Mac-1" AP Células T
CF A Células T viMaet e
Sangre . ™ Mac-1 FSr-l ™ Mac-1 Gr-
M1 Leucocitos J Hematies
Hemograma , . -
J Hematies J Hemoglobina
Andlisis macroscopico J Tamafio P Tamafio | 1/14: P Tamaifio
1/14: Disrupcién
Histologi - - I j I
Bazo istologia pulparojay pulpa
blanca
J Células B
CF - . . -
M Mac-1" Gr-1
HSPC - T LSK MM LSK
1 CFU-GM
44 Pre MegE
Progenitores - 4 CFU-E V4 Pre CFU-E
Médula 11 Pre GM
Osea 4 CFU-E
Morfologia - - -
Capacidad de
Nula capacidad p . Nula capacidad
Trasplante . injertar .
de injertar . de injertar
incrementada

1: incremento. |: disminucion. El numero de flechas aumenta en funcién de la significancia. Doble mutante:

U2afi™u’* Tet2”; CF: citometria de flujo, HSPC: células madre y progenitoras hematopoyéticas.
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4. Efectos en el perfil transcriptomico de las HSPC de los diferentes

ratones mutantes

Para comprender mejor la incapacidad de las células U2af1™"%* y U2af1™" Tet2” de
injertar en los ratones trasplantados, se comparoé el perfil transcriptomico de las HSPC
de los ratones mutantes frente al de los controles. Las muestras paired-end fueron
secuenciadas por la empresa Novogene (China) en el equipo Novaseq 6000 (llumina).
Posteriormente, el bioinformético del grupo de Investigacion en Hematologia y

Hemoterapia analizé los resultados.

4.1. Calidad de los datos de ARN-seq

El primer paso de nuestro andlisis de datos de ARN-seq, fue el andlisis de calidad de
nuestras lecturas. Para ello se utilizaron los ficheros FASTQ y el programa FASP, una
herramienta de control de calidad de datos de secuenciacion de nueva generaciéon. Al
concluir cada carrera se analizaron sus métricas para poder confirmar la correcta
secuenciacién de las muestras. En este paso se obtuvieron las lecturas limpias tras
eliminar aquellas que contenian adaptadores, secuencias con poli-N y lecturas de baja
calidad. Ademas, se calcularon el Q20 (equivale a 1 error cada 100 bases) y Q30
(equivale a 1 error cada 1000 bases) asi como el contenido GC (Figura 36).
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Figura 36. Anédlisis de la calidad de las secuencias obtenidas por ARN-seq. Los gréficos

mostrados son representativos de las 20 muestras secuenciadas. (A) Distribucion de la calidad

de la secuenciacion. Phred score = 30 equivale a error = 1/1 000 bases. Phred score = 40

equivale a error = 1/10 000 bases. (B) Distribucién del ratio de error de la secuenciacion. (C)

Distribucién de las bases A/T/G/C en las lecturas. (D) Clasificacion de las lecturas crudas. (E)

Métricas de la calidad de la secuenciacion. Los valores mostrados representan el valor promedio
tras considerar las 20 muestras (wt n = 5, U2af1l™W n = 4, Tet2”- n = 6, U2aflm™* Tet2/ n = 5).

4.2. Analisis de la expresion génica de los ratones mutantes

Al comparar con los controles, se encontraron 180 genes desregulados (p-valor

ajustado < 0.05) en los ratones U2af1™"* de forma estadisticamente significativa, 1504

en los ratones Tet2” y 554 en los U2af1™"* Tet2” (Tabla 16).

101



Resultados

Tabla 16. Genes diferencialmente expresados en las diferentes lineas de ratones mutantes

en comparaciéon con los controles.

Diferencialmente
Sobreexpresados Infraexpresados
expresados
U2af1™"* 180 58 122
Tet2” 1504 728 776
554 325 229

4.3. Analisis del splicing alternativo de los ratones mutantes

Empleando el paquete bioinforméatico rMATS se estudio el splicing alternativo
diferencial entre mutantes y controles. Se consideraron eventos estadisticamente
significativos aquellos que poseian p-valor < 0.01, FDR < 0.01 y APSI = 0.1. Asi pues,
los ratones U2afl™"* fueron los que presentaron un mayor nimero de eventos
alternativos, 1578, respecto a los controles. Mientras que, en los ratones Tet2” se
detectaron 1211 eventos alternativos y en los doble mutantes 1242. En todos los casos
el tipo de evento mas predominante fue el salto de exén (Figura 37A). De todos los
genes que presentaban eventos de splicing alternativo diferencial respecto a los
controles, 152 fueron coincidentes en las 3 lineas mutantes de raton (Figura 37B).

A

Salto de exén (SE)

Uzaf1™
Retencién de intrén (RI)

Tet2"

Exones mutuamente excluyentes (MEE)

Uzaf1i™"* Tetz" Sitio alternativo en 5’ (A5SS)

1 1 1 1
0 500 1000 1500 2000

Numero de eventos de splicing

Sitio alternativo en 3’ (A35S5)

Vil

U2af1mut/+ ys WT

Figura 37. Analisis de los eventos de splicing aberrante detectados por ARN-seq. (A)
Numero de eventos de splicing alternativo detectados por rMATS que presentaban p <0.01, FDR
<0.01y APSI =0.1. (B) Diagrama de Venn que muestra el solapamiento de los genes que poseen
eventos de splicing alternativo en los diferentes grupos comparados (wt n = 5, U2af1™* n = 4,
Tet2- n = 6, U2af1mut* Tet2”-n = 5).
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En el andlisis de componentes principales de los eventos de splicing alternativo, hubo
segregacion de todos los genotipos respecto al control, siendo el grupo de los ratones

U2af1™""* el que presentaba mayor heterogeneidad (Figura 38).
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Figura 38. Analisis de componentes principales (PCA) de los genes que presentan splicing
aberrante en los mutantes en comparacion con los controles (wt n =5, U2af1mt* n = 4, Tet2

' n =6, U2af1mut* Tet2/ n = 5).

Empleando la herramienta DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov), se realizo el
enriquecimiento funcional de la lista de genes que poseian splicing diferencial. De esta

forma, se obtuvieron las rutas bioldgicas alteradas en los mutantes (Figuras 39-41). Por
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un lado, las rutas que se vieron mas afectadas en los ratones U2af1™"* fueron aquellas

relacionadas con el ciclo celular, el dafio al ADN o la division celular (Figura 39).

Enrichment Scores
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Figura 39. Enriquecimiento funcional de las rutas bioldgicas afectadas por eventos de
splicing aberrante en las células LSK (Lin- Sca-1* c-kit*) de los ratones U2af1™'U* (12-14
semanas). Para obtener la informacién funcional se empled la herramienta DAVID (wt n = 5,

U2aflmu+ n = 4).

El patron de splicing de los ratones mutantes U2afl™'* y U2afi™" Tet2”
presentaba, en general, rutas afectadas similares. Sin embargo, las rutas que
presentaban mas alteraciones en el caso de los dobles mutantes, fueron las
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relacionadas con el dafio al ADN, ruta de sefializacion de kinasas y reparacion de ADN
(Figura 40).
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Figura 40. Enriguecimiento funcional de las rutas biolégicas afectadas por eventos de
splicing aberrante en las células LSK (Lin- Sca-1* c-kit*) de los ratones Tet2” (12-14
semanas). Para obtener la informacién funcional se emple6 la herramienta DAVID (wt n = 5,
Tet2’ n = 6).

Por otro lado, el patron de splicing de Tet2” presentaba rutas afectadas diferentes,
como son las relacionadas con el dominio de interaccion SH3y las rutas de sefializacion

de ubiquitinas y kinasas (Figura 41).
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Enrichment Scores
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Figura 41. Enriquecimiento funcional de las rutas bioldgicas afectadas por eventos de
splicing aberrante en las células LSK (Lin- Sca-1* c-kit*) de los ratones U2af1™u"* Tet2" (12-
14 semanas). Para obtener la informacién funcional se emple6 la herramienta DAVID (wt n =5,

U2aflmu+ Tet2/ n = 5).

4.3.1. Validaciéon molecular de las variantes de splicing encontradas en

ratones U2af1mut* y U2af1mut* Tet2-

Para la validacién de los eventos de splicing diferencial detectados en el analisis, se
seleccionaron los genes Ammecrll (AMMECRL1L-like protein o AMME chromosomal
region gene 1-like) y H2-T24 (Histocompatibility 2, T region locus 24), por poseer un p-
valor y un FDR menores, un APSI mayor en valor absoluto y una menor variabilidad

entre las réplicas biolégicas.

En el caso del gen Ammecrll, los mutantes U2af1™"* poseian un salto del exén 2
gue no se detectaba en los controles (p-valor < 0.001, FDR < 0.001, APSI = -0.492).
Mientras que, el gen H2-T24 presentaba un salto del exén 5 en los controles que no se
detectaba ni en los mutantes U2af1™"* (p-valor = 0, FDR = 0, APSI = 0.39) ni en el doble
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mutante U2af1™"* Tet2” (p-valor = 0, FDR = 0, APSI = 0.325). Estas alteraciones
pudieron ser examinadas en la herramienta Sashimi del programa Integrative Genomics
Viewer (IGV) (Figura 42).
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Figura 42. Representaciéon de los cambios en el splicing de los genes Ammecrll y H2-T24
empleando la herramienta Sashimi del programa IGV. En el gen Ammecrll el salto de exén
se produce en los ratones U2af1mut* respecto a los controles. Mientras que, en el gen H2-T24 se
observa un salto de exén en los ratones control respecto a los mutantes U2aflmut+ y U2af1muv+
Tet2- (wt n =5, U2afimu* n = 4, U2afimut* Tet2 n = 5).

Para validar estos saltos de exdn, se extrajo ARN de las células LSK de ratones
control, U2af1™"* y U2afl™"* Tet2” y se sintetizé el ADNc. A continuacion, se realizd
una PCR convencional con primers flanqueantes a la region que poseia el salto de exon.
Sin embargo, debido a la baja cantidad de ARN de partida (< 6 ng), no se consiguio
observar por RT-PCR los cambios en el patron de splicing. Por ello, se decidi6 utilizar
células c-kit* para la validacion debido a que estas células se encuentran en mayor
frecuencia en la médula 6sea, pudiéndose obtener una mayor cantidad de ARN vy,
ademds, contienen la fraccion LSK. Asi pues, se extrajo el ARN de células c-kit* de
ratones control, U2af1™"* y U2af1™""* Tet2” y se sintetiz6 el ADNc a partir de 1 pg de

ARN. Amplificando el ADNc mediante PCR, se pudo confirmar la presencia del salto de
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exén en ambos genes. Sin embargo, como se puede ver en la Figura 43, las bandas

resultantes de la amplificacion, se observaban de forma muy tenue.
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Figura 43. Validacion por RT-PCR de los saltos de exdn detectados por ARN-seq en los
genes Ammecrll y H2-T24 en muestras c-kit*. Se utilizaron primers flanqueantes (flechas
rojas) al exén afectado (Ammecrll: wt n = 4, U2af1m™u* n = 4, H2-T24: wt n = 4, U2af1mut* n = 4,
U2af1imut+ Tet2’ n = 4)

4.3.2. Estudio de las rutas bioldgicas con alteraciones en el splicing en
ratones U2af1mut* y U2af1mut* Tet2”

Una vez validadas por RT-PCR las variantes seleccionadas, se analizaron mediante
CF algunas de las rutas biologicas afectadas para examinar el efecto ocasionado por
las alteraciones en el splicing. Estos ensayos se realizaron en el compartimento LSK de

la médula 6sea.

4.3.2.1. Andlisis del ciclo celular

Se analizaron células LSK procedentes de médula 6sea de ratones control y
U2af1™¥*, En este caso, se empled el marcador fluorescente DAPI (Merck), el cual se
une al ADN y aumenta su fluorescencia si la molécula es de doble cadena. Esta
propiedad permite correlacionar la emision de fluorescencia con la fase del ciclo celular

en la que se encuentran.
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Como se puede observar en la Figura 44, no se detectaron cambios en el porcentaje

de células presentes en las diferentes fases del ciclo celular al comparar ratones

controles y mutantes U2af1™"".
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Figura 44. Analisis por citometria de flujo del ciclo celular en células LSK (Lin~ Sca-1* c-
Kit") procedentes de la médula 6sea. (A) Histogramas representativos de las diferentes fases

del ciclo celular. (B) Porcentaje de células que se encuentran en cada una de las fases del ciclo

celular (wt n = 3, U2af1mu n = 3).

4.3.2.2. Analisis del dano al ADN

Existe una correlacion directa entre la fosforilacion de la histona H2AX (pH2AX) en
la Serina 139 y las roturas de doble hebra del ADN. Por ello, para determinar el dafio
gue presentaba el ADN celular, se emple6 el kit H2A. X Phosphorylation Assay (Millipore)

para detectar, por CF, la presencia de pH2AX en células LSK.
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No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la cantidad de
pH2AX detectada en controles, mutantes U2af1™"* y doble mutantes U2af1™"* Tet2”
(Figura 45).
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Figura 45. Analisis por citometria de flujo del dafio presente en el ADN de células LSK (Lin"
Sca-1* c-kit*) procedentes de la médula 6sea. El dafio al ADN se midi6 detectando la cantidad
de histona H2AX fosforilada (pH2AX) dentro de la fraccién LSK (wt n = 10, U2aflm™u*+ n = 4,
U2aflmut+ Tet2” n = 6).

5. Efectos hematoldgicos de la mutacion en U2afl en ratones envejecidos

A pesar de que los ratones U2af1™"* no mostraban un fenotipo caracteristico de
SMD, se comprobé tanto en los trasplantes, como en el patrén de splicing, que sus
HSPC presentaban ciertas alteraciones alrededor de las 13 semanas. Puesto que los
SMD en humanos se manifiestan en edades avanzadas, se decidi6 estudiar una cohorte
de ratones envejecidos (> 2 afios) para comprobar si con la edad se llegaba a originar
la enfermedad. Esta caracterizacion hematolégica en los tejidos hematopoyéticos se
llevé a cabo de la misma forma que se ha detallado anteriormente con los ratones

jévenes.

5.1. Alteraciones en sangre

Como se puede ver en la Figura 46A, al igual que ocurria en los ratones jovenes, se
vio un incremento de células T y Mac-1" y una disminucién de células B. En todos los
casos, esta variacion fue mas acentuada que en los ratones jovenes. Sin embargo, aun
asi, no se detect6 ningun cambio estadisticamente significativo. Tampoco se detecté en

el hemograma ningun cambio relevante en ninguno de los pardmetros evaluados: WBC,
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RBC, hemoglobina y plaquetas (Figura 46B). El notable incremento de WBC detectado
en los ratones jovenes, se perdia, observandose incluso una ligera disminucion de este

valor en los ratones envejecidos.
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Figura 46. Andlisis de la sangre periférica de ratones U2af1™'V* envejecidos (> 2 afios). (A)
Frecuencias de las células maduras en sangre periférica. (B) Frecuencias de las células maduras
obtenidas por un equipo analizador Sysmex XT-2000 (WBC: glébulos blancos; RBC: glébulos
rojos; HGB: hemoglobina; PLT: plaquetas. wt n = 5, U2af1™* n = 6).

5.2. Alteraciones en bazo

Al contrario de lo observado en ratones jovenes, los ratones U2afl™"* envejecidos
presentaban un bazo de mayor tamafo que el de los controles. Sin embargo, debido a

la gran variabilidad entre ratones, este aumento no result6 estadisticamente significativo

(Figura 47A).
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Las células maduras procedentes del bazo, fueron analizadas empleando la misma
tincibn que en la sangre. La tendencia general observada en los ratones jévenes
U2afl™"* no se mantenia en los envejecidos. Asi pues, se vio un ligero descenso en
las células B y las mieloides Mac-1* Gr-1*, y un incremento en las células T y las

mieloides Mac-1*. Pero, en ningun caso fue estadisticamente significativo (Figura 47B).
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Figura 47. Analisis del bazo de ratones U2af1™'U* envejecidos (> 2 afios). (A) Imagenes
representativas y cuantificacion del peso del bazo. (B) Frecuencias de las células maduras en

bazo (wt n =5, U2af1l™uW* n = 6).

5.3. Alteraciones en médula 6sea

Igual que ocurria con los ratones jovenes, no se detectaron cambios
estadisticamente significativos en el nimero de LSK ni de progenitores (Figura 48A).

Para observar la morfologia celular de la médula 6sea, las células se centrifugaron y
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tifieron con MGG. Como se puede ver en la Figura 48B, no se detectaron al microscopio

diferencias entre los tipos celulares procedentes de ratones control y U2af1™uW*,
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Figura 48. Anélisis de la médula 6sea de ratones U2af1™'"* envejecidos (> 2 afios). (A)
Frecuencias de LSK (Lin- Sca-1* c-kit*) y progenitores (Lin- Sca-1- c-kit*) adquiridas por citometria
de flujo (wt n = 5, U2af1lm¥* n = 6). (B) Imagenes morfoldficas representativas de la médula 6sea

con tincién de células May Grinwald-Giemsa (wt n = 4, U2af1mu* n = 6).
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DISCUSION

Los SMD constituyen un grupo muy heterogéneo de enfermedades hematolégicas
de naturaleza clonal que se caracterizan por presentar una hematopoyesis ineficaz que
da lugar a citopenias, displasias y un riesgo variable de progresién a LMA secundaria.
La gran mayoria de los pacientes presenta mutaciones somaticas en genes que pueden
agruparse en estas categorias: factores de splicing, reguladores epigenéticos,
cohesinas, factores de transcripcion, proteinas de sefializacion celular y la proteina
TP53. Algunas de estas alteraciones genéticas, se han podido relacionar con fenotipos
y prondsticos concretos. Por ejemplo, las mutaciones en el gen SF3B1 producen SMD

con sideroblastos en anillo y se asocian con un prondstico favorable.*°

Ademas, se ha visto que existen patrones de concurrencia y exclusion entre estas
categorias de mutaciones y se cree que parte de la heterogeneidad observada en los
SMD podria deberse a diferentes combinaciones de estos genes.}** Asi pues, las
mutaciones en factores de splicing aparecen a menudo simultaneamente con
mutaciones en reguladores epigenéticos'*3®* como es el caso de los genes U2AF1 y
TET2 que se encuentran co-mutados en un 13 % de los casos de SMD.*?* Sin embargo,
a pesar de ello, no se han realizado estudios in vitro ni in vivo para analizar los efectos
gue produce la concurrencia de estas dos alteraciones. Por este motivo, en este trabajo
pretendimos estudiar si la cooperacion entre mutaciones en U2afl y Tet2 en un modelo
murino podria iniciar la patogénesis de SMD. Para ello, generamos una linea de ratén
doble mutante a partir del cruzamiento de dos lineas de ratén creadas mediante el

sistema de edicion genética CRISPR/Cas9.

La delecién en la proteina U2AF1 genera en los ratones U2af1mU"* un efecto

de haploinsuficiencia

La proteina U2AF1 reconoce los dinucleétidos AG del extremo 3’ del intrén durante
el inicio del splicing. Las mutaciones en este gen en pacientes con SMD siempre se
presentan en heterocigosis y se dan, casi exclusivamente, en las posiciones S34 y Q157
de la proteina, afectando al primer y segundo dedo de zinc, respectivamente 0. La
elevada prevalencia de estas mutaciones en los SMD las convierte en objetivo de
estudio. La mutacion S34, al encontrarse con mayor frecuencia, ha sido mas
ampliamente estudiada en modelos murinos.83137:147 Sin embargo, la mutacién Q157 es
la que se relaciona con un peor prondstico en pacientes con SMD.12313513% Ng obstante,

mas recientemente se han descrito mutaciones diferentes a las clasicas, como es el
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caso de las mutaciones 124T/V (en el primer dedo de Zinc), R156H/Q o
E159 M160insYE (en el segundo dedo de Zinc), que no afectan a los hotspots
tradicionales.®? En este estudio de Pangallo et al. estas mutaciones pudieron clasificarse
como iniciadoras de la enfermedad si los efectos que producian en el splicing y la
expresion génica fenocopiaban a las mutaciones S34 y Q157.92 Se observé que las
mutaciones R156H/Q o E159 M160insYE fenocopiaban las mutaciones en
U2AF1Q'57PR Por tanto, el citado estudio demuestra la posibilidad de que alteraciones
gue no se producen en los hotspot de U2AF1 se comporten de la misma forma
patogénica que las que si afectan a estas posiciones. Nuestra delecion no mimetiza
ninguna de las mutaciones observadas en la clinica, pero si produce efectos sobre el
splicing, igual que ocurre con estas alteraciones menos frecuentes reportadas en la base

de datos COSMIC (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) y estudiadas por Pangallo et al.

El hecho de que las mutaciones en U2AF1 en pacientes con SMD sean mutaciones
heterocigotas que se encuentran principalmente en los residuos S34 y Q157, indica que
estas alteraciones en lugar de producir la inactivacion de la proteina, generan una
ganancia de funcién de la proteina aberrante resultante.***% En nuestro caso, la linea
U2afl™* presentaba una delecion de 5 nucleétidos en el exon 6 del gen que pudimos
confirmar mediante secuenciacion Sanger. Esta alteracion, teéricamente, generaba una
proteina aberrante a partir del segundo dedo de zinc. Debido, por tanto, a la naturaleza
de la mutacion generada en el gen U2afl, cabria esperar que nuestra delecion produjera
en los ratones efectos similares a los generados por la mutacién E159 M160insYE que,

como se describe en el estudio de Pangallo et al.®?, fenocopia la alteracién Q157.

Sin embargo, fuimos incapaces de detectar por Western blot la proteina derivada de
la delecion en los ratones U2afi™!*. Unicamente al sobreexpresar esta proteina
mutante en células HEK293T fuimos capaces de observarla, aunque de forma muy
tenue, lo que sugeriria que la proteina mutante se expresa a unos niveles muy bajos y/o
se degrada facilmente por el proteosoma celular. Ademas, por otro lado, se detecté por
RT-gPCR una remarcada disminucion del ARNm wild-type U2afl en las células
procedentes de la médula 6sea de los ratones mutantes. En este sentido, podriamos
decir que nuestro modelo se asemeja mas a un genotipo U2afl1*" que a un genotipo
U2afimut+,

Todo ello, nos llevé a pensar que la proteina aberrante no se estaba expresando de
forma natural y que las alteraciones observadas posteriormente en la hematopoyesis de
estos ratones U2af1™"* se debian a un efecto de haploinsuficiencia de la proteina. Este

fendmeno se da cuando una sola copia funcional de un gen no produce cantidad
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suficiente de proteina necesaria para el correcto funcionamiento de la célula. Acorde a
esto, un estudio de Wadugu et al. confirmé la importancia de la cantidad de proteina
U2AF1 wild-type que se expresa en la célula en ratones mutantes en U2afl y como esta

cantidad puede variar el fenotipo observado.'#

Las alteraciones observadas en la hematopoyesis de los ratones U2af1mut+
no son suficiente para producir SMD

Si nos centramos en las variaciones del hemograma, en los modelos de la mutacion
S34F8147 Jos WBC se encuentran reducidos, mientras que en nuestro caso se
encontraban incrementados. Ademas, igual que ocurria en nuestro modelo, el ratén
descrito por Fei et al. presentaba una disminucién de RBC.**" La mutacién U2AF1S34F
no produce esplenomegalia en ninguno de estos modelos murinos,®*'4’ es decir, los
bazos presentan el mismo tamafio que los controles. Sin embargo, en nuestro caso, el
tamafio del bazo de los ratones U2af1™"* era incluso menor que los de los controles.
Esto podria deberse a que en general los ratones U2af1™*, tanto los machos como las

hembras, presentaban un tamafio menor con respecto a los ratones wild-type.

Cabe destacar también que el modelo de la mutacion Q157P,**" no presentaba
alteraciones significativas en las cuentas hematoldgicas del hemograma. Debido a que
la delecién en nuestra linea mutante afecta a partir del segundo dedo de zinc, cabria
esperar que los efectos que nosotros observamos fueran mas similares a los
observados en este modelo. Sin embargo, como se ha comentado anteriormente, en
nuestro caso, parece que esta ocurriendo un efecto de haploinsuficiencia de la proteina
wild-type U2AF1.

Las discrepancias observadas entre modelos pueden deberse, por un lado, a la
cantidad de proteina U2AF1 wild-type y mutante que se esta expresando en cada uno
de ellos. Y, por otro lado, a la metodologia por la cual se induce la expresion de la
mutacion. En nuestro caso, la delecién de 5 nucleétidos esta presente en todas las
células de nuestro modelo puesto que la edicion se realizé de forma germinal mediante
el sistema CRISPR/Cas9. Sin embargo, en el caso del modelo de ratén Kl condicional
inducible de Fei et al.}*’ es necesario suministrar poli-IC para activar el transgén Mx1-
Cre y expresar asi la proteina mutante U2AF15%*F, Este tratamiento induciria la
expresion Unicamente en los tejidos hematopoyéticos que es donde se expresa el
promotor Mx1 24, Por otro lado, el modelo transgénico "Tet-On" de Shirai et al.®3 expresa

la proteina humana U2AF153%F al administrar doxiciclina a los ratones.
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A pesar de observarse ligeras alteraciones en la hematopoyesis de los ratones
U2afl™"* estos ratones no presentaban displasia, no desarrollaban SMD vy, por tanto,
no veian disminuida su vida media, igual que ocurria con los modelos murinos de
sobreexpresion de la mutacion S34F% o Q157P*7 o el modelo Kl condicional de
S34F%, Cabe destacar que, mientras que estos modelos heterocigotos no consiguen
iniciar la patogénesis de la enfermedad, los modelos KO del gen U2afl mueren antes
de nacer o a los pocos dias.**1% o que destaca la necesidad de la copia wild-type del
gen para el funcionamiento normal de la célula y el papel fundamental de la proteina en
la hematopoyesis. Estos datos son coherentes con los resultados obtenidos in vitro en
el estudio de Fei et al. donde observan como los cambios en el splicing alternativo en
una linea celular de epitelio pulmonar humano que expresa la mutacion U2AF15%F, son
proporcionales al ratio entre proteina wild-type y mutante.'?® Asi pues, nuestros ratones

U2afl™'™no eran viables y no pudimos registrar el nacimiento de ninguno de ellos.

Las HSPC de los ratones U2af1™'* son incapaces de injertar en los ratones

receptores en los experimentos de trasplante competitivo

Respecto a las HSPC, no observamos cambios estadisticamente significativos en el
namero de células LSK procedentes de los ratones U2af1™"* en comparacion con los
controles; a diferencia del modelo descrito por Fei et al.»*’ donde esta poblacién se veia

disminuida, mientras que el descrito por Shirai et al.® la presentaba incrementada.

Las HSPC de los ratones U2af1™"* eran incapaces de injertar en el receptor durante
experimentos de trasplante competitivo tanto cuando se inyectaban células sin
fraccionar como células LSK previamente seleccionadas. Esta caracteristica no sélo ha
sido observada en todos los modelos murinos con alteraciones en U2af183137:145147 gjng
también en otros modelos con alteraciones en genes del splicing como son Sf3b1 82191
y Srsf2215, Sj bien estos modelos son diferentes al nuestro en cuanto a que las células
si son capaces de injertar pero, al inducir la expresion del factor de splicing mutante en
las quimeras, las células trasplantadas no son capaces de mantener una reconstitucion
sostenida en el tiempo. En cambio, un estudio reciente de Madan et al. no observé
ningun déficit en la habilidad de las células Zrsr2-KO para repoblar la médula de ratones
trasplantados?!® y otro estudio de Inoue et al. mostré una reconstitucion incluso mayor
que la obtenida con los controles?'’. Estas diferencias pueden deberse a que ZRSR2
participa fundamentalmente en el splicing menor el cual Unicamente procesa un 0.5-1

% de los intrones del genoma humanao.
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La desventaja proliferativa que presentan la mayoria de modelos murinos con
mutaciones o deleciones en los genes de splicing, resulta paraddjica si tenemos en
cuenta que estas mutaciones se consideran eventos iniciadores de la patogénesis de
los SMD. Por tanto, todavia se desconoce cdmo sobreviven estos clones a lo largo de
la enfermedad. Por un lado, un estudio de Pellagatti y Boultwood sugiere que el
microambiente de la médula 6sea en los individuos de avanzada edad podria estar
proporcionando un entorno favorable para la seleccién de los clones mutantes en
U2AF1.% Por otro lado, dado que las mutaciones en U2AF1 habitualmente aparecen en
concurrencia con otras, puede que estas alteraciones sean las que verdaderamente
confieren la ventaja proliferativa a los clones. Sin embargo, todavia es necesario realizar

mas estudios para poder confirmar estas hipétesis.

Los ratones U2af1m'"* envejecidos tampoco desarrollan SMD

Debido a que los ratones adultos U2af1™"* de 13 semanas no desarrollaban SMD y,
teniendo en cuenta que en humanos esta enfermedad se manifiesta habitualmente en
personas mayores de 60 afios, decidimos estudiar una cohorte de ratones envejecidos
(2 afios). Al contrario de lo que cabria esperar, las variables del hemograma que
resultaban alteradas en los mutantes U2afl™" joévenes (incremento de WBC y
descenso de RBC) se estabilizaban en los ratones envejecidos. Asi pues, presentaban
unos valores de WBC y RBC mas cercanos a los observados en los ratones control.
Ademas, el tamafio del bazo presentaba mucha variabilidad, alcanzando la mitad de
ellos un valor superior al de los controles, al contrario de lo que se observé en los ratones

jévenes. Sin embargo, su histologia no mostraba ninguna anomalia.

A pesar de las alteraciones hematopoyéticas observadas en los distintos modelos
murinos con mutaciones en U2afl, ninguno de ellos (incluido el nuestro) es capaz de
recapitular todas las caracteristicas de los SMD humanos. Por tanto, concluimos que la
mutacion del gen U2afl per se no es suficiente para causar SMD en ratones. Estos
resultados son consistentes con los observados en clinica donde individuos sanos?'® o
con hematopoyesis clonal asociada a la edad®® poseen mutaciones en U2AF1,

comportandose, por tanto, como un factor de riesgo de desarrollo de SMD o LMA.
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Los ratones Tet2” presentan anomalias en la hematopoyesis

Posteriormente, decidimos generar un modelo de raton KO en el gen Tet2 y cruzarlo
con la linea mutante en U2afl para asi poder estudiar la cooperacion entre estas
alteraciones. Sin embargo, primero, fue necesario evaluar los efectos que produce la

pérdida de la proteina TET2 en la hematopoyesis.

La proteina TET2 media la desmetilacion del ADN oxidando la 5mC a 5hmC en
presencia de Fe?* y 2-OG. Las mutaciones del gen TET2 son frecuentes en diversas
enfermedades hematologicas de origen mieloide como SMD, NMP, LMA y LMMC, de
origen linfoide como el linfoma de célula T y de célula B difuso!>*15°1° e incluso en
pacientes sanos con CHIP11%, El amplio espectro de patologias en las que TET2
aparece mutado podria indicar que se trata de eventos iniciadores con una elevada
trascendencia para el desarrollo de la enfermedad. Las mutaciones del gen TET2 en

SMD son habitualmente de pérdida de funcién y se localizan a lo largo de todo el gen.¢®

En nuestro caso, la linea Tet2” presentaba una delecion de 11 nucledtidos en el exon
3 que impedia la expresion del ARNm y de la proteina. Aunque estos ratones no
enfermaban ni veian disminuida su vida media (igual que ocurria con los ratones
U2af1™"), mostraban anomalias similares a las observadas en SMD/LMMC. La
hematopoyesis de los ratones Tet2” presentaba un incremento de las células mieloides,
la expansién de las HSPC y esplenomegalia. Estas variaciones han sido observadas

también en otros modelos murinos con déficit de la proteina TET?2.150.170.173,180-182,220

Algunos ratones Tet2 KO descritos en la bibliografia, presentaban anomalias tanto
en la linea mieloide como en la linfoide.150180.181183 Adem@s, las alteraciones en la
linfopoyesis se atribuyen a la disrupcién de la regién no catalitica de la proteina TET2,
mientras que la region catalitica parece ser mas relevante durante la mielopoyesis.8
Asi pues, cabria esperar que algunos de nuestros ratones Tet2” desarrollaran
patologias de origen linfoide. Sin embargo, a pesar de que el tamafio de los n6dulos
linfaticos era significativamente superior al de los controles y presentaban una
disminucion relevante de linfocitos B en bazo por CF, no llegaban a enfermar. Esto
podria explicarse por la edad de los ratones de nuestro estudio (32-39 semanas), ya
gue, se ha visto que los periodos de latencia para desarrollar tumores de célula B en
ratones Tet2-KO son mas elevados que en las enfermedades mieloides.8! Por otro lado,
el estudio de Pan et al. sugiere que las mutaciones secundarias que adquieren las
células TET2 mutantes son las que realmente dirigirian la transformacién de la célula

hacia alteraciones mieloides o linfoides.!%°
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Cabe destacar ademas que las distintas variables analizadas en los ratones Tet2”
muestran una elevada variabilidad. Esto es debido a que las alteraciones en este gen
presentan en el ratdon penetrancia incompleta y expresividad variable. Lo que se
manifiesta con modelos de ratén Tet2-KO que presentan una severidad variable con
periodos de latencia diferentes que varian desde las pocas semanas!’®18018 g

mesesl’3181 hasta alcanzar incluso los 2 afios.%°

La delecion de la proteina TET2 es insuficiente para producir SMD en

nuestra linea Tet2”

Como cabia esperar por lo detallado en los modelos de Tet2-KO anteriores, las HSPC
de nuestros ratones Tet2”" presentaban una capacidad de injertar en la médula de los
ratones receptores muy superior a la de los controles wild-type. Esto concordaba con la
expansion de HSPC observada en la médula 6sea de los ratones de la linea Tet2™".
Ademas, al analizar la sangre de los ratones trasplantados, se detecté un incremento
significativo de las células mieloides que ya se habia observado también en la linea
Tet2” en estado basal (steady-state) Esto estaria en concordancia con el sesgo
intrinseco a linaje mieloide que poseen las células deficientes en Tet2.17417> Asi pues,
se confirmé que los efectos detectados en la hematopoyesis de nuestra linea son
generados por las alteraciones en las propias HSPC y no promovidos por la presencia

de la delecion del gen en todas las células del organismo del raton.

Todos los modelos descritos de Tet2-KO presentan alteraciones hematopoyéticas
similares, independientemente de los exones del gen que se vean afectados o de la
técnica mediante la cual ha sido originada la linea mutante. Estos resultados, junto con
los nuestros, parecen confirmar que la deficiencia de la proteina TET2 altera las
propiedades de HSPC induciendo, en general, un sesgo de la hematopoyesis hacia el
linaje mieloide. En nuestro caso, la delecion que posee la linea Tet2” por si misma es
insuficiente para producir SMD en el raton a las 32-39 semanas. Sin embargo, como se
ha comentado antes, dado que las alteraciones en este gen presentan periodos de
latencia muy variables, cabria la posibilidad de que nuestros ratones enfermaran

posteriormente.
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La cooperacion de las alteraciones en U2afly Tet2 no produce SMD

Los modificadores epigenéticos y los factores del splicing aparecen co-mutados en
un 25 % de los casos de SMD.??’ Ademas, diversos estudios demuestran que la
combinacién entre mutaciones en Tet2 y en otros genes oncogénicos como AsxI1, Ezh2,
Jak2, c-Kit, FIt3, Bcor, Sf3bl y AML1-ETO promueve diversas patologias en el
raton.1s21991 Dado que tanto nuestras lineas U2afl™" y Tet2” presentaban
alteraciones de la hematopoyesis, quisimos estudiar si la cooperacion entre ambas
mutaciones conllevaba finalmente a que los ratones doble mutantes enfermaran por
SMD.

Si nos centramos en el analisis del doble mutante, el efecto de las mutaciones en
U2afl y Tet2 no fue sinérgico. Es decir, la linea U2af1™" Tet2” no presentaba
alteraciones de la hematopoyesis mas destacables que las lineas U2af1™"* y Tet2” de

forma individual.

Al analizar los esplenocitos procedentes del bazo de los doble mutantes mediante
CF, no se observaron diferencias significativas. Es mas, el tamafio de este 4rgano era
semejante al de los controles, excepto un caso (1/14) que presentaba una evidente
esplenomegalia. Histologicamente se vio que poseia una estructura anormal con

disrupcioén de la pulpa blanca y la pulpa roja.

A pesar de que los progenitores (inmunofenotipo Lin- Sca-1" c-kit") no se encontraban
alterados, algunos de los progenitores mieloeritroides presentaban diferencias respecto
a los controles. Por un lado, se observé una reduccion de los progenitores eritroides Pre
MegE, Pre CFU-E y CFU-E. Sin embargo, en el hemograma no se observaron
variaciones en los valores eritroides (RBC, plaquetas y hemoglobina). Por otro lado, los
progenitores mieloides Pre GM se encontraban incrementados. Este aumento no
producia consecuencias detectables en el hemograma pero, mediante CF si se

manifestaba un aumento de células mieloides (inmunofenotipo Mac-1* Gr-1*) en sangre.

Las HSPC procedentes de los ratones U2af1™"* Tet2" reflejaban un incremento muy
significativo respecto a los controles, incluso mayor que las derivadas de los ratones
Tet2”. Sin embargo, paraddjicamente, eran incapaces de injertar en los receptores en
experimentos de trasplante, igual que sucedia con las HSPC de los ratones U2af1™""*.
Esto coincide con el estudio realizado por Yoshimi et al., donde la delecion de Tet2 en
cooperacién con la mutacion del factor de splicing Srsf2P**", también fue insuficiente

para rescatar el defecto en la reconstituciéon de las células mutantes en Srsf2.%2
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A pesar de las variaciones detectadas en la hematopoyesis, los ratones doble
mutantes U2af1™"* Tet2” no presentaron una vida media menor ni enfermaron durante
nuestro tiempo de estudio (8-22 semanas). Por tanto, la combinacion de la mutacion en
U2afl con la deficiencia en Tet2 en nuestro caso no es suficiente para producir SMD en
el ratébn. Esto podria indicar que es necesario que se produzcan alteraciones
moleculares adicionales para desarrollar la enfermedad. No obstante, una limitacién de
nuestra aproximacion es la dificultad para combinar mutaciones en el ratén. Ya que, es
necesario realizar cruzamientos convencionales entre lineas mutantes, lo que impide
reproducir patrones moleculares mas complejos. Para ello, se podrian emplear otras
estrategias multiplex como la descrita por Heckl et al., donde células LSK se transducen
con una mezcla de vectores lentivirales que contienen sgARN para lograr una
combinacién de mutaciones que, al trasplantarla en ratones previamente irradiados, de
lugar a un fenotipo patolégico.?®® Sin embargo, para estudiar la cooperacion de las
mutaciones en U2afl con otros genes no es posible realizar esta alternativa, puesto que,
como hemos visto, las alteraciones en este gen impiden que se produzca injerto en los

ratones trasplantados.

El splicing de las lineas mutantes U2afi™ut* Tet2” y U2af1™u/* Tet2” se

encuentra alterado

La alteracion del patrén de splicing del pre-ARNm es una de las consecuencias mas
ampliamente estudiada de las células humanas y murinas mutantes en
UZAF1_60,76,116,125,127

Por un lado, empleando el paquete bioinformético rMATS se estudié en células LSK
el splicing alternativo diferencial entre las lineas U2af1™"*, Tet2” y U2afi™"* Tet2” y
los controles wild-type. Se detectaron 1578 eventos de splicing diferencial en los ratones
U2afl™" respecto a los controles, 1211 en Tet2”y 1242 en los doble mutantes. El
hecho de que los ratones U2afl™* Tet2” presenten menos eventos de splicing
alternativo respecto a los controles que los ratones U2af1™"* evidencia que se esta
produciendo una interaccion entre los procesos de splicing y metilacion. Son diversos
los estudios que han puesto de manifiesto esta interaccion y han demostrado que las
consecuencias de la metilacion en el splicing son diferentes en funcion del locus del
genoma que se analice; produciendo, mediante diferentes procesos, la inclusion'®! o
exclusion'® de exones alternativos. Ademas, estos datos son consistentes con la
evidencia ya descrita de que las mutaciones en TET2 y otros modificadores

epigenéticos, pueden por si mismos generar variaciones en el splicing.1°1:222223 para
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estudiar mas en profundidad la forma en la que puede estar afectando la metilacion al
splicing de genes procesados por U2afl, se podria realizar un andlisis del metiloma con
técnicas de NGS o microarrays e integrar los datos obtenidos con los resultados del
ARN-seq.

Por otro lado, el tipo de evento de splicing alternativo detectado con mayor frecuencia
en las tres lineas mutantes fue el salto de exdn. Esto coincide con lo observado en los
otros modelos murinos descritos de U2afl, ya sea aquellos que expresan la mutacion
S34F83147 como aquellos modelos U2af1-KO.15146 En el caso de los ratones Tet2” no
es posible comparar con los otros modelos descritos,150.170.173.180-182,220 hyesto que en ellos
no se estudia el splicing. Para profundizar mas en estos eventos de salto de exoén, se
deberia estudiar la secuencia canonica de los exones saltados e incluidos en los ratones
U2af1™"y controles para ver si existen variaciones en la preferencia de las secuencias
como se ha visto tanto en las células humanas™!'127” como en los modelos murinos

descritos.83:137.147

Ademas, un estudio de llagan et al. encontré 140 genes que mostraban un patrén de
splicing alternativo tanto en muestras de pacientes de LMA con la mutacion U2AF1534,
como en células K562%'¢ que expresaban U2AF153 o0 U2AF1°%7, De estos 140 genes,
el splicing de 32 de ellos se encontraba también alterado en nuestra linea U2af1™"".
Esto sugeriria que algunos de los genes que se ven afectados por mutaciones en
U2AF1, se ven alterados independientemente de la especie, la poblacién celular o el
tipo de mutacién de U2AF1.

Los resultados del ARN-seq pudieron ser validados en células c-kit*

Para validar los eventos de splicing alternativo detectados, se escogieron los genes
Ammecrll y H2-T24. A pesar de la poca informacion disponible de estos genes, la
eleccion se realizé en base a que presentaban un p-valor y un FDR menores, un APSI

mayor en valor absoluto y, ademas, una menor variabilidad entre las réplicas biol6gicas.

Se procedi6 a realizar una RT-PCR empleando para la amplificaciébn primers
flanqueantes a la region de interés. Inicialmente, se extrajo el ARN de células LSK, se
retrotranscribié y se amplific6. Sin embargo, debido al nimero tan bajo de células de
partida (25 000 — 50 000) la cantidad de ARN obtenida fue muy baja (< 6 ng) y en el gel
de electroforesis no se observaron los amplicones pertenecientes al splicing alternativo.
Por ello, finalmente se decidié6 emplear células c-kit* de ratones control o mutantes. Asi

pues, se detectd, por un lado, un salto del exén 2 del gen Ammecrll en los mutantes
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U2af1™"* y, por otro lado, un salto del exén 5 del gen H2-T24 en los controles. No
obstante, los amplicones pertenecientes al splicing alternativo detectados en la
electroforesis convencional, fueron, igualmente, muy tenues. Esto puede deberse, por
un lado, a que la cantidad de ARNm alternativo para los genes Ammecrlly H2-T24 es
mucho menor, que la cantidad de ARNm constitutivo; amplificAndose en menor cantidad
y por tanto visualizandose de manera mas tenue. Por otro lado, también hay que
considerar que, para la validacion mediante RT-PCR, se empleé ARN procedente de
células c-kit*, las cuales contienen no solo las LSK sino también progenitores que
pueden, en cierta forma, enmascarar el splicing alternativo. Por ultimo, también cabria
destacar que el ARN para la validacion se obtuvo de ratones individuales, mientras que
para el ARN-seq fue necesario emplear 3 ratones por réplica biol6gica para obtener un

namero significativo de células LSK.

Las rutas biolégicas que contenian mas genes afectados por un splicing

aberrante no se vieron alteradas

Existen diversos mecanismos por los cuales las mutaciones en genes de splicing
pueden contribuir a la patogénesis de los SMD. Por ello, con el fin de estudiar a qué
rutas biolégicas pertenecian los eventos de splicing diferencial en los ratones mutantes,

se empled la herramienta DAVID de enriquecimiento funcional.

Por un lado, en el caso de los ratones U2af1™"*, el proceso que se vio mas afectado
fue el ciclo celular. Esta ruta se ha visto alterada tanto en ensayos in vitro con células
humanas mutadas en U2AF1'2114 como en otros ratones mutantes en U2af1146.148
donde se ha observado un aumento de la fase G2/M. Sin embargo, en nuestro caso, al
analizar por CF las diferentes fases del ciclo celular (G1/Go, S y G2/M) en células LSK
procedentes de la médula ésea, no se observaron variaciones significativas en los

ratones U2af1™"* respecto a los controles.

Por otro lado, tanto los ratones U2af1™"* como los doble mutantes U2af1™* Tet2™",
presentaban alterados diversos genes que pertenecian a la respuesta y al dafio al ADN.
Se ha visto que las alteraciones del splicing pueden ocasionar inestabilidad gendémica y
dafio al ADN, a través de la formacion de bucles-R (R-loops) que promueven roturas de
doble cadena.??*?* En nuestro caso, Ercc8 y Fancm, dos genes que participan en la
regulacion de los bucles-R, presentaron un splicing aberrante en los ratones U2af1™"*,
En algunos casos de SMD con mutaciones en U2AF1, ya habia sido descrito que estos

genes presentaban un splicing alterado.”

127



Discusion

Para medir dafio al DNA, se empled un kit comercial que permitia detectar la
fosforilacion de la histona H2AX mediante CF. La presencia de pH2AX se relaciona de
forma directa con las roturas de doble hebra del ADN.*® No obstante, fuimos incapaces
de detectar diferencias estadisticamente significativas entre la cantidad de pH2AX de
los controles y los mutantes U2af1™ y U2afl™" Tet2”. Esto contrasta con otros
estudios que observaron que células con mutaciones en U2AF1 o con ausencia de la
proteina presentan un mayor dafio al DNA medido por la fosforilacién de esta histona

por immunofluorescencia, Western blot y CF.83146

El hecho de que ninguna de las dos rutas biolégicas estudiadas presente diferencias
respecto a los controles, a pesar de poseer diversos genes con splicing alterado, puede
estar indicando que estas alteraciones no impiden que los genes afectados realicen su

funcion de forma habitual.
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CONCLUSIONES

1. En la linea U2af1™""*, se produce un fenémeno de haploinsuficiencia de la proteina
U2AF1 wild-type que genera pequefias alteraciones de la hematopoyesis que son
insuficientes para que los ratones jévenes o envejecidos (> 2 afios) desarrollen
SMD.

2. En la linea Tet2”, la delecién de la proteina TET2 genera un desequilibrio en la
hematopoyesis con una tendencia hacia el linaje mieloide que es insuficiente para

producir SMD en los ratones.

3.  Enlalinea doble mutante U2af1™" Tet2”, la cooperacion de las alteraciones en
los genes U2afl y Tet2 no produce un efecto sinérgico y no genera SMD en los

ratones.

4, Las HSPC con mutaciones en el gen U2afl son incapaces de injertar en los

ratones receptores en los experimentos de trasplante competitivo.

5. Las HSPC de las lineas mutantes U2af1™"*, Tet2” y U2af1™" Tet2” presentan
un patron de splicing aberrante, siendo el salto de exdn el tipo de evento mas

observado en las tres lineas.
6.  El ciclo celular y la presencia de dafio en el ADN fueron las rutas biol6gicas que

contenian mas genes afectados por un splicing aberrante en las lineas U2af1m"*
y U2af1™¥* Tet2”,
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