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1. INTRODUCCION






1.1. GENERALIDADES

El mieloma multiple (MM) es una neoplasia de células B caracterizada por la
acumulacién de células plasmaticas clonales en la médula ésea (MO). En esta
enfermedad la proliferacion de células plasmaticas ocasiona comunmente lesiones
osteoliticas, anemia, hipercalcemia y/o plasmocitomas en los tejidos blandos. Las células
plasmaticas del MM son linfocitos B en su ultimo estadio madurativo que han sufrido
una transformacidon neopldsica y que producen, generalmente, un solo tipo de
anticuerpo o inmunoglobulina (lg) conocida como proteina monoclonal (proteina M),

caracteristica de la enfermedad [1,2].

Esta enfermedad fue descrita por primera vez en dos pacientes por el Dr. Solly S.
quien le asignd el nombre de mollities ossium [3]. Fue Rustizky J. V. quien utilizé en 1873
por primera vez el término mieloma multiple para resaltar tumores en la MO
caracteristicos de los pacientes [4]. Tras el descubrimiento de la célula plasmatica por
Ramén y Cajal en el 1890 [5], Wright J. H. demostré por primera vez que estas células
plasmaticas eran las células causantes del MM [6]. Con una incidencia de 4 nuevos casos
por cada 100.000 habitantes, esta neoplasia supone el 15% de todas las neoplasias
hematolodgicas, el 1% de todas las neoplasias y es la quinta mas frecuente en Espafia. La
edad media al diagndstico es de 65-70 afios, con sélo un 15% de pacientes menores de

50 anos [7,8].

El MM es una enfermedad de causa desconocida que esta precedida de una fase
denominada gammapatia monoclonal de significado incierto (GMSI o MGUS por sus
siglas en inglés de Monoclonal Gammopathy Of Undetermined Significance). En ambas
enfermedades ha sido descrita una cierta asociacidon familiar. Ademas, la exposicion a
radiacion y bencenos o solventes organicos han sido propuestos como factores de riesgo

en el MM [9].



1.1.1. DIAGNOSTICO DEL MM

GAMMAPATIA MONOCLONAL DE SIGNIFICADO INCIERTO (GMSI)

La GMSI tiene una alta prevalencia (3,2%y 5,8% en individuos de mas de 50y 70 afios,
respectivamente) y se caracteriza por la presencia de proteina M sérica (< 3 g/dL), menos
del 10% de células plasmaticas en la MO, y ausencia de sintomas o alteraciones del

funcionamiento de 6rganos o tejidos debido a la gammapatia monoclonal.

La probabilidad de progresién de GMSI a MM es, aproximadamente, de un 1% a un
afo y de un 30% a 25 afios. Los principales factores asociados con la progresion a MM
son: la presencia de mds del 5% de células plasmaticas aberrantes en la MO, el
incremento de la concentracién de proteina M sérica, el tipo de proteina M (pacientes
con isotipo IgA e IgM muestran un riesgo de progresién mayor que aquellos con isotipo

IgG), y la proporcién anormal de cadenas ligeras kappa-lambda libres en suero [10—13].

MIELOMA SMOLDERING (SMM)

El término Smoldering fue definido por Kyle y Greipp como la presencia de proteina
M (> 3 g/dL) y/o = 10%-60% de células plasmaticas en la MO en ausencia de lesiones

liticas o manifestaciones originadas por la gammapatia monoclonal [14].

Mds recientemente, el IMWG (International Myeloma Working Group) consideré mas
apropiado el término “mieloma asintomatico”, quedando finalmente esta condicién
definida por la presencia de proteina M (= 3 g/dL) y/o > 10% de células plasmaticas en
la MO en ausencia de sintomas u érganos o tejidos afectados debido a la gammapatia
monoclonal. Esta situacion es clinica y biolégicamente muy similar a la observada en la
GMSI, sin embargo, en el MM asintomatico la masa de células plasmaticas es mucho
mayor y el riesgo de progresion a MM sintomatico es mayor que el mencionado para la

GMSI [15].

Este riesgo de progresién desde el mieloma asintomatico no es constante a lo largo

de la evolucion de la enfermedad, siendo del 10% por ano durante los 5 primeros anos,



reduciéndose al 3% por afio en los sucesivos 5 afios. La probabilidad de progresiéon
acumulativa a los 15 afios es del 73%. Los factores de riesgo para la progresion incluyen,
entre otros: alto componente M, isotipo IgA, elevada infiltracién por células plasmaticas
en la MO, una proporcion elevada de cadenas ligeras en suero, inmunoparesia o la
presencia de mas del 95% de células plasmaticas aberrantes dentro del compartimento

de células plasmaticas en la MO [15].

MIELOMA SINTOMATICO

Se caracteriza por la presencia de proteina M en suero y/o orina, un incremento de
células plasmaticas en la MO (generalmente > 10%) o plasmocitomas, asi como por la
afectacién en érganos o tejidos (incluyendo lesiones dseas). Algunos pacientes podrian
no tener sintomas, aunque si afectaciéon en érganos o tejidos. Entre las manifestaciones
clinicas del MM sintomatico se incluyen anemia, afectacion ésea (lesiones liticas y/o
osteoporosis avanzada), insuficiencia renal, hipercalcemia, infecciones bacterianas

recurrentes, plasmocitomas extramedulares o amiloidosis asociada (Figura 1).
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Figura 1. A Manifestaciones clinicas del MM. B Lesiones osteoliticas. C Electroforesis
de proteinas séricas normal (arriba) y aberrante (abajo). D Inmunofijacion para la

caracterizacion del componente monoclonal. Adaptado de Hoffbrand A., et al. [16].



1.1.2. ESTADIAJE Y FACTORES PRONOSTICOS DEL MM

Numerosos grupos de investigacién han trabajado en la busqueda de marcadores en
el momento del diagnéstico de la GMSI que permitan predecir el riesgo de progresién a
MM sintomadtico o su respuesta al tratamiento. Entre los factores prondsticos mas
relevantes publicados hasta la fecha destacan: la edad, el perfil citogenético, los
marcadores de imagen y la respuesta al tratamiento tras la exposiciéon a farmacos

[15,17-19].

El primer sistema de estratificacion de la enfermedad fue publicado por Durie y
Salmon [20] y fue adoptado como estandar hasta el afio 2005, cuando el IMWG publicé
un estudio [21] que introdujo dos marcadores con valor prondstico independiente, la B2
Microglobulina y la albumina sérica, que se integraron en el sistema de estadiaje ISS
(International staging system) [21]. Actualmente, el consenso del IMWG es clasificar
como pacientes de alto riesgo citogenético a aquellos con la delecion del 17p (que
incluye al gen supresor de tumores TP53) y las translocaciones del gen /GH con los genes
MMSET/FGFR3 o MAF en la t(4;14) y la t(14;16), respectivamente. Los pacientes que no
presentan ninguna de estas alteraciones se agrupan en la categoria de riesgo estandar
[22,23] (Tabla 1). En el afio 2015, el IMWG establecid el modelo definitivo que incorpora
la ISS, la citogenética y los niveles séricos de LDH, y se denomind ISS revisado o R-ISS

(Tabla 2) [23].

Tabla 1. Consenso del IMWG para la estratificacion del riesgo del MM [23].

Alto riesgo

ISS 11/111 y t(4;14) o delecién 17p13 o t(14;16)

Riesgo Intermedio

Otros

Riesgo estandar

ISS 1/11, edad < 55afios y ausencia de: t(4; 14), del 17p13 y +1q21.




Tabla 2. Clasificacion del MM por el Sistema Internacional de Estadiaje (ISS,

International Staging System) [24].

FACTORES PRONOSTICOS CRITERIOS

ESTADIAIJE ISS
- B2 Microglobulina en suero < 3.5 mg/L, albimina

en suero > 3.5 g/dL

- No entra dentro del estadio | ni el llI

- B> Microglobulina sérica = 5.5 mg/L

NUEVO MODELO DE
ESTRATIFICACION DE
ESTADIAIJE (R-ISS)

- ISS I, no ACy LDH normal

- No entra dentro del estadio | ni el llI

-l ISS 1ll, bien AC de alto riesgo o LDH elevada

Abreviaturas: AC, aberraciones cromosomicas; LDH, lactato deshidrogenasa.

Citogenética de alto riesgo: del(17p) y/o t(4,;14) y/o t(14,16).

En el MM, la monitorizacidon de la respuesta es crucial para el manejo de la
enfermedad. Esta se basa en la medicién de las cadenas pesada y ligera en suero y orina,
asi como en la deteccién de células tumorales en la MO; y el uso de técnicas de imagen
avanzadas de evaluacién de la lesidon dsea o la masa tumoral considerandose el TAC
como técnica estandar, aunque puede recurrirse al PET-TAC, radiologia o resonancia

magnética en casos de evaluacidn inicial de plasmocitoma solitario y SMM.

Por otro lado, el andlisis de la enfermedad minima residual (EMR) permite medir en
profundidad la respuesta al tratamiento y predecir la duracién de la misma, ya que una
EMR negativa se traduce en una mejor SLP (Supervivencia Libre de Progresion) y una
EMR positiva se asocia con un mayor riesgo de recaida. Las técnicas de anadlisis de la EMR
incluyen la deteccidon de células plasmaticas en MO mediante citometria de flujo
multiparamétrica, asi como la deteccidn alelo-especifica de Ig mediante PCR cuantitativa
(ASO-PCR, Allele-Specific Oligonucleotide-Based Quantitative PCR). Ademads, la
utilizacidon de tecnologias para la secuenciacion (NGS) de los genes de las Igs supone

actualmente una herramienta muy sensible para estudiar la EMR [25].



Diversos estudios han analizado y evaluado nuevos marcadores prondsticos (Tabla

3), entre los que se incluyen marcadores inmunofenotipicos, genéticos, de sefalizacién

inmune, biomarcadores, caracteristicas del entorno de la MO vy otras técnicas de

imagen.

Tabla 3. Potenciales nuevos marcadores prondsticos en el MIM.

Autores

Potencial
marcador
prondstico

Conclusion

Lietal 2015 [26]

Wang et al. 2015 [27]

Jung et al. 2016 [28]

Zhou et al. 2015 [29]

Lee et al. 2015 [30]

Ma et al. 2015 [31]

Lullo et al. 2015 [32]

Lietal 2015 [33]

Bolomsky et al. 2015
[34]

Jung et al. 2015 [35]

Trotter et al. 2015 [36]

miR-15a

Immune
checkpoint
signaling
iPLR
IncRNAs

Densidad de MV
enla MO

N-Cadherin

Células Th22

miR-33b

IGFBP7

Beclina1lyLC3

Runx2

Relacionado con progresion de la
enfermedad y mal prondstico

La respuesta al tratamiento es mejor
en pacientes que expresan poco sPD-L1

Aporta valor predictivo en la SLP y SG

La expresion de 4 IncRNAs se asocia
con la SG: RP4-803 J11.2, RP1-43E13.2,
RP11-553 L6.5y ZFY-AS1

Una densidad alta de MV se asocia con
peor SLP

Su expresion elevada se asocia con
menor OS

La frecuencia alta de células T IL-
22(+)IL-17(-)IL-13(+) se correlaciona
con mal pronéstico

Su infraexpresion se relaciona con
menores PFSy OS

Su expresion se asocia a la
translocacion t(4;14) y mal prondstico
Expresidn asociada a una mejor
supervivencia

La expresidn de este gen en las células
de mieloma se relaciona con la
progresion en hueso

Abreviaturas: sPD-L1, Soluble Programmed Death-Ligand 1; iPLR, Inverse Platelet to

Lymphocyte Ratio; SLP, Supervivencia Libre de Progresion; SG, Supervivencia Global;

IncRNAs, Long Noncoding RNAs; MV, Microvesiculas;. IGFBP7, Insulin-like Growth Factor

Binding Protein 7.



1.2. PATOGENIA DEL MM

Para entender la patogénesis del MM, ademas de estudiar los cambios moleculares
involucrados en el desarrollo del clon de células plasmaticas malignas, es importante
tener en cuenta la interaccién de estas células plasmaticas con el medioambiente
medular, dado el papel de esta interaccidén en la aparicion de resistencias, supervivencia

y proliferacién tumoral, lesidn dsea, asi como en la migracién y metastasis [37].

1.2.1. DIFERENCIACION DE LA CELULA PLASMATICA (CP)

Las células B derivan de las células madre hematopoyéticas que se desarrollan en la
MO o el higado fetal. Para dar lugar a las células plasmaticas, estas células madre
hematopoyéticas se diferencian sucesivamente a células progenitoras pluripotentes,
progenitores linfoides comunes y finalmente progenitores B maduros a lo largo de los
estadios proB, preB, células B inmaduras y células B de transicién. Este proceso esta
gobernado en humanos por los factores de transcripcion PU.1, Ikaros, E2A, EBF y PAX5.
La expresion de los factores lkaros y E2A origina un cambio en el patrén de expresion
transcripcional de las células madre hematopoyéticas que favorece la accién de factores
especificos de células B, entre los que se incluyen PAX5 y EBF1, los cuales activan el

programa de diferenciacion hacia células B maduras (Figura 2).

© Pro-T cell

Self-
renewing Pre-BCR BCR
O lkaros IRF4 OBF1 N @
Bl e @ |E2A] | EBF | [PAX5] |LEF1] IRF8 Aiclos
—_— 5 —_— —_—
T [sOx4]
PHSC CLP Pro-B cell Pre-B cell Immature

B cell
==

Myelcid-lineage
cells Pro-NK cell

Figura 2. Mecanismo de regulacion de la diferenciacion temprana de las células B.

Obtenido de Mathias P., et al. [38].
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En la diferenciacién a célula plasmatica se suceden tres mecanismos fundamentales:
reordenamiento VDJ, hipermutacién somdtica y recombinacién de cambio de clase
(RCC) delas Igs. Los reordenamientos en los genes de las Igs de los precursores de células
B tienen lugar en la MO. Posteriormente, estas células precursoras maduran en los
organos linfoides secundarios, lugar donde ocurre el reconocimiento antigénico, la

hipermutaciéon somatica y la RCC de las Igs.

Las Igs estdan formadas por un tetrdmero compuesto por dos cadenas ligeras idénticas
(L, del inglés Light) y dos cadenas pesadas idénticas (H, Heavy). Los genes que codifican
para las Igs estan segmentados en cuatro regiones: V (del inglés, Variable), D (Diverse),
J (Joining) y C (Constant). Del reordenamiento de estos segmentos resultan los genes
funcionales, responsables directos de la codificacién de cada una de las cadenas de Igs.
En la primera fase de diferenciacién a linfocito B, el precursor mas inmaduro (célula pro-
B) inicia el reordenamiento en la cadena pesada de las Igs (IgH). La recombinacién
genética es iniciada por la enzima deoxinucleotil transferasa terminal (TdT) y las
proteinas activadoras de recombinasas RAG1 y RAG2, que tienen la capacidad de cortar
y unir el ADN en puntos especificos de recombinacién llamados RSSs (del inglés,
Recombination Signal Sequences). Estas RSSs se encuentran en ambos extremos de cada
segmento génico V, D y J. En primera instancia ocurre el reordenamiento del segmento
D con el J (linfocitos pre-pro-B), seguido del segmento V con el DJ. Tras el
reordenamiento, el gen IgH se transcribe, traduce y expresa en la superficie como una
pseudo-cadena ligera (compuesta de VPREB e IGLL1), que desencadena la
recombinacién de la cadena ligera de las Igs (IgL) en los segmentos V y J (ya que las
cadenas ligeras no contienen segmentos de diversidad), marcando la etapa de
diferenciacién preB. Esto ocurre primero en los alelos del gen de la cadena ligera Kappa
(k) y, sino se produce un alelo productivo, se sucede posteriormente en los de la cadena

ligera Lambda (M) [39].

El objetivo final del reordenamiento de los segmentos génicos de las cadenas de las
Igs es el de generar un repertorio de Igs con un amplio rango de especificidad. Para las
cadenas ligeras k¥ humanas, hay aproximadamente 40 segmentos del gen Vk funcionales
y 5 segmentos del gen Jk, lo que supone 200 posibles combinaciones de regiones Vk

diferentes. Para las cadenas ligeras A hay aproximadamente 30 segmentos del gen VA
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funcionales y 4 segmentos del gen JA, produciendo 120 posibles regiones VA. Esto
significa que pueden producirse 320 cadenas ligeras diferentes como resultado de la
combinacidn de diferentes segmentos génicos de cadenas ligeras de las Igs. En cuanto a
las cadenas pesadas, en humanos, hay 65 segmentos del gen VH funcionales,
aproximadamente 27 segmentos del gen DH y 6 segmentos del gen JH lo que supone
alrededor de 11.000 posibles combinaciones de regiones VH diferentes (65 x 27 x 6 =
11.000). Teniendo en cuenta que la combinacién especifica de segmentos de la cadena
pesada no implica una restriccion en los segmentos de la cadena ligera que pueden
recombinar, un linfocito B podria producir cualquier cadena pesada vy ligera, lo que
genera una especificidad de anticuerpo tedrica del orden de 3.5 x 10° posibles

combinaciones (11.000 x 320).

La expresion superficial de las cadenas pesadas y ligeras ya emparejadas,
denominadas receptor de células B (BCR) o receptor de antigenos IgM, marca la etapa
de células B inmaduras. En caso de reaccionar con antigenos propios presentes en la
MO, las células B pueden ser eliminadas (seleccién clonal) o pueden volver a intentar
reordenar la cadena ligera (edicion del receptor) con el fin de no reaccionar contra
elementos propios. Los linfocitos que han superado la seleccién, denominados linfocitos
B naive, comienzan a co-expresar IgM e inmunoglobulina D (IgD) en su membrana y
migran hacia los érganos linfoides secundarios a través de la sangre. Estos linfocitos B
quiescentes o naive colonizan el foliculo linfoide, lugar donde ocurre el reconocimiento
antigénico. Este reconocimiento da lugar a una potente activacién de la proliferacién de
las células B que forman una estructura linfoide dinamica llamada centro germinal, con
una zona mas densa donde a los linfocitos B se les conoce como centroblastos, que
experimentan divisidn celular rdpida e hipermutacién somatica. Cuando han dejado de
proliferar, migran a la zona clara del centro germinal donde son conocidos como
centrocitos, y son estimulados por antigenos presentados por las células dendriticas y
células T foliculares, experimentando una serie de cambios que finalmente conducen
por un lado a la generacién de linfocitos B de memoria, y por otro a su maduracién hasta

CP secretoras de anticuerpos.
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En los centros germinales los linfocitos llevan a cabo el proceso de hipermutacion
somatica, que permite una gran diversificacién de las Igs. Este proceso se produce
gracias a la accion de una enzima denominada Desaminasa Inducida por Activacion
(DIA), que cataliza la desaminacion selectiva de residuos de desoxicitidina en el ADN
transformdndolos en residuos de uracilo. El uracilo es mutagénico cuando se combina
con guanina en el ADN, ya que el desoxiuracilo (dU) imita a desoxitimidina (dT) durante
la replicacion, y el desajuste uracilo:guanina (U:G) activa los mecanismos de reparacién
del ADN que introducen errores y que en ultima instancia originan una gran variedad de

sustituciones de bases en el ADN de las regiones VH.

Por ultimo, la regién constante de las Igs puede sufrir una Recombinacion de Cambio
de Clase (RCC) de las Igs (Figura 3). La clase de anticuerpo, o isotipo, esta determinada
por la regidon constante de la cadena pesada y tiene un papel muy importante en la
funciéon efectora del anticuerpo. A esta regidon se unen receptores de superficie celular
como por ejemplo receptores Fc y el complemento. Ademas, participa en la estabilidad
del anticuerpo y determina la activacién celular tras el reconocimiento antigénico. La
RCC se produce cuando la IgH recombina somaticamente la regién constante 1y su
region & con una de las regiones constantes alternativas y3, v1, al, y2, v4, € o a2. Por
lo tanto, a través de este proceso de recombinacidn, linfocitos que originariamente
expresan en su membrana IgM o IgD, sintetizan 1gG, IgA o IgE. En él participa de nuevo
la enzima DIA y otras proteinas como DNA-PK, ATM, Mrel1-Rad50-Nbs1, yH2AX, 53BP1,
Mdcly la ligasa XRCC4 IV. Este proceso requiere de mecanismos de reparacion de dafio
y puede resultar en una recombinacién aberrante con otras regiones gendmicas dando
lugar a translocaciones. De hecho, diversos estudios sugieren que las alteraciones que

inician el mieloma son el resultado de errores en la RCC [40,41].
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Recombinacién Hipermutacion Cambio de

V(D)) somatica clase
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Progenitor Célula B Célula B Célula B
linfoide de Centro de Centro madura
Germinal Germinal
Linfoma del Linfoma de Mieloma
mantoy Burkitt Multiple
folicular

Figura 3. Origen de las neoplasias de células B. La maduracion normal de células B
incluye los procesos de reordenamiento de los segmentos VDJ y RCC. Errores en estos
procesos pueden dar lugar a translocaciones. Analizando las secuencias anejas a sus
puntos de ruptura, es posible identificar en qué estadio madurativo de célula B se produjo

la translocacion. Adaptado de Hoffbrand A., et al. [16].
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1.2.2. EVENTOS GENETICOS DE LAS GAMMAPATIAS

Los estudios de investigacién citogenética han demostrado que practicamente todos
los pacientes con MM poseen alteraciones citogenéticas, lo que sugiere la elevada

inestabilidad gendmica que caracteriza al MM.

ANEUPLOIDIAS

Aproximadamente la mitad de los casos de mieloma poseen una aneuploidia de
varios cromosomas impares, que puede incluir los cromosomas 3,5, 7,9, 11, 15,19y
21. El MM puede ser dividido en hiperdiploide (48-74 cromosonas) o no hiperdiploide,
que a su vez se subdivide en los tipos hipodiploide (menos de 44/45 cromosomas),

pseudodiploide (de 44/45 a 46/47) y tetradiploide (mas de 74).

La hiperdiploidia en MM es practicamente excluyente con el desarrollo de
translocaciones del gen IGH. Del mismo modo, tanto la monosomia del cromosoma 13

como la ganancia del 1q ocurren predominantemente en el MM no hiperdiploide.

TRANSLOCACIONES DEL GEN IGH

El segundo tipo de evento genético mas frecuente son las translocaciones del gen IGH
(y en mucha menor medida afectando el locus de IglL -k 2p11 o A 22q11-). En estas
translocaciones se yuxtaponen las regiones enhancer del gen IGH con determinados
oncogenes, ocasionando su desregulacion (Figura 4). Entre estos oncogenes destacan
los genes de las ciclinas D1 y D3 (11913 y 6p21, respectivamente) y los factores de
transcripcion de la ciclina D2 (12p13): MAF (Musculoaponeurotic Fibrosarcoma
Oncogene Homolog; 16923) o MAFB (20g11), asi como MMSET (Multiple Myeloma SET

Domain Protein Containing Protein Type lll; 4p16), también conocido como NSD2.
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Figura 4. Mecanismos comunes de activacion génica por translocaciones. Izquierda:
formacion de genes quimera resultado de la fusion de dos genes localizados en los puntos
de ruptura del cromosoma; derecha: sobreexpresion de un gen intacto gracias a la accion
de un potente enhancer o activador de la transcripcion. Adaptado de Hoffbrand A., et al.

[16].

Las translocaciones pueden clasificarse en primarias o secundarias. Las primarias
ocurren como eventos iniciales en la patogénesis del MM y provienen generalmente de
errores en la RCC que ocurrieron durante la activacion de las células B en el centro
germinal. Ejemplo de ello son aquellas que involucran los genes anteriormente
mencionados. Diversos estudios han demostrado que la prevalencia de las
translocaciones del gen IGH es similar en GMSI y en MM, lo cual apoya la idea de que
dichas translocaciones son eventos tempranos en el proceso de desarrollo del MM [42—
44]. Por el contrario, las secundarias estan relacionadas con la progresién del MM y son

resultado de errores en otros procesos de recombinacion [42—45].
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La prevalencia de la translocacion t(11;14) en MM analizada por hibridacion in situ
de fluorescencia (FISH, Fluorescence In Situ Hybridization) es de un 15-20%. A través de
esta translocacién el gen de la ciclina D1 se yuxtapone al enhancer 3’ del gen IGH en
der(14), viendo asi desregulada su expresion, hecho que ha sido confirmado por RT-PCR

en el 100% de los casos de MM con t(11;14) [46-48].

Por otro lado, la translocacion t(4;14) esta presente aproximadamente en el 15% de
los casos de mieloma. Esta translocacién da lugar a la sobreexpresién del gen FGFR3
(Fibroblast Growth Factor Receptor 3, un receptor tirosin quinasa oncogénico) y del gen
MMSET, resultado de la formacién del gen de fusién IGH-MMSET [49-51] (Figura 5). Sin
embargo, estudios de expresion génica han determinado que sélo el 75% de los
mielomas con esta translocacién sobreexpresan ambos genes de forma simultanea. En
el 25% restante de casos se sobreexpresa MMSET y no FGFR3 [52] (generalmente
asociado a la pérdida de este ultimo gen), lo que sugiere que MMSET podria tener mayor
relevancia patogénica en el desarrollo del MM con t(4;14) que FGFR3. De hecho, la
sobreexpresiéon del gen MMSET estd presente en todos los MM con t(4;14) y conduce a
cambios globales en la metilacidon de histonas que promueven la supervivencia de la
célula mielomatosa, apoyando su papel central en la patogénesis de este subtipo de
mieloma [53]. También se ha descrito que, en ocasiones, el gen FGFR3 translocado
contiene mutaciones activadoras asociadas con la progresion tumoral [54,55]. En estos
casos la sobreexpresién de FGFR3 provoca la activacion de proteinas que forman parte
de vias de sefializacidn proliferativas, como la via de MAPK (Mitogen-Activated Protein
Kinase), y anti-apoptéticas, como la via de PI3K (Phosphatidylinositol-3 Kinase)/AKT (v-

AKT Murine Thymoma Viral Oncogene) [56].
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Figura 5. Translocaciones del gen IGH en MM. Adaptado de Hoffbrand A., et al. [16].

La incidencia de la translocacion t(14;16) ronda el 5-10% de los MM. El punto de
ruptura del 16923 en esta translocacion sucede en una regidn centromérica a 550 — 1350
kb del gen MAFC. Teniendo en cuenta esta gran distancia, no esta claro si los enhancers
de IGH podrian actuar potenciando la expresidn de C-Maf en esta translocacién.
Ademas, esta proteina se encuentra sobreexpresada en la mitad de los mielomas,
mientras que la incidencia de esta translocacidon es baja. En cualquier caso, la
sobreexpresiéon de C-Maf estimula la progresiéon en el ciclo celular mediante la
sobreexpresidn de ciclina D2 y promueve la interaccién con el microambiente de la MO
via sobreexpresion de la integrina 87, interaccidon que aumenta significativamente la
secrecion de VEGF, procesos clave para la supervivencia de la célula de MM. Otras
translocaciones que ocurren con menor frecuencia son la t(6;14), que sobreexpresa
ciclina D3; asi como la t(14;20), que desregula MAFB. Las translocaciones t(14;16) y
t(14;20) son consideradas de alto riesgo segun la clasificacion mSMART (Mayo
Stratification of Myeloma and Risk-Adapted Therapy) del MM, mientras que la t(4;14)
es de riesgo intermedio (Tabla 4).
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Tabla 4. Clasificacion mSMART del MM y supervivencia global asociadas [57].

Alto riesgo Supervivencia global
del 17p
t(14;16)
t(14;20) 3 afios

Firma de alto riesgo determinada por el
perfil de expresidon génica

Riesgo Intermedio

t(4;14)
Monosomia del cromosoma 13 4.5 afios
Hipodiploidia

indice proliferativo > 3%

Riesgo estandar

t(11;14)
t(6;14) 10 anos

Otras alteraciones citogenéticas

Algunos de estos eventos moleculares representan dianas terapéuticas potenciales.
Este es el ejemplo de la translocacion t(4;14), que da lugar a la activacién constitutiva
del receptor tirosin quinasa FGFR3, que a su vez fosforila y activa la via antiapoptética
de STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3). Por lo tanto, el uso de
inhibidores de la tirosin quinasa FGFR3, asi como inhibidores de quinasas dependientes
de ciclinas y de C-Maf, suponen potenciales dianas terapéuticas en el tratamiento del

MM.
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GANANCIAS O PERDIDAS CROMOSOMICAS

Entre las ganancias o pérdidas cromosdmicas destacan la monosomia/delecién del
cromosoma 13 [58,59], la delecién del brazo corto del cromosoma 17 (17p) [60] y la
amplificacién del brazo largo del cromosoma 1 (1q) [61]. La pérdida del cromosoma 13
es la monosomia mas comun en MM (presente en el 40-50% de los pacientes con MM
al diagndstico) [62]. Ademads, muestra una elevada co-ocurrencia con las translocaciones
t(4;14) y t(14;16), y parcialmente con la delecién del 17p y ganancia del 1q [40,58,59].
La delecidn del 17p, que incluye la pérdida del gen TP53 (Tumor Protein p53), ocurre en
menor frecuencia (5-10% de nuevos diagndsticos) pero su valor prondstico es muy
importante dado que esta asociada a estadios avanzados y progresion de la enfermedad,
asi como con invasidn extramedular suponiendo asi una alteracion de alto riesgo (Tabla
4) [60]. La ganancia del 1q es uno de los eventos mas comunes en el MM y se caracteriza
por una elevada proliferacién, generalmente asociada a la sobreexpresion de CKS1B
(CDC28 Protein Kinase Regulatory Subunit 1B, 1q21) [61]. Diversos estudios han
confirmado el mal prondstico de esta traslocacién [63], aunque aun no ha sido incluida

por el IMWG en el grupo de alto riesgo.

DESREGULACION DE MYC

La presencia de alteraciones de MYC en las neoplasias de células B es un evento
frecuente. Estan presentes en baja frecuencia en GMSI, en torno al 15-35% de pacientes
con MM de nuevo diagndstico y alrededor del 50% de pacientes con MM refractario o
en recaida, lo cual sugiere el papel de estas alteraciones en la progresién de la
enfermedad [64—-66]. A diferencia de otras neoplasias de células B como el linfoma de
Burkitt, en el que la translocacién IGH-MYC [t(8;14)] es un evento primario, en el MM
solo se ha identificado en niveles subclonales en pacientes de nuevo diagndéstico. En MM
estas translocaciones de MYC dan lugar a la amplificacidén o transposicién de enhancers

gue de un modo u otro conducen a la sobreexpresién de MYC [67,68].
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MUTACIONES

El desarrollo de las tecnologias de NGS ha permitido la deteccidn e identificacién de
alrededor de 35 mutaciones no silenciosas en el genoma del MM. Aproximadamente
dos tercios de los pacientes con MM portan mutaciones en uno o mas de uno de los
genes siguientes: NRAS (Neuroblastoma RAS viral (v-ras) Oncogene Homolog), KRAS (v-
Ki-Ras2 Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog), ACTG1 (Actin Gamma 1), RB1
(Retinoblastoma 1), CYLD (Cylindromatosis (Turban Tumor Syndrome)), PRDM1 (PR/SET
Domain 1), TRAF3 (TNF Receptor-Associated Factor 3/6), BRAF (v-Raf Murine Sarcoma
Viral Oncogene Homolog B1), FAMA46C (Family with sequence similarity 46 member C),
DIS3 (DIS3 Homolog, Exosome Endoribonuclease and 3'-5' Exoribonuclease), o TP53.
Estas mutaciones muestran una elevada heterogeneidad intraclonal y tienen un papel
muy importante en la progresidon de la enfermedad, asi como en el desarrollo de

resistencias [69-71].

Las alteraciones en la via de Ras son comunes en MM, pero raras en GMSI. KRAS y
NRAS son los dos genes mas frecuentemente mutados en MM, estando presentes en el
40% de los MM de nuevo diagndstico y en torno al 75% de los refractarios o en recaida.
En contra de lo que se podria pensar, el 15% de pacientes con mutaciones en KRAS posee
también alteraciones en NRAS. Sin embargo, esto podria explicarse teniendo en cuenta
gue pueden ocurrir en distintos subclones. Ademas, no todas las mutaciones de la via
de Ras activan de la misma forma la sefializacion MAPK (Mitogen-Activated Protein

Kinase).

ALTERACIONES EPIGENETICAS

Durante la diferenciacién de la célula plasmatica y la formacién del centro germinal,
la metil transferasa de histonas EZH2 reprime la transcripcién de genes de diferenciacién
como PRDM1 e IRF4 mediante la transferencia de 3 grupos metilo a la lisina 27 de la
histona 3 (H3K27me3), prolongando de este modo la permanencia en el centro germinal
y por consiguiente la maduracion de las células B hasta CP secretoras de anticuerpos. La

rapida proliferacidn celular en el centro germinal resulta en una gran hipometilacién del
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ADN, lo que facilita la activacion de los enhancers de las células plasmaticas que
permiten su diferenciacion. Determinar aquellos factores activadores de los enhancers
gue permiten la distincién de la célula plasmatica de la célula mielomatosa podria
proveer de dianas terapéuticas para tratar el MM. Asi, se han descrito diferentes
enzimas y marcas epigenéticas asociadas a la represidon o activacion de la expresiéon

génica en el MM (Figura 6).
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Figura 6. Mecanismos epigenéticos de regulacion génica en células plasmadticas y

H3K27me3  H3K4meO

H3K36me2

™™

mieloma multiple. Las modificaciones epigenéticas asociadas con la represion génica se
muestran en la parte izquierda (en rojo) e incluyen la trimetilacion de lisina 27 de la
histona 3 (H3K27me3), la falta de metilacion de la lisina 4 de la histona 3 (H3K4meO0), asi
como la metilacion del enhancer o promotor en el ADN. Las modificaciones epigenéticas
activadoras de la transcripcion de genes se muestran a la derecha (en verde) e incluyen
H3K36me2 (mediada por MMSET), acetilacion de la lisina 27 de la histona 3 (H3K27ac),
mono/bi-metilacion de la lisina 4 de la histona 3 (H3K4mel/2) en la region de los
enhancers y H3K4me3 en la region de los promotores, y ausencia de metilacion del ADN
en enhancers y promotores. El cuerpo de los genes transcripcionalmente activos, a
menudo contiene marcas H3K36me3 y de metilacion en el mismo ADN. En el centro se
muestran enzimas que median en las modificaciones epigenéticas activantes (arriba) y

represivas (abajo) relevantes en el MM. Adaptado de Barwick G., et al. [40].
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Tal y como se menciond anteriormente, uno de los genes mas comuUnmente
translocados en el MM es MMSET [t(4;14)]. Este gen codifica para una metiltransferasa
H3K36, por lo que la translocacién de este gen junto al enhancer de IGH da lugar a un
incremento de H3K36me2 y por consiguiente un incremento en la accesibilidad de la
cromatina [53,72]. No obstante, el papel oncogénico especifico que esta enzima pueda

desempeiiar aun estd por determinar.

Ademas de la t(4;14), se han identificado mutaciones en diversos genes con un papel
relevante en la regulacion epigenética y que confieren ventaja proliferativa o de
supervivencia a las células del MM. Entre ellos, se incluyen la desmetilasa de H3K27me3
KDMG6A (o UTX), cuya pérdida de funcién se asocia con una mayor proliferacion y
adhesion de las células de mieloma [73]. Recientemente también se han descrito
mutaciones en los genes IDH1 e IDH2 [74]. Estos genes codifican isocitrato-
deshidrogenasas que normalmente producen a-cetoglutarato, pero cuando mutan dan
lugar a la acumulacidén de un sustrato que inhibe a la desmetilasa de histonas Jumoniji-C
y a la familia de metil hidroxilasas TET, puesto que ambas utilizan a-cetoglutarato como
cofactor. Por lo tanto, como consecuencia de la mutacidn de estos genes se produce una
alteracion en las modificaciones de histonas, asi como de la hipermetilacion del ADN
[75]. Esto ha sido relacionado con una alteracion en la funcidn de factores de
transcripcion como c-Myc y MAX, que son sensibles al estado de metilacion del ADN
[76,77]. Ademas, la presencia de mutaciones de pérdida de funcion en MAX ocurre en
el 3% de los mielomas y alteran su afinidad para unirse a regiones de unién de factores

de transcripcion metiladas o hidroximetiladas [74,78].

Otra via de metilacion del ADN afectada por mutaciones en MM incluye el gen TET2
[74], cuya funcion es la de oxidar metilaciones en el ADN permitiendo su eliminacién
mediante el mecanismo de reparacién por excision de bases. También se han
identificado mutaciones en DNMT3A, que cataliza la metilacién del ADN en islas CpG
[79] (regiones de ADN de 300 a 3000 pares de bases con alta frecuencia de residuos de

C-G, que a menudo aparecen asociadas al inicio del gen o a la regiéon promotora).

Ademas de las mutaciones en enzimas que regulan la metilacién del ADN o de
histonas, las células mielomatosas presentan frecuentemente hipermetilado el

promotor de los genes inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas CDKN2B (P15)
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y CDKN2A (P16), dando lugar a un silenciamiento transcripcional de estos genes y por
tanto a la progresién de ciclo celular [80]. Esto mismo ocurre con el gen SOCS1, un
supresor de la sefializacion de citoquinas clave como es la interleucina 6 (IL6) [81,82].
Sin embargo, y a pesar de estos eventos puntuales de hipermetilacion, los estudios
globales de metilacidon del genoma han demostrado que el MM se caracteriza por una
hipometilacion global [83,84], que parece estar asociada a la progresion de la

enfermedad [85].

ALTERACIONES TRANSCRIPTOMICAS

El andlisis del perfil de expresidn génica del MM ha confirmado su enorme diversidad
y heterogeneidad molecular [23,86,87]. Se han propuesto al menos 10 grupos
moleculares en el que cada uno muestra una firma genética especifica (Tabla 5). Algunos
de ellos estdn asociados con una translocacion de /GH particular o bien a un estado de
ploidia, asi como a un comportamiento clinico caracteristico. Cabe destacar que los

subtipos moleculares PR, MS, MF y CTA estdn asociados a alto riesgo.

Para analizar el papel de estas alteraciones transcriptomicas en el desarrollo de Ia
enfermedad, diversos estudios han comparado el perfil de expresién génica de células
de GMSI y MM, asi como de mielomas de nuevo diagndstico y en recaida. Asi, se ha
definido el perfil de expresidn génica compartido por los distintos estadios, y se han
identificado aquellos genes o vias que se activan durante la progresion del MM. Entre
estos ultimos se incluyen MYCy E2F, asi como genes antiapoptéticos, de reparacién del

ADN, y los relacionados con la sefializacién por citoquinas y NF-kB.

24



Tabla 5. Subgrupos moleculares de MM y sus principales caracteristicas asociadas:

alteracion citogenética, tipo de ciclina, genes desregulados e implicacion clinica.

SUBGRUPO CD1 CD2 MF MS LB PR  HY CTA NF-KB PRL3
CITO- £(11;14)t(14;16) t(4;14)
’ t(11;14) 1g(g) HD 1g(g)  HD HD
GENETICA t(6;14) t(14;20) 1q(g)
. CCND1 CCND1 CCND2 CCND1 CCND1
EXPRESION | - pg CCND2 CCND2 CCND1 CCND2
CCND CCND3 CCND2 CCND1 CCND2 CCND2
CCNB1
MCM?2
INHBE ILR MMSET EDN1 TRAIL CD40 SOX3
GENES cd79a cDC2 CTA
SOBREEXPRE- ETV1 c-MAF FGFR3 IL6R DKK1 BCLI0 PTP4A3
cd20 BIRC5 AURKA
SADOS  \ACROD MAFB  PBX1 SMADI CCR5 IL8 PTPRZ1
CCNB2
AURKA
CCND2
CCND1
DKK1 CD52 TRAF3
GENES cD9 DKK1 DUSP2 CXCR4 CD44
INFRAEXPRE- CCND2 STAT1 TAGLN MALAT1 CCR2
NOTCH2 CCND1  SYK cD27 DUSP6
SADOS STAT2 CKS1B MAT2A
PAX5
OPN3
ALTO/BAIO | o LR HR HR IR  HR LR HR LR LR
RIESGO
FRECUENCIA 4-9% 11-17% 6-10% 15-17% 12-17% 11% 26-32% 7% 11% 2-3%

Abreviaturas: CD-1 y CD-2, con translocaciones en IGH con CCND1 o CCND3 (t(11,14) y

t(6;14)). MF, con translocaciones de IGH en MAF (t(14;16)). MS, con translocaciones de

IGH con MMSET (t(4,14)). LB, Low Incidence of Bone lesions. PR, Cell Cycle Progression

and Proliferation. HY, Hyperdiploid. CTA, Cancer Testis Antigens. PRL3, Phosphatase of

Regenerating Liver 3. (g), ganancia cromosémica. HD: Hiperdiploidia.

La tecnologia de RNA-seq (secuenciacién del ARN), que estd reemplazando poco a

poco las técnicas basadas en microarrays de expresidén, permite no sélo detectar

distintos transcritos y sus isoformas, sino también una gran cantidad de mutaciones y

modificadores transcripcionales, que son moléculas intermedias que actuan en la
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transcripcion del ARN pudiendo modificar su nivel de expresion, secuencia o
caracteristicas, afectando asi a la proteina que se esta produciendo. Estos modificadores
del transcriptoma juegan un papel importante en el desarrollo de neoplasias malignas,
incluido el MM, y pueden participar en la tumorigénesis inicial o en estadios mas
avanzados de enfermedad. Los mas estudiados de entre ellos en MM son los microARNs
(miARNSs), que participan en la mielomagénesis y sirven como predictores de respuesta.
Se calcula que los miARNs podrian regular la expresion del 30% de los genes. Ademas,
se ha identificado el papel de diferentes miARNs en el MM y su valor para caracterizar
distintos subgrupos. Ejemplo de ello es el miR-126, que actua inhibiendo la expresion de
c-Myc. La sobreexpresion de MMSET que tiene lugar con la t(4;14) reduce la expresion
del miR-126 que, en ultima instancia, favorece la expresiéon de c-Myc [88]. Ademas,
determinados estudios también han sugerido que la expresion de miARNs circulantes
podria tener valor prondstico en el MM [89]. Por otro lado, se estan desarrollando
tratamientos que permiten restaurar la expresion de miARNs supresores tumorales o
inhibir miARNs oncogénicos que podrian constituir una opcidn terapéutica importante
en el futuro. Mds recientemente, diversos estudios han analizado el papel de los IncRNAs
(long non coding RNAs) en el MM y han identificado IncRNAs desregulados con valor
prondstico que podrian tener un impacto en el sistema inmune y la progresién tumoral

[90].

El splicing alternativo es un mecanismo post-transcripcional que permite incrementar
enormemente el repertorio de transcritos celulares. Este mecanismo estd involucrado
en diversos procesos celulares entre los que se encuentran el crecimiento y
supervivencia celular. Algunos eventos de splicing alternativo identificados
comunmente en MM afectan a los genes XBP1 (X-Box—Binding Protein 1), que sensibiliza
las células a inhibidores del proteasoma [91], DCC (Deleted in Colorectal Carcinoma) [92]
y HAS1 (Hyaluronan Synthase 1) [93]. Al igual que con el resto de modificaciones post-
transcripcionales, estudios recientes han identificado eventos de splicing que ocurren
diferencialmente en células plasmaticas y de MM, y se han determinado sus

caracteristicas funcionales e implicaciones clinicas [94].
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1.2.3.  INTERACCION ENTRE LAS CELULAS PLASMATICAS Y SU
MICROAMBIENTE

Como se ha mencionado, la interaccion entre las células plasmaticas y su
microambiente puede ser tan importante en la patogénesis del MM como las propias
alteraciones genéticas presentes en la célula tumoral. En la MO, las células
mielomatosas interaccionan con proteinas de la matriz extracelular (MEC) (ej.
fibronectina, laminina, coldgeno), asi como con una poblacién no maligna de células
mesenquimales estromales (CMEs) y otros tipos celulares a través de un conjunto de
moléculas de adhesidn, entre las que destacan la familia de las integrinas 1 (VLA-4,
VLA-5 y VLA-6), la molécula de adhesién intracelular ICAM-1, asi como la molécula de
adhesion celular vascular VCAM-1 (Figura 7). Ademas, las CMEs producen factores como
SDF-1 (Stromal Cell-Derived Factor 1), el cual se une al receptor CXCR4 (C-X-C Chemokine
Receptor Type 4) de las células de MM induciendo una mayor expresiéon de moléculas
de adhesién [95]. Otras moléculas que expresan las células de MM y que facilitan esta

adhesioén celular son CD138, CD38, CD44 y CD106 [96,97].

CélulaMM
cou ) e
y

ICAM-2

\\
Y

MEC
(Fibronectina,
laminina)

Figura 7. Interacciones entre la célula de MM y su microambiente. Adaptado de

Hoffbrand A., et al [16].
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La adhesiéon de las células de MM con el microambiente de la MO induce la
produccién y secrecidn de citoquinas por parte de las células del microambiente y las
propias células de mieloma, entre las que destacan TNF-a (Tumour Necrosis Factor
Alpha), IL6 e IL21, IGF1 (Insulin Like Growth Factor 1), SDF-la y VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor). Esto activa vias de sefializacidn, entre las que se encuentran
las vias de MAPKs, PI3K/AKT y JAK/STAT, que inducen la inhibicidon de la apoptosis, la
supervivencia y la proliferaciéon celular (Figura 8). Estas vias conforman potenciales
dianas terapéuticas y, en concreto, la inhibicion farmacoldgica de la via de MAPKs ha
sido evaluada en esta tesis doctoral en el contexto de la resistencia a fdrmacos, y sera
posteriormente desarrollada en los sucesivos capitulos.

Por otro lado, esta adhesidn de las células de MM con los componentes de la MEC
también favorece la aparicién de resistencias (CAM-DR, Cell Adhesion-Mediated Drug
Resistance) mediante tres mecanismos principales: (1) la parada del ciclo celular en fase
G1 debido a la sobreexpresion de p27 (un inhibidor de CDKs) y a la reduccion de la
actividad enzimatica de las ciclinas A y E, ademas de la sobreexpresion de p21 y la
infraexpresién de la proteina proapoptdtica Bim; (2) el bloqueo de la apoptosis
mediante la sobreexpresion de FLIP-L, un inhibidor de la molécula apoptdtica FAS
(CD95); vy (3) la proteccion de la célula de MM a farmacos que inducen daio en el ADN

reduciendo la actividad de la topoisomerasa 2 [97,98].

IGF-1
IL-6
TNFo SDF1a
IL-21 “ VEGF
,,.//- T~
o g
y IAK2

RAF/IMEK/MAPK | { PIBK/AKT

Proliferacion Evasion de apoptosis

Figura 8. Esquema simplificado de las principales vias de sefializacion potenciadas por

el microambiente involucradas en la patogénesis del MM [99].
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Ademas, las células de MM también interaccionan en la MO con osteoclastos (OC),
osteoblastos (OB), células endoteliales y células del sistema inmune a través de

moléculas de adhesién (revisado en [96], Figura 9).

Como consecuencia de la interaccidn de la célula de MM con los OC y OB, se induce
una reduccién en la capacidad formadora de hueso de los OB y en su diferenciacién
[100-104], mientras que se favorece la actividad resortiva y la diferenciacion de los
osteoclastos [105-108], lo cual explica las lesiones osteoliticas caracteristicas del MM
[109]. Ademas de los factores proangiogénicos producidos por la célula tumoral
resultado de la activacidn oncogénica o de las mutaciones, la adhesion de las células de
mieloma con las células endoteliales también induce la produccién de citoquinas
proangiogénicas. Estas citoquinas, entre las que destacan IL-8 y VEGF, permiten el
reclutamiento de vasos sanguineos a la MO. A su vez, las células endoteliales secretan
factores de crecimiento que promueven el crecimiento de la célula de mieloma (VEGF,

IL6 e IGF1) [110].

Los estudios de perfil de expresidon génica también han analizado el impacto del
microambiente sobre la célula de mieloma y han identificado vias y genes que se activan
como resultado de esta interaccién, como son las vias de NF-kB, Notch y Ras, asi como

genes que afectan a la proliferacién, supervivencia y ciclo celular [97,111,112].

Mas recientemente, Garcia-Gdmez A., et al. analizaron el papel de las CME en la
desregulacién epigenética y su relacidén con la lesidon ésea asociada al mieloma. En este
trabajo se identificaron patrones de metilacion del ADN de CME asociados a los distintos
estadios de la enfermedad. Ademas, el estudio sugiere que la inhibicién farmacoldgica
de las metiltransferasas del ADN e histonas previene la lesion dsea y reduce el tamaio

tumoral [113].
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Las células de MM también se ven influenciadas por células del sistema inmune con
actividad antitumoral como las células T y células NK, asi como otras con actividad
protumoral entre las que se incluyen los macréfagos asociados a tumores (TAMs del
inglés Tumor-Associated Macrophages), las células T reguladoras (Treg), T-helper 2 (Th2)
y Th17, los mastocitos, las células dendriticas mieloides (mDCs del inglés Myeloid
Denditric Cells) y las células mieloides supresoras (MDSC del inglés Myeloid-Derived
Suppressor Cells), entre otras (Figura 10). Los macréfagos se clasifican en dos subgrupos,
M1 y M2 atendiendo a su funciéon. Los macréfagos M1 actian como agentes
antitumorales produciendo citoquinas proinflamatorias, especies reactivas de oxigeno
(ROS, Reactive Oxygen Species) y 6xido nitrico (NO, Nitric Oxide), y expresando altos
niveles de MHC de clase Il. Los macréfagos M2 tienen un rol inmunosupresor que facilita
la progresién tumoral gracias a su produccion de IL-10, VEGF, FGF-2 (Fibroblast Growth
Factor-2), MMPs (Matrix Metalloproteinases) y arginasa-1, y a la expresidon de los
receptores CD163 y CD206. De forma caracteristica se ha observado que los TAMs
presentan fenotipo M2. La mayor o menor cantidad de macréfagos M1 6 M2 vy la
relacion M1/M2 viene determinada por la presencia de factores de activacién en el
microambiente [114]. Las células Th1 producen citoquinas como IFN-y (Interferon-y) y
LPS (Lipopolisacaridos) que promueven la diferenciacién de macréfagos M1, mientras
que las citoquinas producidas por células Th2 como IL-10 y hormonas GC
(Glucocorticoides) conducen a la diferenciacién a macréfagos M2 [115]. Ademas, tanto
las células de MM como las CME producen citoquinas como CXCL12, CCL2, CCL3 y CCL14

gue favorecen la diferenciaciéon de macréfagos con fenotipo M2 [116].

Los mastocitos, que en un primer momento contribuyen a la muerte de células
tumorales, secretan IL-6 lo cual promueve el crecimiento de las células de MM. Las mDCs
contribuyen a la proliferacién y supervivencia gracias a la interaccion de sus moléculas
de CD80/CD86 con el receptor CD28 de las células de MM, y a la produccion de IL-3. Las
MDSCs inducen la produccidn de citoquinas por las células de MM como CCL5, MIP-1a
e IL-6, e inhiben la respuesta citotdxica de las células T efectoras a través de la activacion
de los Treg (que producen IL-10 y TGF-B, entre otros factores). Por otro lado, los Treg
también son promovidos por factores como IFN-I [117], producido por las células de

MM, asi como la enzima IDO (Indoleamino 2, 3-Dioxigenasa) [118], que a su vez tienen
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un efecto inhibitorio sobre los linfocitos T efectores. Ademas, las células Th17 de la MO
también promueven el crecimiento y proliferaciéon tumoral a través de la secrecion de
IL-17 [119]. Estos complejos efectos inmunosupresores no sélo afectan a los linfocitos T
efectores, sino también a la actividad citotéxica de las células NK mediante citoquinas y
factores solubles que son secretados por las células de MM (ej. MICA) y que inducen una
reduccion de los receptores activadores de las células NK y un incremento de los

receptores inhibidores.

} Macrophages

NEOVASCULARIZATION
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IMMUNOSUPPRESSION ~_ TGF-B!
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ANTITUMORAL =
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{KIRs

Pro-inflammatory
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NO

IMMUNOSUPPRESSION

CD28

CD80/CD86

Myeloid cells

Figura 10. Inmunosupresion mediada por el microambiente en el MM. Obtenido de

Garcia-Ortiz A., et al. [37].
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Algunos de los factores solubles de la MO también son necesarios para la
proliferaciéon y supervivencia de las células de MM. Entre ellos destacan APRIL (A
Proliferation-Inducing Ligand) y BAFF (B-Cell Activating Factor), ambos ligandos de
BCMA (B-Cell Maturation Antigen). Diversos estudios han sefalado la capacidad de los
eosinodfilos y megacariocitos para producir estos factores, sugiriendo su papel en la
supervivencia de las células de MM. Ademas, la mayoria de estas moléculas se han
convertido en dianas de diferentes estrategias terapéuticas, por ejemplo,
recientemente se han desarrollado tratamientos antimieloma muy prometedores
basados en anticuerpos conjugados a farmacos (ADC, del ingles Antibody-Drug
Conjugate), anticuerpos biespecificos o terapia con células CAR-T (Chimeric Antigen

Receptor T Cells) dirigidos frente a BCMA [120].

Los exosomas son vesiculas formadas por invaginacion de membranas endosomales
tardias de pequeio tamafo (30-150 nm) que permiten la transferencia de informacion
molecular entre componentes del microambiente de la MO. Estas vesiculas son
liberadas por todas las células anteriormente mencionadas y pueden portar moléculas
de ADN, ARNm (ARN mensajero), miARNs, integrinas, factores de crecimiento y enzimas
metabdlicas, entre otros. Diversos estudios han demostrado que las células de MM
inducen la secrecién de exosomas de las células de la MO que ayudan a generar las
condiciones de crecimiento, estimulacién y migracién idéneas para ellas [121,122].
Ademas, los exosomas alteran la composicidn de la MEC, participan en la angiogénesis,
en la supresién de la respuesta inmune y favorecen la migracién y diferenciacién
osteoclastica [123-125]. Por ultimo, diversos estudios han demostrado que los
exosomas de las CME en cocultivo con células de MM presentan una composicién
diferente de miARNs, asi como un mayor contenido en proteinas oncogénicas,

citoquinas y moléculas de adhesion [125-127].
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1.3.  MECANISMOS DE PROGRESION TUMORAL

Existen dos conceptos ampliamente aceptados en el campo de la tumorigénesis. En
primer lugar, que el cancer es resultado de cambios genéticos secuenciales que,
finalmente, transforman células normales en malignas. En segundo lugar, que para
mantener el proceso de la tumorigénesis es necesario que procesos bioldgicos
especificos sean desregulados a lo largo de la evolucidn tumoral. Estos procesos
desregulados fueron definidos como hallmarks of cancer por Hanahan y Weinberg
[128,129]. Entre ellos, la evasion de la muerte celular y la desregulacidon del ciclo celular
son considerados procesos fundamentales en la transformacién y el mantenimiento

tumoral.

1.3.1. EVASION DE LA APOPTOSIS

El MM se caracteriza por la acumulacidon de células plasmaticas en la MO que
proliferan lentamente, lo cual sugiere que la resistencia a la apoptosis (Figura 11) podria
tener un papel muy importante tanto en la patogénesis como en la resistencia al

tratamiento.

Contraccion celular y Fragmentacion del
Normal condensacion de la ADN/nuclear Cuerpos apoptéticos
cromatina

Figura 11. Proceso apoptdético en células de mamifero.
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La apoptosis es un proceso de muerte celular que puede iniciarse por una gran
variedad de sefales, entre las que se encuentran el daifo al ADN, la deprivacion de
factores de crecimiento, asi como tratamientos antitumorales [130]. Este proceso tiene
lugar mediante dos vias principales que llevan a la activacién de las caspasas: la via de
los receptores de muerte (DR, Death Receptors) o via extrinseca y la via mitocondrial o

via intrinseca (Figura 12) [131].
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Figura 12. Vias apoptdticas intrinseca y extrinseca. Obtenido de Vries E., et al. [132].

Las caspasas son miembros de una familia de cistein proteasas inicialmente inactivas
gue son responsables de la activacion de varios procesos celulares y endonucleasas.
Resultado de su activacién, se produce el procesado de proteinas celulares con funcién
reguladora o estructural que conduce a cambios morfoldgicos y bioquimicos en la célula

caracteristicos del proceso apoptdtico.
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APOPTOSIS EXTRINSECA

La via extrinseca se activa a través de miembros de la familia del factor de necrosis
tumoral TNF como FASL, TNF-a, o Apo2L (también conocido como TRAIL), mediante su
unién a un receptor de muerte de la membrana plasmatica (Fas, TNFR1 —TNF Receptor
1- y DR4/DR5 o TRAIL-R). La unién de los DRs con sus respectivos ligandos recluta a la
proteina adaptadora FADD (Fas-associated Death Domain) y/o TRADD (TNFR1-
associated Death Domain), asi como a la caspasa 8, desencadenando la activaciéon
proteolitica de esta caspasa (Figura 13). Entonces la caspasa 8 activa las caspasas
efectoras 3 y 7 [133], lo que desencadena la protedlisis dirigida de proteinas
antiapoptodticas o proteinas reguladoras de ciclo celular, entre las que destacan Bcl-2
[134] y la ciclina E [135], respectivamente. La via del receptor TNFR1, ademds de
conducir a la apoptosis extrinseca, también puede tener un efecto opuesto, activando
la via del NF-xB favoreciendo asi la supervivencia celular. Esta proteina se encuentra
inactiva de forma basal, unida a la proteina inhibidora Ix-B. En condiciones de activacién
de TNFR1, se produce la fosforilaciéon y degradacion de lk-B, ocasionando la liberacién
de NF-kB, que se transloca al nlcleo para transactivar genes entre los que se incluyen

inhibidores de caspasas, genes de supervivencia y proliferacion (revisado en [136]).

Q00 FasL 000 TNF-u @D TRAIL
Fas : W TNF RI @ TRAIL R1 & TRAIL R2
~ ’LP‘SC ~ TRADD
FADD FADD | FADD FADD
. FADD m
Pro-caspase-8,-10 Pro-caspase-8,-10 L Pro-caspase-8,-10 Procaspase-8,-10
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Figura 13. Receptores de muerte involucrados en el proceso de apoptosis extrinseca.

Obtenido de Kumar R., et al. [136].
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APOPTOSIS INTRINSECA

La via intrinseca esta regulada por miembros de la familia de Bcl-2, entre los que se
encuentran proteinas proapoptdticas y antiapoptoéticas (Figura 14). La ratio de ambas
determina la susceptibilidad de la célula a determinadas sefales de muerte celular [131].
Los miembros antiapoptdticos de la familia de Bcl-2 incluyen a Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-
1y Bfl-1/A1. Estas proteinas evitan la muerte celular mediante la unién y secuestro de
las proteinas proapoptdticas, entre las que se encuentran Bax, Bak, Bik, Bid, Bim,
Puma/BBC3 y Noxa/APR. Los diferentes estimulos que activan la via mitocondrial
resultan en la activacidén y oligomerizacidon de Bax y Bak, los cuales contribuyen a la
formacién de poros en la membrana mitocondrial y a la liberacion de Citocromo C vy
otros factores proapoptoticos de la mitocondria. El Citocromo C se une a la proteina
adaptadora APAF-1 y la caspasa 9 dando lugar a un complejo macromolecular
denominado apoptosoma. En este proceso la caspasa 9 es activada, la cual corta y activa
la caspasa 3, activando otras caspasas efectoras como la 6y 7. En este proceso, también
son liberados otros factores proapoptdticos como AIF (Apoptotic Inducing Factor) y la
endonucleasa G. Ademds, Smac/Diablo y Omi/HtrA2 facilitan la activacién de las
caspasas antagonizando moléculas que pertenecen a la familia de las IAP (Inhibitors Of
Apoptosis). Algunos agentes que causan dafo al ADN, como la radiacién ionizante,
inducen la activacion de p53 el cual promueve la transcripcion de proteinas

proapoptdticas como Bax, Puma, Noxa y Bik.
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Figura 14. Liberacion de proteinas proapoptéticas de la mitocondria (apoptosis

intrinseca). Adaptado de Salvesen G., et al. [137].
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La radiacion ionizante y los agentes quimioterdpicos actlan a través de la via
intrinseca de apoptosis. Los agentes que originan dafio al ADN alteran el potencial de
membrana mitocondrial, activando miembros de la familia de Bcl-2 y por tanto la via
apoptotica intrinseca. Bcl-2 se expresa en el linfoma folicular (LF) con t(14;18), aunque
también se expresa en otras neoplasias de células B y T sin que involucren un
reordenamiento de Bcl-2 [138]. Desajustes en los niveles de expresion de miembros de
la familia de Bcl-2 resultan en defectos de la muerte celular programada que se asocian
con resistencia a farmacos y progresion tumoral. En MM, niveles altos de Bcl-2, Bcl-xLy
Mcl-1 se relacionan directamente con la supervivencia de la célula tumoral y la
resistencia a fdrmacos. Ademas, el patréon de expresiéon de miembros de esta familia
diferencia las células plasmaticas malignas de las normales: alta expresion de Bcl-2 y
Mcl-1 y baja de Bax en las células de mieloma [139,140]. Por otro lado, la expresién de

Bcl-xL también se asocia con resistencia a farmacos en pacientes de MM [141,142].
TP53

El gen supresor tumoral TP53 esta frecuentemente mutado en cancer y como se ha
comentado anteriormente esta relacionado con la apoptosis intrinseca. Una vez es
activado por dano al ADN, hipoxia o activacién oncogénica, p53 inicia los procesos de
parada del ciclo celular y reparacién del ADN, o los procesos de apoptosis o0 senescencia
en células irreversiblemente dafadas. Las mutaciones de pérdida de funcién en TP53
resultan en una evasion de la apoptosis y esta frecuentemente asociada a estadios
avanzados de enfermedad y a mal prondstico [143]. Ademas de p53, otros componentes
de los mecanismos de control del dafio al ADN también estdn frecuentemente

inactivados en cancer (MDM2, ARF, RB1, entre otros) [62,144-146].
ONCOGENES

Las mutaciones de diferentes oncogenes pueden ocasionar su activacién,
favoreciendo la evasidn apoptdtica. En MM, son frecuentes las alteraciones en la via de
sefializacion de Ras, con mutaciones en HRAS, NRAS o KRAS; o en componentes de la via
por encima o por debajo como FLT3, CKIT, EGFR, CBL o NF1. Ademas, las proteinas
proapoptéticas PUMA, Bad y Bim, pueden encontrarse inactivadas por la activacién de

la sefalizacién de AKT [70,99,147]. Por su parte, el oncogén MYC contribuye a la
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aparicion de tumores en su forma WT (Wild Type) en la mayoria de cénceres. Sin
embargo, niveles altos de esta proteina promueven la apoptosis a través de las proteinas
de la familia de Bcl-2 [148]. Ademads de estos ejemplos, se han descrito mutaciones en
otros muchos oncogenes y supresores tumorales que desregulan la seializacién de la

apoptosis proporcionando una ventaja para la supervivencia de la célula de MM.

1.3.2. DESREGULACION DEL CICLO CELULAR

Defectos en el ciclo celular pueden dar lugar a una proliferacion descontrolada,
inestabilidad gendmica e inestabilidad cromosdmica, favoreciendo asi la transformacion
tumoral. La desregulacién de los genes de las ciclinas D es un evento practicamente
constante en los pacientes con MM vy resulta en una divisidon celular aberrante,

sugiriendo la potencial relevancia del ciclo celular como diana terapéutica [149].

El ciclo celular es el conjunto de sucesos que conducen al crecimiento de la célula y
la division en dos células hijas. Se subdivide en una interfase y mitosis, caracterizadas
por una replicacién del ADN y divisidn nuclear, respectivamente. La interfase incluye las
fases de G1, Sy G2, en las cuales las células crecen en tamario. En la fase G1 las células
se preparan para la replicacién del ADN, que ocurre en la fase S. Previo a la replicaciéon
del ADN, las células pueden salir del ciclo y permanecer de forma quiescente en la fase
GO. Tras la sintesis del ADN, tiene lugar la fase G2, en la cual las células se preparan para
la mitosis. Durante la mitosis, en la profase, las células condensan la cromatina vy,
posteriormente, tiene lugar de forma sucesiva la formacién del huso mitético en la pro-
metafase, la organizacién y unién de los cromosomas al huso mitétito durante la
metafase, la segregacién cromosémica en la anafase, asi como la formacién de dos
nucleos funcionales durante la telofase. Finalmente, se producen dos células hijas

mediante citoquinesis.

Estos procesos estan regulados y coordinados de forma muy precisa por enzimas
quinasas dependientes de ciclinas (Cdk, Cyclin-dependent kinases) y varias vias de
control, que aseguran la transmisidon correcta del genoma a las células hijas (Figura 15).
La funcion de las Cdks a su vez estd regulada por ciclinas e inhibidores de quinasas

dependientes de ciclinas (CKls, Cyclin-dependent Kinase Inhibitors) [150]. La interaccion
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de ciclinas y Cdks resulta en la fosforilacién y activacion de las Cdks. Ademas, las ciclinas
son sintetizadas y destruidas en determinados momentos del ciclo celular, por lo que
regulan la actividad quinasa de forma periédica a lo largo del ciclo. Por otro lado, los CKI
bloquean la funcién de las Cdks. Existen dos familias de CKls: la familia INK4, que se unen
a Cdk4 y Cdk6 para prevenir su interaccion con la ciclina D; y la familia Cip/Kit (p21, p27

y p57), que se une a casi todos los complejos ciclina-Cdk.

Ciclina B Ciclina D1 Ciclina C Ciclina A
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CCNB CDK1
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CCNA  CDK2 CCNE CDK2

Figura 15. Principales componentes de la regulacion del ciclo celular. Adaptado de

Vermeulen K., et al. [150].
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La progresion del ciclo durante la interfase viene determinada por tres Cdks: Cdk4,
Cdk6 y Cdk2, que se unen a las ciclinas D, E y A. En la fase G1, la ciclina D interactta con
Cdk4 y Cdké6. Estos complejos (activos) fosforilan el retinoblastoma (Rb), que libera al
factor E2F permitiendo la expresidn de sus genes diana como ciclina E y A. La ciclina E
activa a Cdk2, que completa la fosforilacidon del Rb y la transcripcion completa de los
genes que activa E2F para que suceda correctamente la transicion G1/S. A su vez, la
ciclina A activa a Cdk2 durante la fase S. Este complejo fosforila y activa proteinas
esenciales en la replicacion del ADN como la ADN polimerasa alfa. Por otro lado, la ciclina
A también activa a Cdk1 para iniciar la profase, y una vez se rompe la envoltura nuclear,
la ciclina A se degrada permitiendo asi la formacién de los complejos ciclina B-Cdk1. Este
complejo ciclina B-Cdkl es responsable de la progresién durante la mitosis. Una vez
alineados los cromosomas en la metafase, la actividad Cdkl se bloquea a través de la
degradacion por el proteasoma de la ciclina B, que es ubiquitinada y marcada para
degradacion por el complejo con actividad E3 ubiquitin quinasa APC/C (Anaphase-
Promoting Complex/Cyclosome). APC/C es activado por Cdc20 cuando los cromosomas
estan correctamente unidos a los microtubulos, y este mismo complejo Cdc20-APC/C
media la degradacién de proteinas involucradas en la replicacién del ADN y la mitosis.
En etapas finales de la mitosis, la inactivacion de Cdk1 da lugar a la descompactacion
cromosémica, formacidn de nuevo de la envoltura nuclear y citoquinesis. En este
proceso, ademas de las Cdks, otras quinasas mitdticas ayudan a controlar la divisién

celular, como son las Plks (Polo-like kinases) y aurora quinasas [150].

A lo largo del ciclo celular hay diversos puntos de control. Como se ha comentado
previamente, la via de respuesta al dafio del ADN previene la proliferacion durante la
interfase hasta que el ADN es reparado, y las vias de control durante la mitosis permiten

asegurar la correcta segregaciéon de los cromosomas.

El dafio al ADN durante G1/S es detectado mediante la quinasa ATM (Ataxia
Telangiectasia Mutated), que fosforila p53, lo estabiliza y permite su acumulacién y la
induccion de p21. Por su parte, p21 inhibe los complejos ciclina E-Cdk2 y D-Cdk4,
ocasionando una parada del ciclo en G1 [151]. Ademas, existe un mecanismo de control
independiente a p53 en este punto, en el que participa la ATM quinasa, que puede

fosforilar Chk2 (Ckeckpoint Kinase 2) y que en ultima instancia conlleva a la inhibicién de
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los complejos ciclina E-Cdk2. Tras la reparacion correcta del ADN, esta maquinaria se
inactiva y las células entran en la fase S. El daiio ocurrido durante esta fase y la transiciéon
G2/M activa la quinasa ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3-related) y Chk1. Chk1 media
la degradacién de Cdc25A y C, lo que permite la inhibicidon de los complejos ciclina A-

Cdk2 en la fase S, y ciclina A-Cdk1 en la transicion M/G1, respectivamente.

Durante la mitosis, la via de SAC (Spindle Assembly Checkpoint) permite asegurar la
unién correcta de los cromosomas al huso mitético, en el cual participa el complejo
mitético MCC (Mitotic Checkpoint Complex). Este complejo se une a los cinetocoros
incorrectamente unidos a cromosomas e inhibe Cdc20 y la actividad APC/C, lo que hace
que las proteinas diana de APC/C-Cdc20 (securina y ciclina B) no sean degradadas y las
células permanezcan en metafase. Por el contrario, el sistema SAC se inactiva con el
correcto posicionamiento de los cromosomas, resultando en la transicion metafase-

anafase.

La proliferacién descontrolada de las células de mieloma puede tener como causa la
desregulacién de la ciclina D y de la familia de inhibidores INK4. Tal y como se ha descrito
previamente, la desregulacion de la ciclina D generalmente esta originada por
translocaciones en el gen IGH. La translocaciéon mas frecuente, t(11;14), da lugar a la
sobreexpresién de ciclina D1. Las translocaciones t(14;16) y t(14;20) sobreexpresan
MAF, y la t(4;14) sobreexpresa MMSET, siendo ambos factores clave en la
sobreexpresiéon de la ciclina D2. Por otro lado, la t(6;14) estd asociada a la
sobreexpresidn de la ciclina D3. Es de especial relevancia resaltar que las translocaciones
gue sobreexpresan la ciclina D2 t(4;14), t(14;16) y t(14;20), se asocian con mal
pronéstico en MM, mientras que las que sobreexpresan las ciclinas D1 y D3 tienen un
prondstico mas favorable [152]. La desregulacion de los miARNs 425, 152 y 24 también
estd asociada a la sobreexpresién de las ciclinas D1, D2 y D3 [153]. Ademas, el miR-34 y
miR-29b (que regulan los niveles de Cdk4/6) se encuentran infraexpresados en MM
[154]. Cabe afiadir como regulador del ciclo celular el oncogén MYC, que induce la
expresion de las ciclinas D y E, asi como de las Cdk2, 4 y 6 [155]. La sobreexpresidn de c-
Myc se ha observado en el 15% de nuevos diagndsticos y en el 50% de los pacientes con

MM avanzado y, ademas, se asocia a mal pronéstico [152,156].
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La desregulacion de inhibidores de la familia de INK4 como p15 y p16 es un evento
frecuente en MM vy generalmente tiene como origen la hipermetilacion de sus

promotores y/o deleciones [157].

Aquellas alteraciones en genes de respuesta al dafio al ADN (ATM, ATR, CHK1/2 y
TP53) permiten la progresion del ciclo en presencia de dafio al ADN y, por consiguiente,
favorecen la inestabilidad gendmica. Se han descrito mutaciones y deleciones en los
genes ATM, ATR y TP53 [152]. De hecho, el 14,5% de los pacientes con mieloma tienen

alteraciones simultaneas en los 3 genes, hecho que estd asociado a mal prondstico [158].

Por ultimo, en el MM también se han descrito alteraciones en componentes del
cinetocoro y la via SAC que incrementan la inestabilidad cromosdémica. Estas
alteraciones estan relacionadas con el incremento en la actividad proliferativa de las
células mielomatosas y estdn asociadas a mal prondstico. Ejemplo de ello son
alteraciones en las proteinas Bub1f, Cdc20, aurora quinasa, Plkl y Nek2, entre otros

[159].
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1.4. TRATAMIENTO DEL MM

El primer tratamiento administrado a un paciente con MM debidamente
documentado fue llevado a cabo por Solly S. en 1844 [3] (Figura 16), y estaba basado en
infusiones de cascara de naranja, ruibarbo y opidceos. No fue hasta 1947 cuando el
sueco Alwall N. tratd por primera vez a un paciente con MM con uretano, reportando
un incremento en los valores de hemoglobina, una reduccidn de proteinuria y
concentracion de globulina sérica, asi como en la cantidad de células plasmaticas en la
MO [163]. Desde estos primeros tratamientos hasta los actuales, entre los que se
incluyen terapias tan innovadoras como las células CAR-T, hemos asistido a grandes
avances tanto en el conocimiento como en el tratamiento del MM, lo que ha resultado

en una importante mejoria en su prondstico [160].

Figura 16. Primer paciente documentado con MM (Sarah
Newbury), mostrando fracturas en fémur, claviculas, humero y

radio [3].

Esta mejora se inicié fundamentalmente con la introduccién de farmacos como el
inhibidor del proteasoma bortezomib o agentes inmunomoduladores (IMiDs) como
talidomida y lenalidomida [160], aprobados para el tratamiento de estos pacientes en
2003 y 2005, respectivamente. Posteriormente han aparecido y se han desarrollado
agentes de segunda generacion de estas mismas familias terapéuticas como carfilzomib
o0 ixazomib dentro de los inhibidores del proteasoma o la pomalidomida dentro de los
IMiDs, que han demostrado ser Utiles en pacientes refractarios a la primera generacién
de farmacos [161-163]. Posteriormente se han desarrollado y aprobado farmacos con
otros mecanismos de actuacion como los anticuerpos monoclonales antiCD38 o
antiSLAMF; o frente a dianas especificas como selinexor, panobinostat, belantamab

mafodotin y abecma (Figura 17).
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Figura 17. Esquema temporal de la introduccion de nuevas terapias en el tratamiento

del MM.

1.4.1. AGENTES ALQUILANTES Y CORTICOESTEROIDES

A pesar de que el uretano fue el tratamiento estandar del MM durante 15 afios, un
ensayo clinico aleatorizado demostré que este compuesto no era eficaz [164], momento
en el cual comenzararon a introducirse los agentes alquilantes y corticoesteroides en el

tratamiento del MM.

MELFALAN

Este farmaco es un agente citostatico que ejerce su efecto mediante alquilacion. A
través de este proceso se establecen enlaces con el ADN ocasionando dafo e impidiendo
una correcta replicacion, lo cual en ultima instancia conlleva a la muerte celular.

Fue en 1958 cuando el ruso Nikolaevich N. describié que 3 de 6 pacientes con
mieloma respondieron a un tratamiento con melfalan [164]. En 1962, Bergsagel D. (MD
Anderson, EEUU) confirmé que 8/24 pacientes mejoraron significativamente debido al
tratamiento con este mismo agente [165]. Finalmente, en 1967, Hoogstraten obtuvo un
78% de respuestas en 64 pacientes con MM gracias al tratamiento con melfalan durante
una semana, seguido de un periodo de descanso que permitiera la recuperacién de la

MO, y un mantenimiento con una dosis baja de melfalan [166].
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PREDNISONA'Y DEXAMETASONA

Los glucocorticoides (GCs) como prednisona y dexametasona son esteroides con
efecto anti-inflamatorio e inmunosupresor. Estos farmacos se unen a receptores de GCs,
los cuales son translocados al nucleo para modificar la expresiéon génica. Ademas, los
GCs inhiben de forma indirecta la accion de factores de transcripcion como NF-kB, y AP1

(Activator Protein-1), factores relevantes en la patogenia del MM.

En 1962 la prednisona mostré eficacia como agente Unico [167], aunque fue en 1969
cuando se establecid el estandar melfalan + prednisona (MP), mostrando un incremento
en la supervivencia de 6 meses en comparacion con el tratamiento con melfaldn
Unicamente [168]. Mas tarde, la dexametasona mostré ciertas ventajas (mejores tasas

de respuesta y menores efectos adversos) con respecto a la prednisona [169].

En relacion con la dexametasona, este farmaco se utiliza actualmente en clinica [3]
como estandar de tratamiento en regimenes de combinacidn. La combinacién de una
dosis baja de dexametasona con lenalidomida o pomalidomida inhibe el crecimiento de
las células de mieloma de forma muy sinérgica, induciendo la sobreexpresién de genes
supresores tumorales, lo que favorece la parada del ciclo celular; asi como la activacién
de las caspasas 8 y 9, favoreciendo el proceso apoptdtico [170]. Ademas, la combinacién
de pomalidomida con una dosis baja de dexametasona (Pd) ha demostrado un beneficio
clinico mayor que la utilizacién de dosis altas de dexametasona en pacientes con

mieloma refractario [161,171].

1.4.2. TRASPLANTE DE CELULAS MADRE AUTOLOGAS

Donnall E. fue uno de los pioneros en el trasplante de células stem o células madre
autologas. Trabajando en este campo desde 1957, no fue hasta 1982 cuando publicé el
primer trasplante con éxito en un paciente con mieloma [172]. Estos estudios, que le
valieron el Premio Nobel en 1990, indicaban altos porcentajes de respuestas parciales y
completas con una mediana de duracién de la respuesta de unos 19 meses. Ademas,

Barlogie B. describid el uso de una dosis alta de melfaldn e irradiacidn corpdérea seguida
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del trasplante de médula, lo que denomind “terapia total” [173], un término que sentd

las bases de algunos de los procedimientos actuales en el tratamiento del MM.

1.4.3. AGENTES INMUNOMODULADORES (IMiDs)

El farmaco talidomida fue introducido al mercado en 1957 como tratamiento sedante
y contra las nduseas del embarazo. Cuatro afios después, el genetista aleman Lenz W.
publicé por primera vez los efectos teratogénicos de este farmaco [174]. La exposicidon
al farmaco durante el primer trimestre del embarazo producia malformaciones en el
feto, por lo que la talidomida se retiré del mercado a finales del 1962. Sin embargo, a
comienzos de los 80, este farmaco mostro efectividad contra Ulceras orales causadas
por el VIH y la enfermedad de Behget, y posteriormente fue aprobado como tratamiento

para el eritema nodosum leprosum.

En la década de 1990, diversos grupos identificaron el papel de la angiogénesis en la
patogénesis del cancer y del MM. El grupo de D’Amato R., en Boston, describié en 1994
por primera vez las propiedades anti-angiogénicas de la talidomida [175], lo que llevéd a
Singhal et al. a iniciar un ensayo con pacientes de MM en los que el tratamiento de MP
habia fracasado [176]. El 32% de estos pacientes respondieron a la talidomida,
convirtiéndose asi en el primer farmaco en mas de 30 afios que, administrado en

monoterapia, mostraba actividad antimieloma.

El primer agente inmunomodulador, talidomida, y sus derivados lenalidomida (CC-
5013) y pomalidomida (CC-4047), ejercen su efecto inhibiendo la proliferacién y la

angiogénesis, asi como a través de la modulacién inmune [161,176,177].

A pesar de su similitud quimica, que muestra tan sdélo diferencias dentro de la porcién
glutarimidica (Figura 18), los IMiDs difieren en varias propiedades clinicas vy

farmacoldgicas, como los efectos adversos, la vida media y el metabolismo [178-180].

En un esfuerzo por ampliar el repositorio de agentes inmunomoduladores
disponibles clinicamente, se han desarrollado nuevos IMiDs. La avadomida (CC-122),
estrechamente relacionada con la pomalidomida, ha mostrado una seguridad vy

tolerabilidad aceptables, junto con una farmacocinética favorable [181]. Resultados
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preliminares que evalian el nuevo compuesto iberdomida (CC-220) han demostrado
una eficacia y seguridad favorables en pacientes refractarios, para quienes habian

fracasado terapias anteriores, incluidas lenalidomida y pomalidomida [182].

Thalidomide Lenalidomide Pomalidomide

Figura 18. Estructura quimica de los IMiDs talidomida, lenalidomida y pomalidomida.

Adaptado de Kotla V., et al. [183].

MECANISMO DE ACCION

Cereblon (CRBN), la primera diana descrita y comun para los IMiDs, es un receptor de
sustratos componente de un complejo proteico E3 ligasa de DCX (DDB1-CUL4-X-box).
Este complejo E3 ligasa media la ubiquitinacidn y la consiguiente degradacién a través
del proteasoma de proteinas diana [184]. Tras su unidn con el IMID, la especificidad de
sustrato de CRBN cambia, de modo que el complejo E3 ligasa deja de unir sus sustratos
habituales para ubiquitinar otras proteinas que luego se degradaran en el proteasoma.
Entre estos neosustratos destacan IKF1 (IKAROS), IKZF3 (AIOLOS) y CKla (caseina
guinasa la), aunque recientemente se han descrito otros como GSPT1 [185], ZFP91
[186], GSPT2 [187], SALL4 [188], ZNF692 [187] y RNF166 [187]. Entre los nuevos
sustratos que se unen a CRBN en presencia de los IMiDs, destacan los factores de
transcripcion IKZF1 e IKZF3, por ser las proteinas que mas ven reducida su expresién en
las células de mieloma [189]. Tanto la expresién de CRBN como la degradacion de IKZF1

e IKZF3 son necesarios para el efecto citotdxico de los IMiDs [190].
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La reduccion en la expresion de IKZF1 e IKZF3 da lugar a una disminucién en la
produccién del factor regulador de interferdn IRF4 y sus genes diana MYC, CDK4 y CASP,
lo que disminuye la supervivencia de las células de mieloma. Otros efectos observados
son la regulacién negativa de C/EBPR, la induccion de parada del ciclo celular por la
regulacién positiva del inhibidor de CDKs p21WAF-15, la induccién de los factores
proapoptoéticos caspasa-8 y FAS, asi como la inhibicidn de la proteina antiapoptdtica Bcl-

2 y elF4E, que contribuyen a la muerte celular [190-193] (Figura 19).

Curiosamente, la degradaciéon de IKZF1 e IKZF3 ocurre pocas horas después del
tratamiento con IMiDs, pero se necesitan otras 24-72h para inducir la desregulacién de
IRF4 y c-Myc [189], lo que sugiere que estan involucrados mecanismos adicionales para
lograr una respuesta farmacolégica completa. Su efecto citotdxico también se ha
asociado con una inhibicion de las vias de fosfatidil-inositol-3-quinasa (PI3K-AKT) y NF-

kB [194,195].

Estudios estructurales han determinado la relacidn fisica entre los IMiDs y CRBN, asi
como la interaccién entre CRBN y sus sustratos. Mediante cristalografia de rayos X se
demostrado que los IMiDs se unen a CRBN a través de su anillo de glutarimida, el cual
interacciona con un bolsillo hidréfobo formado por tres residuos de triptéfano en la
superficie de CRBN. Aunque la talidomida muestra un modo de union y afinidad por
CRBN similar al de lenalidomida y pomalidomida, es menos eficaz para la degradacion
de IKZF1 e IKZF3 [196]. La principal diferencia estructural entre la talidomida y sus
derivados lenalidomida y pomalidomida radica en la presencia de una anilina C4
compartida por los dos ultimos, que aumenta su capacidad para degradar los sustratos.
Los grupos metilo en C4 también mejoran la capacidad de degradacién de sustratos, lo
cual sugiere posibles modificaciones para el desarrollo de nuevas moléculas

inmunomoduladoras [197].

Ademads, CRBN no sdélo actia como un receptor del complejo E3 ubiquitin ligasa, sino
gue también se ha descrito su funcién como chaperona promovimiendo la maduracién
de la proteina basigina (BSG). BSG forma un complejo con el transportador MCT1 (BSG-
MCT1) que promueve la proliferacion, angiogénesis y la invasion y metastasis. Los IMiDs
compiten con BSG por la unién de CRBN, actuando por tanto como agentes

antitumorales [198].
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Se ha descrito una sinergia muy importante entre los farmacos inhibidores del
proteasoma (IPs), IMiDs y dexametasona, que ha dado lugar a una de las combinaciones
mas ampliamente utilizadas en el tratamiento del MM: bortezomib, lenalidomida y

dexametasona (Figura 20).

La sinergia entre los IPs y los IMiDs resulta una paradoja, ya que se esperaria que
ambos grupos de farmacos actuasen de forma antagdnica entre si. Por un lado, los IPs
bortezomib y carfilzomib ejercen su accién inhibiendo de forma reversible o irreversible
el proteasoma; mientras que los IMiDs inducen la interaccién de CRBN con sus
neosustratos, resultando en su ubiquitinaciéon y degradacion por el proteasoma. Sin
embargo, se han postulado diversas causas podrian explicar esta paradoja. Por un lado,
se ha sugerido que la inhibicidn del proteasoma que tiene lugar por accién de la dosis
terapéutica de bortezomib no es completa y que, ademas, es suficiente para permitir la
degradacion de los neosustratos de CRBN [199,200]. Por otro lado, un estudio reciente
ha descrito un mecanismo alternativo de degradacion de IKZF1 basado la activaciéon de
calpaina y caspasas [201]. Ademas, otros grupos de investigacién han sugerido
mecanismos de accion de los IMiDs independientes de la ubiquitinacidn y degradacién
por el proteasoma. Ejemplo de ello es el estudio de Eichner et al. [198] que sugiere, tal
y como se ha comentado anteriormente, que CRBN no sdlo actia como un receptor del
complejo E3 ubiquitin ligasa, si no que también actia como chaperona estabilizando el
complejo con funciones protumorales BSG-MCT1. Asi, los IMiDs actian como agentes
antitumorales al competir por su unién con este complejo [198]. Otros ejemplos son los
estudios que han identificado nuevas dianas de los IMiDs como ZAP-70 (Zeta-Chain-

Associated Protein Kinase-70) y TP53-RK (p53-Related Protein Kinase) [202,203].
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Figura 20. Activacion de la apoptosis mediada por los IMiDs, bortezomib y

dexametasona. Obtenido de Quach H., et al. [204].

Ademas, se han descrito efectos promovidos por los IMiDs sobre la activacion
inmunitaria, entre los que se incluyen la estimulacion de células NK, NKT y de linfocitos

T, asi como el incremento en la produccién de IL-2 e IFN-y por los linfocitos T [205—-208].

Los mecanismos especificos a través de los cuales los IMiDs inducen la proliferacion
y activacion de las células T aun no han sido descritos por completo. El mecanismo de
coestimulacion de las células T por los IMiDs implica una mayor actividad transcripcional
de la proteina AP-1, un factor clave para la produccién de IL-2 [208]. Estudios sugieren
gue pomalidomida potencia la capacidad de unién al ADN de AP-1, pero no de NF-kB,
OCT-1 (Octémero 1) o NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells) [209]. Por otro lado, el
tratamiento con lenalidomida induce la fosforilacién de CD28 en células T, la activacion
de la via de PI3K, asi como la translocacion nuclear de NFAT [206,210,211]. Ademas, el

aumento de la transcripcion y produccion de IL-2 promueve la proliferacién y funcién de
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las células NK, potenciando la actividad del sistema inmunoldgico innato. Las células NK
a su vez liberan citoquinas como MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein) y GM-CSF
(Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor) que atraen células T y células
dendriticas, favoreciendo la respuesta inmune. Curiosamente, a pesar del aumento de
IL-2, estudios sugieren que tanto lenalidomida como pomalidomida inhiben la
produccién de linfocitos T reguladores (Tregs) a través de la infraexpresidn del factor de

transcripcion de Tregs, FOXP3 [212] (Figura 21).

Increases NK and NKT cell proliferation
and function in the presence of IL2 and
IFNy

©  fIFNy
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o
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SUppressor +
function.
T cell
costimulation

Figura 21. Efecto de los IMiDs en la activacion inmune. Obtenido de Quach H., et al.

[204].
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RESISTENCIA A IMiDs

Desde la introduccién de los IMiDs en el tratamiento del MM y el descubrimiento de
su diana CRBN [213], diversas investigaciones han puesto de manifiesto la relevancia de
la expresion de esta proteina en la resistencia a IMiDs [213]. Pese a que estudios
recientes han identificado nuevas dianas de los IMiDs como TP53-RK, p53 [203] y ZAP-
70[202], aun se considera que el mecanismo principal de accidn de los IMiDs es a través

de su diana CRBN.

La desregulacion de CRBN fue la primera causa descrita de resistencia a IMiDs [214].
Diversos estudios han demostrado que este evento es comun en los modelos de
resistencia [191,215]. Sin embargo, se sabe poco acerca de los mecanismos que regulan
la expresidon de CRBN. El hecho de que mutaciones en CRBN sean la causa de un tipo
heredable de discapacidad mental, hizo que los primeros estudios orientados a analizar
la regulacién de CRBN se llevasen a cabo en neuronas. Se sugirié que la expresion de
CRBN podria estar regulada por la E3 ubiquitin ligasa SCF™°7 [216,217], y que la
inhibicién del proteasoma podria recuperar su expresion [217]. En un estudio basado en
librerias de CRISPR-Cas9 se demostrd que el complejo del signalosoma COP9 (CSN9)
inactiva a la ubiquitin E3 ligasa SCFF*°7, impidiendo asi la ubiquitinacién y posterior

degradacion de CRBN [218].

Por otro lado, también se han descrito mutaciones en el gen de CRBN en el momento
de la recaida tras el tratamiento con regimenes que incluyen lenalidomida o
pomalidomida, e incluso antes de la exposicién a estos agentes, asocidndose con
resistencias secundarias y primarias, respectivamente. Sin embargo, estas mutaciones
son un evento poco frecuente tanto en muestras de pacientes como en lineas celulares

[147,219].

La expresion de los neosustratos de CRBN en si misma también puede afectar la
actividad de los IMiDs. En un estudio basado en espectrometria de masas dirigida se
describié que estos farmacos inducen una degradacion ordenada de dichos
neosustratos (IKZF1, IKZF3, CK1la, ZFP91, RNF166, ZNF692, GSPT1 y GSPT2). Asi, la
sobreexpresién de uno de ellos que deberia ser degradado en un momento posterior
compite por su unién a CRBN y disminuye asi la degradacién de los sustratos iniciales
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IKZF1 e IKZF3, que son criticos para el efecto antimieloma de los IMiDs [187]. En linea
con estos resultados, el knockdown de los genes de sustratos como ZNF692 y RNF166
sensibiliza las células a la accion de los IMiDs [220]. Recientemente también se ha
descrito que RUNX1 y RUNX3 son capaces de interactuar con IKZF1 e IKZF3,
protegiéndolos de su ubiquitinacidon y degradacidon dependiente de CRBN que induce
lenalidomida [221]. Ademads, la sobreexpresion de BSG contrarresta la citotoxicidad

mediada por lenalidomida al evitar su unién a CRBN [198].

Por otro lado, se ha asociado la activacion de diversas vias de sefalizacion con la
resistencia a IMiDs. Tal es el caso de las vias Wnt/B-catenina [222], MAPK [215] o STAT3
[191]. Por udltimo, el incremento en la capacidad antioxidante de las células de MM
también ha sido relacionado con la resistencia a la lenalidomida. Las células con menor
capacidad de descomposiciéon de H,O; son mas vulnerables a la acumulacién de H20;

inducida por lenalidomida y a su citotoxicidad asociada [223].
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1.5. CRISPR-Cas9

Una de las técnicas mas novedosas para el estudio de resistencia farmacoldgica
consiste en el cribado de genoma completo mediante librerias CRISPR-Cas9. En la
presente tesis doctoral se van a utilizar estos cribados con el objetivo de la deteccion de
genes implicados en la resistencia y/o sensibilidad a los IMiDs. Por todo ello y teniendo
en cuenta la novedad de la técnica, se incluye en este apartado una breve explicacién

del fundamento del sistema CRISPR-Cas9.

Las regiones CRISPR, son repeticiones palindromicas cortas agrupadas vy
regularmente interespaciadas en bacterias [224,225]. Estos fragmentos son utilizados
por las bacterias para detectar y destruir el ADN de virus con secuencias similares a otros
a los que previamente se expuso y asi poder defenderse eficazmente de ellos. Estas
secuencias forman la base de la tecnologia CRISPR-Cas9 para editar el genoma
[226,227], que aprovecha la caracteristica de la endonucleasa Cas9 para ser guiada a un
punto del genoma mediante pequefios ARNs llamados sgRNAs (single-guide RNAs)
[227,228]. La endonucleasa Cas9 genera cortes de doble cadena en el loci diana, los
cuales son reparados por la maquinaria de reparaciéon homoéloga (HDR) o, mas
frecuentemente, por la no homaéloga (NHEJ). La maquinaria HDR repara de forma precisa
el corte, mientras que la NHEJ comete errores que resultan en la pérdida de funcién del
gen que codifica ese fragmento [229,230] (Figura 22). Desde el aifio 2013, este sistema
se ha perfeccionado y modificado no sélo para interrumpir, sino también para agregary
cambiar secuencias especificas en el genoma, e incluso regular la expresién génica [231-

236].

Aprovechando la versatilidad en las aplicaciones de la tecnologia CRISPR-Cas9, este
sistema se ha empleado como base para el desarrollo de metodologias de andlisis de
alto rendimiento. De este modo, se han desarrollado librerias de sgRNAs que guian la
endonucleasa Cas9 a cada uno de los genes del genoma para que, aplicando estas
librerias sobre células que expresan Cas9, podamos bloquear la expresién génica y
posteriormente analizar como afecta la alteraciéon de cada gen a un determinado

fenotipo [236—-239].
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Figura 22. Fundamento para la aplicacion del sistema CRISPR-Cas9 para la edicion
génica. La endonucleasa Cas9 genera cortes en el loci diana que son reparados por la
maquinaria de reparacion homdloga (HDR) o, mds frecuentemente, por la no homdloga
(NHEJ). Es posible modificar la secuencia del gen diana utilizando un ADN molde que
utilizard la maquinaria HDR (derecha) para insertar esta secuencia en el punto de ruptura
mediante recombinacion homdloga. Por otro lado, la maquinaria de reparacion NHEJ
(izquierda) comete errores que resultan en la pérdida de funcion del gen. Adaptado de

Mao Z., et al [229].

Los cribados de seleccion de librerias de CRISPR-Cas9 han mostrado ser una
herramienta muy robusta para interrogar la funcién génica. Los cribados de pérdida de
funciéon a escala de todo el genoma basados en la tecnologia de CRISPR-Cas9 (GeCKO,
Genome-Scale CRISPR-Cas9 Knockout) presentan ventajas con respecto a otros tipos de
metodologias como son las librerias de ARN de interferencia (ARNi). A pesar de la
contribucién de los cribados de ARNi a muchos avances bioldgicos [240-244], este tipo
de cribados presentan limitaciones, ya que estan dirigidos a transcritos, dando lugar a
una eliminacion incompleta de la expresidn génica y presentan un niumero elevado de
off-targets o dianas inespecificas, lo que resulta en una baja relacién sefial:ruido que

conduce a una interpretacidn limitada o a la identificacion de falsos positivos [245-247].
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Estudios utilizando tecnologias de cribado de CRISPR-Cas9 de genoma completo han
llevado a la identificacién de nuevas dianas farmacolégicas [248—254], genes esenciales
[236,255] y moléculas involucradas en mecanismos de accién y de resistencia a farmacos
[218,250,254,256-262] en multitud de tipos de cancer. Algunos estudios también han
evaluado estrategias farmacoldgicas dirigidas contra moléculas involucradas en la

resistencia a fdrmacos [218,261].

Avances recientes en las tecnologias de cribados de CRISPR-Cas9 incluyen
modificaciones en la metodologia que han permitido aplicaciones tales como la
activacion [263] o inhibicién [264] transcripcional dirigida, asi como la metilacion [265]
o desmetilacidn [266] dirigida del ADN. En un estudio, Pauli C. utilizé una libreria dirigida
al ARN nucleolar (snoRNAs, small nucleolar RNAs), y encontré un snoRNA esencial para
el crecimiento y supervivencia de las células leucémicas [267]. Otros grupos han llevado
a cabo nuevas aproximaciones mds precisas para la identificacién de drivers tumorales.
Ejemplo de ello es el estudio de Han K., et al., donde analizaron las vulnerabilidades de
cancer de pulmdén mediante la utilizacidn de cribados de CRISPR-Cas9 en esferoides 3D,
lo que les llevd a la identificaron de la molécula CPD (Carboxypeptidasa D) como una
nueva diana [268]. La gran versatilidad y aplicabilidad de estos ensayos ha llevado a su
utilizacién incluso para identificar los factores que regulan la entrada del SARS-CoV-2

[269] en las células.

Actualmente se han llevado a cabo cribados de CRISPR en cientos de lineas celulares
de cadncer. Determinados centros e institutos de investigacidén como el Wellcome Sanger
Institute han desarrollado plataformas como DepMap para identificar vulnerabilidades
tumorales y han realizado estudios muy amplios, como es el estudio de Behan FM., et
al., donde llevaron a cabo cribados de CRISPR-Cas9 de genoma completo en 324 lineas
celulares de 30 tipos de cancer. Con los datos generados, desarrollaron un algoritmo de
analisis cuyo resultado arroja informacién sobre dianas farmacoldgicas prioritarias, y
ademas sugiere nuevas dianas antitumorales [270]. En el contexto del mieloma multiple,
la aplicacidon de esta tecnologia es especialmente relevante y atractiva, teniendo en
cuenta que pese a la introduccién de agentes farmacolégicos como los IMiDs, los
inhibidores del proteasoma (IPs), los anticuerpos monoclonales (mAbs) y la

recientemente implementada en la clinica terapia de células CAR-T (Chimeric Antigen
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Receptor), el mieloma es una neoplasia incurable en la gran mayoria de los casos sobre

todo por el desarrollo de resistencias.

Varios estudios han analizado los genes de resistencia y sensibilidad a IMiDs e IPs
mediante cribados de seleccion positiva basados en librerias de CRISPR-Cas9 de genoma
completo en células de MM. En el primero de ellos, el grupo de Stewart K. utilizé la linea
celular RPMI8226 para analizar aquellos genes cuya inactivacion contribuye a la
resistencia a bortezomib, identificando asi los genes PSMC1-6 [271]. Posteriormente el
grupo de Ebert L. del Dana Farber Cancer Institute, utilizando como modelo la linea
celular MM.1S, analizé los genes cuya inactivacién induce resistencia a lenalidomida.
Este estudio demostré que la pérdida de las enzimas UBE (Ubiquitin-Conjugating
Enzymes) UBE2D3 y UBE2G1, de la subunidad del complejo ubiquitin ligasa CRL4REN
DDB1, asi como de los reguladores de culinas UBE2M y los 9 miembros del signalosoma
COP9 (Photomorphogenesis 9), da lugar a una neddilacién alterada de culinas A4 que
tiene como resultado la pérdida de actividad CRLAREN dependiente de lenalidomiday,
por consiguiente, la aparicién de resistencia a este IMiD [272]. Por otro lado, el grupo
de Anderson K. también llevé a cabo un cribado de genoma completo de CRISPR-Cas9
en lalinea MM.1S y de nuevo identificd genes del signalosoma COP9 (CSN2, CSN4, CSN5,
CSN6, CSN7A, CSN7B, CSN8) que, cuando son inactivados, inducen resistencia a
lenalidomida. Ademds, demostré que el signalosoma COP9 protege a CRBN de ser
degradado por otra E3 ubiquitin ligasa (SCF™™°7), de modo que la inactivacién del
signalosoma COP9 induce parcialmente una infraexpresion de CRBN y por consiguiente

una pérdida parcial de sensibilidad a lenalidomida [218].
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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El MM es considerado una enfermedad incurable en la gran mayoria de los casos,
debido, entre otros factores, a la aparicion de resistencias (primarias o adquiridas) a los
tratamientos actualmente disponibles. Por lo tanto, el estudio de los mecanismos
responsables de estas resistencias y la busqueda de estrategias encaminadas a evitarlas,

constituye un campo de investigacion clave en el escenario terapéutico actual.

El objetivo general de la presente tesis doctoral es el de identificar genes y/o vias de
sefializacion claves en la resistencia adquirida por la célula de mieloma multiple a

farmacos inmunomoduladores y actuar sobre ellos para evitar o revertir resistencias.

Primer objetivo

Identificar genes y/o vias de sefializacién claves en la resistencia a farmacos
inmunomoduladores, tomando como principales exponentes las combinaciones de
lenalidomida + dexametasona y pomalidomida + dexametasona y actuar sobre ellos.
1.1. Establecer modelos in vitro de resistencia adquirida a las combinaciones de
lenalidomida y dexametasona, asi como a pomalidomida y dexametasona; vy
posteriormente caracterizarlos a nivel morfolégico, inmunofenotipico, genédmico,
epigenético, transcriptdmico y protedmico.

1.2. Evaluar terapias dirigidas, basadas en los estudios anteriores, que reviertan la

condicion de resistencia.

Segundo objetivo

Evaluar los mecanismos de desregulacion de CRBN, principal diana de los farmacos
inmunomoduladores, utilizando los modelos in vitro de resistencia a lenalidomida o
pomalidomida en combinacidén con dexametasona e identificar la manera de revertirlos.
2.1. Identificar factores gendmicos involucrados en la desregulacién de CRBN mediante

el estudio de posibles alteraciones cromosdmicas y el analisis del estado mutacional
del gen CRBN.
2.2. Evaluar si determinados factores epigenéticos son responsables de la desregulacién
de CRBN, en concreto, la metilacion de CRBN, las marcas de histonas y los miARNSs.
2.3. Analizar estrategias terapéuticas, basadas en los estudios anteriores, que reviertan

la infraexpresién de CRBN.
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Tercer objetivo

Identificar genes implicados en la resistencia a la combinacién de pomalidomida y
dexametasona, asi como posibles vulnerabilidades de la célula resistente, mediante la

aplicacion de cribados de librerias de CRISPR-Cas9 de genoma completo.

3.1. Identificar genes implicados en la sensibilidad y resistencia a la combinacion de
pomalidomida y dexametasona mediante cribados de seleccién positiva.

3.2. Determinar, mediante la utilizacidon de cribados de selecciéon negativa, genes
cuya inactivacién revierta la resistencia adquirida a pomalidomida y
dexametasona en células de MM.

3.3. Analizar vulnerabilidades de la célula resistente mediante la identificacién de
genes de dependencia para la supervivencia de la linea celular resistente a

pomalidomida y dexametasona.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. FARMACOS

Se adquirio lenalidomida (#CC5013), pomalidomida (#CC4047), tazemetostat
(#HEPZ6438) y selumetinib (#AZD6244) en Selleckchem, dexametasona (#D4092) en
Sigma-Aldrich, S63845 (#HY100741) y venetoclax (#HY15531) por MedChemExpress, y
bortezomib (#B1408) en LC Laboratories. PIM-447 fue cedido por Novartis

Pharmaceuticals, Inc.

3.2.  CULTIVOS CELULARES

Las lineas celulares HEK293T y MM. 1S se compraron en ATCC (#CRL3216 y # CRL2974,
respectivamente), mientras que la linea OPM-2 se obtuvo de DSMZ (#ACC50). Las lineas
resistentes MM.1S-RPD y MM.1S-RLD (en adelante RPD y RLD) fueron generadas a
través del cultivo de la linea parental MM.1S con dosis crecientes de pomalidomida o
lenalidomida (respectivamente) y una dosis fija de 2,5 nM de dexametasona durante 6-

8 meses.

Los medios de cultivo, asi como el suero bovino fetal (SBF), los suplementos de
penicilina-estreptomicina y L-glutamina y la tripsina fueron obtenidos en Gibco,

Thermofisher Scientific.

3.3. ENSAYOS DE VIABILIDAD, APOPTOSIS Y CICLO
CELULAR

Los estudios de viabilidad celular se basaron en ensayos de MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheniltetrazolium bromide), que es un método colorimétrico
gue mide cuantitativamente la actividad metabdlica de las células viables. Las células
metabdlicamente activas reducen la sal de MTT a un compuesto insoluble en agua
(formazan), de color azul oscuro. Este compuesto es solubilizado con una solucién de
10% SDS y HCl 0.01 M, y posteriormente cuantificada su absorbancia, que es
directamente proporcional al nUmero de células viables. La absorbancia se midié en un
lector de placas TECAN, con una longitud de onda de lectura de 570 nm y de referencia

de 630 nm. Para cada ensayo concreto con cada fdrmaco y linea celular, se analizaron 3
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experimentos independientes realizados por cuadriplicado. Los datos se presentan
como la media * desviacion estandar (SD). La concentracion inhibitoria (1Cso) del farmaco

se calculé usando el software de graficos SigmaPlot (Systat Software Inc.).

El perfil del ciclo celular, asi como la induccién de apoptosis se evalué mediante
citometria de flujo en un citémetro FACSCalibur (Becton Dickinson). El analisis del ciclo
celular se realizé fijando las células en etanol al 70% y posteriormente llevando a cabo
una tincién con yoduro de propidio (Pl de propidium iodide), un agente intercalante
gracias al cual podemos cuantificar el contenido del ADN, y por tanto, identificar las
fases del ciclo celular. El analisis de la apoptosis se realizd mediante el marcaje con
Anexina-V y Pl (Immunostep) y se basa en la redistribucién del fosfolipido fosfatidil
serina en la membrana celular, que pasa a estar orientado al exterior celular en las
etapas iniciales de la muerte por apoptosis en vez de hacia el citosol. La anexina-V, que
estd a su vez marcada con un fluorocromo, interacciona con el fosfolipido y el Pl marca
el nucleo al interaccionar con el ADN en células permeabilizadas por necrosis o en etapas
finales de la apoptosis. Los resultados fueron posteriormente analizados con el software

Infinicyt (Cytognos).

3.4.  WESTERN BLOT

El protocolo de determinacién proteica mediante Western Blot [273] consiste en una
electroforesis en gel de poliacrilamida para separar proteinas obtenidas de extractos
celulares u otros productos celulares. Posteriormente las proteinas son trasferidas
mediante la aplicacion de un campo eléctrico desde el gel hacia una membrana de PVDF,
donde son examinadas utilizando anticuerpos especificos para uno o varios epitopos de

la proteina.

Las células se recogieron, se lavaron con una solucién salina de tampdn fosfato (PBS)
y se lisaron en tampdn de lisis frio (NaCl 140 mM, EDTA 50 mM, glicerol al 10%, NP-40
al 1%, Tris HCl 20 mM, pH 7) con inhibidores de proteasas (sc29130) y fosfatasas
(sc45045, Santa Cruz Biotechnology). Los extractos proteicos se calentaron en tampén
de carga con B-mercaptoetanol para mantener condiciones reductoras, y se sometieron

a electroforesis en geles SDS-PAGE a una concentraciéon de entre 8 y 12%. Después de la
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electroforesis, las proteinas se transfirieron a membranas PVDF-Immobilon (Merck
Millipore), que posteriormente se bloquearon durante 1 h con una soluciéon de
seroalbumina bovina (BSA) al 1% en TBST (solucién salina tamponada con Tris-HCl y
Tween-20 al 0,1 %, BSA-TBST). Las membranas se incubaron durante la noche con el
anticuerpo primario, y al dia siguiente tras los lavados con TBST, se incubaron con el
anticuerpo secundario apropiado conjugado con peroxidasa (HRP, Horseradish
Peroxidase). Las bandas se visualizaron mediante un sistema de deteccién basado en

luminol usando Clarity Western Peroxide y Luminol Enhancer Reagents (Bio-Rad).

Los anticuerpos anti-IRF4 y anti-ERK2 se obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology,
anti-CRBN de Novus Biologicals, Alexa fluor 488 Goat anti-Mouse IgG de Thermo Fisher
Scientific y anti-a-tubulina de Calbiochem. Los anticuerpos secundarios conjugados con
HRP y otros anticuerpos, como anti-MEK, anti-phospho-MEK1/2 (p-MEK 1/2
Ser217/221), anti-phospho-p44/42 MAPK (p-ERK1/2 Thr202/Tyr204), anti-c-Myc, anti-
phospho-c-Myc (p-c-Myc Ser62), anti-PIM1, anti-IKARQOS, anti-AIOLOS, anti-Mcl-1, anti-

Bcl-2, anti-Bcl-xL y anti-Bim se adquirieron de Cell Signaling Technology.

3.5. INMUNOFLUORESCENCIA

La deteccidn proteica por inmunofluorescencia se llevd a cabo sobre portaobjetos
recubiertos de poli-L-Lisina (Sigma-Aldrich), en los que se fijaron las células con una
solucion al 4% de formaldehido en PBS (Thermo Fisher Scientific). Brevemente, se llevo
a cabo un bloqueo y permeabilizacion de 1 h con una solucién al 0,3% de Triton X-100
(Thermo Fisher) y 5% de BSA en PBS 1X, y después una incubacién con anticuerpo
primario en PBS con 1% de BSA durante una noche. Tras realizar 3 lavados con PBS
durante 5 min, los portaobjetos se incubaron con una solucién con anticuerpo
secundario durante 1 h en oscuridad. Finalmente tras lavar de nuevo con PBS, los
nucleos celulares se tifieron con el marcador del ADN DAPI (Cell Signaling), se montaron
con un cubreobjetos utilizando el medio de montaje Vectashield (Vector Laboratories)

y se visualizaron en un microscopio confocal (Laser Scan Confocal Microscope Leica SP5).
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3.6. MICROARRAYS DE PROTEINAS

Se imprimieron de 360 anticuerpos utilizando un interespaciado de 375 um sobre
portaobjetos con poli-L-Lisina . Se diluyeron los extractos proteicos en tampén de lisis
(140 mM NaCl, 10 mM EDTA (Ethylenediaminetetraacetic Acid), 10% glicerol, 1%
Nonidet P-40, 20 mM Tris pH 8, 1 mM PMSF (Phenylmethylsulfonyl Fluoride), 1 pg/ml
pepstatina, 1 ug/ml aprotinina, 1 pug/ml leupeptina y 1 mM sodio ortovanadato). Un
total de 1 ug de proteina fue semidesnaturalizada por calor e incubada con una mezcla
de biotina, sobre la que posteriormente se afiadié una mezcla de estreptavidina-Cy5, lo
gue permitid la deteccion de la intensidad de fluorescencia de cada punto, siendo

directamente proporcional a la cantidad de proteina unida al anticuerpo del microarray.

3.7.  ANALISIS DEL PERFIL DE EXPRESION GENICA

Los estudios de expresion génica se llevaron a cabo en el Servicio de Gendmica del
CIC-IBMCC mediante la utilizacién de microarrays de ARN de Affymetrix® Human Gene
2.0 ST (Affymetrix). Para ello, se congelaron 1 x 107 células en RLT plus (Qiagen) a -80 °C
y, mas tarde, el ARN se extrajo mediante columnas RNeasy® Mini (Qiagen).
Posteriormente se analizé la calidad del ARN en un bioanalizador Agilent 2100 (Agilent).
El marcado y las hibridaciones se llevaron a cabo de acuerdo a las especificaciones de
Affymetrix. Esencialmente, se amplificaron y marcaron 100 ng de ARN total (WT Plus
Reagent Kit, Affymetrix) que se hibridaron a los microarrays Affymetrix® Human Gene
2.0 ST. El lavado y escaneo se llevd a cabo usando el sistema de GeneChip de Affimetrix
(GeneChip Hybridization Oven 645, GeneChip Fluidics Station 450 y GeneChip Scanner
7G).

Los datos de intensidad de fluorescencia obtenidos de los microarrays se
normalizaron mediante el método RMA (Robust Multichip Average) implementado en
el paquete oligo (v.1.44.0) en R (v.3.5.0), utilizando una referencia genética
personalizada BrainArray (Custom CDF, Ensembl versidn 22). El andlisis no supervisado
se realizo en el software estadistico SIMFIT (v.7.4.1), utilizando la distancia euclidiana
como medida de distancia y el promedio del grupo como método de agrupacion. Los

genes diferencialmente expresados se identificaron utilizando el método SAM a través
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de Shiny (v. 1.1.0) en R. Las listas de genes estadisticamente significativos (FDR < 0,05)
fueron cruzadas mediante la herramienta en linea DrawVenn.
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/). El analisis de enriquecimiento y
sobrerrepresentacion de vias Reactome se realizé con la herramienta online Webgestalt

[274].

Algunos de los genes diferencialmente expresados fueron validados mediante RT-
gPCR (Reverse-Transcription Quantitative Polymerase-Chain Reaction). Para ello, se
utilizo el kit de transcripcidon reversa High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Thermo Fisher Scientific) y sondas Tagman (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

3.8. ANALISIS DE MUTACIONES EN EL ADN POR EL
METODO DE SECUENCIACION CAPILAR O SANGER

Se disefiaron oligonucledtidos para amplificar mediante PCR las regiones mas
frecuentemente mutadas en el gen CRBN, asi como su regién 3’UTR. Para ello, se utilizé
el software Primer3Plus del Whitehead Institute for Biomedical Research, asi como la
herramienta online Primer-Blast del National Center for Biotechnology Information, U.S.
National Library of Medicine. Para la amplificacidon se utilizé6 una polimerasa de alta
fidelidad Pfu de Biotools. El producto de PCR resultante fue purificado con columnas
Genelet (Thermo Fisher Scientific) y secuenciado en un ABI3500 XL de Applied
Biosystems. Las secuencias resultantes fueron analizadas y alineadas con el software

SnapGene de GLS Biotech LLC.

3.9.  ANALISIS CITOGENETICO MEDIANTE CGH-ARRAYS

El analisis de las alteraciones gendmicas se realizo en el Servicio de Gendmica del CIC-
IBMCC mediante CGH Arrays (Comparative Genomic Hybridization Arrays) utilizando la
matriz de Affymetrix CytoScan-HD (Affymetrix) siguiendo el protocolo del fabricante. La
matriz consiste en 2.696.550 sondas que incluyen 743.304 SNPs (Single-Nucleotide

Polymorphisms) y 1.953.246 sondas no polimorficas. Esto se traduce en una sonda cada
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880 pb del genoma y posibilita una representacion del 96% de los genes. En resumen,
500 ng de ADN gendmico se digirieron con Nspl durante 2 h a 37 °C. El ADN digerido se
purificé y se ligd con oligos adaptadores a 16 °C durante 12-16 h. Posteriormente sobre
los productos de la ligacion se generaron amplicones de ADN mediante PCR utilizando
cebadores proporcionados por el fabricante (Affymetrix). El programa utilizado es el
siguiente: 94 °C 3 min; 35X 94 °C30s,60°C45s, 65 °C 1 min; 68 °C7 min. Los productos
de PCR se purificaron y digirieron con DNAsel durante 35 min a 37 °C. El ADN
fragmentado fue entonces marcado con nucledtidos biotinilados con una enzima
desoxinucledtido terminal transferasa durante 4 h a 37 °C. A continuacion, 250 ug de
ADN fragmentado se hibridaron con el Chip Affymetrix Cytoscan HD preequilibrado a 50
°C durante 18 horas. Los arrays se lavaron y se tifieron en la GeneChip® Fluidics Station
450 y las imdagenes DAT fueron adquiridas con el GeneChip® Scanner 3000 7G
(Affymetrix). Los archivos “.cel” se generaron a partir del software (AGCC) Affymetrix
GeneChip™ Command Console Software, y el andlisis de los datos se realizé utilizando

el programa de analisis Affymetrix Chromosome Analysis Suite (CHAS).

3.10. FLUORESCENCE IN SITU HYBRIDIZATION (FISH)

Se utilizé la técnica FISH para determinar la presencia de alteraciones en el numero
de copias de la region del gen CRBN. Las lineas celulares se fijaron en 3:1 de metanol y
acético (v/v) y se llevd a cabo iFISH para detectar la presencia de alteraciones
cromosomicas en 3p26 con las sondas RP11-10H6, que contiene el gen CRBN; y el BAC
RP11-183N22, utilizado como control (CytoTest). Se utilizd6 un microscopio de
fluorescencia BX60 (Olympus) equipado con un objetivo X100 para la enumeraciéon de
puntos de hibridacién por nucleo. Se analizaron un minimo de 100 nucleos en interfase.
Solo se contaron aquellos puntos con un tamario, intensidad y forma similares en areas

con menos de un 1% de células no hibridadas.
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3.11. ANALISIS INMUNOFENOTIPICO DE MARCADORES
DE MEMBRANA Y ANALISIS MORFOLOGICO
CELULAR

El analisis de marcadores de superficie se llevd a cabo mediante citometria de flujo
partiendo de 2 X 10° células, que se lavaron 2 veces con 2 ml de GIBCO™ DPBS (Thermo
Fisher Scientific). Posteriormente, se centrifugaron las células a 300 g durante 5 minutos,
y se resuspendieron en 100 ul de DPBS con 5 pl de cada anticuerpo especifico. Tras una
incubacién de 20 minutos a 4 °C y dos lavados con PBS, se procedid a la adquisicién de
las muestras en un citometro FACSCanto (Becton Dickinson). El analisis
inmunofenotipico se realizé con el software Infinicyt (Cytognos). Los anticuerpos
utilizados fueron: anti-CD38 y anti-CD56 (Cytognos); anti-CD45 (Immunostep); anti-
CD19 (Beckman Coulter); anti-CD117, anti-CD81, anti-CD27 vy anti-CD138 (BD

Biosciences).

Para analizar la morfologia celular, las células fueron fijadas sobre portaobjetos
cubiertos con poli-L-Lisina, tefiidas con hematoxilina-eosina [275] y visualizadas con

microscopio de campo claro.

3.12. ANALISIS DEL ESTADO DE METILACION DE CPGS:
PIROSECUENCIACION

El analisis del estado de metilacion génica se llevd a cabo mediante el método de
pirosecuenciacion. En primer lugar, se extrajo el ADN gendmico con el kit NZY Tissue
gDNA Isolation kit de NZYTech, Lda y se tratd con bisulfito sddico, que transforma las
citosinas (C) no metiladas en uracilos (U). Tras una amplificaciéon por PCR, los (U) son
sustituidos por timinas (T), lo que permite distinguir las C metiladas y no metiladas en el
ADN original (Figura 23). Se disefiaron oligos de pirosecuenicacién para amplificar una
regidn que incluyera las islas CpG del promotor de CRBN y otras cercanas, utilizando el
software UCSC Genome Browser (UCSC Genomics Institute). El producto de PCR

resultante fue purificado con columnas Genelet (Thermo Fisher Scientific) y clonado en
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el plasmido pGEM-T-Easy (Promega) utilizando las enzimas Notl y EcoRI. Posteriormente
se transformaron bacterias competentes DH5a con 50 ng de plasmido; se cultivaron en
medio LB suplementado con 100 pg/ml de ampicilina, 0,5 mM IPTG (I/sopropyl-B-D-
Thiogalactopyranoside) y 80 ug/ml X-Gal (B-D-galactopirandsido) de Sigma Aldrich; y se
secuenciaron 10 colonias aisladas de cada muestra. Las secuencias fueron analizadas

con el software BiQ Analyzer v2.0 (Max Planck Institute for Informatics).

El andlisis de metilaciéon global de todo el genoma se llevé a cabo mediante la
realizacion de arrays de metilacion Infinium Methylation EPIC de Illumina con el ADN
tratado con bisulfito. La metilacién en cada CpG se representdé como “valores B” (que
van de 0 a 1), donde 0,0 es equivalente a 0% de metilacién y 1.0 es equivalente a 100%
de metilaciéon en una CpG dada [276]. Los analisis estadisticos se realizaron sobre los
valores B. Se calcularon los valores medios B para las diferentes condiciones, y el AB
medio se calculé restando el valor  medio de los controles del de los casos. Por lo tanto,
un valor AB positivo denota hipermetilacion y un valor AB negativo indica
hipometilacidn. El andlisis de metilacidn diferencial se llevd a cabo utilizando el paquete
limma (3.46.0). Las posiciones, mas comunmente denominadas sondas
diferencialmente metiladas (SDM), se identificaron comparando los valores f medios en
el grupo experimental con los valores B medios en el grupo control para un sitio CpG
particular. Posteriormente se establecieron los criterios para las SDM: un p-valor
ajustado (FDR) < 0,05 y una diferencia en el valor B entre grupos mayor a 0,3 (es decir,
|AB|> 0,3). El procesamiento de los datos de la matriz y los andlisis se realizaron en
RStudio (versién 1.2.1335) utilizando un entorno R (version 3.6.0). Para el analisis de
enriquecimiento y visualizacion de los datos se utilizd la herramienta online
http://great.stanford.edu, desarrollada por el laboratorio de G. Bejerano (Stanford

Cancer Institute).
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Figura 23. Andlisis del estado de metilacion por el método del bisulfito.

3.13. ANALISIS DEL PERFIL DE EXPRESION DE microARNS
(MiARNS)

El ARN total se extrajo de las células de MM utilizando el kit miRVana de Applied
Biosystems de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y su integridad se evalué
mediante el bioanalizador Agilent 2100 (Agilent). Se marcaron 1000 ng de ARN total
usando el kit Flash Tag Biotin HSR Labeling (Genisphere) y las hibridaciones se realizaron
de acuerdo con los protocolos de Affymetrix usando una matriz de miARNs (GeneChip
miRNA 4.0 Array). El lavado y el escaneo se llevaron a cabo utilizando el sistema
GeneChip de Affymetrix (GeneChip Hybridization Oven 640, GeneChip Fluidics Station
450y GeneChip Scanner 7G). Este proceso fue llevado a cabo en el Servicio de Genémica

del CIC-IBMCC.

La confirmacién de los cambios en la expresion de miARNSs se llevd a cabo mediante
RT-qPCR. Para ello, se realizé la RT-PCR del ARN extraido enriquecido en miARNs para
sintetizar el cDNA mediante un protocolo que favorece la estabilidad de los miARNs
(TagMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit, Thermo Fisher). Posteriormente, se
emplearon sondas TagMan™ (Advanced miRNA Assay, Thermo Fisher) para la
cuantificacién de la expresién de cada miARN, utilizando como control enddgeno de

expresion de hsa-miR-423-5p. Los datos de expresién se calcularon con el método 2-4¢t,
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3.14. INHIBICION Y SOBREEXPRESION DE miARNs

Las células de MM fueron transfectadas usando el sistema Nucleofector Il de Lonza
con el programa C-16 (Figura 24). Se utilizaron los miméticos de miARNs miRIDIAN hsa-
let-7f-5p, hsa-let-7g-5p, hsa-miR-98-5p, hsa-miR-34a-5p, hsa-miR-30a-5p, hsa-miR-
330-5p, hsa-miR-183, hsa-miR-2278, hsa-miR-454, hsa-miR-34a-5p y el control
negativo Non-Targeting Control #1 de Dharmacon. Los inhibidores de miARNs usados
fueron miRCURY LNA™ miRNA inhibitor hsa-miR-30a-5p y hsa-let-7f-5p, utilizando como
control negativo miRCURY LNA™ microRNA Power inhibitor Negative Control (Qiagen).

La concentracidn de miméticos e inhibidores usada en las transfecciones fue de 25 nM.

3.15. SOBREEXPRESION TRANSITORIA DE PROTEINAS

De forma similar a la sobreexpresion de miARNSs, la sobreexpresion transitoria de la
proteina MEK1 se realizé transfectando con el sistema Nucleofector el pladsmido
pCScherryActMEK (Addgene, #31880), que incluye la secuencia codificante de una forma
activa de MEK1 [277] a la vez que la proteina mCherry para observar la eficacia de la

transfeccion.
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Figura 24. Sistema de transfeccion por nucleofeccion (Lonza).
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3.16. LIBRERIAS DE CRISPR-Cas9

Los cribados de genoma completo basados en la tecnologia de CRISPR-Cas9 han
supuesto una alternativa a los cribados de ARN de interferencia (ARNi) y han sido
utilizados en diferentes sistemas bioldgicos para evaluar los mecanismos moleculares
de diversas enfermedades [237-239,278]. En el presente trabajo, se llevaron a cabo
cribados en diferentes modelos celulares utilizando librerias de genoma completo

basadas en la tecnologia de CRISPR-Cas9.

3.16.1. AMPLIFICACION DE LA LIBRERIA

Se amplificd la libreria de sgRNAs Human CRISPR Knockout Pooled Library (GeCKO v2,
Addgene, #1000000049) siguiendo el protocolo establecido por el laboratorio del Dr.
Zhang F. [279]. Esta libreria consta de 122.411 sgRNAs que tienen como diana 19.050
genes (6 sgRNAs por cada gen) y 1.864 miARNs (4 sgRNAs por cada miARN). Ademas,

incluye 1.000 sgRNAs control que no tienen como diana ningun gen o miARN.

De forma resumida, se realizaron 6 electroporaciones de cada sub-biblioteca de
sgRNAs A y B a 50 ng/ul usando bacterias Endura ElectroCompetentes (Lucigen). Las
células electroporadas se sembraron en placas de 245 mm? con LB + 100 pg/ml de
ampicilina y se mantuvieron durante una noche a 32 °C. Posteriormente, se llevé a cabo
la extraccion del ADN plasmidico de la libreria de sgRNAs mediante maxipreps utilizando

el kit NucleoBond Xtra Maxi EF (Macherey-Nagel).

3.16.2. GENERACION DE LENTIVIRUS

Brevemente, se transfectaron 5,4 x 107 células HEK293T en seis frascos de cultivo de
175 cm? en medio DMEM con 10% de SBF libre de antibidticos. Para cada frasco de
cultivo se combinaron 168 pl de lipofectamina 2000 (Thermo Fisher Scientific) diluidos
en 2,8 ml de Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific), con 91 ug de las sub-librerias A o B
GeCKO v2, ademas de 27,3 ug de psPAX2 (Addgene, #12260), 7,2 ug pMD2.G (Addgene,
#12259) y 56 ul de reactivo PLUS (Thermo Fisher Scientific) diluidos en otros 2,8 ml de

Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific). La mezcla lentiviral se incubd durante 30 minutos
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y fue posteriormente dispensada gota a gota sobre las células HEK293-T. El
sobrenadante lentiviral se recogié y filtré utilizando membranas de 0,45 um (Millipore)
a las 48 y 72 h después de la transfeccidn. La cuantificacidn lentiviral se llevé a cabo
mediante un ensayo de titulacién basado en RT-gPCR utilizando cebadores que abarcan

la region lentiviral 5'-LTR (MoBiTec).

3.16.3. TRANSDUCCION DE CELULAS DE MIELOMA

Se transdujeron un total de 5,4 x 10% células MM.1S y 5,4 x 108 RPD que habian sido
previamente modificadas para expresar una endonucleasa Cas9 funcionalmente activa
(MM.1S-Cas9 y RPD-Cas9), en 10 flasks de 225 cm? por cada linea celular, utilizando el
sobrenadante viral obtenido previamente a un MOI (Multiplicity Of Infection o
proporcién célula-particula viral) de 0,3 y agregando polibreno (Santa Cruz
Biotechnology) a una concentracion final de 8 ug/mL. Tras esto, se midio la eficiencia de
la transduccién ya que, para asegurar la correcta representaciéon de las sgRNAs en la
poblacion celular de ambas lineas de mieloma, se recomienda que cada sgRNA esté

presente en al menos 500 células [279].

Teniendo en cuenta que el plasmido que contiene las sgRNAs codifica un casette de
resistencia a puromicina, se midié la eficiencia de transduccién llevando a cabo ensayos
de viabilidad celular por MTT y de muerte celular mediante citometria de flujo, tratando
a las células transducidas con una dosis letal de 1,5 uM de puromicina (Thermo Fisher
Scientific). La eficiencia obtenida en la transduccién de la libreria fue de ~ 25%. Teniendo
en cuenta que la libreria consta de 122.411 sgRNAs, la eficiencia obtenida asegurd que

cada sgRNA se expresase en mas de 1.100 células.

Las células MM.1S-Cas9 y RPD-Cas9 transducidas con la libreria se seleccionaron con
1,5 uM de puromicina desde las 72 h de la transduccién y durante 10 dias consecutivos.
Posteriormente, las células se mantuvieron durante 2 pases (7 dias) en medio sin

puromicina y se procedid a realizar la seleccidn con los farmacos.
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3.16.4. SELECCION POSITIVA

Las células MM.1S-Cas9 que expresaban la libreria de sgRNAs se sembraron a una
densidad de 3 x 107 células por flask de 175 cm? y se trataron con una combinacion de
pomalidomida 15 nM + dexametasona 2,5 nM (IC30 a 3 dias) o con el vehiculo (DMSO y
etanol 100%) durante 21 dias, realizando 3 réplicas biolégicas por cada condicion. Se

recolectaron 3 x 107 células por cada condicién a 0y 21 dias.

3.16.5. SELECCION NEGATIVA

Las células RPD-Cas9 transducidas con la libreria de sgRNA se sembraron a una
densidad de 3 x 107 células por flask de 175 cm?, y se trataron con una combinacién de
pomalidomida 50 nM + dexametasona 2,5 nM (IC75 a 3 dias en células MM.1S) o con el
vehiculo (DMSO y etanol 100%) durante 5 dias, realizando 3 réplicas bioldgicas por

condicidn. Se recolectaron 3 x 107 células por cada condicién en los dias 0y 5.

3.16.6. SECUENCIACION DEL ADN

El ADN gendmico de las células recolectadas se extrajo siguiendo las instrucciones del
fabricante (Zymo Research) y se cuantificé usando un espectrofotémetro NanoDrop
1000 (NanoDrop Technologies). El ADN se amplificé en una PCR de dos pasos con la ADN
polimerasa de fusién Herculase Il (Agilent Technologies). Se realizaron al menos 40 PCR1
con 5 ug de ADN gendmico en cada reaccion, y 13 PCR2 usando 10 ul del producto de
las PCR1 (una PCR2 por cada 10.000 sgRNAs de la libreria GeCKO) para cada condicién
experimental, tiempo y réplica bioldgica. Se realizé una segunda PCR para unir
adaptadores de lllumina, etiquetas para identificar las muestras y una secuencia
espaciadora o stagger de longitud variable (1-9 pares de bases) para multiplicar la

diversidad en las secuencias.
Las condiciones de los ciclos de PCR fueron las siguientes:

- 2mina 95 °C, seguido de 10 s a 95 °C, 20 s a 60 °C, 35 s a 82 °C, 18 ciclos; y una

extension final de 3 min a 72 °C.
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La PCR1 se realizé con los siguientes primers:

- Forward: 5’AATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCG 3’
- Reverse: 5 'CTTTAGTTTGTATGTCTGTTGCTATTATGTCTACTATTCTTTCC 3’

La PCR2 se realizé con los siguientes primers:

- Forward:
5’AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATC
T + stagger + etiqueta + TCTTGTGGAAAGGACGAAACACCG 3’

- Reverse: 5’CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT + etiqueta +
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT + stagger +
TCTACTATTCTTTCCCCTGCACTGT 3”

Los productos de PCR2 se seleccionaron por tamaiio utilizando una concentracién 0,9
X de bolas magnéticas Ampure XP (Beckman Coulter), que se purificaron mediante el
lavado con etanol al 80% y se analizaron con el kit D1000 y el equipo TapeStation de
Agilent Technologies. Los amplicones se cuantificaron por Qubit con el kit dsDNA BR
(Thermo Fisher Scientific) y posteriormente se normalizaron mediante cuantificacién
KAPA con el kit KAPA SYBR FAST gPCR Master Mix (2X) (Sigma Aldrich). Finalmente, el
pool de amplicones se secuencié a una concentracion final de 1,8 pM en un NextSeq
500/550 de lllumina utilizando High Output Kit v2.5 (75 ciclos) con un 10 % de control
de ADN de fago-PhiX (lllumina).

3.16.7. ANALISIS DE LOS DATOS DE SECUENCIACION

Los datos de secuenciacion se analizaron para comprobar la representacion de las
sgRNAs utilizando como partida el script de python count_spacers.py proporcionado por
Zhang [279]. En primer lugar, se prepard un archivo CSV que contenia todas las sgRNAs
de la libreria y después se analizaron los resultados de la secuenciacion. Utilizamos el
algoritmo de analisis MAGeCK (Model-based Analysis of Genome-wide CRISPR-Cas9
Knockout) desarrollado por el Dana-Farber Cancer Institute, que permite identificar
genes de sensibilidad y resistencia e incluso genes esenciales de forma mas robusta que

otros métodos de analisis [280]. Dentro de este sistema de analisis, se han desarrollado
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dos funciones que pueden utilizarse para identificar los hits o genes cuyas guias se
encuentran diferencialmente representadas: MAGeCK RRA (Robust Rank Aggregation),
gue se basa en la asignacién de un “rango” o puntuacién agregada a cada gen; y MAGeCK
MLE (Maximum-Likelihood Estimation), conocido como modelo de maxima
verosimilitud, que estd basado en un modelo estadistico que estima los pardmetros de
una distribucion maximizando una funcién de probabilidad, es decir, los valores de los
parametros se asignan maximizando la probabilidad de que el proceso descrito por el
modelo reproduzca los datos que realmente se observaron. El pipeline o conjunto de
pasos a llevar a cabo durante el analisis (contaje de sgRNAs, normalizacion de medianas,
agrupacion, muestra de resultados, etc) fue nombrado por los autores como MAGeCK
“FLUTE”, como referencia metafdrica a la finalizacion con éxito de una serie de pruebas
en la popular 6pera homdnima de Mozart “Flute”. Este método permite la identificacion
de aquellos genes cuyas sgRNAs son seleccionadas tanto positiva como negativamente
en los cribados [281]. Los andlisis de enriquecimiento de genes se realizaron con las
plataformas anteriormente mencionadas en el apartado “Analisis del perfil de expresién

génica”.

3.17. GENERACION DE KNOCKOUTS INDIVIDUALES
MEDIANTE CRISPR-Cas9

La validacidn de los resultados de los cribados anteriores se llevd a cabo generando
knockouts (KO) de genes de forma individual. Para ello, se disefiaron sgRNAs para los
genes teniendo en cuenta la expresidon de las isoformas del gen, su especificidad y
eficiencia mediante herramientas bioinformaticas; alternativamente, para algunos
genes se utilizaron las mismas sgRNAs de la libreria GeCKO. Las sgRNAs utilizadas se

detallan en la Tabla 6.

Los oligonucledtidos seleccionados se fosforilaron, hibridaron y clonaron en
pldasmidos lenti-CRISPR v2 (Addgene, #52962). Posteriormente, se generaron particulas
lentivirales en la linea productora HEK293T (tal y como se ha descrito anteriormente
para las librerias), y se concentraron con LentiXConcentrator (Clontech Laboratories)

siguiendo las especificaciones del fabricante. Se transdujeron células MM.1S-Cas9 y
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OPM2-Cas9 con los concentrados lentivirales mediante centrifugacion (2 horas a 300 g

en presencia de 8 pg/ml de polibreno. La separacion célula a célula se realizé mediante

citometria de flujo 72 h después de la transduccién. Una vez crecieron los clones

resultantes se caracterizaron mediante PCR y secuenciacion Sanger, y se llevaron a cabo

estudios funcionales basados en ensayos de viabilidad celular por MTT.

Tabla 6. sgRNAs utilizadas para la generacion de knockouts de los genes

seleccionados.

GEN SGRNA
CRBN AAAATCCTGTTCTTCTCGAT
SPOP GTCATCAGGGAGAAGCCCGT
MIB2 CTCGACACCCGACCGCACAG
KLHL9 TTCCAACCTTAGCCAGCGAC
FBXO33 GCCGAGAACTATCTGAGCGG
FBXO21 GACTATGAGTCGTATCTTGA
PTEN ACCGCCAAATTTAATTGCAG
PLAA GTCAACATTAAGCCCTGTTC
NCOR1 TCCCAACACCCGCCACCAGC
EDC4 GATGATAGCTCCACCTGCAT
THOC2 CATGATAGTTCAACATACAG
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4. RESULTADOS
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CAPITULO I:

IDENTIFICACION DE MECANISMOS
IMPLICADOS EN LA RESISTENCIA A
LENALIDOMIDA - DEXAMETASONA Y
POMALIDOMIDA - DEXAMETASONA
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En este primer capitulo, se generaron modelos in vitro de resistencia a las
combinaciones estandares de tratamiento lenalidomida + dexametasona (Ld) y
pomalidomida + dexametasona (Pd). Estos modelos se caracterizaron a nivel genémico,
epigenético (metilacién y de expresiéon de miARNSs), transcriptdémico y protedmico para
identificar los mecanismos moleculares de resistencia a estas combinaciones vy

desarrollar estrategias para evitar o revertir dichas resistencias.

GENERACION DE LINEAS CELULARES CON RESISTENCIA ADQUIRIDA A IMiDs

El desarrollo de modelos celulares de resistencia se realizo a través de la exposicién
continua de la linea celular sensible MM.1S a dosis crecientes de lenalidomida o
pomalidomida en combinacidn con una dosis baja constante de dexametasona (2,5 nM)
durante aproximadamente 6-8 meses (Figura 4.1), hasta que las células desarrollaron
resistencia (células RLD y RPD, respectivamente). Previo a la realizacion de los estudios
posteriores, las células se mantuvieron sin fdrmaco durante 2 semanas y se comprobd

de nuevo la resistencia.

Células resistentes a
Lenalidomida (RLD)

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 25

) C—>000 ——»

Células resistentes a

\ Pomalidomida (RPD)
— Lenal|dom|da/PomaI|dom|da

10nM 1uM

+2,5nM Dexametasona

Figura 4.1. Proceso de generacion de células resistentes a las combinaciones de
lenalidomida o pomalidomida y dexametasona. Las células fueron tratadas con
combinaciones de lenalidomida o pomalidomida y dexametasona de forma constante
durante 6-8 meses. Las dosis de lenalidomida o pomalidomida se incrementaron
gradualmente de 10 nM a 1 uM a medida que las células mostraban resistencia, que se
midiod por el ensayos de MTT y citometria de flujo. La dosis de dexametasona se mantuvo

en 2,5 nM a lo largo de todo el proceso.
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El IC50 (o concentracion necesaria para disminuir la viabilidad celular en un 50%) de

lenalidomida y pomalidomida tras 5 dias de tratamiento, fue de < 0,1y > 2,5 uM para

las lineas sensibles y las resistentes, respectivamente. Las células resistentes RLD y RPD

gue se han obtenido, requieren una dosis aproximadamente 25 veces superior de

lenalidomida y pomalidomida para que se produzca la misma muerte celular que sobre

las células MM.1S. La viabilidad celular se observé mediante ensayos de MTT (Figura 4.2

A) y también se evalud la apoptosis mediante ensayos de Anexina V/IP por citometria

de flujo (Figura 4.2 B).
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Figura 4.2. Andlisis de la apoptosis y de viabilidad celular en células MM. 1S, RLD y RPD

en presencia de concentraciones crecientes de lenalidomida o pomalidomida y una

dosis baja constante de dexametasona (2,5 nM) durante 5 dias. A: andlisis de apoptosis

por citometria de flujo. B: estudios de viabilidad celular por ensayos de MTT. L:

lenalidomida. P: pomalidomida.
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Dado que los agentes inmunomoduladores inducen una parada del ciclo celular en
las células de MM [282], se evalud el ciclo celular en los modelos celulares de resistencia
RLD y RPD en presencia y ausencia de farmaco, y se compard con el de las células MM. 1S
en las mismas condiciones (Figura 4.3). Se observd que en la linea celular sensible
MM.1S las combinaciones Ld y Pd inducen una parada de ciclo en GO-G1 tras 3 dias de
tratamiento, que aln es mas pronunciada tras 5 dias. Sin embargo, esta parada en el
ciclo celular no se produce en las lineas resistentes RLD o RPD tratadas con Ld o Pd,

respectivamente.
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CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y FENOTIPICA DE LOS MODELOS DE
RESISTENCIA ADQUIRIDA A IMiDs

Se llevd a cabo un anadlisis morfoldgico comparativo de las lineas celulares MM. 1S,
RLD y RPD (Figura 4.4). En todas ellas se apreciaron células con caracteristicas tipicas de
célula plasmdtica, como son un nucleo grande rodeado de un citoplasma baséfilo dado
su desarrollado reticulo endoplasmatico rugoso para responder a la elevada demanda
de sintesis proteica; y la presencia de arcoplasma, una regién mas clara circundante al
nucleo conocida como “halo perinuclear” que corresponde al aparato de Golgi. Por
norma general encontramos células plasmdticas de tamaino normal. Las células MM.1S
presentaron un diametro aproximado de 15 um, siendo ligeramente mas pequeiias las
células RLD y RPD (~13 um). En las tres lineas celulares, aproximadamente el 1% células
presentan una morfologia aberrante con nucleos en forma de flor, asi como células con

formas irregulares y en ocasiones multinucleadas.

MM.1S RLD RPD
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®

Figura 4.4. Morfologia de las células MM.1S, RLD y RPD realizado tras tincion con

hematoxilina-eosina.

Ademas, se llevé a cabo un analisis inmunofenotipico de marcadores de superficie
celular (Figura 4.5). Las tres lineas celulares fueron positivas para CD38, CD56 y CD138,
marcadores tipicos de la célula de MM, aunque se encontraron diferencias en el marcaje
de CD38. En concreto, lineas RLD y RPD presentan una poblacién homogénea para CD38
con una expresidn intermedia respecto a la de las dos poblaciones encontradas en la

linea parental MM.1S.
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mediante citometria de flujo.



CARACTERIZACION MOLECULAR MEDIANTE TECNOLOGIAS DE ANALISIS DE
ALTO RENDIMIENTO O HIGH-THROUGHPUT

1. CARACTERIZACION GENOMICA

Inicialmente se evaluaron mediante CGH arrays de Affymetrix (CytoScan-HD) las
posibles variaciones en el nimero de copias del ADN y potenciales alteraciones
gendmicas entre la linea celular MM.1S y sus contrapartidas resistentes, RLD y RPD

(Figura 4.6).

CytoScan™ HD Array

B Pérdidas
EEN Ganancias

B —— A

Figura 4.6. Andlisis del nimero de copias mediante arrays genomicos (CGH-arrays).

El anadlisis identificd ganancias y pérdidas comunes entre las 3 lineas celulares (Tabla

4.1).
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Tabla 4.1. Ganancias y pérdidas comunes identificadas entre las lineas MM. 1S, RLD y

RPD.

Ganancias comunes

Pérdidas comunes

1g21-1g44, 3924-q29,
5q35.3, 7q22.3-7q36.3,
19p13.3,21q22.11-
g22.3

1p33, 1p21.1-p12, 2p22.2, 3p26.1, 4G21.3, 4935.2, 514.3,
6p22.1, 6q24.1-G27, 8q21.13-g23.3, 9p23-p21.2, 9933.3,
12p11.23, 12g24.11-g24.33, 13g12.21-g21.33, 13g31.3,
14q11.2-g32.3, 16p13.13, 16G22.3-q24.3, 20p11.21,
22q11.22, Xp22.33-p11.22.

Se identificaron también pérdidas comunes entre las lineas RLD y RPD que no estaban

presentes en la linea MM.1S, en las regiones: 6921, 8q24.12, 10p14, 119g13.1, 12q15,

18p11.22 y Xq11.22-g28.

Por otro lado, también encontramos alteraciones especificas de cada linea celular:

1. MM.1S

Ganancias en: 1921.1, 11p11.12, 11913.1-g23.3, 19p13.3.

Pérdidas en: 1p12-p11.2, 2p16.2, 2g21.1, 8924.21.

2. RLD

Pérdidas en: 5g31.2, 9934.3, 10p11.21, 11p13, 16922.2, 20q11.33, Xq11.2-Xq28.

3. RPD

Pérdidas en: 1p36.21, 2936.3-q37.3, 8q24.13, 8924.21, 8q4.22.
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2. CARACTERIZACION DEL METILOMA

Se llevd a cabo una caracterizacién del perfil de metilacion del ADN de las lineas
MM.1S, RLD y RPD mediante arrays de metilacion de lllumina (Infinium Methylation
EPIC). El heatmap supervisado de las 2.794 CpGs diferencialmente metiladas (FDR <
0,05; |AB| > 0,3) diferencid claramente 2 grupos en funcidn de su perfil de metilacion:
por un lado la linea celular MM.1S y por otro las lineas resistentes RLD y RPD, que

mostraron un perfil de metilacidn similar entre si (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Heatmap del estado de metilacion del ADN en las lineas MM. 1S, RLD y RPD.
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De un total de 850.000 CpGs interrogadas, el analisis estadistico revelé 1.034 y 1.415
CpGs significativamente hipermetiladas en RLD y RPD, respectivamente, con respecto a
su contrapartida sensible MM.1S. Ademads, se identificaron 905 y 1.171 CpGs
significativamente hipometiladas en RLD y RPD, respectivamente, con respecto a
MM.1S. De forma interesante, se encontrd un nimero mayor de cambios en la
metilacion del ADN en la linea celular RPD que en la linea RLD en comparacion con la
linea MM.1S, ya que se observaron 2.586 vs 1.939 CpGs con cambios en su metilacién.
Estas diferencias se observaron al considerar tanto la hiper como la hipometilacién. Sin
embargo, con los criterios estadisticos y de filtrado aplicados (FDR < 0,05; |AB| > 0,3),
no se identificaron CpGs diferencialmente metiladas al comparar las lineas RLD y RPD

(Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Comparativa entre RLD, RPD y MM.1S del numero de CpGs

significativamente hipometiladas o hipermetiladas.

Contraste Hipermetiladas Hipometiladas total
MM1S-RLD | 1.034 905 1.939
MM1S-RPD | 1.415 1.171 2.586

RLD-RPD | O 0 0

El array de metilacién Infinium Methylation EPIC permite identificar el estado de
metilacion de CpGs localizadas en el cuerpo génico y en regiones promotoras de genes
a lo largo de todo el genoma. De este modo, a partir de los datos explicados
anteriormente, se pudieron identificar aquellos genes diferencialmente metilados entre
las lineas celulares RLD, RPD y MM.1S. Se identificaron genes significativamente hipo e
hipermetilados cominmente en las lineas RLD y RPD en comparacion con la linea
MM.1S. Los 3 genes de mayor fold change hipermetilados en las células resistentes
fueron PIWIL1, RIMBP2 y STX2 (Figura 4.8). PIWIL1 pertenece a la familia de proteinas
PIWI, que juegan un papel importante en la autorenovacién de células stem [283].
Ademas, estudios sugieren que determinados ARNs que interaccionan con proteinas
PIWI (piARNs) estan relacionados con el silenciamiento génico y la regulacién de la

traduccion proteica [284]. Ejemplo de ello es el piARN-23, que ha sido recientemente
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relacionado con la tumorigénesis en MM regulando la metilacidon de novo del ADN y la
angiogénesis [285]. RIMBP2 es un regulador negativo de la actividad de fosfatasas con
funciones relevantes en la transmisidn sindptica [286,287] y STX2 es una proteina

importante en el transporte intracelular de vesiculas que ha sido relacionada con la

tumorigénesis de adenocarcinoma mamario [288], hepatocarcinoma [289] y la

metastasis de cancer colorectal [290]. Ademas, se ha descrito que la proteina TBX5 es
un ligando directo de la talidomida [291].

Genes hipermetilados

Hypergeometric Fold Enrichment

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
PIWIL1 ------------ 231.43
RIMBPZ | I I [ o oy o e e 222.97
STXZ N P P e 149.63
RCVRMN [ N s 79.45
GAS7 I 78.14
HCAR1 I 78.14
ZNF6S 1 [ N 70.58
ZNF507 I 56.31
ARL11 N 54.70
LATS1 I 52.94
FZD10 I 49.26
CCDC170 N 46.55
TBXS NN 44.99
DHRS7C I 42.74
TMEM132D NN 37.14
GLT1D1 N 536.47
POPDC3 N 34.19
KIAAL324 NN 31.71
TSHZ3 I 30.39
USP43 M 28.42
SUDS3 N 27.63
CTRB1 N 25.74
SRRM4 N 25.64
VASH1 N 23.96
REM1O M 20.68
TBX3 M 18.72
SMOC2 [l 18.07
CHFR [ 17.88
NFIB I 15.99
REFOX1MM 14.78
ADARBZM 14.23
WDR37 [l 13.52
TMEM132C [l 13.44
MATNL M 13.40
THBSZ2 M 13.09
LHX5l12.72
SDK1M 12.69
PFKPM 11.86
DACT2M 11.00
FOXK1M10.98

Figura 4.8. Top-40 genes hipermetilados en las células resistentes RLD y RPD en

comparacion con su contrapartida sensible ordenados por fold change.
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A suvez, los 3 genes hipometilados con mayor fold change identificados en las células
resistentes frente a las MM. 1S fueron SERAC1, SYNJ2 y HAO1 (Figura 4.9). SERACL1 juega
un papel importante en el trafico de colesterol y la funcidon mitocondrial [292]; SYNJ2 es
una inositol-5-fosfatasa involucrada en el trafico de membranas y en cascadas de
sefalizacidn celular [293] cuya sobreexpresion se ha relacionado con la invasion celular
[294,295]; y HAO1 es una proteina con actividad oxidasa [296]. También se identificaron
genes relevantes como TNFRS11, que codifica RANKL (Receptor Activator of Nuclear
Factor-kB Ligand), una proteina que ejerce un rol central en la activacién y desarrollo
osteocldstico [297]; y ETX1, cuya proteina es una enzima critica en la polimerizacién de

Syndecan-1, el cual participa en al activacion de la via de Wnt [298].

Genes hipometilados

Hypergeometric Fold Enrichment

0 10 20 30 40 50 60 70 80
SERAC 1 I I D s e e e e 8127
SYN)2 I N e e 56.01
HAO 1 [ I I e e 45.47
PRNT [ N P e 42.25
TNFRSF115 [ D s N 34.43
GDF6 I e 33.63
BMP2 N N 32.40
C8orf37 NG | 30.60
CAL3 [ s 27.24
RASSF2 [ N N 26.09
TG N - 25.04
TRPS1 NN 24.79
CHL1 e 24.30
PRKACE [N N 24.30
KCNHS I i 23.47
EXT1 NN 23.08
NPAS3 N 22.64
EBAGO NN 22.33
SNTE1 g 21.37
TNFSF11 i 21.37
ADCYS | 20.89
CEP170B NN 159.99
PLCE1 NN 18.92
SYT16 I 18.23
HAS2 I 17.70
PAXO NN 17.58
KL I 17.50
TSC22D1 NN 16.84
OXR1 NN 16.39
NCALD NN 16.14
PELI2 NN 14.82
ZFAT I 14.56
ST3GALL N 13.99
DNAJC15 I 13.02
FRMDG I 12.91
PPPZRSC N 12.29
GRHLZ N 11.65
TMEM75 | 10.30
MPC1 N 10.08
RPSEKA2 N 9.48

Figura 4.9. Top-40 genes hipometilados en las células resistentes ordenados por fold

change.
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Con los genes diferencialmente metilados entre las células RPD-RLD y MM. 1S, se llevé

a cabo un analisis de enriquecimiento para determinar rutas, procesos biolégicos o

funciones moleculares en las que pudieran estar involucrados estos genes

Entre los procesos bioldgicos en los que intervendrian los genes diferencialmente

hipermetilados en las células resistentes destacan procesos relacionados con el
reordenamiento de la cromatina y la organizacién nucleosomal, procesos de

silenciamiento génico, asi como de regulacidn negativa de la actividad fosfatasa (Figura

4.10).
-log10{Hypergeometric p value)
20 40 60 80 100 120 140
spermatogenesis, exchange of chromosomal pmteuns-------IMI 55
negative regulation of transposition | NN INEEGIE RN 137.97
sperm chromatin condensation I NN NN 135.38
negative regulation of phosphatase activity [ NN NN RN 135.17
negative regulation of dephosphorylation | NN N 128.67
piRNA metabolic process [N NN 12554
spermatid nucleus differentiation [ NN NN 118.16
cornified envelope assembly [N N 105.86
regulation of phosphatase activity [N NN 105.10
regulation of dephosphorylation [ I ¢1.06
histone exchange [N N 59.62
RNA phosphodiester bond hydrolysis, endonucleolytic |INNIENENEN c0.17
synaptic vesicle fusion ta presynaptic active zone membrane [N 78.41
ATP-dependent chromatin remodeling [N 75 .63
gene silencing by RNA I 63.32
RNA phosphodiester bond hydrolysis [N 61.41
response to hydroperoxide || 61.27
acrosome reaction [N 50.86
negative regulation of hydrolase activity [N 60.41
plasma membrane fusion [N 59.04
spermatid development [N G1.74
spermatid differentiation [N 50.60
nucleosome organization [N 49.05
membrane assembly [N 28.90
membrane biogenesis [N 47.20
ectoderm development [N 46.26
DNA packaging I 42.39
gene silencing I 42.15
nucleus organization [ 41.03
meiotic cell cycle [N 39.77
chromatin remodeling I 38.87
nucleic acid phosphodiester bond hydrolysis [N 37.23
vesicle docking I 37.15
germ cell development [ 34.05
protein-DNA complex subunit organization [N 33.46
negative requlation of phosphate metabolic process [l 31.15

negative regulation of phosphorus metabolic process [N 31.11
calcium ion regulated exocytosis [l 30.94

synaptic vesicle exocytosis [N 30.43
sexual reproduction I 28.64

Figura 4.10. Andlisis de enriquecimiento de procesos bioldgicos correspondiente a los

genes identificados como hipermetilados en las células resistentes.
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Entre los procesos bioldgicos enriquecidos en los genes identificados como
diferencialmente hipometilados en las células resistentes, se encuentran los procesos
de regulacion de la resorcién y remodelacién ésea y el desarrollo osteoclastico, las vias

de Wnt y MAPK, asi como de la biosintesis de glucocorticoides (Figura 4.11).

-log1l0(Hypergeometric p value)
g 10 12 14

0 2 4 6
regulation of odontogenesis of dentin-containing tooth [ NN 14.38
negative regulation of odontogenesis of dentin-containing tooth | NI 11.74
negative regulation of odontogenesis [ IR 11.44
regulation of odontogenesis [ IR 11.09
cellular polysaccharide biosynthetic process || I NI ¢.75
regulation of bone resorption [ IR ¢ .65
negative regulation of calcium-independent cell-cell adhesion [ I ¢ .65
positive regulation of Wnt signa ... pathway by BMP signaling pathway [ NN ¢ .55
polysaccharide biosynthetic process [ I ¢.56
positive regulation of p38MAPK cascade [N .17
heparan sulfate proteoglycan bio ... aride chain biosynthetic process [N ©.11
regulation of calcium-independent cell-cell adhesion [N ¢.03
BMP signaling pathway involved in heart induction [ I IINNIEEEN ¢.02
mesenchymal cell proliferation i ... Ived in ureteric bud development [ NN ¢.02
corticotropin hormone secreting cell differentiation || IINEINENN &.85
cellular carbohydrate biosynthetic process [ NINEIREEN .72
regulation of hormone biosynthetic process [N .35
glycolate catabolic process [ NI 8.32
negative regulation of glucocorticoid biosynthetic process [N &.20
cellular polysaccharide metabolic process [ NI 5.15
positive regulation of stress-activated MAPK cascade [ NI 5.12
positive regulation of stress-ac ... protein kinase signaling cascade [ NI s.00
phosphatidylinositol dephosphorylation | IR 7.94
negative regulation of hormone metabolic process [N 7 .94
polysaccharide metabolic process [N 7.93
regulation of bone remodeling [N 7 .64
pathway-restricted SMAD protein phosphorylation [N 7 .64
regulation of p38MAPK cascade [N 7 .51
phospholipid dephosphorylation [N 7.42
positive regulation of osteoclast development [[IINEIEM 7 .26
negative regulation of Wnt signa ... ay involved in heart development [N 7.17
regulation of stress-activated MAPK cascade [ INNIEN 7.04
glycosaminoglycan biosynthetic process [N .92
aminoglycan biosynthetic process [ IINNIN 6.90
retinal cell apoptotic process [N 6.51

thyroid-stimulating hormone-secreting cell differentiation [N 6.75
regulation of glucocorticoid biosynthetic process [N 6.59

embryonic heart tube anterior/posterior pattern specification [N 6.58
negative regulation of aldosterone biosynthetic process [ NI 6.54
negative regulation of cortisol biosynthetic process [N 6.54

Figura 4.11. Andlisis de enriquecimiento de procesos bioldgicos correspondiente a los

genes identificados como hipometilados en las células resistentes.
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3. CARACTERIZACION TRANSCRIPTOMICA

A continuacion se evaluaron las diferencias de expresién génica entre las lineas
MM.1S, RLD y RPD tanto en presencia como en ausencia de tratamiento con las
combinaciones Ld o Pd mediante la utilizacién de microarrays de ARN Human Gene 2.0
ST (Affymetrix). Para las condiciones de tratamiento, la dosis utilizada de lenalidomida y
pomalidomida fue de 100 nM vy la dosis de dexametasona 2,5 nM, y el tiempo de
tratamiento fue de 3 dias. Tras aplicar los valores de filtrado (valor p-ajustado o g-valor
< 0,05), unicamente se identificaron 5 genes significativamente desregulados a nivel
basal (en ausencia de tratamiento) al comparar las lineas RLD y MM.1S, y 18

desregulados entre RPD y MM. 1S (Tablas 4.3 y 4.4).

Tabla 4.3. Genes significativamente desregulados en RLD vs MM.1S. En rojo: genes

sobreexpresados.
Gen Score Fold Change g-valor(%)
CDR1 4,665 2,216 0
GAS7 4,235 2,269 0
PLOD2 4,131 1,564 0
RND3 3,785 1,528 0
AFAP1-AS1 3,781 2,211 0

Tabla 4.4. Genes significativamente desregulados entre RPD y MM. 1S. En rojo: genes

sobreexpresados. En verde: genes infraexpresados.

Gen Score Fold Change g-valor(%)
Y_RNA 16,214 13,746 0
LOC105377324 8,789 17,91 0
GAS7 6,713 2,676 0
TMEM52 5,5 1,979 0
AFAP1-AS1 5,244 3,074 0
CDR1 4,644 2,946 3,952
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Gen Score Fold Change g-valor(%)

XIST -13,108 0,024 0
LAMPS -6,65 0,356 0
SLX41p -6,11 0,409 0

HSA-miR-3622B -5,941 0,386 0

DDIT4 -5,702 0,386 0

IL2RG -5,514 0,348 0

NAXD -5,227 0,499 0

TCN2 -5,174 0,614 0

RNU6-1227P -4,839 0,409 0
ASS1 -4,65 0,468 2,906
TBC1D20 -4,546 0,471 2,906
ERI2 -4,484 0,526 2,906

Ademas, identificamos 1.876 genes desregulados en MM. 1S por accion de Pdy 1.016
genes desregulados por Ld, siendo 873 comunes entre ellos (g-valor < 0,05). De los 1.876
genes desregulados por Pd, 1.017 se encontraban infraexpresados y 923
sobreexpresados. De los 1.016 genes desregulados por Ld, 682 estaban infraexpresados
y 357 sobreexpresados. Sin embargo, tan sélo encontramos 25 genes desregulados en
RLD por accién de Ld, y 7 desregulados en RPD bajo tratamiento con Pd, ninguno de ellos

en comun (Figura 4.12).

MM.1S+Ld MM.1S + Pd RLD+Ld RPD+Pd
1016 1876 25 7

Figura 4.12. Numero de genes significativamente desregulados en MM.1S, RLD y RPD
por accion de las combinaciones de lenalidomida y dexametasona (Ld) o

pomalidomida y dexametasona (Pd).
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Para identificar aquellos genes que podrian desregularse en presencia del farmaco
para inducir resistencias, se analizaron aquellos genes desregulados en las células
resistentes en presencia de farmaco, que no se desregulaban en las células sensibles.
Tan sélo se encontrd un gen, CRYGEP (Crystallin, Gamma E, Pseudogene), con funcién
desconocida, desregulado en RPD+Pd y no en MM.1S+Pd. Sin embargo, identificamos
13 genes desregulados en RLD+Ld y no en MM.1S+Ld, todos ellos infraexpresados (Tabla
4.5).

Tabla 4.5. Genes desregulados por Ld en RLD y no en MM. 1S.

GEN FUNCION
uspP3 Ubiquitinasa de H2A y H2B. Respuesta al dafio al ADN
TMTC1 Proteina involucrada en la homeostasis de calcio
TMEM154 Proteina transmembrana
SERPINE2 Inhibidor de serina proteasas, e inhibidor de proteolisis
POLR3C Polimerasa, cataliza la transcripcién de ADN a ARN
MORC4 Antigeno tumoral en MM y cancer de testis
LRP12 Receptor de LDL. Hipermetilado en MM alto riesgo
Cataliza la produccién de acido 2-acil lisofosfatidico.
LIPH
Estimula la progresion de ciclo celular
Fucosiltrasferasa, importante en procesos de
FUT10
glucosilacién
Participa en procesos como la endocitosis mediada por
FCHO1
clatrinas y sefializacion por BMP
CDS1 Diacilglicerol sintasa. Respuesta a citoquinas
CDR1 Proteina asociada a la resistencia a farmacos
Amina oxidasa 3. Interacciona con fucosil transferasas y
A0C3

participa en procesos de adhesion
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4. CARACTERIZACION DEL PERFIL DE miARNs EN LAS LINEAS RLD Y RPD

Siguiendo con la caracterizacién de los modelos de resistencia, nos propusimos
identificar aguellos miARNs que pudieran estar desregulados en las células resistentes
frente a la linea parental, utilizando los arrays de miARNs GeneChip miARN 4.0 de
Affymetrix. Un andlisis no supervisado basado en MDS (Multidimensional Scaling) de los
perfiles de miARNs revelé que existia una agrupacidon clara de cada tipo celular

atendiendo a su expresion de miARNs (Figura 4.14).

MDS: Euclidean distance
10 L] L]

X1.MNI1S.2 Sep18

X2.MM1S.3 Sep18

[BX7-RP.2 Sep18
X3.MM1S.4 Oft18 mX8.RPD.3 septg MM1S
RLD. RPD A Pet1s RLD

ERPD

Component 2 (15.5%)
L =]

-5 F X4.RLp.2 Sep18 .
X5.RLD.3 Sep18

-10 L 1
-10 -5 0 5 10

Component 1 (28.1%)

Figura 4.14. Distancia euclidiana de los triplicados de las muestras MM. 1S, RLD y RPD

en funcion de su expresion de miARNs, para los dos principales componentes de

variabilidad en las muestras.

La identificacidn de aquellos miARN desregulados se llevé a cabo utilizando el método

SAM (Significance Analysis of Microarray) y un g-valor o p-valor ajustado < 0,05.
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Tomando como referencia la linea celular MM.1S, se encontraron 4 miARNSs
desregulados en RLD y 31 en RPD (Figura 4.15, tablas 4.6 y 4.7), siendo 2 de ellos

comunes (miR-34a-5p y miR-30a-5p).

miRNAs desregulados en RLD y RPD vs MIM.1S

RPD

29

Figura 4.15. Numero de miARNs desregulados en RLD y RPD frente a la linea celular
sensible MM.1S.

Tabla 4.6. miARNs significativamente desregulados en RLD vs MM. 1S. En rojo: miARNs
sobreexpresados.

miARN Fold Change g-valor (%)
hsa-miR-34a-5p ‘ 2,406060635 0
hsa-miR-200c-3p ‘ 1,960592895 0
hsa-miR-30a-5p ‘ 1,56871398 0
hsa-miR-551b-3p ‘ 2,980996469 0

Tabla 4.7. miARNs significativamente desregulados en RPD vs MM. 1S. En rojo: miARNs

sobreexpresados. En verde: miARNSs infraexpresados.

miARN Fold Change g-valor (%)
hsa-miR-148b-3p 2,13292849 0
hsa-miR-34a-5p 2,42657262 0
hsa-miR-1246 5,11464733 0
hsa-miR-29b-3p 3,22345163 0
hsa-miR-4492 2,24275739 0
hsa-miR-551b-3p 4,18900866 0
hsa-miR-1908-5p 1,69925716 0
hsa-miR-6816-5p 1,82357466 0
hsa-miR-1231 1,9760839 0
hsa-miR-6126 1,68977036 0
hsa-miR-29¢c-3p 2,62680905 0
hsa-miR-454-3p 2,48825544 0
hsa-miR-301a-3p 2,37154208 0
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miARN Fold Change g-valor (%)
hsa-miR-8072 1,77390277 0
hsa-miR-3189-5p 1,29175536 0
hsa-miR-210-3p 0,13796219 0
hsa-miR-331-3p 2,26797379 2,05197828
hsa-miR-6511a-3p 1,30785494 2,05197828
hsa-miR-1237-5p 1,67223897 2,05197828
hsa-miR-361-5p 0,65607285 2,05197828
hsa-miR-3121-3p 1,34383986 3,15688966
hsa-miR-128-3p 1,59018641 3,15688966
hsa-miR-183-5p 1,4139711 3,15688966
hsa-miR-29b-1-5p 1,91533361 3,15688966
hsa-miR-628-3p 1,82561097 3,15688966
hsa-miR-5787 1,39942542 3,15688966
hsa-let-7f-5p 1,73321925 3,15688966
hsa-miR-3135b 1,89834122 3,15688966
hsa-miR-1973 1,80738209 3,15688966
hsa-miR-4488 1,61518032 3,15688966
hsa-miR-3198 1,25379383 3,15688966

Posteriormente, se confirmdé mediante RT-gPCR la sobreexpresién de los dos miARNs
comunmente sobreexpresados en las lineas resistentes respecto de MM.1S (Figura
4.16). Entre las dianas predichas del miR-34a-5p se encuentran reguladores de la
proliferaciéon, supervivencia y resistencia celular. Diversos estudios han sefialado a este
miARN como un posible supresor tumoral, ya que su expresidon es menor en tejidos
tumorales que en tejidos sanos y, ademas, la expresidn ectdpica de este miARN en
células que expresan una versién alterada de la proteina p53 ha mostrado efectos
antitumorales [299-301]. En MM también se ha sugerido su posible papel como
supresor tumoral controlando el ciclo celular, la diferenciacion y apoptosis [302]. Sin
embargo, otros estudios también sefialan que la expresion de miR-34a-5p podria inducir
la expresidon de STAT3 [303] e incluso sugieren que su papel pro o antitumoral podria
depender del contexto [304]. Por otro lado, se ha determinado que la expresién del miR-
30a-5p esta desregulada en distintos tipos de cdncer, y ha sido descrito como un
supresor tumoral que modula la transicion epitelio-mesénquima en tumores del

pulmén, colorectal y gastrico [305].
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Figura 4.16. Confirmacion de la sobreexpresion del miR-34a-5p y miR-30a-5p en células

resistentes a Ld y Pd mediante RT-qPCR.
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5. CARACTERIZACION PROTEOMICA

Posteriormente quisimos identificar qué proteinas podrian estar desreguladas tanto
a nivel basal como por acciéon de Ld o Pd en las lineas MM.1S, RLD y RPD. Esta
caracterizacion protedmica se realizd mediante arrays de anticuerpos (Figura 4.17)
producidos internamente, y permitié la identificaciéon de 39 proteinas infraexpresadas
en RLDy 27 infraexpresadas en RPD respecto a MM.1S, siendo 14 de ellas comunes entre
si (Tabla 4.8). Entre las proteinas comunmente infraexpresadas en RLD y RPD destacan
CRBN, principal ligando de los IMiDs; las oncoproteinas Jun/Fos; el factor de
transcripcion E2F1; los reguladores del ciclo celular P-ATR/P-CHK2; y el supresor tumoral

p27.

Figura 4.17. Array de anticuerpos. Cada punto corresponde a la expresion de una

proteina.
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Tabla 4.8. Proteinas significativa y comunmente infraexpresadas en las lineas RLD y

RPD frente a la linea celular MM. 1S (p-valor < 0,05).

PROTEINAS INFRAEXPRESADAS

ABCR
C-EBPa
C-JUN
CRBN
CXCR4
E2F1
FOSB
JUNB
P27KIP1
P-ATR (5428)
P-CHK2 (T68)
PIM1
P-S6 (5235/236)
soD2

En cuanto a las proteinas infraexpresadas de forma exclusiva en RLD, identificamos
la proteina antiapoptética Mcl-1 y la proapoptética Bax, y otras como IKAROS y NFkB
p50/p52. Respecto a las proteinas infraexpresadas exclusivamente en RPD, también
encontramos desregulada una proteina antiapoptdtica, en este caso Bcl-2, y la

proapoptética NOXA (Tabla 4.9).
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Tabla 4.9. Proteinas infraexpresadas de forma exclusiva en RLD o RPD con respecto a

la linea celular MM. 1S.

RLD vs MM.1S RPD vs MM.1S
4EBP1 HALO
ABL Bcl-2
Jun Caspasa 12
HLA-DR CD19
Bax p-CHK1 (S345)
BIP p-P53 (S15)
Caspasa 2 PU1
Caspasa 9 IL-8
CDC2 AMPKa
HSP40 CyclinD3
HSP70 Citocromo C
IKAROS NOXA
Mcll Rb

NFKB1 P105/P50
NFKB2 P100/P52
NUCLEOLIN
p-4EBP1
p-AKT (T308)
p-B-CATENIN (T41/S45)
p-CDC2
p-CKIT
p-IKAPPA-B(S32)
p-P38
p-RB (S807/811)
S6
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6. CARACTERIZACION DE VIAS DE SENALIZACION ASOCIADAS A LA APARICION DE
RESISTENCIAS Y DESARROLLO DE ESTRATEGIAS DESTINADAS A VENCERLAS

Se evalud la expresion individualizada de proteinas pertenecientes a determinadas
vias de seializacidn dado su relevancia en la proliferacién o supervivencia de la célula
mielomatosa y en los procesos apoptdticos o de muerte celular, asi como de proteinas
pertenecientes a otras vias para las que existen inhibidores especificos que se han

evaluado en MM.

A) VIA MAPK

La via de las proteina quinasa activadas por mitégenos (MAPK, Mitogen-Activated
Protein Kinase) es una ruta de sefializacién con un papel crucial en la regulacién de la
expresion génica, el crecimiento celular y la supervivencia. Alteraciones en esta via han
sido relacionadas con la proliferacion celular descontrolada, asi como la resistencia a la

apoptosis [306] e incluso la resistencia a farmacos en MM [215].

En primer lugar, se evalué mediante Western blot el nivel de expresién de proteinas
de la via de las MAPKs. Se observé una mayor activaciéon de esta via en condiciones
basales en las células resistentes RLD y RPD, reflejada por un aumento de p-ERK 1/2.
Asimismo, se observé un aumento de la forma fosforilada de MEK 1/2 (p-MEK 1/2),
fundamentalmente en las células RLD, mientras que no hubo cambios significativos en
p-c-Raf. Ademds, mientras que el tratamiento con Ld y Pd indujo una evidente inhibicién
de esta via en la linea celular sensible MM.1S, este efecto fue mucho menor en las

células resistentes tratadas con las respectivas combinaciones (Figura 4.18).
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Figura 4.18. Andlisis de expresion proteica de moléculas de la via MAPK por Western
blot. P: pomalidomida. L: lenalidomida. d: dexametasona. Dosis de lenalidomida y

pomalidomida: 1 uM. Dosis de dexametasona: 2,5 nM. Tiempo de tratamiento: 3 dias.

Teniendo en cuenta las diferencias encontradas en cuanto a la expresion de estas
proteinas entre los modelos de resistencia a IMiDs y las células sensibles, quisimos

comprobar si la inhibicidn de la via MAPK podria revertir la resistencia de las células RLD

y RPD.

En primer lugar, se evalud el efecto de la adicion de selumetinib (Selleckchem), un
inhibidor de MEK 1/2, a las combinaciones de Ld y Pd (Figura 4.19). Se observd una
reduccion en la viabilidad celular de la linea MM.1S de aproximadamente un 50% bajo
tratamiento con selumetinib en monoterapia. La viabilidad de la linea celular RLD bajo
tratamiento con 10 nM de selumetinib fue de 64,9%, mientras que combinado con Ld la

viabilidad se redujo a un 20,49%.
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Figura 4.19. Andlisis de viabilidad celular mediante ensayo MTT utilizando el inhibidor
de MEK 1/2 selumetinib sélo y en combinacién con Ld o Pd. L: lenalidomida. d:
dexametasona. P: pomalidomida. Dosis de L y P: 1 uM. Dosis de d: 5 nM. Tiempo de

tratamiento: 5 dias.

De forma similar, la viabilidad de la linea celular RPD se redujo de un 61,8% a un 9,2%
bajo la condicién de tratamiento con 10 nM de selumetinib en monoterapia o

combinado con Pd, respectivamente.

Considerando estos resultados, se evalud el efecto de la sobreexpresion transitoria
de MEK1 en la sensibilidad de la linea celular MM.1S a las combinaciones de Ld y Pd.
Para ello, se transfectaron las células MM.1S con un plasmido que codifica una versién
de MEK1 activa (pCScherryActMEK) gracias a las mutaciones Ser217Glu y Ser221Asp,
que inducen un incremento de 20X en la activacion de ERK1/2 [307]. Se obtuvo una
eficiencia de transfeccién elevada (Figura 4.20 A). Ademds, las células transfectadas con
la variante activa de MEK1 mostraron mayor expresion de p-MEK 1/2 y p-ERK 1/2 (Figura

4.20 B), y mayor resistencia a las combinaciones Ld y Pd (Figura 4.20 C).
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Figura 4.20. Efecto de la sobreexpresion transitoria de MEK1 en la sensibilidad de la

linea celular MM.1S a las combinaciones de Ld y Pd. A: ensayo de sobreexpresion

transitoria mediante nucleofeccion. Se muestra en rojo la expresion de la proteina

Cherry, reflejo de la eficiencia obtenida en la transfeccion. B: andlisis de la expresion p-

MEK 1/2 y p-ERK 1/2 en células control y células MM.1S-MEK1. C: andlisis comparativo

de sensibilidad a las combinaciones Ld y Pd en células control y células MIM.1S-MEK1 por

ensayos de MTT. Se muestra el resultado del porcentaje de viabilidad celular

normalizado con respecto al control sin tratamiento (100%). MM.1S-MEK1: células

nucleofectadas con un pldsmido codificante de MEK1 activado (pCScherryActMEK).

Tiempo de tratamiento: 5 dias. Dosis de dexametasona: 2,5 nM.
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B) PROTEINAS DE LA FAMILIA DE BCL-2

La familia de proteinas de Bcl-2 tiene un papel importante en la regulacién de la
apoptosis via intrinseca. Los miembros antiapoptoéticos de la familia de Bcl-2 incluyen a
Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 y Bfl-1/A1. Estas proteinas evitan la muerte celular mediante
la unidn y secuestro de las proteinas proapoptoticas, entre las que se encuentran Bax,
Bak, Bik, Bid, Bim, Puma/BBC3 y Noxa/APR. La ratio de ambas determina la
susceptibilidad de la célula a determinadas sefiales de muerte celular [131]. Estudios
previos han relacionado la expresion de Bcl-2, Bcl-xL y Mcl-1 directamente con la
supervivencia de la célula de MM vy la resistencia a farmacos [139,140]. Ademas, la
expresion de Bcl-xL también se asocia con resistencia a farmacos en pacientes de MM

[141,142].

Considerando la relevancia de la expresion de proteinas de la familia de Bcl-2, se
analizé mediante Western blot la expresion de diferentes proteinas pro/antiapoptdticas
de esta familia. Asi se observd que las células MM.1S tratadas con Ld o Pd expresan
menos Bid y mas Bim (Figura 4.21). En segundo lugar, las células resistentes expresan
mayor cantidad de proteinas antiapoptdticas (Bcl-2, Mcl-1 o Bcl-xL). Ademas, la

expresion de Bcl-2 y Mcl-1 es mas alta en células RPD tratadas con Pd (Figura 4.22).
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Figura 4.21. Expresion de las proteinas proapoptdticas de la familia de Bcl-2. P:
pomalidomida. L: lenalidomida. d: dexametasona. Dosis de lenalidomida y

pomalidomida: 1 uM. Dosis de dexametasona: 2,5 nM. Tiempo de tratamiento: 3 dias.
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Figura 4.22. Expresion de las proteinas antiapoptoticas de la familia de BCL-2. P:
pomalidomida. L: lenalidomida. d: dexametasona. Dosis de lenalidomida y

pomalidomida: 1 uM. Dosis de dexametasona: 2,5 nM. Tiempo de tratamiento: 3 dias.

Dadas las diferencias de expresion de proteinas de la familia de Bcl-2 entre las células
resistentes RLD y RPD y su contrapartida sensible MM.1S, nos propusimos evaluar el
efecto del inhibidor de Mcl-1 S63845 y de Bcl-2 venetoclax en las tres lineas celulares.
Los estudios de viabilidad celular mostraron que las lineas resistentes son ligeramente
mas sensibles a S63845 (Figura 4.23 A) y venetoclax (Figura 4.23 B), lo que podriaindicar

una mayor dependencia de las proteinas antiapoptéticas de la familia de Bcl-2.
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Figura 4.23. Andlisis de viabilidad de las lineas MM.1S, RLD y RPD en presencia de
563845 (A) y venetoclax (B). S: S63845. V: venetoclax. Tiempo de tratamiento: 3 dias.

Se evalud también el efecto de la adicion de S63845 al tratamiento con Ld o Pd en las
tres lineas celulares y se observd una reversion parcial de la resistencia a Ld (Figura 4.24
A) y Pd (Figura 4.24 B) con las concentraciones de 50 y 100 nM de S63845. Sin embargo,
esta reversion parcial de la resistencia no se observé al adicionar venetoclax al

tratamiento con Ld o Pd.
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Figura 4.24. Andlisis de viabilidad de las lineas MM.1S, RLD y RPD en presencia de

$63845 y Ld (A) o Pd (B). P: pomalidomida L: lenalidomida. d: dexametasona. Dosis de

Lenalidomida y Pomalidomida: 1 uM. Dosis de Dexametasona: 2,5 nM. Tiempo de

tratamiento: 3 dias.
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C) PIM QUINASAS

Las PIM quinasas una familia de serina/treonina quinasas que consta de 3 miembros
(PIM1, PIM2 y PIM3) vy regula procesos como la oncogénesis, la supervivencia y
migracidon celular, asi como la resistencia a farmacos, entre otros [308]. Varias
caracteristicas hacen que la inhibicion de PIM sea una estrategia terapéutica
particularmente atractiva contra las células de MM. En primer lugar, PIM2 se encuentra
entre los genes mds sobreexpresados en las células de mieloma mdultiple [309]. En
segundo lugar, esta proteina es necesaria para mantener el crecimiento de las células
de mieloma multiple [310]. Y en tercer lugar, la expresion de PIM2 en células de MM se
ve reforzada por las CME y los osteoclastos como mecanismo de supervivencia y

resistencia a los farmacos [311].

Se analizo la expresién de las PIM quinasas en las lineas celulares MM.1S, RLD y RPD
mediante Western Blot. De las 3 PIM quinasas, en la linea celular MM.1S tan sélo
detectamos expresién de PIM-2. El tratamiento con Ld o Pd redujo de forma significativa
los niveles de PIM2 en la linea sensible. Sin embargo, esta reduccién en los niveles de
PIM2 tan sélo se observé parcialmente en células RPD tratadas con Pd, y no se observd

las células RLD tratadas con Ld (Figura 4.25).
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Figura 4.25. Expresion proteica de PIM-2, componente de la familia de las PIM
quinasas. P: pomalidomida. L: lenalidomida. d: dexametasona.. Dosis de lenalidomida y

pomalidomida: 1 uM. Dosis de dexametasona: 2,5 nM. Tiempo de tratamiento: 3 dias.
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Se evalué la combinacion del inhibidor de pan-PIM quinasas PIM-447 con Ld y Pd en

las lineas MM.1S, RLD y RPD. Se observd que las tres lineas celulares muestran una

sensibilidad semejante a PIM-447, e incluso la linea RLD muestra una sensibilidad

ligeramente mayor. Por otro lado, la combinaciéon de PIM-447 a 0,1 uM con Ld o Pd

recupera en aproximadamente un 15% la sensibilidad a Ld y Pd de las lineas celulares

RLD y RPD (Figura 4.26).
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Figura 4.26. Andlisis de viabilidad de las lineas MM. 1S, RLD y RPD en presencia de PIM-

447 y Ld o Pd evaluada por ensayos de MTT. P: pomalidomida. L: lenalidomida. D:

dexametasona. Dosis de lenalidomida y pomalidomida: 1 uM. Dosis de dexametasona:

5 nM. Tiempo de tratamiento: 5 dias.
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D) KINESIN SPINDLE PROTEIN (KSP)

KSP, también conocido como EG-5 o KIF11, es un miembro de la familia de proteinas
quinesina-5 que juega un papel critico en la separacién de ambos polos del huso
mitoético, siendo por tanto una proteina esencial para la supervivencia de células en
division. De acuerdo con su funcidén, esta proteina muestra una expresién elevada en
tejidos con altas tasas de proliferacién como son los tejidos embrionarios o la MO,
mientras que su expresidn permanece baja o indetectable en células adultas no
proliferativas. La inhibicion de KSP tiene como resultado la formaciéon de husos
monopolares que conducen a una catastrofe mitdtica y a la activacion de la apoptosis.
En MM, el inhibidor de KSP filanesib ha mostrado eficacia preclinica y clinica, tanto en
monoterapia [312,313] como combinado con agentes inmunomoduladores como
pomalidomida [314,315] e inhibidores del proteasoma como bortezomib [316] y

carfilzomib [317].

Por todo ello, se analizé la expresién KSP en células MM.1S, RLD y RPD mediante
Western blot. Los niveles basales de esta proteina fueron similares en las tres lineas
celulares, sin embargo, mientras que el tratamiento con Ld o Pd disminuyé los niveles

de KSP en las células sensibles, este efecto no se produjo en las células resistentes

(Figura 4.27).
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Figura 4.27. Caracterizacion de la expresion de KSP. L: lenalidomida. D: dexametasona.
P: pomalidomida. Dosis de lenalidomida y pomalidomida: 1 uM. Dosis de dexametasona:

2,5 nM. Tiempo de tratamiento: 3 dias.
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Se evalud también el efecto de la adicidn del inhibidor de KSP filanesib en la

resistencia a las combinaciones de Ld y Pd e identificamos que, tanto las lineas celulares

RLD y RPD, como MM.1S, son sensibles a filanesib de forma equiparable. Ademas,

encontramos una reduccién de la viabilidad celular de un 89,9% a un 62,6% de la linea

celular RLD tratada con 0,1 nM de filanesib o con filanesib+Ld, respectivamente (Figura

4.28 A); y de forma similar, una reduccién de la viabilidad de un 97% a un 79,5% en la

linea celular RPD tratada con 0,1 nM de filanesib o con filanesib+Pd, respectivamente

(Figura 4.28 B).
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Figura 4.28. Andlisis de viabilidad de las lineas MM.1S, RLD y RPD en presencia de

Filanesib y Ld (A) o Pd (B) evaluada por ensayos de MTT. L: lenalidomida. D:

dexametasona. P: pomalidomida. Dosis de lenalidomida y pomalidomida: 1 uM. Dosis

de dexametasona: 5 nM. Tiempo de tratamiento: 5 dias.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este capitulo hemos generado dos modelos de resistencia celular adquirida,
células RLD y RPD, mediante la exposicidn de la linea celular sensible MM.1S de forma
continua y dosis-ascendente a lenalidomida y pomalidomida, respectivamente; cada
IMiD se combiné con una dosis constante de dexametasona 2,5 nM. Este proceso se
prolongé durante mds de 6 meses, lo que aumenta la posibilidad de contaminaciones
en los cultivos. En nuestro caso, realizamos este proceso en varias réplicas en paralelo y
analizamos peridédicamente la presencia de micoplasma. Una vez generados los modelos
de resistencia, las células fueron cultivadas sin farmaco durante dos semanas y previo a

la realizacion de los experimentos se comprobé que mantenian la resistencia.

En relacidn a la caracterizacion gendmica y molecular de estos modelos, encontramos
que las células con resistencia adquirida a Ld y Pd muestran similares caracteristicas
morfoldgicas e inmunofenotipicas, e incluso no hay muchas diferencias transcriptémicas
en comparacién con su contrapartida sensible. Sin embargo, los analisis gendmico,
protedmico, epigenéticos (de metilacién y de expresion de miARNs) mostraron
diferencias mas notables. Identificamos un nimero de miARNs cuya expresion estd
significativamente desregulada en las células resistentes, que contrasta con los pocos
genes identificados con expresidn desregulada a nivel transcriptdmico. Estos resultados
ponen de manifiesto la complejidad molecular en la adquisicién de resistencia y la

importancia de analizar los diferentes niveles de regulacidn de la expresidn génica.

Con respecto a los cambios gendmicos, curiosamente sélo encontramos, como
alteraciones comunes entre RLD y RPD con respecto a MM.1S, pérdidas cromosdémicas
y, ademas, las alteraciones identificadas en las lineas RLD y RPD de forma individual
también fueron deleciones. El perfil de metilacién de ADN por arrays determind que las
lineas RLD y RPD son similares entre si y diferentes de MM.1S. Este patrén lo hemos
identificado en este y otros estudios, como es el caso del analisis transcriptémico, lo cual
puede deberse a que los farmacos lenalidomida y pomalidomida comparten un alto
grado de similitud tanto quimica como funcionalmente. Es de interés resaltar que
identificamos aproximadamente 2.000 CpGs diferencialmente metiladas en las células

resistentes respecto de las células sensibles, lo que pone de manifiesto el cambio global
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en el patrén de metilacion de las células resistentes. Entre las vias mas afectadas por
estos cambios de metilacion se encuentra la via de seializacién por BMP (Bone
Morphogenetic Proteins), que encontramos hipometilada y que tiene funciones muy
importantes en la patogénesis del MM como son el crecimiento, proliferacién tumoral
y la homeostasis del hueso. Ademas, encontramos otras vias hipometiladas como la via
de las MAPKs; y algunas vias hipermetiladas con funciones relacionadas con la
reorganizacion de la cromatina, la regulacidon nucleosomal y procesos de regulacidon
génica y epigenética. Tal y como se ha mencionado en la introduccién, el MM se
caracteriza por una hipometilacion global [82,83] que parece estar asociada a la
progresién de la enfermedad [84]. Esta hipometilacién se ha detectado en tapas
premalignas como es la GMSI y se incrementa a medida que progresa la enfermedad a
MM, en la que también son frecuentes las alteraciones en la estructura de la cromatina
y en la actividad de las enzimas metil-transferasas. Ademas, esta hipometilacion global
del ADN viene acompanada con la hipermetilacién de genes especificos. Entre estos
genes hipermetilados se encuentran reguladores de la via de Wnt, miARNs y factores
proapoptéticos, entre otros [318—322]. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren, en
linea con la bibliograria, una elevada ocurrencia de cambios especificos en la metilacién
del ADN que podrian estar asociados con la resistencia a farmacos, en este casoa Ld y
Pd. De forma interesante, encontramos hipermetilado el gen TBX5, que codifica una
proteina que ha sido descrita como un ligando directo de la talidomida. De hecho, varios
autores consideran que el efecto teratogénico de la talidomida no se explica
completamente a través de la diana de los IMiDs CRBN [291,323], y han sugerido que
también podria deberse a su interaraccién con TBX5 [291]. Atendiendo a estos
resultados, podria ser interesante evaluar la expresién de esta proteina en las células
sensibles y resistentes, su posible interacciéon con lenalidomida y pomalidomida en

ambos modelos, asi como su mecanismo de accion.

El andlisis protedmico identificd algunas proteinas diferencialmente infraexpresadas
tanto en RLD como en RPD en comparacion con la linea MM.1S, como CRBN, p-ATR,
PIM1 y E2F1. Se encontraron también algunas proteinas desreguladas exclusivamente
en RLD como Mcl-1, Caspasa-2 y Caspasa-9, y otras exclusivas de RPD como Bcl-2 y la

Caspasa-12. Sin embargo, no identificamos una expresion alterada del ARNm codificante
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de estas proteinas en el analisis transcriptémico. Esto podria deberse a las diferentes
formas de regulaciéon (transcripcional, post-transcripcional, traduccional y post-
traduccional) a las que estan sujetos el ARNm y las proteinas. Estudios basados en
Western blot analizando la expresidon proteica de forma individualizada confirmaron la

infraexpresién de la proteina CRBN, tal y como se discute en el siguiente capitulo.

Por otro lado, el andlisis de expresién de proteinas implicadas en procesos de
supervivencia o proliferacién celular importantes en MM como la via de las MAPKs, la
proteina KSP, las PIM quinasas, asi como de proteinas antiapoptéticas, en lineas
generales indicé que las combinaciones Ld y Pd son capaces de disminuir los niveles de
estas proteinas en las células sensibles. Sin embargo, las células resistentes tratadas con
los mismos farmacos no muestran cambios en la expresion de estas proteinas con
respecto al nivel de expresidon sin farmaco, indicando que las células RLD y RPD han
desarrollado mecanismos para evitar la apoptosis y la inhibicion de la proliferacion.
Teniendo en cuenta la mayor expresion de la formas activa de ERK1/2 de las células RLD
y RPD, nos propusimos evaluar el farmaco inhibidor de MEK1/2 selumetinib, ya que
ERK1/2 se encuentra por debajo de MEK1/2 en la sefalizacion intracelular. Identificamos
gue la adicion de selumetinib a las combinaciones de Ld o Pd revierte la resistencia de
las células RLD y RPD. Ademas, la sobreexpresion ectdpica de MEK1 indujo un
incremento en la resistencia a ambas combinaciones, lo cual es indicativo de la
relevancia de la via de las MAPK en la resistencia a IMiDs. Sin embargo, la adicién del
farmaco inhibidor de KSP, filanesib, y del inhibidor de PIM quinasas, PIM-447, a las
combinaciones Ld y Pd sdlo indujo una reversién parcial de la resistencia. Esto era,
quizas, esperable teniendo en cuenta que los niveles de expresidon de KSP y PIM2 son
similares en MM. 1S, RLD y RPD. Por otro lado, comprobamos que la linea celular RPD
tenia una mayor expresién de Bcl-2 y Mcl-1 en comparacién con la linea MM.1S, por lo
gue se evalud el efecto del inhibidor de BCL-2, venetoclax, y del inhibidor de MCL-1,
S63845. Encontramos que las células RPD (y en menor medida las células RLD) son mas
sensibles a venetoclax, a S63845 y a la combinacion de venetoclax + S63845 en
comparacion con la linea MM.1S. Ademas, constatamos una reversion parcial de la
sensibilidad al combinar S63845 con Ld o Pd en las lineas RLD y RPD, siendo mas evidente

en la linea celular RPD.
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Los resultados de este capitulo suponen un andlisis amplio de las diferencias
existentes entre una linea celular y la misma linea celular tras la adquisicion de un
fenotipo resistente a los IMiDs. Hemos analizado las diferencias en 3 niveles de
regulacion (ADN, ARN y proteina), identificando caracteristicas diferenciales entre
ambos tipos celulares como son el perfil de metilacién o la expresion de miARNs.
Finalmente, hemos evaluado e identificado estrategias basadas en los resultados

anteriores, para abordar farmacolégicamente la resistencia a IMiDs.
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CAPITULO II:

ESTUDIO DE LOS MECANISMOS
RESPONSABLES DE LA DESREGULACION
DE CRBN EN LOS MODELOS DE
RESISTENCIA ADQUIRIDAA LA Y Pd
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En primer lugar, se utilizaron los datos de los arrays de expresion génica mencionados
en el capitulo | para analizar la expresién del gen diana de los IMiDs, CRBN. En relacion
con la linea celular parental MM.1S, la expresién de CRBN esta claramente disminuida
en RLDy, de forma mds relevante en RPD. Ademads, las combinaciones de Ld y Pd inducen
un incremento en la expresion génica de CRBN en la linea celular sensible MM. 1S, algo
que no ocurre en las lineas resistentes, al menos a dosis bajas (Figura 4.29). Estos

resultados fueron confirmados posteriormente mediante RT-qPCR (Figura 4.30).
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Figura 4.29. Andlisis de expresion de CRBN (ARNm) mediante arrays Human Gene 2.0
ST. Se utilizo una dosis constante de dexametasona de 2,5 nM en todas las
combinaciones. LD1/PD1, LD2/PD2: dosis baja y alta, respectivamente, de las
combinaciones de lenalidomida y dexametasona o pomalidomida y dexametasona. La
dosis baja de lenalidomida y pomalidomida fue de 100 nM y la dosis alta de 1 uM. El

tiempo de tratamiento fue de 3 dias.
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Figura 4.30. Confirmacion de la expresion de CRBN (ARNm) por RT-qPCR. Se utilizé una
dosis constante de dexametasona de 2,5 nM en todas las combinaciones. LD1/PD1,
LD2/PD2: dosis baja y alta, respectivamente, de las combinaciones de lenalidomida y
dexametasona o pomalidomida y dexametasona. La dosis baja de lenalidomida y

pomalidomida fue de 100 nM y la dosis alta de 1 uM. El tiempo de tratamiento fue de 3

dias.

Teniendo en cuenta nuestros resultados de los arrays de expresidon génica y también
proteica, que sugieren una infraexpresion de CRBN en los modelos de resistencia a
IMiDs, quisimos determinar la expresion de CRBN asi como la de sus sustratos
principales IKZF1, IKZF3 y de otras proteinas mas abajo en la ruta de sefializacion en el
mecanismo de accién de los IMiDs, como son los factores de transcripcién IRF4 y c-Myc
en nuestros modelos de resistencia a IMiDs. En primer lugar, se validaron, tanto a nivel
de ARNm (Figura 4.31 A) como de proteina (Figura 4.31 B, C), los resultados del capitulo
| indicativos de una infraexpresion de CRBN en las células RLD y RPD. En segundo lugar,
se observé que el tratamiento con Ld o Pd en la linea MM.1S induce una infraexpresién
de los sustratos IKZF1 e 1ZF3, asi como de los factores IRF4, c-Myc y de su forma activa
p-c-Myc (Ser62). Sin embargo, este efecto no se observéd en las lineas RLD y RPD tratadas

con Ld o Pd, respectivamente (Figura 4.31 B).
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Figura 4.31. Andlisis de expresion de CRBN en las lineas MM.1S, RLD y RPD. A:
expresion de CRBN en forma de ARNm analizada mediante RT-qPCR. B: expresion
proteica de CRBN, asi como de sus sustratos IKAROS (IKZF1), AIOLOS (IKZF3) y los factores
c-Myc e IRF4 analizada mediante Western blot. C: inmunofluorescencia mostrando el
marcaje para CRBN (verde); contraste para ADN con DAPI (azul). Dosis de lenalidomida

y pomalidomida: 1 uM. Dosis de dexametasona: 2,5 nM.

Alavista de los resultados de la expresidn proteica de CRBN en las células resistentes,

quisimos profundizar en el mecanismo o los mecanismos moleculares responsables de

su desregulacion.
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1. ALTERACIONES GENOMICAS

Aungque la presencia de mutaciones en el gen CRBN en el momento del diagndstico o
de la recaida es un evento raro [219], en algunos pacientes si se han descrito mutaciones
en CRBN que se han asociado con una menor respuesta a IMiDs [147]. Por ello, en primer
lugar, se analizé la presencia de mutaciones en la secuencia de ADN de CRBN. No se

encontrd ninguna mutacion o alteracién en la region codificante de CRBN.

Se evalud también la presencia de alteraciones en el nimero de copias que pudieran
afectar a los niveles de expresién de CRBN. Se encontré una pérdida comun en las 3
lineas (MM.1S, RLD y RPD) que incluye el gen CRBN localizado en 3p26; el andlisis indicd

que se trata de una delecidn heterocigética (Figura 4.32).
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Figura 4.32. Andlisis del numero de copias en la region del gen CRBN mediante CGH-
arrays.

Esta delecidn heterocigdtica en CRBN fue posteriormente confirmada mediante FISH
(Figura 4.33). Sin embargo, el hecho de que esté presente tanto en células sensibles
como en resistentes, indica que no es la alteracidn responsable de la infraexpresién de

CRBN ni tampoco del desarrollo de la resistencia.

138



Chr3: 4345069-4443828
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Figura 4.33. Andlisis FISH en células resistentes confirmando la delecién heterocigdtica
de 3p26.2 (region de CRBN). La sonda de color rojo, BAC RP11-10H6, contiene el gen
CRBN. La sonda marcada en verde, BAC RP11-183N22, fue utilizada como control. Se
observaron células con una sefial de hibridacion en rojo, que son células con delecidon

heterocigdtica del gen CRBN.
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2. ALTERACIONES EPIGENETICAS POR METILACION DE ADN

Una vez descartada la presencia de alteraciones en la secuencia de ADN del gen CRBN
o de su nimero de copias como causa de la infraexpresién de CRBN, nos propusimos
analizar otros mecanismos de regulacion génica que podrian estar afectando a su

expresion, como pueden ser las alteraciones epigenéticas a nivel del ADN.

Asi, se analizo el estado de metilacién de CpGs localizadas en el promotor o el cuerpo
génico de CRBN que pudieran regular su expresidén génica. El analisis de las 39 CpGs
evaluadas mostré que no hay diferencias en cuanto al nivel de metilacidon de las mismas
entre las lineas MM.1S, RLD y RPD, y ademas, que el nivel de metilacion de estas CpGs

es bajo (Figura 4.34).

Aam A MM A RAAAnND R AR AN NN AT
v wa " N B IR L A R R 3
Ae9§g Lad ddiveoon e EE R
Chromosome 3 |1 M |
CRBNgene q l Ill I l l ll _EII:I_
| I | I LL-- DTN
11 10 98 7 6 =4 3 2 1 -

- -

MM.15 I.--?";:S £ 7889 101112131415l61?1819202122233425262?2329303132333435363]"'38-33

CPGlslands  RID e

RPD A6 L 8 9 10111213 1415161718 19 20 21 22 23 24 25 26 27 26 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39
S ..

] 50 100
DNA methydstion [%]

Figura 4.34. Andlisis del estado de metilacion de islas CpG de la region de CRBN

mediante secuenciacion y tratamiento con bisulfito.

Ademas, los datos del array de metilacién EPIC que cubria 8 CpGs dentro del
promotor de CRBN y en regiones cercanas al mismo indicaron resultados similares, de
modo que no se encontraron diferencias significativas en cuanto al nivel de metilacion

en ninguna de las CpGs analizadas entre MM.1S, RLD y RPD.
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3. ALTERACIONES DE ENZIMAS MODIFICADORAS DE HISTONAS

Mediante herramientas bioinformaticas se analizaron aquellas proteinas que podrian
regular la expresion de CRBN. Para ello, se utilizd la herramienta ARCHS?. Este software
esta basado en un repositorio de datos de RNA-seq, ChIP-chip y ChIP-seq llamado ChEA,
con informacién de las interacciones entre promotores de genes y proteinas extraida de
mas de 100 estudios basados en ChIP [324,325]. El analisis indicé que las proteinas con
mayor puntuacion para unirse potencialmente a regiones reguladoras del gen CRBN son

GBX2, TAF15, EZH2, KDM6A y POU3F2.

Llama la atencién que dos de las proteinas de mayor puntuacidon son EZH2 y KDM6A,
ambas con funciones estrechamente relacionadas. EZH2 es una metil-transferasa de
histonas que induce la trimetilacién de la lisina 27 de la histona H3 (H3K27me3), una
marca epigenética inhibitoria de la transcripcion [326]; y KDM6A, también conocida

como histona desmetilasa UTX, que elimina grupos di/trimetilo de H3K27 [327].

Teniendo en cuenta que EZH2 es una proteina con funcién inhibidora de la
transcripcion y dado que es posible inhibir farmacolégicamente a EZH2 (EZH2i EPZ-6438,
tazemetostat), se evalud el efecto de este farmaco en la expresion de CRBN en células
sensibles y resistentes, asi como su eficacia en las lineas celulares MM.1S, RLD y RPD,
s6lo y en combinacion con Ld o Pd. Esto se llevd a cabo por ensayos de Anexina V/IP
mediante citometria de flujo en lugar de ensayos de MTT dadas las caracteristicas
técnicas del experimento. Tras dos dias de pretratamiento con EZH2i, se lavd el medio
para disponer de condiciones control, y se adicion6 Ld/Pd, dexametasona o EZH2i. Se
observé que el pretratamiento con EZH2i durante 2 dias y su posterior combinacion con

Ld o Pd durante 5 dias revierte la resistencia a ambas combinaciones (Figura 4.35).
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Figura 4.35. Andlisis de la apoptosis celular por Anexina V/IP tras 2 dias de
pretratamiento con el inhibidor de EZH2 tazemetostat y posterior combinacion
durante 5 dias con Ld/Pd en las lineas MM.1S, RLD y RPD. Dosis de tazemetostat: 10
uM. Dosis de dexametasona: 2,5 nM. Dosis de lenalidomida y pomalidomida: 1 uM.

EZH2i: inhibidor de EZH2. P: pomalidomida. L: lenalidomida. d: dexametasona.

Al analizar la actividad de los IMiDs se observo que las células RLD y RPD tratadas con
tazemetostat + Ld/Pd muestran menor expresion de los sustratos IKAROS y AIOLOS y de
los factores IRF4, c-Myc y su forma activa p-c-Myc (Ser62). Por otro lado, las células RLD
y RPD muestran basalmente mayor expresiéon de EZH2, e incluso, sorprendentemente,
aumenta la expresién de EZH2 bajo la condicién de tratamiento con tazemetostat.
Ademas, se encontré una menor expresion de EZH2 en células MM.1S tratadas con la
combinacion de tazemetostat + Ld/Pd, mientras que en las mismas condiciones los

niveles de EZH2 aumentan en las células RLD y RPD (Figura 4.36).
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Figura 4.36. Andlisis de los niveles de expresion de las proteinas IKAROS, AIOLOS, p-C-

Myc (Ser62), c-Myc e IRF4 en las lineas MM.1S, RLD y RPD tratadas con tazemetostat

(EZH2i) y las combinaciones Ld o Pd. A: andlisis por Western blot. B: cuantificacion de la

seral de las bandas de Western blot (Adobe Photoshop CS5). P: pomalidomida. L:

lenalidomida. d: dexametasona. Dosis de tazemetostat 10 uM, dosis de dexametasona

2,5 nM, dosis de lenalidomida y pomalidomida 1 uM. Tratamiento de 2 dias con EZH2i y

posterior combinacion con Ld o Pd durante 3 dias.
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A pesar de revertir la resistencia a Ld y Pd, el tratamiento con EZH2i no recupera en
las células RLD y RPD los niveles de expresion de CRBN de la linea celular MM.1S (Figura
4.37), por lo que la reversién de la resistencia a Ld y Pd parece ser independiente de

CRBN.

CRBN

a-Tubulina m 52

Figura 4.37. Andlisis del nivel de expresion de CRBN mediante Western blot en células
MM1S, RLD y RPD tratadas con tazemetostat (EZH2i) o con las combinaciones de EZH2i
y Ld o Pd. P: pomalidomida. L: lenalidomida. d: dexametasona. Dosis de tazemetostat:
10 uM, dosis de dexametasona: 2,5 nM, dosis de lenalidomida y pomalidomida: 1 uM.
Tratamiento de 2 dias con EZH2i y posterior tratamiento con EZHi en monoterapia o

combinado con Ld o Pd durante 3 dias.
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4. DESREGULACION POR miARNs

Dado que habiamos encontrado diferencias entre el perfil de miARNs de las células
MM.1S, RLD y RPD, quisimos explorar la posibilidad de que algunos de ellos pudieran
estar modificando la expresién de CRBN en las células resistentes. En primer lugar, se
realizé6 un analisis bioinformatico predictivo utilizando la herramienta Target Scan
desarrollada por Bartel D. P., et al. [328], para determinar potenciales miARNs que
pudieran tener como diana el ARNm de CRBN y regular su expresién al unirse a su region

reguladora 3’UTR (Tabla 4.10).

Tabla 4.10. Resultado del andlisis predictivo de miARNs que podrian regular la
expresion CRBN a través de su union a la region 3’UTR de CRBN. Se muestran los 20
miARNs con mejores valores PCT y Context++ score. El valor PCT (“preferentially
conserved targeting”) es un indicador acerca de la efectividad de un miARN para un sitio
determinado y de la probabilidad de que ese sitio sea conservado en distintas especies
para el miARN determinado. El valor “context score” es un valor predictivo para todos

los tipos de interacciones, incluyendo asi miARNs que pueden no ser altamente

conservados.
Cumulative

miARN Family C?nserved Co:zz:l\yed Weighted COI:::l++ Aggregate

Sites Total . Context++ PCT
Sites Total Score Score

let-7-5P/98-5p 1 0 -0,05 -0,28 0,55
miR-129-3p 0 1 -0,22 -0,32 0,25
miR-217 0 2 -0,26 -0,48 0,21
miR-140-3p.1 0 1 -0,3 -0,43 0,14
miR-223-3p 0 1 0 -0,34 0,14
miR-203a-3p.2 0 2 0 -0,08 0,12
miR-7-5p 0 1 0 -0,1 0,1
miR-144-3p 0 2 -0,34 -0,5 <0.1
miR-216a-5p 0 1 -0,2 -0,29 <0.1
miR-23-3p 0 1 -0,19 -0,26 <0.1
miR-183-5p.1 0 1 -0,16 -0,23 <0.1
miR-101-3p.2 0 1 -0,14 -0,19 <0.1
miR-216b-5p 0 1 -0,12 -0,17 <0.1
miR-182-5p 0 1 -0,1 -0,14 <0.1
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miR expression)

2E-ACT |

Cumulative

Poorly . Total
miARN Family Cf)nserved Conserved Weighted Context++ Aggregate
Sites Total . Context++ PCT
Sites Total Score
Score
miR-101-3p.1 0 1 -0,09 -0,12 <0.1
MiR-96-5p/1271- 0 1 -0,08 -0,11 <0.1
5p
miR-30-5p 0 1 -0,04 -0,22 <0.1
mir-130-3p/301-
3p/454-3p 0 1 -0,01 -0,18 <0.1
mir-330-3p 1 -0,02 -0,04 N/A
mir-2278 0 1 -0,01 -0,02 N/A

De entre los miARNs que podrian tener como diana CRBN, se identificaron aquellos

qgue en el array de miARNSs resultaban sobreexpresados en las lineas resistentes respecto

de MM.1S: let7-5p, miR-98-5p, miR-330-3p, miR-30a-5p, miR-2278, miR-183-5p y miR-

454-3p. De ellos, se validd mediante RT-gPCR la sobrexpresién en RLD y RPD de los

miARNs: miR-330-3p, miR-30a-5p, miR-2278, miR-183-5p y miR-454-3p. Ademds, se

observé que el miARN let7f-5p se sobreexpresa en la linea RPD con respecto a MM.1S

(Figura 4.38).
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Figura 4.38.
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Validacion por RT-qPCR de la expresion de miARNs significativamente

sobreexpresados en RLD y RPD respecto a MM.1S con prediccion de CRBN como diana.
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Por otro lado, se secuencid la regidn reguladora 3'UTR de CRBN para descartar la

presencia de mutaciones que puedan afectar a la union de miARNs en esta region. No

se encontrd ninguna alteracidn en ninguno de los sitios de union de los miARNs

estudiados en las lineas celulares MM.1S o RPD (Figura 4.39). Este estudio, asi como los

analisis funcionales posteriores, se llevaron a cabo en las lineas MM.1S y RPD, dado el

elevado numero de ensayos que suponen vy las escasas diferencias encontradas entre

las lineas RLD y RPD en cuanto a la expresién de miARNs.
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Figura 4.39. Alineamiento entre la secuencia 3’UTR de CRBN de MM.1S y RPD en busca

de mutaciones que pudiesen afectar a la union de miARNs (ejemplo para miR-330-3p).

Tan sdlo se identificd un cambio de un nucledtido en una zona que no se corresponde

con el lugar de union de ninguno de los miARNs estudiados (Figura 4.40).
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Figura 4.40. Alineamiento entre la secuencia 3’'UTR de CRBN de MM.1S y RPD

mostrando un unico cambio observado entre las secuencias de ambas lineas celulares.
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Habiendo descartado la presencia de alteraciones en la region 3’'UTR de CRBN, se
evalud el posible papel del los miARNs anteriormente mencionados en la expresion de

CRBN.

A) SOBREEXPRESION ECTOPICA DE MIMETICOS DE miARNs EN MM.1S

Para estudiar esta posible funcidon de los miARNs miR-330-3p, miR-98-5p, let7f-5p,
miR-30a-5p, miR-2278, miR-454-3p y miR-183-5p como reguladores de la expresién de
CRBN y por consiguiente de la sensibilidad a Ld o Pd, se realizaron transfecciones
transitorias por nucleofeccion de miméticos de dichos miARNs sobre la linea celular

MM.1S y analizamos la expresion de CRBN.

Se observd una tendencia hacia la infraexpresion de la proteina CRBN en aquellas
células que sobreexpresaron los miARNs miR-183-5p y miR-2278 (Figura 4.41 A), no
siendo asi para la expresion del ARNm de CRBN (Figura 4.41 B).
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Figura 4.41. Efecto de la sobreexpresion del miR-2278, miR-183-5p y miR-454-3p en la
linea MM. 1S sobre la expresion de CRBN en sus formas proteica y ARNm. Se analizo la
expresion proteica de CRBN por Western blot (A) y de ARNm por RT-qPCR (B)
compardndola con la de células transfectadas con un mimético de miARN control que no
tiene como diana ningun gen (Non Targeting Control). La concentracion de miméticos
usada en las transfecciones fue de 25 nM. Se realizaron dos transfecciones separadas en
24 h. Posteriormente, se cultivaron las células durante otras 24 h, momento en el cual se

llevd a cabo la extraccion de proteinas y ARNm.
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Sin embargo, la sobreexpresiéon de los miARNs indicados no modificé la sensibilidad

a la combinacién de Pd respecto de las células control (Figura 4.42).

Pomalidomida + 2,5 nM dexametasona en MM.1S
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Figura 4.42. Efecto de la sobreexpresion del miR-2278, miR-183-5p y miR-454-3p en la
sensibilidad a la combinacion de Pd analizada mediante ensayos de MTT. P:
pomalidomida. La concentracion de miméticos usada en las transfecciones fue de 25 nM.
Se realizaron dos transfecciones separadas en 24 h. Posteriormente, se cultivaron las
células durante en presencia de concentraciones crecientes de pomalidomida en

combinacion con 2,5 nM de dexametasona durante 3 dias.

Tampoco se observaron diferencias en la sensibilidad a los IMiDs o en la expresion de
CRBN tras la sobreexpresién de miméticos de los miARNs miR-330-3p, miR-98-5p, let7f-

5p, miR-30a-5p y miR-454-3p, bien sea de forma individual o de forma combinada.
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B) INHIBICION TRANSITORIA DE miARNs EN RPD

Se evalué también el efecto de la inhibiciéon de aquellos miARNs que se encuentran
sobreexpresados en la linea celular RPD y se analizé la expresion de CRBN y la
sensibilidad a Pd en estas condiciones, con el objetivo de determinar si la inhibicién de
estos miARNSs podria inhibir la resistencia a Pd. Tan solo se identificé una tendencia hacia
la sobreexpresion de CRBN bajo condicién de inhibicion de los miARNs let-7f-5p y miR-
30a-5p, aunque no llegd a ser significativa (p=0.123 y p=0.102, respectivamente) (Figura
4.43 A). Sin embargo, no encontramos diferencias en cuanto a la sensibilidad a la

combinacion Pd (Figura 4.43 B).
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Figura 4.43. Efecto de la inhibicion de los miARNs let-7f-5p y miR-30a-5p en la
expresion de CRBN y la sensibilidad a la combinacion Pd en la linea celular RPD. A:
andlisis de expresion de CRBN mediante RT-gPCR y Western Blot. B: andlisis de la
viabilidad celular por ensayo MTT. Se realizaron 2 transfecciones con los inhibidores a
una concentracion de 25 nM. Tiempo de tratamiento con Pd: 3 dias. Dosis de

dexametasona: 2,5 nM.
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C) miR-34a

Los arrays de miARNs mostraron que el miR-551-5p y el miR-34a-5p se sobreexpresan

de forma comun en las lineas resistentes respecto a su contrapartida sensible MM.1S.

Teniendo en cuenta que estudios previos sugieren que el miR-34a-5p podria inducir
la expresién de STAT3 [303] e incluso actuar como un agente pro o antitumoral
dependiendo del contexto [304], decidimos evaluar su posible papel en la expresién de
CRBN vy la resistencia a Pd a pesar de no aparecer en el analisis predictivo para tener por

diana el ARNm de CRBN.

En primer lugar, se validd la sobreexpresidn de este miARN en las células resistentes

mediante RT-qPCR (Figura 4.44).
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Figura 4.44. Validacion por RT-qPCR de la sobreexpresion del miR-34a-5p en las células

resistentes con respecto su contrapartida sensible MM. 1S.

Posteriormente, se evalué el efecto de la sobreexpresion de miR-34a-5p en la
expresion del gen CRBN y en la sensibilidad a los IMiDs. Sorprendentemente, las células
MM.1S transfectadas con el miR-34a-5p mostraron mayor expresion de CRBN que las
transfectadas con el control Non Targeting. Ademas, los ensayos de viabilidad celular
mostraron que las células MM.1S transfectadas con el miR-34a-5p eran mas sensibles a
la combinacién Pd (Figura 4.45 A). Se evalud también el efecto de la sobreexpresion de

este miARN en RPD, encontrando resultados similares (Figura 4.45 B).
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Figura 4.45. Efecto de la sobreexpresion ectopica del miR-34a-5p sobre la expresion de
CRBN y la sensibilidad a la combinacion Pd en MM.1S y RPD. Andlisis de expresion de
CRBN mediante RT-gPCR y andlisis de la viabilidad celular por ensayo MTT en células
MM.1S (A) y RPD (B) transfectadas con un mimético del miR-34a-5p. Se realizaron 2
transfecciones con el mimético a una concentracion de 25 nM separadas 24 h. Tiempo

de tratamiento con Pd: 3 dias. Dosis de dexametasona: 2,5 nM.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los modelos celulares de resistencia a IMiDs, RLD y RPD, muestran menor expresién
de CRBN, tanto a nivel de ARNm como de proteina, lo que concuerda con la bibliografia
[197,199,213,214] y coincide con un estudio reciente basado también en la generacion

de lineas con resistencia adquirida a IMiDs [191].

En cuanto a los mecanismos responsables de la desregulacién de CRBN, en primer
lugar, los estudios de secuenciacién no identificaron alteraciones especificas en el ADN.
Por otro lado, el analisis de nimero de copias y FISH confirmaron una delecién
heterocigética en la region de CRBN presente tanto en las lineas resistentes como en la
sensible. Por lo tanto, no identificamos alteraciones gendmicas que expliquen la

desregulacién de CRBN.

En relacidn con los estudios epigenéticos, no encontramos diferencias en cuanto al
nivel de metilacidon de CpGs de la regidén promotora ni en CpGs cercanas al promotor de
CRBN entre células sensibles y resistentes. Ademads, el analisis del metiloma llevado a
cabo en el capitulo I incluyé 8 CpGs localizadas en la region promotora y cuerpo génico
de CRBN, que tampoco mostraron diferencias en cuanto a su nivel de metilacion. No
obstante, no podemos descartar que otras CpGs diferentes a las analizadas (bien sea de
la regidon promotora, en islas CpG préoximas o en CpGs del cuerpo génico) se encuentren
metiladas y puedan ejercer un papel en la infraexpresion transcripcional de CRBN. En
cualquier caso, la represién transcripcional debida a la metilacion del ADN esta
generalmente asociada a la metilacién de islas CpG, es decir, de sets o conjuntos de
CpGs. Por lo tanto, el hecho de no encontrar ninguna CpG diferencialmente metilada
entre los distintos tipos celulares, parece sugerir que la infraexpresion de CRBN no estd

directamente relacionada con cambios en la metilacion de su ADN o locus.

Por otro lado, mediante herramientas bioinformaticas y bases de datos de ChIP
analizamos aquellas proteinas que podrian regular la expresion del gen CRBN a través
de la unidén a sus regiones reguladoras. Entre las 5 proteinas con mayor puntuacion en
el andlisis, encontramos 2 enzimas con actividad metilante y desmetilante de H3K27
(EZH2 y KDMB6A, respectivamente), que se localizan con elevada frecuencia en las

regiones reguladoras del gen CRBN. Esto supone un indicador de que estas regiones
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podrian estar fuertemente reguladas por mecanismos de regulacion epigenética y, mas

concretamente, por marcas de metilacién de histonas.

EZH2 es una proteina cuyas funciones han sido ampliamente estudiadas dada su
relevancia en la diferenciacién y la regulacién del ciclo celular, asi como en procesos
como la autofagia, apoptosis y senescencia [329-331]. Ademas, la presencia de
mutaciones o alteraciones en la expresion de EZH2 ha sido relacionada con la
carcinogénesis, el desarrollo de metastasis y la resistencia a fdrmacos en varios tipos de
cancer [332-337], incluido el MM [338—340]. Numerosos estudios han demostrado que
EZH2 es una proteina que forma parte de un complejo de proteinas represivas de tipo
Polycomb 2 (PRC2, Polycomb Repressive complex 2) que silencia epigenéticamente
varios genes supresores tumorales catalizando la trimetilacion de la lisina 27 de la
histona 3, la cual sirve como punto de anclaje de ADN metiltransferasas e histona
desacetilasas [341,342]. Ademas, estudios recientes han demostrado que EZH2 tiene
funciones aparte de las conocidas como parte del complejo PRC2, de modo que puede
actuar tanto como represor transcripcional como activador dependiendo de su

asociacién con otros miembros del complejo PRC2 y el contexto celular [343-346].

En este capitulo, se observd que el tratamiento con el EZH2i tazemetostat revierte la
resistencia adquirida a Ld y Pd de forma independiente a CRBN, indicando que otros
mecanismos estan implicados. Esta reversidn de la resistencia en condiciones de
infraexpresion de CRBN es sorprendente debido a que la expresién de esta proteina es
necesaria para la actividad de los IMiDs [214]. Sin embargo, recientemente se han
descrito otros ligandos de los IMiDs en células de mieloma como ZAP-70 (Zeta-Chain-
Associated Protein Kinase-70) y TP53-RK (p53-Related Protein Kinase) [202,203]. Los
IMiDs se unen a TP53-RK, inhibiéndolo y bloqueando la fosforilacion de p53, lo que
desencadena la apoptosis de la célula de mieloma. Ademas, la alteracion genética o
inhibicion farmacoldgica de TP53-RK induce una reduccion de los niveles de IKAROS,
AIOLOS y c-Myc [203]. Por otro lado, en el anterior capitulo se menciond otro de los
ligandos de los IMiDs, TBX5 [291]. Teniendo en cuenta que los IMiDs tienen como diana
otras moléculas directamente implicadas en la citotoxicidad de las células de mieloma,
es posible que, en nuestros modelos celulares de resistencia a IMiDs, la adicién del EZH2i

induzca un cambio global en el patron de expresion génica que modifique la expresidon
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de determinadas moléculas diana de los IMiDs como las recién mencionadas, lo que
explicaria la recuperacion de la sensibilidad a los IMiDs de nuestros modelos de
resistencia. Ademas, nuestros resultados sugieren que otra proteina de funciones
similares a CRBN podria estar uniéndose a los IMiDs, ya que no sélo el pretratamiento y
combinacion de Ld/Pd con tazemetostat revirtié la resistencia, si no que los sustratos
IKAROS, AIOLOS vy los factores c-Myc e IRF4 vieron reducida su expresion. En este
sentido, la determinacidn de las moléculas ligando de los IMiDs en estas condiciones
podria identificar nuevas dianas terapéuticas a través de las cuales abordar la resistencia
farmacoldgica. Por otro lado, encontramos que la expresién de EZH2 es mas alta en las
células resistentes y que, ademds, aumenta con el tratamiento con EZH2i. Este
incremento puede deberse a un mecanismo de resistencia celular al propio inhibidor, ya
que el EZH2i utilizado, tazemetostat, es un inhibidor competitivo de EZH2 para su unién
al donador de grupos metilo denominado SAM. Este posible mecanismo es un claro
indicativo de que la expresion de EZH2 estd muy regulada en las células de MM. Ademas,
el tratamiento con Ld/Pd en todas las lineas redujo la expresion de EZH2, lo cual también
apoya la idea de la posible relacion o dependencia en la expresion de EZH2 y la
resistencia a IMiDs. No obstante, teniendo en cuenta la funcion dual de EZH2 como
activador o silenciador transcripcional y la complejidad de los mecanismos implicados,

para poder determinar esa dependencia son necesarios estudios adicionales.

Identificamos ademas miARNs significativamente sobreexpresados en células
resistentes a IMiDs, entre los cuales encontramos varios cuyo analisis de prediccidn
presentaba un valor elevado para unirse a la regién reguladora 3’UTR del ARNm de
CRBN, y regular asi su expresion. Sin embargo y sorprendentemente, los estudios
funcionales de sobreexpresion de miméticos o inhibidores de miARNs en células
sensibles y resistentes, respectivamente, tan sélo mostraron cambios sutiles en la
expresion de CRBN y en la resistencia. Es posible que esto sea debido a limitaciones de
la técnica, ya que estd basada en ensayos de transfeccidn por nucleofecciéon que dan
lugar a una sobreexpresion o inhibicion transitoria de estos miARNs. También es posible
gue, para que tenga lugar una infraexpresién de CRBN, sea necesaria la sobreexpresién
de una determinada combinacién de miARNs diferente a las evaluadas en esta tesis

doctoral, e incluso la combinacidén de diversos modificadores epigenéticos. Son
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necesarios otros estudios que evalien el efecto de la sobreexpresion estable o
prolongada de combinaciones de uno o varios de los miARNs aqui detectados para

determinar el papel de éstos en la expresion de CRBN.
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CAPITULO Ill:

IDENTIFICACION DE GENES DE
SENSIBILIDAD Y RESISTENCIA A IMiDs
MEDIANTE CRIBADOS DE LIBRERIAS DE
CRISPR-Cas9 DE GENOMA COMPLETO
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Teniendo en cuenta las posibilidades que plantea la utilizacién de cribados de
librerias de CRISPR-Cas9 y la relevancia de los estudios de resistencias en MM, en este
tercer capitulo nos hemos basado en esta tecnologia para identificar los mecanismos de
sensibilidad y resistencia a Pd, que posteriormente permitiran identificar y evaluar

estrategias para revertir estas resistencias.

En esta tesis doctoral se utiliza por primera vez la tecnologia de cribados de librerias
de CRISPR-Cas9 de genoma completo para analizar los mecanismos de sensibilidad y
resistencia a una combinacion farmacolégica (pomalidomida y dexametasona) y se
estudian mediante cribados de seleccion negativa los genes cuya inhibicidn podria

revertir esta resistencia.

1. CRIBADO DE SELECCION POSITIVA PARA LA IDENTIFICACION DE GENES DE
SENSIBILIDAD A Pd EN MM

El cribado llevado a cabo en este apartado estd basado en la seleccién positiva de
aquellas células en las que la inactivacidon o ausencia de un gen les confiere resistencia
farmacoldgica; por lo tanto, las sgRNAs de ese gen se encontraran sobrerrepresentadas
en el grupo de células tratadas con Pd respecto al grupo control. Este tipo de cribados
pueden arrojar informacién relevante acerca de los mecanismos de accién y de

resistencia farmacoldgica.

Para llevar a cabo este cribado knockout (KO) de seleccién positiva de genoma
completo, se realizaron transducciones lentivirales para facilitar la entrega del material
genético en las células de mieloma. Asi, en la linea celular sensible MM.1S se indujo la
expresion constitutiva de la endonucleasa Cas9 (MM.1S-Cas9) con el plasmido lentiCas9-
Blast (#52962, Addgene), sobre la que posteriormente aplicamos la libreria de sgRNAs
de genoma completo GeCKO (#1000000049, Addgene) con el objetivo de obtener una
poblacién celular en la que cada célula sea transducida por una sola sgRNA. Es muy
importante determinar la funcionalidad de la endonucleasa Cas9 tras su sobreexpresion
en las células antes de la realizacion de los cribados de CRISPR-Cas9. Para ello, se

utilizaron las células MM.1S-Cas9 y se transdujeron con un pldsmido que induce la
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expresion de GFP y una sgRNA que guia a la endonucleasa Cas9 sobre el ADN de GFP
(#59702, Addgene). De este modo, si las células expresan una endonucleasa Cas9
funcional deberiamos observar cémo la expresion de GFP desaparece a lo largo del
tiempo. En nuestro caso, las células MM.1S-Cas9 mostraron una expresion de una Cas9

funcional (Figura 4.46).
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Figura 4.46. Comprobacion de la funcionalidad de la endonucleasa Cas9 mediante

citometria de flujo en la linea MM.1S-Cas9.

Para asegurar la correcta identificacién de cada sgRNA tras la seleccién de la linea
celular transducida con la libreria, se ha de utilizar un ndmero inicial de células de modo
gue se cumpla la proporcion de > 500 células por sgRNA. Ademas, en este cribado es
importante que cada célula lleve una sola alteracién, de modo que para asegurar que
cada célula sea infectada por una sdla particula lentiviral (que contiene una Unica
sgRNA), transdujimos las células en una proporcion 3:1 (células de mieloma: particula
viral). Posteriormente llevamos a cabo una seleccion con Pd o con el vehiculo control
(DMSO, dimetilsulféxido, y etanol 100%) durante 21 dias utilizando 3 réplicas bioldgicas,
de modo que recogimos las células en dos tiempos: 0y 21 dias (Figura 4.47). A lo largo
del tratamiento con Pd, aquellas células que tengan un KO de un gen que contribuya a
la sensibilidad a Pd veran enriquecida su proporcién en relacidn al resto de la poblacién
celular, de modo que las sgRNAs que lleven estaran sobrerrepresentadas en la condiciéon

de tratamiento con respecto al control. Por el contrario, los genes cuyas sgRNAs se
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encuentren infrarrepresentadas en la condicién de tratamiento, son genes cuya
ausencia podria sensibilizar a la combinacién Pd. Por otro lado, es importante analizar
la representacion de las sgRNAs al comienzo del experimento (t = 0), dado que esta
condicién es utilizada en algunos algoritmos de analisis para normalizar las sgRNAs
identificadas al comparar la representacién entre las condiciones de tratamiento con Pd
y control, y permite discriminar posibles drivers tumorales que hayan sido identificados

en esta comparacion.
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Figura 4.47. Esquema temporal del cribado por seleccion positiva de genoma completo
mediante la tecnologia de CRISPR KO - Cas9. Tras la infeccion lentirival, las células
MM.15-Cas9 transducidas con la libreria de sgRNAs fueron seleccionadas durante 10
dias con 1,5 uM de puromicina. Una vez seleccionadas, se llevo a cabo el cribado durante
21 dias con la combinacion Pd o con el vehiculo control. P: pomalidomida. d:
dexametasona. Dosis de pomalidomida: 15 nM. Dosis de dexametasona: 2,5 nM. Tiempo

de tratamiento: 21 dias.
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La monitorizacién del experimento a lo largo del tiempo se llevd a cabo mediante
contaje celular (Figura 4.48) y determinacion de la muerte celular por citometria de flujo
(Figura 4.49). En ambas condiciones, vehiculo y tratamiento, se partié de 30 millones de
MM.1S-Cas9 (por comodidad, a continuacién nos referiremos a estas células como
MM.1S). Las células tratadas con el vehiculo proliferaron desde el comienzo del
experimento y no mostraron cambios en el porcentaje de muerte celular. Por el
contrario, la poblacién de células tratadas con Pd redujo su nimero y mostré ~ un 50%
de muerte celular a partir del dia 3 de tratamiento. A dia 10 y hasta el dia 21 de
tratamiento, las células tratadas con Pd redujeron progresivamente el porcentaje de
muerte celular y aumentaron en nimero hasta alcanzar los valores de la poblacién

control.
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Numero de células (millones)

0 3 7 10 14 17 21
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Figura 4.48. Contaje celular de MM. 1S infectadas con la libreria CRISPR KO a lo largo
del tiempo de la seleccion positiva con Pd. El nimero mdximo de células MM.1S que se

mantuvo en cada frasco de cultivo fue de aproximadamente 100 millones.
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Figura 4.49. Monitorizacion de la muerte de MM.1S infectadas con la libreria CRISPR

KO mediante citometria de flujo a lo largo del tiempo de seleccion positiva con Pd.

Para identificar aquellos genes cuyas sgRNAs se encuentran sobrerrepresentadas o
infrarrepresentadas en la condicién de tratamiento con Pd, se llevd a cabo la
secuenciacion de estas sgRNAs mediante una metodologia de NGS (Next Generation
Sequencing) basada en amplicones. Esta metodologia consta de 2 PCRs consecutivas. En
la primera, se amplificé una region del plasmido que incluye todas las sgRNAs, y en la
segunda, se afiadieron las secuencias necesarias para poder diferenciar las lecturas de
cada una de las muestras y para que sean secuenciadas correctamente en el equipo. De
este modo, se obtuvieron amplicones con unos parametros &ptimos para ser

secuenciados (Unica banda, de tamafio y concentracién adecuados, Figura 4.50).
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Figura 4.50. Bioandlisis mediante TapeStation del resultado de la amplificacion del
ADN por PCR en dos pasos. Se muestra una banda de pico unico correspondiente al
amplicon generado tras la PCR2, de un tamafio de 388 pb y una concentracion de 3,82

ng/ul.

Una de las principales limitaciones de la secuenciaciéon por NGS en los cribados de
CRISPR-Cas9 es la escasa variabilidad entre las muestras. Los equipos de secuenciacién
estdn basados en una tecnologia de deteccidn por colores y disefiados para secuenciar
muestras con elevada variabilidad (distintos tipos de muestra, genes, pacientes, etc). Sin
embargo, en este caso, las muestras son iguales salvo en los 20 nucleétidos que
corresponden a las sgRNAs, ya que tras la infeccion lentiviral se produce la integracién
en el genoma de las células MM.1S del fragmento comprendido entre las regiones de
recombinacion del pldsmido que contiene las sgRNAs. De este modo, si secuencidsemos
amplicones con tan poca variabilidad, en toda la superficie del soporte o flow cell se
detectaria el mismo color y el sistema dptico de los secuenciadores (MiSeq o NextSeq,
Illumina) no podria enfocar correctamente sobre esta superficie, ya que no esta
disefiado para esta finalidad. Esto llevaria a obtener un valor de calidad de passing filter

muy bajo y por consiguiente a un fallo en la secuenciacién.
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Valor de Calidad

Para evitar esta limitacidon, utilizamos 8 primers forward con una regién que
denominamos espaciadora y que consiste en una region variable (de 1 a 8 nucleétidos)
gue permite cambiar el “marco de lectura” en las secuencias y multiplicar por 8 la
variabilidad global de las mismas. Asi, logramos superar esta limitacién y obtener unos

valores de calidad adecuados (Figura 4.51).

Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)
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Figura 4.51. Las lecturas obtenidas en la secuenciacion por NGS muestran valores
optimos de calidad. El grdfico muestra las puntuaciones de calidad de cada posicion de
las lecturas. La linea azul indica la puntuacion de calidad media para cada base. El color
de fondo delimita 3 zonas diferentes: muy buena calidad (verde), calidad razonable

(naranja) y calidad baja (rojo).

El nimero medio de lecturas por sgRNA fue superior a 100 (Figura 4.52), que es la

cobertura minima recomendada para poder determinar la representacién de las sgRNAs

en la poblacién celular de forma robusta [279].
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Figura 4.52. El numero medio de lecturas identificadas como “perfect match” por

sgRNA en las distintas muestras fue superior a 100.

Una vez secuenciadas las 3 réplicas bioldgicas en las condiciones tratamiento, control
y tiempo 0, se analizaron aquellas sgRNAs cuya representacion variaba en las células
MM.1S tratadas con Pd respecto a las tratadas con el vehiculo. El analisis de los datos
de NGS para la deteccidon de las sgRNAs y su representacion se realizd con el algoritmo
MAGeCK (Model-based Analysis of Genome-wide CRISPR-Cas9 Knockout), en concreto
con sus funciones RRA (Robust Rank Aggregation) y MLE (Maximum-Likelihood
Estimation) [280]. Posteriormente se llevé a cabo un filtrado de los genes identificados,
considerando aquellos que tuvieran 3 o mas sgRNAs significativa y diferencialmente
representadas en los grupos de tratamientro y control, ademas de presentar un fold
change > 2 para acotar aquellos genes que podrian contribuir mas en la resistencia a Pd.
De este modo, se encontraron 300 genes cuyas SsgRNAs se encontraban
sobrerrepresentadas en el grupo de tratamiento, sugiriendo que la inactivacion de estos
genes podria inducir resistencia a esta combinacién (Figura 4.53). De especial interés, el
analisis con ambos algoritmos RRA y MLE arrojé resultados muy similares, tanto en
numero de genes como en los genes identificados, de modo que tan sélo hemos

indicado los resultados del andlisis RRA (Tabla 7.1, Anexo 1).
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Vehiculo
NUMERO DE GENES CUYAS GUIAS ESTAN
SIGNIFICATIVAMENTE SOBRERREPRESENTADAS EN Pd

g e N
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Figura 4.53. Determinacion del numero de genes o “hits” cuyas guias estdn
significativamente sobrerrepresentadas tras 21 dias de tratamiento con Pd respecto a

la condicion de tratamiento con vehiculo.

Llevamos a cabo un analisis de enriquecimiento con los 272 genes codificantes de
proteina de los 300 hits identificados. Entre las rutas y procesos enriquecidos en los
genes codificantes de proteina destacan las relacionadas con el metabolismo, la
proliferacion y crecimiento celular, el transporte y modificaciones de proteinas, asi
como otras como la respuesta celular a farmacos o la agregacién celular (Figura 7.1y
Tabla 7.2, Anexo 1). Ademas, el analisis de funciones moleculares reveld un
enriquecimiento de las funciones relacionadas con modificaciones de proteinas,
especialmente las relacionadas con la transferencia o union de moléculas tipo ubiquitina

(Tabla 4.11).
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Tabla 4.11. Andlisis de enriquecimiento de funciones moleculares con los 272 genes

resultado de la seleccion positiva.

Gene Set

G0:0070840

G0:0019787

G0:0043028

G0:0044389

G0:0004712

G0:0051861

G0:0043621

G0:0140103

G0:0051059

G0:0016705

G0:0031491

G0:0030594

G0:0001530

G0:0051082

G0:0004674

G0:0016776

G0:1990782

G0:0017069

G0:0032451

Description: Molecular Function
dynein complex binding

ubiquitin-like protein transferase activity

cysteine-type endopeptidase regulator activity involved in

apoptotic process

ubiquitin-like protein ligase binding

protein serine/threonine/tyrosine kinase activity

glycolipid binding

protein self-association

catalytic activity, acting on a glycoprotein
NF-kappaB binding

oxidoreductase activity, acting on paired donors, with
incorporation or reduction of molecular oxygen

nucleosome binding
neurotransmitter receptor activity
lipopolysaccharide binding
unfolded protein binding
protein serine/threonine kinase activity
phosphotransferase activity, phosphate group as acceptor
protein tyrosine kinase binding
snRNA binding

demethylase activity

P Value
0.0030632

0.010613
0.017602

0.019574
0.019986
0.029240
0.037826
0.037928

0.054258
0.061134

0.063786
0.071550
0.072584
0.075157
0.082062
0.092578
0.095974
0.096750

0.096750
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Entre los 300 genes cuyas sgRNAs se encuentran sobrerrepresentadas en la condicion

de tratamiento tras 21 dias, el gen con mayor puntuacién fue CRBN, con las 6 sgRNAs

sobrerrepresentadas, un p-valor de 2,28E-07 y un fold change > 95 (Tabla 4.12).

Tabla 4.12. Andlisis MAGeCK-RRA mostrando los Top-10 genes ordenados por p-valor

cuyas guias aparecen sobrerrepresentadas en las células tratadas con Pd respecto al

vehiculo (p-valor < 0,05; FC > 2). sgRNAs: numero de sgRNAs significativamente

sobrerrepresentadas en la condicion de tratamiento para cada gen. FC: Fold Change.

Gen p-valor sgRNAs FC Funciones
CRBN 2 28E-07 6 95 82 Recep'For E.3 ligasa. Diana conocida de
pomalidomida
Componente E3 ligasa (BTB-CUL3-RBX1 E3
ubiquitin-protein ligase complex). Modula la
SPOP 2 28E-07 6 716 reprgsién tra?scripcior)al a través de PAXX,
qgue interactia con histona desacetilasas,
histonas y otras proteinas asociadas a
histonas
COPS7B 6,27E-05 5 3,67 Componente signalosoma COP9
KRTAP23-1 | 0,00013711 3 3,55  Proteina asociada a queratina
AP3B2 0,00014624 4 311 Papel en el tran§porte de proteinas en
endosomas o Golgi (late/trans)
DNPEP 0,00015217 5 5,28  Amino-peptidasa, protedlisis
TEX35 0,00020282 5 3,25  Desconocido
Promueve condensacion de la cromatina,
inhibiendo la transcripcién. Forma parte de
NCOR1 | 0,00023316 4 360 Un complejo  que promueve la
desacetilacidn de histonas y la formacién de
estructuras de represion que impiden el
acceso de factores de transcripcion
787814 0,00023522 5 384 Represor trar.\sc.ripcion.al de c-Myc y otros
promotores timidin quinasa
UBE2G1 0,00025757 4 2,74  Ubiquitin protein ligasa
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De forma interesante, el segundo gen con mayor puntuacién identificado fue SPOP
(Speckle Type BTB/POZ Protein), un gen codificante de una proteina componente de una
E3 ligasa que tiene como sustrato la proteina c-Myc y que ademas participa en procesos
de modificacidn de histonas [347]. Se encontraron también otras proteinas relacionadas
con procesos de ubiquitinacién como UBE2G1 vy otras, que no estando en el Top-10,
también resultaron significativas (UBE2A, PLAA, MIB2, PHF7, ARMCS8, FBXO33 , FBX021,
KLH42 y KLHL9) (Tabla 7.1, Anexo ). Por otro lado, se identificaron componentes del
signalosoma COP9 (COPS7B, COPS2), asi como proteinas implicadas en procesos de
regulacién transcripcional o epigenética como NCOR1, MBD2, CBX7, HIST1H1A, HDAC3,
HDAC7, PHF7, GZMA, HMGN4, FGR1, ZBTB14, TNRC18, SMARCD1, CBX1, WAC, RBBP9,
MBD2 y TNRC18. Ademas, se encontraron algunos genes que codifican proteinas
relacionadas con la via de NOTCH como JAG1, KDELC1 y MIB2 (que forma parte de una
E3 ligasa que ubiquitina moléculas de esta via marcandolas para su degradacién); asi

como el supresor tumoral PTEN (Tabla 7.1, Anexo I).

Como se ha comentado anteriormente, los genes identificados mediante los analisis
RRA y MLE fueron practicamente los mismos, salvo que la puntuacién asociada a cada
gen varia entre ambos analisis, de modo que en el Top-10 de genes obtenido mediante
el analisis MLE se encontraron otros genes como PALM2-AKAP2, NFKBIA, PCDHGAS,
FAM72D, DNAJA4 y PRDM9 (Figura 7.2, Anexo I).

De los 300 genes cuyas sgRNAs se encontraron sobrerrepresentadas en el grupo de
tratamiento, nos propusimos profundizar en el estudio y evaluar algunos de ellos

atendiendo a su funcién, asi como a su p-valor y fold change asociados (Figura 4.54).
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Figura 4.54. Genes identificados seleccionados atendiendo a su p-valor, fold change y

funcion.

El gen SPOP, segundo gen identificado de mayor puntuacién después de CRBN tanto
en el analisis RRA como en el MLE, se expresa de forma elevada en lineas celulares de
mieloma multiple (Figura 4.55). Ademas y de forma interesante, a través de un analisis
bioinformatico con la herramienta ARCHS?, que utiliza un repositorio de matrices de co-
expresion basada en datos de ARN-seq de muestras humanas [324], identificamos que
CRBN podria ser una de las moléculas que mas se co-expresa con SPOP. Por otro lado,
SPOP y CRBN tienen funciones bioldgicas y moleculares similares, siendo ambas
componentes de E3 ligasas que median la ubiquitinacion de proteinas diana y su

posterior degradacidén en el proteasoma.
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Figura 4.55. Expresion de SPOP en distintas lineas celulares. Obtenido de Berglund L.,
et al. [348]. Las lineas celulares hematoldgicas y, especialmente las lineas de MM,

muestran una elevada expresion de este gen.

Realizamos también un alineamiento de secuencias con la herramienta BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool [349]) entre las proteinas CRBN y SPOP que determind un
porcentaje de identidad de en torno a un 30% (Figura 4.56). Parte de esta identidad se
da en regiones clave para la union de los IMiDs con CRBN, y en especial de pomalidomida

con CRBN [196,197].

Max Total Query E Per.

Description Score Score Cover value Ident Accession
RecName: Full=Protein cereblon [Homo sapiens] 173 M3 3% 13 29.41% Q96SW2.1
i | | | | | | ERON
1 100 200 300 400 500

v

Bolsillo de unién de los
IMiDs a CRBN

Figura 4.56. Alineamiento entre las secuencias proteicas de CRBN y SPOP.
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Para validar el papel de SPOP vy otros genes identificados (RNF6, NCOR, MIB2, EDC4,
FBXO33, FBX0O21, PLAA, PTEN, KLHL9, THOC2) cuya ausencia podria inducir resistencia a
Pd, se generd por CRISPR-Cas9 una linea celular KO para cada uno de los genes
seleccionados y posteriormente se llevaron a cabo estudios de viabilidad celular bajo
tratamiento con Pd. Para ello, seleccionamos sgRNAs para cada gen teniendo en cuenta
su eficiencia de edicidn [350,351], su especificidad [352] y la expresidn de las distintas
isoformas del gen en las células de mieloma [353,354]. Priorizamos la utilizacion de
sgRNAs de la libreria GeCKO utilizada en el cribado, siempre que estuviese dirigida a una
region compartida por las distintas isoformas y mostrase unos valores de eficiencia y

especificidad elevados.

Durante el proceso de generacién de KOs individuales para cada uno de los genes y
antes de la separacion célula a célula para obtener clones homogéneos, se llevaron a
cabo estudios de viabilidad celular con la poblacién total de células transducidas con
lentivirus que llevan las sgRNAs correspondientes (“pooles KO”). Se analizé la eficiencia
de edicion de las sgRNA amplificando por PCR la region diana, secuenciando y
comparando el ADN de los “pooles KO” y el de células transducidas con el vector vacio
(sin sgRNA) mediante el software TIDE [355]. En la validacién indiviual de los genes
elegidos, se obtuvo una eficiencia de edicién de aproximadamente un 30-50% (Figura

4.57).
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Figura 4.57. La eficiencia de edicion de las sgRNA empleadas se situa entre un 30% y
un 50%. Se muestra como ejemplo el punto de corte y la eficiencia de edicion obtenida
para el gen SPOP. A: punto de corte de la sgRNA del gen SPOP en el ADN. B: eficiencia
de edicion de la sgRNA del gen SPOP. En B, el eje de ordenadas indica la proporcion de
secuencias que presentan una determinada alteracion. El eje de abscisas representa las
alteraciones identificadas de tipo delecion (a la izquierda del 0) o insercidn (a la derecha
del 0) en numero de pares de bases. Por ejemplo, el 16,9% de las secuencias muestran

una delecion de 2 pares de bases.

176



% Viabilidad Celular

Encontramos que los “pooles KO” para los genes CRBN, SPOP, EDC4, FBXO33, NCOR1

y PLAA muestran una menor respuesta a Pd (Figura 4.58).
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——MM.1S
——MM.1S Control Vector
——MM.1S CRBN pool KO
——MM.1S SPOP pool KO
~———MM.1S EDC4 pool KO
MM.1S FBX0O33 pool KO
MM.1S PLAA pool KO
—— MM.1S NCOR1 pool KO
— MM.1S MIB2 pool KO
—— MM.1S PTEN pool KO
MM.1S FBX021 pool KO
MM.1S RNF6 pool KO
——MM.1S THOC2 pool KO
———MM.1S KLHL9 pool KO

Figura 4.58. Andlisis de viabilidad celular de los modelos de linea celular MM.1S “pool

KO” tratados con la combinacion Pd. Dosis de dexametasona: 2,5 nM. Tiempo de

tratamiento: 5 dias.

También se trataron algunos de los “pooles KO” con Ld para determinar si habia

resistencia cruzada con los genes considerados. En los analisis que se han llevado a cabo

hasta el momento, Unicamente los “pooles KO” EDC4 y FBXO33 han mostrado una ligera

menor respuesta a Ld (Figura 4.59).
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Figura 4.59. Andlisis de viabilidad celular de los modelos de linea celular MM. 1S “pool
KO” tratados con la combinacion Ld. Dosis de dexametasona: 2,5 nM. Tiempo de

tratamiento: 5 dias.

Por otro lado y tras llevar a cabo una separacién célula a célula para obtener clones
de células KO, pudimos obtener una poblacién homogénea de células KO para el gen
SPOP. Encontramos que esta poblacién celular muestra menor sensibilidad a la
combinacidn Pd (Figura 4.60). El mismo proceso se llevé a cabo con la linea celular OPM-
2, cuyos clones KO para el gen SPOP también mostraron menor sensibilidad a Pd (Figura
4.61). Actualmente, nos encontramos en el proceso de generacidon de mas clones de
células KO para el gen SPOP, asi como para los genes EDC4, FBXO33 y NCOR1, entre
otros, en ambas lineas MM.1S y OPM-2 para validar los resultados del estudio de

seleccion positiva a Pd.
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Figura 4.60. Andlisis de viabilidad celular de un clon de células MM.1S KO para el gen

SPOP ante la combinacion Pd. Dosis de dexametasona: 2,5 nM. Tiempo de tratamiento:

5 dias.
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Figura 4.61. Andlisis de viabilidad celular de clones células OPM-2 KO para el gen SPOP

con la combinacion Pd. Dosis de dexametasona: 2,5 nM. Tiempo de tratamiento: 5

dias.
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Ademas de la informacidn obtenida de aquellas sgRNAs sobrerrepresentadas bajo
tratamiento con Pd, se analizaron los genes cuyas sgRNAs se encuentran
infrarrepresentadas con respecto a la condicidn control, ya que estas poblaciones KO
para un gen determinado han visto reducida su representacién con respecto al conjunto
de poblaciones, indicando que la ausencia de estos genes podria sensibilizar a la

combinacion Pd.

Al realizar un filtrado de los genes que mostraron al menos 3 sgRNA
significativamente infrarrepresentadas con un Fold Change < 0,5 se identificaron 213
genes de los cuales 35 son miARNs (Tabla 7.3, Anexo I). Entre los genes Top-10
encontrados destacan los relacionados con la via de Wnt APCDD1L y CTNNB1, y el

receptor tirosin quinasa IGFR1 (Tabla 4.13).

Por otro lado, quisimos determinar si existian farmacos disponibles cuyas dianas
estén entre los 213 genes identificados y que pudieran sensibilizar a Pd. Para ello, se
llevé a cabo un andlisis de enriquecimiento con bases de datos de farmacos y proteinas
diana [274]. De los 213 genes, 175 codifican para proteinasy de ellas sélo 123 son dianas
anotadas en las bases de datos. Pese a contar con un conjunto de tan sélo 123 dianas,
el andlisis si reveld farmacos cuyas dianas conocidas estan significativamente
enriquecidas entre ellas (Tabla 4.14). De forma muy interesante, el analisis reveld
farmacos inhibidores de PDCD1 (Programmed Cell Death 1, mas conocido como PD-1) y
de CD274 (Programmed Cell Death 1 Ligand 1, mas conocido como PD-L1), como son los

anticuerpos monoclonales atezolimumab, nivolumab y pembrolizumab.
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Tabla 4.13. Andlisis MAGeCK-RRA mostrando los genes Top-10 cuyas guias aparecen

infrarrepresentadas en las células tratadas con Pd respecto al vehiculo (p-valor < 0,05;

FC < 0,5). sgRNAs: numero de guias significativamente infrarrepresentadas en la

condicion de tratamiento. FC: Fold Change.

Gen

p-valor

SgRNAs

FC

Funciones

APCDD1L

DMAP1

BTN2A2

IGF1R

GPRIN2

CTNNB1

SARS

MYO3B

HFE2

USP54

1,35E-05

4,68E-05

6,91E-05

1,44E-04

1,64E-04

2,05E-04

1,03E-03

1,05E-03

1,17E-03

1,27E-03

4

0,36

0,34

0,31

0,39

0,36

0,45

0,42

0,46

0,36

0,34

Regulador negativo de la via de Wnt. La expresidn
incrementada podria estar asociada a cancer
colorectal [356]

Codifica una subunidad implicada en la represion o
activacion de la transcripcién. La proteina codificada
puede inhibir la transcripcion y estd dirigida a
puntos de inicio de la replicacion a lo largo de la fase
S al interactuar directamente con la ADN
metiltransferasa 1. También participa en regulacién
y acetilacién de la cromatina

Inhibe la proliferacién de células T CD4 y CD8
activadas por anticuerpos anti-CD3, el metabolismo
de las células T y la secrecion de IL2 e IFNG
Receptor tirosin quinasa involucrado en vias de
crecimiento y supervivencia celular. Su fosforilacion
induce la activacién de la via PI3K-AKT y Ras-MAPK
Inductor de crecimiento neuritico regulado por
proteinas G

Catenin Beta 1. Componente clave aguas abajo de la
via de Wnt.

En el nucleo, se une al promotor central de VEGFA y
previene la uniéon de c-Myc y la activacion
transcripcional por c-Myc

Miosina lll. Implicada en la organizacién de los
filamentos de actina

Proteina que actla como correceptor de proteina
morfogénica désea (BMP, Bone Morphogenetic
Protein)

Peptidasa especifica de ubiquitinas
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Tabla 4.14. Andlisis de enriquecimiento de moléculas diana con los 123 genes anotados

en las bases de datos de dianas farmacoldgicas.

Gene Set Description Size Expect Ratio P Value
PA166129523 atezolizumab 5 0.048888 40.910 0.00093027
PA166129522 nivolumab 7 0.068443 29.221 0.0019286

Antihypertensives

PA164712446 And Diuretics In 8 0.078221 25.569 0.0025551
Combination

PA164781042 flucloxacillin 8 0.078221 25.569 0.0025551

PA166124615 pembrolizumab 8 0.078221 25.569 0.0025551

PA449059 cloxacillin 9 0.087999 22.728 0.0032641

Alpha- and beta-
PA164712343 adrenoreceptor 35 0.34222 8.7664 0.0047530
agonists

182



2. CRIBADO DE SELECCION NEGATIVA PARA LA IDENTIFICACION DE GENES CUYA
INACTIVACION REVIERTA LA RESISTENCIA A Pd EN MM

Utilizando el modelo celular de resistencia a Pd que desarrollamos en el capitulo |, la
linea celular RPD, desarrollamos una estrategia de seleccién negativa basada en la
implementacion de librerias de CRISPR KO-Cas9 de genoma completo, para identifcar
genes cuya inactivacion reviertiera la resistencia adquirida. Este es el primer estudio de
CRISPR KO de genoma completo que plantea esta hipdtesis, suponiendo por tanto una
prueba de concepto en el estudio de los mecanismos de resistencia y en el desarrollo de

estrategias destinadas a revertirla.

Del mismo modo que con la linea celular MM.1S-Cas9, se generd la linea RPD con
expresion estable de una endonucleasa Cas9 funcional (RPD-Cas 9). Por comodidad, en
los estudios detallados a continuacion, nos referiremos a esta linea Unicamente como

RPD.

Utilizamos la libreria de CRISPR-Cas9 de genoma completo (libreria GeCKO) para
transducir la linea RPD, y siguiendo la misma metodologia que la llevada a cabo en la
seleccidon positiva, se transdujeron las células manteniendo una proporciéon de >500
células por sgRNA y de 3 células por particula viral para minimizar el riesgo de que una
misma célula lleve mas de una alteracidén. Una vez transducidas las células resistentes
con la libreria de sgRNAs y habiendo comprobado que mantenian la resistencia a Pd
(Figura 4.62), las células RPD fueron tratadas con una combinacién de 50 nM de
pomalidomida y 2,5 nM de dexametasona o con un vehiculo control durante 5 dias,
momento en el cual se recogieron las células y se secuenciaron las sgRNAs integradas

en su genoma (Figura 4.63).
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Figura 4.62. Andlisis de viabilidad de las lineas MM.1S y RPD con expresion constitutiva

de la endonucleasa Cas9 en respuesta a la combinacion Pd. Dosis de dexametasona:

2,5 nM. Tiempo de tratamiento: 5 dias.
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Figura 4.63. Esquema temporal del cribado de seleccion negativa de genoma completo

mediante la tecnologia de CRISPR KO-Cas9. Tras la infeccion lentiviral, se seleccionaron

las células RPD transducidas con 1,5 uM de puromicina durante 10 dias. Una vez

seleccionadas, se llevo a cabo un cribado de 5 dias con la combinacion de Pd o con el

vehiculo control. P: pomalidomida. d: dexametasona. Dosis de pomalidomida: 50 nM.

Dosis de dexametasona: 2,5 nM. Tiempo de tratamiento: 5 dias.
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A diferencia de la seleccidn positiva, se disefd el experimento de seleccidn negativa
para identificar sgRNAs infrarrepresentadas en la condicién de tratamiento respecto del
vehiculo sin farmaco. En este tipo de ensayos, la posibilidad de encontrar un hit o
resultado significativo es mas dificil, ya que la relacidn sefial:ruido es mucho mas baja.
Para incrementar la posibilidad de identificar genes cuyas sgRNAs se encuentren
infrarrepresentadas con respecto al resto, se modificé la metodologia de secuenciacién
para incrementar el niumero de veces que cada sgRNA era leida por el secuenciador

(superior a 250) (Figura 4.64).
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Figura 4.64. El nimero medio de lecturas identificadas como “perfect match” para

cada sgRNA entre las distintas muestras fue superior a 250.

Identificadas las sgRNAs, se llevd a cabo un andlisis de MAGeCK-RRA entre las
poblaciones de RPD tratadas con Pd y con el vehiculo. Se filtraron aquellos genes que
mostraron 3 o mas sgRNAs significativamente infrarrepresentadas en la poblacién de
RPD+Pd frente a la poblacién tratada con el vehiculo, y que ademas tenian un Fold
Change < 0,75. De este modo, se encontraron 388 genes cuya ausencia o inactivacion

podria revertir la resistencia a Pd (Figura 4.65).
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NUMERO DE GENES CUYAS GUIAS ESTAN
SIGNIFICATIVAMENTE INFRARREPRESENTADAS EN Pd

Vehiculo

FILTROS >3 guias > 4 gufas =5 gufas =6 guias
p<0,05 805 480 138 11
P<0,05 FC<0,75X 388 298 100 10
p<0,05 FC<0,5X 19 16 8 3
p<0,01 FC<0,75X 98 72 28 6
p<0,01 FC <0,5X 5 5 3 2

Tratamiento
con Pd

Figura 4.65. Numero de genes identificados cuyas sgRNAs estdn significativamente
infrarrepresentadas en las células RPD tras 5 dias de tratamiento con Pd en

comparacion con las células RPD tratadas con el vehiculo control.

De entre los 388 genes (ver en Tabla 7.4, Anexo 1), destacan algunos ya conocidos en
el contexto de la resistencia a IMiDs como MAP3K1 (mas conocido como MEK) y MKNK2,
componentes de la via de las MAPK; asi como MYC, MYCL, MTOR, y los componentes de
la via de Wnt, WNT2B y WNT5A. También es relevante sefialar algunas proteinas con
funciones relacionadas con la regulacién de la estabilidad y la homeostasis proteica.
Ejemplo de ello es TOR1A, uno de los genes con mayor puntuacién identificados, que
actia como chaperona con funciones importantes en el correcto plegamiento proteico,
asi como en el procesamiento, estabilidad y localizacién de agregados proteicos.
Ademas, participa regulando la estabilidad de diversas proteinas junto con el
signalosoma COP9.

En este caso y a diferencia de la seleccidon positiva, en el cribado de seleccidon negativa
hemos identificado diferencias entre los andlisis RRA y MLE, especialmente en los genes
identificados de maxima puntuacion. No obstante, los andlisis de enriquecimiento con
los genes identificados ambos anadlisis muestran vias, componentes y funciones
moleculares similares.

Sin embargo, es de especial interés sefialar algunos de los genes que el andlisis MLE
identifica a diferencia del analisis RRA. Entre los genes de mayor puntuacion

identificados en el andlisis MLE se incluyen el recientemente descrito ligando de los
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IMiDs TP53-RK [203], el factor IRF4 y el gen que codifica para la Topoisomerasa 2 TOP2A.
Ademas, aparecen otros genes como DNM2, RRN3 y PRAMEF6 (Figura 4.67).

Entre los genes identificados quisimos ver cudles podian ser dianas accionables cuya
inactivacion podria revertir la resistencia. Asi, el andlisis de enriquecimiento con las
dianas farmacoldgicas mostré una sobrerrepresentacion de dianas de agentes
antimicrobianos, antibidticos y corticosteroides, y otros farmacos como el inhibidor de
MEK cobimetinib, el inhibidor de PI3K idelalisib, y los inhibidores de la topoisomerasa 1

topotecan e irinotecan.

Treatment

104

Vehicle

Figura 4.66. Andlisis MAGeCK-MLE mostrando los genes Top- 10 con mayor puntuacion

para la seleccion negativa.
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Ademas, se llevd a cabo un analisis de enriquecimiento de componentes moleculares
con los 388 genes identificados, que identificd proteinas presentes en eucromatina o
cromatina no condensada (transcripcionalmente mas activa) (Tabla 4.15). También se
observé un enriquecimiento de las funciones moleculares relacionadas con las proteinas

mal plegadas y con el transporte de membranas (Tabla 4.16).

Tabla 4.15. Andlisis de enriquecimiento de componentes moleculares con los 388 genes

identificados en el cribado de seleccion negativa.

Description:

Gene Set Components Size Expect Ratio P Value
G0:0000791 euchromatin 33 0.50754 5.9109 0.013889
G0:0098978 glutamatergic 350 53830  2.0435  0.019146

synapse
G0:0031045 dense core granule 20 0.30760 6.5019 0.037256
G0:0019867 outer membrane 206 3.1683 2.2094 0.039728
G0:1905368 peptidase complex 89 1.3688 2.9222 0.048114
G0:0001891 phagocytic cup 23 0.35374 5.6539 0.048152

G0:0035327 transcriptionally 24 0.36912 5.4183 0.052011
active chromatin
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Tabla 4.16. Andlisis de enriquecimiento de funciones moleculares con los 388 genes

identificados en el cribado de seleccion negativa.

Description:
Gene Set ption .
Molecular Functions
unfolded protein
binding

G0:0051082

guanyl-nucleotide
G0:0005085 exchange factor
activity

amide
G0:0042887 transmembrane
transporter activity

active
G0:0022804 transmembrane
transporter activity

organic acid
G0:0005342 transmembrane
transporter activity

nucleoside-
G0:0060589 triphosphatase
regulator activity

misfolded protein
binding

G0:0051787

G-protein alpha-
: 1
C0:0001965 subunit binding
G0:0017025 TBP-class protein
binding
macromolecule
G0:0022884 transmembrane
transporter activity

Size

118

329

44

346

155

348

21

22

22

Expect

1.7525

4.8861

0.65347

5.1386

2.3020

5.1683

0.31188

0.32673

0.32673

0.32673

Ratio

5.1356

2.4559

6.1212

2.1407

2.6065

1.9349

6.4127

6.1212

6.1212

6.1212

P Value

0.000064282

0.0037194

0.0040209

0.014281

0.028101

0.034965

0.038289

0.041715

0.041715

0.041715

Ademas, se llevé a cabo un analisis de tipo STRING para analizar las asociaciones

proteicas de los genes codificantes de proteina identificados [357]. En él se encontrd a

MYC como elemento central (Figura 4.67).
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Figura 4.67. Andlisis STRING mostrando las interacciones entre las proteinas que

codifican los genes identificados en el cribado de seleccion negativa.
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Teniendo en cuenta los resultados del analisis STRING, se evalud el efecto de la
adicion de un farmaco inhibidor de c-Myc, alin en desarrollo clinico, al tratamiento con
Ld o Pd en las lineas MM.1S y RPD, sin observar efectos sobre una posible reversién de

la resistencia a Pd.

Por otro lado y sorprendentemente, 93 de los 388 hits identificados fueron miARNs,
aun teniendo en cuenta que la libreria GeCKO sélo incluye 4 sgRNAs por cada uno de los
3.039 miARNs diana. Entre los Top-10 miARNs se encuentra el miR-30a (Tabla 4.17),

anteriormente mencionado en los capitulos | y II.

Tabla 4.17. To-10 miARNs que muestran 3 o mds sgRNAs significativamente
infrarrepresentadas en las células RPD tratadas con Pd respecto a las tratadas con un
vehiculo control (p-valor < 0,05; FC < 0,75). Se ha sefialado el miR-30a por haber sido
mencionado en los capitulos | y Il. sgRNAs: numero de guias significativamente

infrarrepresentadas en las células tratadas con Pd para un miARN concreto. FC: Fold

Change.
miARN p-valor SgRNAs FC

hsa-miR-30a 0,00063136 4 0,63193146
hsa-miR-5009 0,00094579 4 0,67943149
hsa-miR-4295 0,001027 3 0,60627742
hsa-miR-378b 0,0010366 4 0,69596661
hsa-miR-1202 0,0012283 4 0,5488105

hsa-miR-3690-1 0,0017663 3 0,7476267
hsa-miR-548 0,0022094 3 0,69045534
hsa-miR-6762 0,0026466 4 0,56159033

hsa-miR-3926-1 0,003531 4 0,72923211
hsa-miR-3679 0,0037487 3 0,67945975

También se realizé un analisis de enriquecimiento de tipo KEGG para determinar las
vias enriquecidas entre las dianas de estos miARNs. Se identificaron 57 vias de
sefializacion entre las que destacan las vias de: protedlisis mediada por ubiquitinas, Wnt,
MAPK, MTOR, RAS, PI3K-AKT, y p53 (Tabla 7.15, Anexo I). Por lo tanto, los resultados
del cribado de seleccion negativa en cuanto a genes y miARNs mostraron vias comunes

cuyas sgRNAs diana estan infraexpresadas en la poblacién de células RPD tratadas.
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3. COMPARACION DE DEPENDENCIAS GENICAS DE LAS LINEAS MM.1S Y RPD

Una de las aplicaciones de los cribados de genoma completo basados en librerias de
CRISPR-Cas9 consiste en la identificacion de los genes esenciales de una determinada
linea celular. Fundamentalmente, esta aplicacidon es considerada como un cribado de
seleccion negativa ya que estd basada en la identificacion de sgRNAs que se
infrarrepresentan en una poblacidon celular a lo largo del tiempo. Para ello,
generalmente se compara la representacion de las sgRNAs en la poblacién celular al
comienzo del experimento y en un tiempo posterior. En nuestro caso, no utilizamos esta
metodologia, sino que comparamos la representacién de sgRNAs en las lineas celulares
MM.1S y RPD tras 2 semanas desde el momento de la transduccién con la libreria con el
objetivo de identificar aquellos genes de los que las lineas celulares son dependientes
(Figura 4.68). El objetivo final de este estudio es la identificaciéon de dianas que puedan
ser abordadas farmacolégicamente en el contexto de la resistencia a Pd, o del MM en

general.

Vs ‘....

Figura 4.68. Concepto de la aplicacion de cribados de CRISPR-Cas9 para la
identificacion de genes de dependencia, basada en la identificacion y comparacion de

sgRNAs que se infrarrepresentan en cada una de las poblaciones celulares.
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El analisis reveld que la linea celular RPD, en comparacion con MM.1S, muestra una
infrarrepresentacién de las sgRNAs que tienen como diana los genes IRF4, MYC, PCNA,
HDAC1, MCL1, PSMB1, PSMB3, PSMAG6, AKT2, POLR2D, POLR2J, POLR2| y VEGFB, entre
otros (Tabla 4.18). Estos datos sugieren, por lo tanto, que estos genes podrian suponer
dianas interesantes a abordar farmacolégicamente en el contexto de la resistencia a la
combinacion Pd. Del mismo modo que con los genes identificados en los cribados de
seleccion positiva y negativa, se realizé un analisis de enriquecimiento con las dianas
farmacoldgicas, el cual revelé una sobrerrepresentacion de dianas de agentes
antimicrobianos y antibidticos, los quimioterdpicos paclitaxel y cisplatino, y otros
farmacos como el inhibidor del proteasoma carfilzomib y el inhibidor de histona

desacetilasas (HDAC) romidepsin.

Tabla 4.18. Top10 genes de dependencia en la linea celular RPD en comparacion con
la linea celular MM.1S. sgRNAs: numero de qguias significativamente

infrarrepresentadas en la linea RPD en comparacion con MM.1S. FC: Fold Change.

Gen SgRNAs FC

AGAP5 3 18,0434086
RPS10-NUDT3 3 11,9281632
POP5 5 7,84460062
IRF4 4 7,7103695
BARD1 6 7,22100679
HEATR3 5 6,86091028
EIF6 4 6,14792685
CYP2U1 4 6,04607971
PCNA 6 5,8207296
myc 4 5,71280783
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Hoy en dia, los cribados genéticos de alto rendimiento por librerias CRISPR se pueden
considerar como herramientas muy robustas para estudiar una gran variedad de
procesos biolégicos. Los analisis llevados a cabo en el presente capitulo suponen el
primer estudio que utiliza esta tecnologia para la identificacidn de genes de sensibilidad
y resistencia a una combinacion farmacolégica (Pd), y utiliza modelos celulares de
resistencia a farmacos para la identificacion de vulnerabilidades para revertir estas
resistencias. Ademas, supone el primer estudio que pone en conjunto cribados de
seleccion positiva y negativa para una caracterizacién mas amplia de la resistencia a la
combinacidon de pomalidomida y dexametasona, una combinacién que actualmente es
considerada como uno de los estandares de tratamiento para el paciente de mieloma
refractario o en recaida [162,163,171,358-362].

El cribado de seleccidn positiva ha mostrado como resultado genes conocidos por su
relaciéon con el mecanismo de accion de los IMiDs como son CRBN, la principal diana
conocida de los IMiDs [197], asi como otros recientemente descritos por su papel en el
mecanismo de accién o de resistencia como son los componentes del signalosoma COP9
COPS7By COPS2 [272], y otras moléculas clave en la ubiquitinacidon proteica como son
UBE2A y UBE2G1 [272]. Ademas, algunos de los genes identificados en este cribado
coinciden con los identificados por un cribado previo al farmaco lenalidomida. Ejemplo
de ello son genes con funciones 5° ARNm decapping (EDC4), ubiquitin ligasa (PLAA), o
gue participan en la sefializacién por receptores de hormonas en el nucleo (NCOR1), lo
gue valida nuestros resultados [272]. Ademas, en este estudio no se habian analizado
funcionalmente estos genes, mientras que en la presente tesis doctoral se han
comenzado a llevar a cabo con algunos clones KO. Por otro lado, hemos identificado un
numero elevado de genes y vias adicionales cuya inactivacidon o ausencia podria inducir
resistencia a Pd. Entre estos genes, destacan los implicados en los procesos de
regulacion transcripcional o epigenética (PRDM9Y, MBD2, CBX7, HISTIH1A, HDACS3,
HDAC7, entre otros) y la via de NOTCH (JAG1, KDELC1 y MIB2). Actualmente nos
encontramos validando estos estudios mediante la generacién de lineas KO para los
genes de mayor puntuacién a partir de las lineas sensibles a Pd MM.1S y OPM-2 y

analizando posteriormente la viabilidad celular de estas lineas en presencia de esta
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combinacion y comparandola con la de las lineas parentales. Por el momento, hemos
podido validar que las lineas KO para los genes SPOP, NCOR1, EDC4, PLAA y FBX0O33 son
mas resistentes a Pd que las lineas parentales. Ademds y de forma interesante,
observamos también esta tendencia en las lineas KO para los genes FBX0O33 y PLAA bajo
tratamiento con Ld. Por lo tanto, estos resultados sugieren que la resistencia a Ld y Pd
podria compartir mecanismos comunes como la desregulacién de CRBN, por ejemplo, y
presentar al mismo tiempo mecanismos especificos de resistencia a Ld o Pd. Entre estos
genes cuya inactivacion o ausencia genera resistencias, hemos observado un
enriquecimiento en componentes y funciones moleculares relacionadas con la
ubiquitinacion y la degradacién proteica. Entre los genes que hemos validado se
encuentran SPOPy FBX033, que codifican proteinas adaptadoras de complejos E3 ligasa
con funciones de reconocimiento de sustratos, al igual que CRBN. Esto sugiere que,
quizd, bajo condicién de resistencia e infraexpresion de CRBN, otros componentes
receptores de E3 ligasas puedan actuar como ligandos de los IMiDs. La infraexpresién
de c-Myc en las células de MM bajo tratamiento con lenalidomida o pomalidomida es
un hecho ampliamente descrito en la bibliografia [190,197,215]. Sin embargo, aunque
se cree que, en MM, IKZF1 e IKZF3 actian como reguladores positivos de IRF4 y c-Myc,
y c-Myc ha sido descrita como una diana directa del factor de transcripcion IRF4 [363],
aun no esta claro el mecanismo por el que c-Myc se infraexpresa bajo condicidén de
tratamiento con los IMiDs [364]. Ademas, en el estudio que describié la estructura de
union de los IMiDs con CRBN [197], se encontrd que c-Myc se ubiquitina mas en las
células tratadas con estos farmacos. Por todo ello y teniendo en cuenta que una de las
dianas que SPOP reconoce y marca para su degradacion es c-Myc, esta proteina podria
actuar como ligando de pomalidomida, bajo condiciéon de resistencia, y ejercer su
actividad antimieloma via infraexpresion de c-Myc.

Por otro lado, y en este mismo cribado, identificamos genes cuyas sgRNAs estan
infraexpresadas bajo condicién de tratamiento con Pd y que, por lo tanto, su inactivaciéon
podria sensibilizar a esta combinacidn. Entre ellos destacan genes como el receptor de
tirosin quinasas IGFR1, muy importante en la regulacion del crecimiento, proliferaciony
supervivencia celular. Ademas, analizamos las dianas accionables entre los genes
identificados y realizamos un analisis de enriquecimiento con las dianas farmacoldgicas

actualmente disponibles, que mostré una sobrerrepresentacion de dianas de los

195



farmacos atezolimumab, nivolumab y pembrolizumab. Estos farmacos podrian por tanto
combinarse con los IMiDs y estudiar su potencial sinergismo.

Por otro lado, en el cribado de seleccién negativa a Pd hemos identificado genes cuya
inactivacion podria revertir la resistencia de las células RPD. En este caso, y a diferencia
de los resultados de la seleccidn positiva, en los dos analisis llevados a cabo (RRA 'y MLE),
los genes identificados de mayor puntuacién fueron distintos. No obstante, en ambos
analisis se encontraron una mayoria de genes coincidentes cuyas sgRNAs estaban
infrarrepresentadas en la poblacion de células tratadas respecto a la poblacién control.
Los genes TP53-RK, IRF4 y TOP2A mostraron una elevada puntuacidon en el analisis MLE
pero no aparecieron en el RRA. Precisamente, IRF4 es uno de los factores de
transcripcion cuya infraexpresion es esencial en el mecanismo de accion de los IMiDs
[364]. Recientemente se ha descrito el papel de TP53-RK como ligando de los IMiDs
independiente a CRBN, que también ha sido asociado a una infraexpresién de los
sustratos IKZF1 e IKZF3, asi como IRF4 y c-Myc. Por otro lado, en un estudio también
basado en cribados de CRISPR se apunté al gen TOP2B como una diana potencial para la
sensibilizacién de las células de MM a los IMiDs [365]. Ademas, realizamos un analisis
de enriquecimiento en dianas farmacoldgicas entre los genes identificados (por
infraexpresién de las sgRNAs) que reveld que farmacos como los inhibidores de la
Topoisomerasa topotecan e irinotecan, asi como el inhibidor de MEK cobimetinib y el
inhibidor de PI3K idelalisib podrian re-sensibilizar a Pd. Estudios previos de nuestro
grupo de investigacién demostraron el papel de la via MAPK en la resistencia a
lenalidomida en combinacién con dexametasona y sugerian el papel del inhibidor de
MEK selumetinib en la resensibilizacién a estas combinaciones [215], lo cual indica
concordancias entre los resultados obtenidos en los estudios mencionados en el
capitulo I, que muestran una reversion de la resistencia bajo tratamiento con
selumetinib (Figura 4.19), y los publicados por nuestro u otros grupos de investigacion
[215,366]. Curiosamente, encontramos 93 miARNs cuyas sgRNAs estaban
infrarrepresentadas en células RPD tratadas con Pd, siendo el miARN de mayor
puntuacion el miR-30a. Este miARN tiene sitios de unidn a la region reguladora 3'UTR
del gen CRBN y ademads lo encontramos sobreexpresado en células RLD y RPD respecto
a su contrapartida sensible, la linea MM.1S. Pese a todos los indicios del papel que este

miARN podria tener en la resistencia a IMiDs, los estudios de inhibicion de este miARN
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en células RPD o la sobreexpresiéon en MM.1S de un mimético de miR-30a no mostraron
diferencias en cuanto a la viabilidad celular en presencia de Ld o Pd, aunque si
encontramos que las células RPD transfectadas con el inhibidor de este miARN muestran
una tendencia hacia una mayor expresién de CRBN. Estos resultados podrian deberse a
la limitacidén de estos ensayos, ya que estan basados en transfecciones transitorias de
miméticos o inhibidores de los miARNSs. Seria interesante generar lineas celulares que
infraexpresen o sobreexpresen este miARN de forma estable (por ejemplo mediante
transduccion con lentivirus basados en vectores), para evaluar mejor su papel en la
resistencia. Pese a las diferencias encontradas entre los andlisis RRA (basado en
puntuacion agregada) y MLE (estimaciones de maxima probabilidad), los analisis de
enriquecimiento llevados a cabo con los genes identificados por ambos analisis
muestran vias, componentes y funciones moleculares similares. Las diferencias
encontradas en los genes que identifica cada analisis podrian radicar en la dificultad
intrinseca de la seleccidn negativa para identificar una pequena proporcién de sgRNAs
qgue se infrarrepresentan sobre la totalidad de sgRNAs. Estudios comparando ambas
formas de analisis han determinado que muestran resultados similares [367], aunque el
método MLE en prinicipio arroja mayor informacién bioldgica ya que incluye un valor o
puntuacion B que permite identificar aquellos genes con un fuerte valor de seleccion en
la condicidon de tratamiento y un valor de seleccidon bajo para la condicién control [368].

Por ultimo, comparamos los genes de dependencia para la supervivencia de las
células sensibles y resistentes a Pd para determinar posibles vulnerabilidades de la
célula resistente con el objetivo final de poder abordarlas farmacolégicamente. Entre
los genes identificados, como cabria esperar, encontramos los que codifican para las
proteinas c-Myc e IRF4 y, otros como los que codifican para las subunidades del
proteasoma PSMB1, PSMB3, PSMAG6 vy la histona desacetilasa HDAC1, entre otros. De
forma interesante, observamos un enriquecimiento en genes diana del farmaco
inhibidor de histona desacetilasas romidepsin y el inhibidor del proteasoma carfilzomib.
Diversos estudios han evaluado el inhibidor de HDAC panobinostat en pacientes con
MM refractario [369-371] y actualmente otros inhibidores como el ricolinostat estan
siendo evaluados en la clinica en ensayos de fase | y Il [372].

Teniendo en cuenta todo lo anterior, la implementacion de cribados de librerias de

CRISPR-Cas9 de genoma completo, a pesar de su elevada complejidad técnica, ha

197



permitido la identificacion de genes tanto de sensibilidad como de resistencia a la
combinacion pomalidomida + dexametasona, actualmente considerada como estandar
para el paciente de MM refractario. Parte de los genes identificados han sido
previamente descritos en la bibliografia por su papel en el mecanismo de accién o de
resistencia de los IMiDs, y otros han sido comenzados a validar en este capitulo
mediante la generacién de lineas KO para cada uno de ellos. Ademas, el andlisis ha
identificado vulnerabilidades accionables que podrian revertir resistencias, aunque son
necesarios estudios adicionales para validar estas dianas. Por lo tanto, la aplicacién de
esta tecnologia se ha mostrado como una herramienta robusta y versatil para la
determinacién de los mecanismos de resistencia a combinaciones farmacolégicas, asi

como para la busqueda de dianas para poder evitar o revertir estas resistencias.
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5. DISCUSION GENERAL
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El MM es una de las neoplasias que mas avances ha experimentado en las uUltimas
dos décadas, tanto en el conocimiento biolégico de la enfermedad como en el desarrollo
de nuevas terapias. De forma relevante, la mejora en el tratamiento del mieloma con la
introduccidon de nuevos farmacos ha dado como resultado mejores respuestas y mas
duraderas que conducen a una mayor supervivencia y posibilitan incluso, para algunos
pacientes, un estado de enfermedad minima residual negativa. No obstante, el MM
sigue siendo incurable y ademas, la eleccién del mejor tratamiento en cada etapa de la
enfermedad se vuelve compleja, a la vez que crucial, teniendo en cuenta que algunos
farmacos se encuentran en proceso de aprobacién y la disponibilidad limitada de
ensayos clinicos para las diferentes combinaciones posibles [373].

La estrategia actual para el tratamiento del MM incluye terapia de induccién,
consolidacién y mantenimiento. Los inhibidores del proteasoma y los farmacos
inmunomoduladores constituyen actualmente el eje central del tratamiento estandary
han mejorado significativamente los resultados entre los pacientes con MM [374]. En
los ultimos anos, varios farmacos con diferentes mecanismos de accién han
transformado el enfoque para el tratamiento de pacientes con MM refractario. Entre
ellos destacan el farmaco inmunomodulador de tercera generacion pomalidomida, los
inhibidores del proteasoma de segunda generacién carfilzomib e ixazomib, el inhibidor
de histona desacetilasas panobinostat, los anticuerpos monoclonales (mAbs)
elotuzumab y daratumumab vy las células T con receptores quiméricos de antigenos
(CAR-T). A pesar de que la introducciéon de estos farmacos ha aumentado la
supervivencia de los pacientes con MM, los pacientes de alto riesgo o refractarios siguen
siendo dificiles de tratar y su prondstico es desfavorable.

La aparicidn de la resistencia farmacoldgica tiende a ser un evento clinico habitual en
neoplasias hematoldgicas y determinados tumores sdlidos, como son los cdnceres de
mama, ovario, pulman y los tumores del tracto gastrointestinal inferior [375,376]. En las
dos ultimas décadas, multitud de estudios han sugerido multiples mecanismos que
pueden causar estas resistencias. Por ejemplo, puede haber tranportadores de
membrana que eviten que el farmaco entre en las células, el fdirmaco puede inactivarse,
pueden aparecer mutaciones o alteraciones en la expresidn de la diana del farmaco, y
podrian verse alterados los mecanismos de apoptosis, senescencia y reparacién del ADN

de las células tumorales, entre otros.
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El MM es una de las neoplasias hematoldgicas de mayor complejidad gendmica y
molecular [377]. Esto incrementa las posibilidades de que uno o varios clones “escapen”
al tratamiento y den lugar a la recaida. Algunos estudios han identificado rasgos
genéticos de las células en el momento de la recaida, como es la pérdida bi-alélica de
supresores tumorales como TP53, o la desregulacién de MYC como consecuencia de
reordenamientos cromosémicos [378]. Ademas, la progresién en MM esta asociada a
un incremento en la carga mutacional [379]. Por otro lado, la estructura subclonal
también varia en la recaida. Se han descrito tres patrones principales de evolucidn
clonal: ramificado, lineal y de cambio clonal [378,380]. Se puede considerar que el
tratamiento causa un cuello de botella evolutivo, particularmente en pacientes que
logran una respuesta completa al tratamiento, lo que proporciona una presién selectiva
gue puede conducir a la expansién de clones resistentes preexistentes. Es importante
destacar que estos patrones de ramificacién y el aumento del dafio genético en las
células clonales son caracteristicos del tratamiento eficaz y el logro de respuestas
profundas [381]. Por el contrario, los patrones observados en pacientes sin respuesta
completa son mas estables y se asocian mds frecuentemente con cambios en el
microambiente, posiblemente consecuencia de la presencia de clones dominantes
intrinsecamente resistentes al tratamiento al inicio de la enfermedad [381]. Este patron
estable recuerda a los resultados observados en la progresion de GMSI a MM, donde la
aparicion de nuevas mutaciones es infrecuente, pero hay un cambio profundo en el
comportamiento clinico. Una de las estrategias implementadas en la clinica para
eliminar los clones residuales que pueden dar lugar a la recaida es el tratamiento de
mantenimiento con lenalidomida [381], que es un farmaco generalmente bien tolerado
y posee un mecanismo de accién bi-modal, causando directamente la muerte de las
células tumorales y potenciando ademas el sistema inmune frente a las células de MM.

La adicién de nuevas opciones de tratamiento y combinaciones farmacolégicas ha
afadido complejidad en la seleccién del tratamiento para los pacientes con MM v,
ademas, la practica clinica fuera del contexto de los ensayos clinicos es un campo en
evolucidn en el que los datos también deben considerarse para la formulacién de guias

utiles en el entorno clinico y en el diseio de estudios futuros para el MM [382].
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En este contexto, la determinacion de los mecanismos moleculares de sensibilidad y
resistencia a farmacos estandar como lenalidomida y pomalidomida, es de vital
importancia tanto para una decision terapéutica basada en las caracteristicas bioldgicas
y moleculares del paciente, como para el desarrollo de estrategias para abordar las
posibles resistencias a estos farmacos.

Uno de los mayores inconvenientes para el estudio de los mecanismos causales de Ia
aparicion de resistencias es la dificultad de disponer de modelos de estudio adecuados.
En esta tesis doctoral, se han desarrollado modelos in vitro de resistencia a lenalidomida
y pomalidomida en combinacién con una dosis baja de dexametasona. En estos modelos
se pueden llevar a cabo estudios biolégicos y moleculares para identificar mecanismos
de sensibilidad y resistencia, y a su vez, también disefiar posibles estrategias con las que
abordar la resistencia. Las combinaciones farmacolégicas de lenalidomida vy
dexametasona o de pomalidomida y dexametasona fueron seleccionadas por su
relevancia y el papel central que ocupan en el tratamiento del MM, no sélo en primera
linea, sino también en el momento de la recaida e incluso como tratamiento de
mantenimiento.

Desde la introduccién de los IMiDs en el tratamiento del MM y el descubrimiento de
su mecanismo de accion, alrededor de 30 estudios han analizado los mecanismos de
resistencia a IMiDs y evaluado posibles combinaciones o estrategias para potenciar su
efecto y/o revertir la resistencia. En relacion con el mecanismo de accion, estudios
recientes han encontrado que otras dianas de los IMiDs, distintas de CRBN, podrian
tener un papel importante en su eficacia [202,203]; y con respecto a los mecanismos de
resistencia, si bien es cierto que existe un consenso en algunos de los mecanismos
bioldgicos de esta resistencia como son la activacién de las vias de Wnt [222], MAPK
[215] o STAT3 [191], aun existen ciertas controversias, como son la baja frecuencia de
alteraciones identificadas en el gen CRBN o en otros genes relacionados con su
mecanismo de accion [383]. Por lo tanto, el estudio de los mecanismos de sensibilidad
y resistencia a IMiDs es un tema candente en la investigacidn actual en el MM y del que
aun quedan elementos por determinar.

Al analizar la bibliografia disponible, encontramos estudios diversos en los que se
analiza el papel de una determinada ruta o via de sefializacién en la resistencia a IMiDs,

como son las vias anteriormente mencionadas (Wnt, MAPK y STAT) [191,215,384,385];
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0 mecanismos concretos como la metilacién de CRBN [386], |la presencia de mutaciones
o alteraciones en CRBN [387], o cambios en los niveles de expresién de CRBN o de sus
sustratos principales IKZF1 o IKZF3 [387]. Teniendo en cuenta la complejidad de la célula
de mieloma y que los mecanismos de resistencia descritos afectan tanto al ADN, ARN y
proteina, consideramos interesante una caracterizacion global de la célula de mieloma
de fenotipo resistente a Ld y Pd, asi como la aplicacidn de tecnologias que permitieran
interrogar el genoma completo en busqueda de genes con un papel en la sensibilidad o
resistencia a estos farmacos. En esta tesis doctoral, se han caracterizado los modelos de
resistencia adquirida a Ld y Pd a nivel de ADN (variacién en el nimero de copias y
metilacion de todo el genoma, y secuenciacién de determinadas regiones), ARN (ARNm
y miARNs) y proteina. Ademas, en el presente trabajo hemos profundizado en uno de
los mecanismos mds comunes en la aparicion de la resistencia a IMiDs: la desregulacion
de CRBN. Por ultimo, hemos aplicado un sistema de cribado basado en librerias de
CRISPR KO-Cas9 de genoma completo tanto en células sensibles como resistentes para
obtener una vision mds amplia de los mecanismos de sensibilidad y resistencia a la
combinacidn Pd, e identificar potenciales vulnerabilidades de la célula resistente.

La caracterizacién de los modelos celulares de resistencia revelé que estas células son
similares a las sensibles en cuanto a su morfologia e inmunofenotipo. Sin embargo, si
encontramos diferencias en su ADN, ARN y proteinas. En términos generales, las células
resistentes mostraron cambios notables en el nivel de metilacion del ADN y la expresién
de miARNs, sugiriendo una posible reprogramaciéon epigenética de las células
resistentes. Ademas, identificamos, aunque en menor medida, cambios en cuanto al
nivel de expresion de ARNm y de proteinas. Entre estos cambios, destacd una
infraexpresiéon de CRBN en sus formas ARNm y proteina en ambos modelos de
resistencia RLD y RPD.

Pese a la discusién actual acerca de la utilizacién de la expresién de CRBN o Ia
frecuencia de mutaciones o alteraciones genéticas de CRBN encontradas en pacientes
con MM [147,219,387] como un biomarcador de respuesta a combinaciones que
incluyan un IMiD [387,388], no cabe duda del papel central que juega CRBN en el
mecanismo de accidn de los IMiDs. Curiosamente, las células RLD y RPD mostraron
alteraciones comunes de pérdida de material genético. Sin embargo, estas alteraciones

en el ADN no explicaron la desregulacion de CRBN observada ya que la delecién
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identificada en la region de CRBN es heterocigdtica y, ademas, es compartida con la linea
parental sensible. Por otro lado, tampoco se encontraron mutaciones en la secuencia de
CRBN, indicando que otros mecanismos de regulacién estdn implicados. Considerando
la infraexpresion de CRBN que hemos observado en las células resistentes y la escasa
informacién actualmente disponible acerca de los mecanismos que regulan su
expresion, decidimos profundizar en este campo. Sin embargo, y pese a los diferentes
estudios llevados a cabo, tan sélo encontramos una relacién entre la expresion de
ciertos miARNs y la expresién de CRBN y sensibilidad a los IMiDs. Estos resultados
sugieren que probablemente sea necesario que varios cambios o mecanismos
moleculares tengan que sucederse desde la transcripcidén hasta la degradacion proteica
de CRBN, para modificar su expresién de forma robusta. Ademads, podrian existir otros
mecanismos responsables de la desregulacién de CRBN y que aun no hemos analizado.
En este sentido, la expresion génica puede verse afectada también por la presencia de
marcas epigenéticas en las histonas, la actividad de factores de transcripcion y las
interacciones con enhancers que podrian inducir la transcripcién génica, entre otros.
Precisamente, el andlisis bioinformatico realizado en el capitulo | indicé que 2 enzimas
con actividad metilante y desmetilante de la lisina 27 de la histona 3 (EZH2 y KDMG6A,
respectivamente) se localizan con elevada frecuencia en las regiones reguladoras del
gen CRBN, sugiriendo el posible papel de la regulaciéon por marcas metiladoras en la
expresion de este gen. Profundizando en este aspecto, nuestro estudio evaluando la
inhibicidn de la metil transferasa de histonas EZH2, que demostro revertir la resistecia a
Ld y Pd, no recuperd los niveles de expresion de CRBN. Sin embargo, este hallazgo
refuerza la hipdtesis de una posible reprogramacion epigenética de las células
resistentes. Actualmente nos encontramos llevando a cabo un ensayo analizando la
expresion de marcas modificadoras de histonas en la region de CRBN que podria arrojar
luz hacerca de los mecanismos causales de su desregulacién. Por otro lado, se estudiaran
los factores de transcripcidén, asi como las interacciones con enhancers que podrian
regular su expresién y que, ademas, podrian determinar si las células resistentes han
sufrido un cambio global en la organizacién tridimensional de la cromatina, y en ultima
instancia describir los enhancers o silencers de CRBN.

Ademads, con los cribados de las librerias CRISPR KO a nivel del genoma completo,

hemos podido identificar potenciales mecanismos de resistencia y sensibilidad a la
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combinacion farmacoldgica Pd, asi como genes de dependencia de las células con
fenotipo resistente RPD que sugieren vulnerabilidades o posibles dianas para abordar
las resistencias. La combinacion de los cribados de seleccidn positiva y negativa de las
librerias de CRISPR-Cas9 de genoma completo, junto con la utilizacidn de herramientas
bioinformaticas para el analisis de la abundancia de sgRNAs, nos ha permitido identificar
genes cuya inactivacidon podria potenciar el efecto citotéxico de la combinacién Pd,
generar o revertir resistencias. Ademas, en los estudios de enriquecimiento pudimos
identificar farmacos que podrian potenciar el efecto de Pd, asi como revertir la
resistencia a esta combinacién. Precisamente, entre los farmacos identificados que
podrian inducir la muerte de las células resistentes encontramos inhibidores de la via
MAPK, que previamente habiamos demostrado eficaces para revertir la resistencia de
RLD y RPD (capitulo 1); e inhibidores de la Topoisomerasa, cuyo papel en la reversion de
la resistencia a IMiDs ha sido recientemente descrito [365]. Por otro lado, también
identificamos genes conocidos por su papel en la sensibilidad a los IMiDs como son
CRBN, IRF4, MYC, componentes de las vias de Wnt y MAPK, entre otros; y genes que
codifican proteinas diana que podrian suponer vulnerabilidades de la célula resistente
como son los factores IRF4 y c-Myc, HDAC1, Mcl-1, las subunidades del proteasoma
PSMB1, PSMB3 y PSMA®6, y Akt2. Estos resultados, por tanto, apoyan el uso de
inhibidores de la via de Wnt, MAPK, inhibidores de HDACs y del proteasoma como
abordajes para revertir la resistencia a Pd. Ademas, en los estudios de validacion, hemos
confirmado el papel en la resistencia de algunos de los genes identificados (CRBN, SPOP,
EDC4, FBXO33, NCOR1 y PLAA). Por lo tanto, en nuestra experiencia, la aplicacién de
librerias de CRISPR-Cas9 de genoma completo se ha mostrado como una herramienta
precisa y versatil para interrogar la funcidon génica en el contexto de la resistencia
farmacoldgica, obteniendo gran cantidad de informacién que concuerda con la
bibliografia y cuyos resultados estadn siendo validados.

En conclusién, esta tesis doctoral aporta una vision amplia acerca de las
caracteristicas especificas de modelos de lineas celulares de mieloma con resistencia
adquirida a agentes inmunomoduladores. A parte de haber identificado algunos genes
y mecanismos implicados en dicha resistencia, también se han descrito algunas

estrategias farmacolégicas para revertirla. Esperamos que, en un futuro, estos
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resultados puedan completarse y contribuyan a la reversion y manejo de posibles

resistencias desarrolladas en los pacientes con esta enfermedad.
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6. CONCLUSIONES
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1. La exposicidn continua y a dosis creciente de lenalidomida o pomalidomida (en
combinacidn con una dosis baja de dexametasona) en la linea celular de mieloma
MM.1S posibilita la generacion de modelos in vitro de resistencia adquirida a
estas combinaciones.

2. Los modelos de resistencia adquirida a las combinaciones de lenalidomida o
pomalidomida y dexametasona (RLD y RPD, respectivamente) presentan
similares caracteristicas morfoldgicas e inmunofenotipicas a las células sensibles
parentales.

3. Las células resistentes RLD y RPD presentan diferencias en cuanto a sus
caracteristicas gendmicas, epigenéticas (metilacion del ADN y expresion de
miARNSs), transcriptdomicas y protedmicas con respecto a su contrapartida
sensible MM.1S:

3.1. Las células resistentes muestran alteraciones comunes de pérdida de
material genético respecto a las sensibles.

3.2. El patrén de metilacion del ADN es similar entre las células RLD y RPD, y
diferente al de MM.1S.

3.3. Anivel transcriptémico y de forma basal, las células resistentes desregulan
significativamente genes con respecto a las sensibles. Ademas, las células
sensibles desregulan una gran cantidad de genes bajo tratamiento con las
combinaciones Ld o Pd, mientras que las resistentes desregulan pocos
genes.

3.4. las células RLD y RPD desregulan de forma significativa miARNSs,
encontrandose practicamente en su totalidad de forma sobreexpresada en
comparacion con la linea MM.1S.

3.5. Los modelos de resistencia presentan una sobreexpresiéon de proteinas
implicadas en vias de sefializacion como la via de las MAPK y las proteinas
antiapoptodticas. Ademas, mientras que el tratamiento con Ld y Pd induce
una inhibicién de las vias MAPK, PIM quinasas y KSP en las células sensibles,
este efecto no se observa en las células resistentes tratadas con las

respectivas combinaciones.
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10.

El tratamiento con el inhibidor de MEK selumetinib revierte la resistencia de los
modelos RLD y RPD. Ademas, los farmacos venetoclax, PIM-447 vy filanesib
inducen una reversion parcial de la resistencia.

Los modelos de resistencia RLD y RPD infraexpresan CRBN tanto a nivel de ARNm

como proteina.

Tanto la linea sensible MM.1S como las resistentes RLD y RPD presentan una

delecion heterocigotica en la regidon del gen CRBN.

No encontramos diferencias en el nivel de metilacion del ADN de las regiones

analizadas del cuerpo génico y promotor de CRBN entre células sensibles y

resistentes.

El pretratamiento y posterior combinacién del EZH2i tazemetostat con Ld o Pd

revierte la resistencia a ambas combinaciones de forma independiente a CRBN.

La inhibicion de los miARNs miR-7f-5p y miR30a-5p en las células resistentes RPD

recupera parcialmente la expresion de CRBN sin mostrar un efecto en la

sensibilidad a Pd.

La aplicacion de cribados de librerias de CRISPR-Cas9 de genoma completo

supone un método eficaz y robusto para la identificacién de genes de

sensibilidad y resistencia a Pd.

10.1. Lainactivacién o ausencia en los genes CRBN, SPOP, EDC4, FBX0O33, NCOR1
y PLAA reduce la sensibilidad a Pd.

10.2. La inactivacion de genes componente del signalosoma COP9 (COPS7B,
COPS2)y los relacionados con procesos de ubiquitinacion (UBE2G1, UBE2A,
MIB2, FBX021, KLHL42 y KLHL9), |a regulacion epigenética (HDAC3, HDAC7,
CBX1) o la via de NOTCH (JAG1, KDELC1, entre otros), podria reducir la
sensibilidad a Pd.

10.3. Los inhibidores de checkpoints inmunes atezolizumab, nivolumab vy
pembrolizumab podrian potenciar el efecto de Pd.

10.4. Lainactivacidon de las proteinas MEK, c-Myc, MTOR, TP53-RK, IRF4y TOP2A,
entre otras, podria revertir la resistencia adquirida a Pd.

10.5. La identificacion de genes de dependencia para la supervivencia de la linea
RPD, como IRF4, MYC, PCNA, HDAC1, MCL1, PSMB1, PSMB3, PSMAG6 y

AKT2, entre otros, sugiere una posible vulnerabilidad de estas células
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resistentes a la inhibicion de estas moléculas, y las posiciona como
potenciales dianas farmacoldgicas para abordar la resistencia a Pd.

10.6. Los farmacos quimioterdpicos paclitaxel y cisplatino, el inhibidor del
proteasoma carfilzomib y el inhibidor de histona desacetilasas romidepsin

podrian inducir la muerte de las células resistentes a Pd.
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7.1. ANEXO|

Tabla 7.1. Andlisis MAGeCK-RRA mostrando los 300 genes cuyas guias aparecen
sobrerrepresentadas en las células MM.1S tratadas con Pd respecto al vehiculo (p-
valor < 0,05; FC > 2) resultado del cribado de seleccién positiva. Los genes aparecen
ordenados por p-valor. sgRNAs: numero de sgRNAs significativamente

sobrerrepresentadas. FC: Fold Change.

Gen p-valor  sgR FC Gen p-valor  sgR FC
CRBN 2,28E-07 6 95,82 THOC2 1,94E-03 4 3,17
SPOP 2,28E-07 6 7,17 GZMA 2,06E-03 5 2,46

COPS7B 6,27E-05 5 3,68 JAG1 2,13E-03 6 2,04
KRTAP23-1 1,37E-04 3 3,55 SRGAP2D 2,15E-03 5 2,51
AP3B2 1,46E-04 4 3,12 CRIP2 2,42E-03 6 2,68
DNPEP 1,52E-04 5 5,28 PHKG1 2,60E-03 5 2,46
TEX35 2,03E-04 5 3,26 CCDC105 2,78E-03 6 2,11
NCOR1 2,33E-04 4 3,61 ZBED2 2,79E-03 6 2,16
ZBTB14 2,35E-04 5 3,84 FBX033 2,86E-03 5 2,09
UBE2G1 2,58E-04 4 2,74 POMZP3 3,19E-03 4 2,08
PLAA 3,03E-04 6 4,18 SMC1B 3,26E-03 6 2,13
KIAA1210 3,17E-04 6 2,85 CACNA1B 3,34E-03 6 2,10
FANCM 3,31E-04 6 2,19 FAM200A 3,52E-03 5 2,17
ZNF737 2,85E-04 4 2,76 GPSM2 3,61E-03 5 2,09
EDC4 3,72E-04 5 3,75 Clorf229 3,65E-03 6 2,64
ARSK 3,96E-04 5 4,74 MEMO1 3,70E-03 6 2,94
KDELC1 5,04E-04 6 2,37 ZNF385B 3,76E-03 5 2,56
ELMSAN1 5,82E-04 4 2,68 N4BP1 3,96E-03 5 2,12
ATMIN 7,22E-04 6 2,52 EML3 3,97E-03 3 2,34
DNAJB4 1,05E-03 6 2,33 IL3RA_X 4,30E-03 5 2,21
ACAD9 1,13E-03 4 2,66 FBX021 4,30E-03 6 2,26
FRG1 1,15E-03 6 3,03 JKAMP 4,39E-03 6 2,39
SPATC1 1,18E-03 6 2,96 DISP1 4,40E-03 6 2,59
TNRC18 1,25E-03 4 3,68 UBE2A 4,41E-03 6 2,73
NFKBIA 1,41E-03 5 2,37 CMPK2 4,43E-03 4 2,02
MUC16 1,55E-03 3 2,33 IL1R1 4,48E-03 5 3,01
KLHL42 1,57E-03 6 2,30 KLRD1 4,91E-03 4 2,77
HDAC7 1,61E-03 4 2,34 SFTPD 5,10E-03 4 2,42
AZI2 1,63E-03 5 2,47 PLEKHD1 5,47E-03 6 2,65
RASD2 1,65E-03 5 2,34 KRTAP10-9 4,89E-03 4 3,63
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Gen p-valor  sgR FC Gen p-valor  sgR FC
FAM133A 5,56E-03 5 2,48 ZNF446 1,04E-02 5 2,27
PPP2R2A 5,59E-03 4 2,16 PPP6R1 1,07E-02 5 2,06
MAP2K4 5,63E-03 4 2,11 ACAD8 1,10E-02 5 2,20

SRPK1 5,02E-03 5 2,15 FAM20A 1,10E-02 6 2,96
GALNT4 5,79E-03 4 2,27 KLHL9 1,11E-02 6 2,25
HIST1IH1A 5,85E-03 4 2,67 TMEM240 1,12E-02 4 3,52
KIAA0195 5,88E-03 6 2,10 PRRX2 1,01E-02 4 3,44
AGA 5,91E-03 5 3,15 ANKHD1- 8,37E-03 3 2,55
TLL2 5,94E-03 5 2,43 SEC14L1 1,14E-02 5 2,02
LGALSS 6,05E-03 4 2,91 HEXA 1,15E-02 5 2,44
KCNT1 5,49E-03 4 2,46 MiB2 1,16E-02 4 2,53
UNC5A 6,42E-03 4 2,15 MBD2 1,18E-02 5 2,04
OR5M10 6,52E-03 4 2,27 ZNF679 1,19E-02 5 2,47
HOXD1 6,62E-03 4 2,30 NPPC 1,23E-02 4 2,52
CBX7 6,69E-03 5 2,28 IFNAR2 1,11E-02 3 2,53
DNAJB13 6,71E-03 4 2,65 TRAF2 1,29E-02 5 2,39
MTNR1B 6,91E-03 4 2,18 NMBR 1,31E-02 4 2,17
ZMAT2 6,33E-03 3 3,20 ZNF699 1,32E-02 4 2,45
NHLRC3 7,20E-03 5 2,52 UBQLN1 1,32E-02 4 2,23
PAICS 7,52E-03 5 2,64 RHCG 1,35E-02 4 2,19
NUDT7 7,78E-03 6 2,04 TRIM64 1,36E-02 5 2,15
RRS1 7,91E-03 5 2,98 ZCCHC11 1,37E-02 6 2,16
ARMC8 8,06E-03 4 2,93 ViL1 1,40E-02 5 2,15
PAIP2 8,10E-03 6 2,32 VARS2 1,25E-02 4 2,36
RPGRIP1L 8,48E-03 5 2,12 TSPAN11 1,43E-02 5 2,36
COPS2 8,96E-03 5 2,12 Clorf64 1,47E-02 6 2,40
HDAC3 9,16E-03 4 2,33 GAPT 1,49E-02 4 2,10
CHD9 9,23E-03 4 2,76 MuUCL1 1,49E-02 5 2,15
MGAT3 9,41E-03 5 2,93 CCDC50 1,51E-02 5 2,55
FIG4 9,42E-03 4 2,96 ZNF716 1,52E-02 4 2,74
ZNF543 9,47E-03 5 2,28 PLCB2 1,56E-02 6 2,90
ANP32D 9,49E-03 5 2,25 ACP2 1,58E-02 5 2,66
TMEM88B 9,54E-03 4 2,44 ZNF250 1,66E-02 4 2,53
DSG3 9,70E-03 5 2,12 OR6C1 1,66E-02 4 2,05
HNRNPAO 9,73E-03 5 2,45 SERINC5 1,66E-02 5 2,38
CCDC158 9,76E-03 5 2,97 CDKAL1 1,67E-02 5 2,20
MPPE1 9,94E-03 4 2,72 PHF7 1,67E-02 5 2,92
TEAD2 9,98E-03 6 2,13 CADM3 1,68E-02 5 2,73
OR5T3 1,03E-02 5 2,09 MATI1A 1,51E-02 4 2,28
DDX26B 1,04E-02 5 2,72 RNF6 1,74E-02 4 2,12
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Gen p-valor  sgR FC Gen p-valor  sgR FC
RNPC3 1,74E-02 5 2,47 HMGN4 2,37E-02 4 2,95
SELM 1,76E-02 5 2,31 MGAT4C 2,39E-02 4 2,01
NT5C3B 1,78E-02 4 2,06 CEP152 2,39E-02 5 2,05
ILK 1,79E-02 5 2,04 AlG1 2,40E-02 4 2,29
BMPR1B 1,79E-02 4 2,29 LMOD2 2,44E-02 4 2,07
PMPCB 1,82E-02 5 2,53 SPRR1A 2,46E-02 5 2,02
CCDC88C 1,82E-02 4 2,05 PTEN 2,53E-02 4 2,06
TGFBR3L 1,82E-02 5 3,05 hsa-mir-6843 1,90E-02 3 3,45
SEZ6L2 1,86E-02 5 2,15 OR51L1 2,54E-02 4 2,05
NES 1,86E-02 5 2,01 COMMD4 2,54E-02 4 2,17
DEFB106A 1,88E-02 4 2,13 PDIA2 2,57E-02 5 2,07
FNBP1 1,92E-02 4 2,29 KRT12 2,61E-02 5 2,06
LGALS7B 1,43E-02 3 2,55 PEX19 2,31E-02 3 2,62
DDX39B 1,93E-02 4 2,17 ADD1 2,66E-02 4 2,04
NR3C1 1,94E-02 4 3,02 FAM126A 2,40E-02 4 3,38
FANCB 1,95E-02 5 2,57 C200rf26 2,75E-02 4 2,15
VGLL3 1,96E-02 6 2,23 ADORA2B 2,76E-02 5 2,22
C200rf197 1,98E-02 5 2,20 TRABD2A 2,77E-02 4 2,06
WAC 2,01E-02 5 2,79 RALGPS2 2,78E-02 4 2,00
IL15 2,03E-02 4 2,20 CASP2 2,79E-02 4 2,02
NDUFAS8 2,04E-02 4 2,36 hsa-let-7b 2,15E-02 3 3,31
MLC1 2,05E-02 4 2,44 PCDH11Y 2,59E-02 3 2,80
AACS 2,05E-02 4 2,22 HLA-DQB2 2,88E-02 5 2,19
ESR2 2,06E-02 5 2,17 HK1 2,88E-02 4 2,25
SPATA31C2 2,07E-02 4 2,15 MED24 2,60E-02 4 2,21
PHLDB3 2,12E-02 5 2,28 MOCS1 2,92E-02 4 2,05
FNTA 2,13E-02 4 2,00 SMARCD1 2,96E-02 5 2,15
PSME1 2,14E-02 4 2,05 Clorf65 2,97E-02 5 2,11
43898 1,97E-02 4 2,00 GK5 3,04E-02 5 2,54
CXCL16 2,24E-02 4 3,01 RASSF6 3,07E-02 5 2,03
HOXA11 2,24E-02 5 2,09 APBA3 3,09E-02 5 2,09
DUSP13 2,24E-02 5 2,02 DNAJC4 3,09E-02 4 2,08
YIF1B 2,28E-02 4 2,15 PPIF 3,12E-02 4 2,27
PRH1 2,29E-02 4 2,63 ccL7 3,14E-02 4 2,13
ZNF671 2,32E-02 4 2,88 ATXN1L 3,14E-02 4 2,11
LOC284385 1,73E-02 3 3,50 CAPRIN1 3,15E-02 5 2,26
SCNN1G 2,33E-02 4 2,03 hsa-mir-556 1,94E-02 3 2,79
TNMD 2,34E-02 5 2,17 CLK4 3,18E-02 4 2,21
RPS6KA3 2,35E-02 5 2,06 METTL7A 3,20E-02 5 2,35
TEAD1 2,36E-02 5 2,03 ECI1 2,97E-02 3 3,31
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Gen p-valor  sgR FC Gen p-valor  sgR FC
AK9 3,22E-02 5 2,07 hsa-mir-639 3,39E-02 4 2,37
GNAS 3,23E-02 5 2,56 SYNGR3 4,02E-02 3 3,76
MGP 3,27E-02 5 2,07 hsa-mir-548o0 | 3,43E-02 4 2,02
GTPBP1 3,29E-02 4 2,73 NCAM2 4,20E-02 4 2,30
NFE2L1 3,34E-02 5 2,34 CYP39A1 4,20E-02 4 2,26
DOPEY2 3,34E-02 4 2,54 hsa-mir-6750 3,48E-02 3 2,51
MESP1 3,39E-02 4 2,53 BABAM1 4,27E-02 5 2,13
MYH1 3,39E-02 4 2,34 HTN1 2,79E-02 3 2,08
cuL4B 3,40E-02 5 2,10 KAZN 4,28E-02 5 2,54
PDAP1 3,40E-02 5 2,40 SLC26A1 4,30E-02 4 2,25
PSG4 3,46E-02 5 2,47 MAPK9 4,32E-02 5 2,00
RBBP9 3,46E-02 5 2,05 CBLN2 4,32E-02 5 2,26
CHRNB2 3,46E-02 4 2,19 hsa-mir-4507 3,58E-02 4 2,07
ALKBH2 3,49E-02 4 2,09 CDSN 4,22E-02 5 2,04
hsa-mir-7974 | 2,77E-02 3 2,42 HMBOX1 4,37E-02 4 2,25
AMMECR1 3,49E-02 5 2,12 FTO 4,39E-02 4 2,38
DRD3 3,51E-02 5 2,10 AKAP11 4,40E-02 5 2,22
MINOS1 3,52E-02 4 2,31 KATNB1 4,43E-02 4 2,41
CBX1 3,55E-02 5 2,00 uspP8 4,45E-02 5 2,33
FAM127C 3,57E-02 4 2,04 RUSC1 4,47E-02 5 2,14
hsa-mir-5096 | 2,86E-02 4 3,03 IFLTD1 4,48E-02 4 2,39
ANKRD12 3,60E-02 5 2,26 ABCA13 4,51E-02 4 2,06
TNFSF9 2,94E-02 4 2,38 hsa-mir-539 3,75E-02 3 2,10
GMPR2 3,68E-02 5 2,03 ABCA5 4,55E-02 4 2,11
ABCA6 3,69E-02 4 2,05 DPEP1 4,58E-02 4 2,05
hsa-mir-4750 2,96E-02 3 4,32 TRAT1 4,47E-02 4 2,09
PPP1R14A 3,71E-02 4 2,16 Cliorf87 4,66E-02 4 2,04
AKNAD1 3,72E-02 5 2,15 C12o0rf44 4,72E-02 4 2,07
AKAP3 3,77E-02 5 2,13 SPEG 4,73E-02 4 2,13
LAMC3 3,77E-02 5 2,29 ZBED6 4,74E-02 4 2,42
TMED5 3,83E-02 4 2,07 DES 4,77E-02 5 2,27
HHIP 3,88E-02 4 2,12 KNSTRN 4,87E-02 4 2,13
c9 3,94E-02 5 2,01 CYP11A1 4,90E-02 4 2,31
MTCH1 4,05E-02 5 2,05 hsa-mir-6742 4,10E-02 4 2,41
TSTD3 4,07E-02 4 2,20 NLRC4 4,91E-02 4 2,10
ZFP28 4,08E-02 4 2,20 MRPL42 4,97E-02 4 2,31
MTHFSD 4,08E-02 5 2,12 GLRA2 4,97E-02 4 2,01
YOD1 4,11E-02 5 2,04 hsa-mir-132 4,25E-02 3 2,27
MLF1 4,14E-02 4 2,46 KIAA0586 4,82E-02 3 2,54
CDCA3 4,15E-02 5 2,14 SLTM 4,01E-02 3 2,15
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Bar chart of Molecular Function categoties

Bar chart of Cellular Component categories

Bar chart of Biological Process categories
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Gene Set
G0:0010498

G0:0000209
G0:0051703
G0:0001963
G0:0030431

G0:0090077
G0:0007588

G0:0048638

G0:0051705
G0:0097305
G0:0035264
G0:0048511
G0:0070646
G0:0009132
G0:0007272
G0:0009259
G0:0035690

G0:0009141
G0:0006457
G0:0098743

resultado de la seleccion positiva.

Description: Biological Process

proteasomal protein catabolic process

protein polyubiquitination

intraspecies interaction between organisms
synaptic transmission, dopaminergic
sleep
foam cell differentiation

excretion

regulation of developmental growth

multi-organism behavior
response to alcohol
multicellular organism growth
rhythmic process
protein modification by small protein removal
nucleoside diphosphate metabolic process
ensheathment of neurons
ribonucleotide metabolic process
cellular response to drug

nucleoside triphosphate metabolic process
protein folding

cell aggregation

P Value
0.00028899
0.0012279
0.0076315

0.0099327
0.0099327
0.013866
0.016007

0.016119

0.017658
0.019242
0.019994
0.020341
0.024364
0.027429
0.029226
0.029954
0.030652

0.032865
0.033103
0.036458

Tabla 7.2. Andlisis de enriquecimiento de procesos biolégicos con los 272 genes
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Figura 7.2. Andlisis MAGeCK-MLE de las sgRNAs tras el cribado de seleccion positiva

con Pd, mostrando los Top-10 genes con mayor puntuacion.
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Tabla 7.3. Andlisis MAGeCK-RRA mostrando los 213 genes cuyas guias aparecen
infrarrepresentadas en las células MM. 1S tratadas con Pd respecto al vehiculo (p-valor

< 0,05; FC < 0,5) resultado del cribado de seleccion positiva. Los genes aparecen

ordenados por p-valor. sgRNAs: numero de sgRNAs significativamente
infrarrepresentadas. FC: Fold Change.

Gen p-valor  sgRNAs FC Gen p-valor  sgRNAs FC
APCDD1L 1,35E-05 4 0,36 SLC38A1 4,80E-03 4 0,50
DMAP1 4,68E-05 4 0,34 TDRD6 5,14E-03 4 0,38
BTN2A2 6,91E-05 4 0,31 PYHIN1 5,23E-03 5 0,41
IGFIR 1,44E-04 4 0,39 PRPF6 5,30E-03 5 0,38
GPRINZ 1,64E-04 6 0,36 BAG6 5,40E-03 5 0,42
CTNNB1 2,05E-04 4 0,45 ARRDC4 5,48E-03 5 0,40
SARS 1,03E-03 6 0,42 MYPOP 5,50E-03 5 0,44
HFE2 1,05E-03 5 0,46 RNF135 5,50E-03 3 0,44
MYO3B 1,17E-03 5 0,36 ILIB 6,32E-03 5 0,43
USP54 1,27E-03 5 0,34 hsa-mir-3655 | 7,11E-03 4 0,43
EDNRA 1,39E-03 6 0,48 SLC6A12 7,63E-03 4 0,48
PTDSS1 1,50E-03 6 0,47 WIF1 7,79E-03 4 0,41
UiMC1 1,52E-03 5 0,45 Cl5o0rf40 7,81E-03 5 0,49
hsa-mir-5191 | 1,72E-03 3 0,45 NFAM1 8,02E-03 5 0,43
ZNF143 1,72E-03 6 0,44 RPS9 8,15E-03 6 0,40
BFSP1 1,95E-03 5 0,38 DPM1 8,40E-03 6 0,42
hsa-mir-4280 | 2,12E-03 4 0,39 PLEKHH2 8,56E-03 5 0,41
MRPL28 2,17E-03 6 0,48 hsa-mir-6895 | 8,89E-03 3 0,44
hsa-mir-3646 | 2,24E-03 3 0,45 CTu1 8,97E-03 6 0,33
CERS2 2,56E-03 5 0,33 DDX10 8,98E-03 6 0,40
hsa-mir- 2,66E-03 4 0,38 EP400 9,28E-03 5 0,37
hsa-mir-491 2,88E-03 4 0,48 hsa-mir-617 | 9,38E-03 4 0,47
CNTN6 3,06E-03 4 0,43 DEFA4 9,47E-03 4 0,49
OR4Kk2 3,06E-03 5 0,42 CLEC4C 9,71E-03 6 0,50
TRIMS 3,16E-03 5 0,43 TMEM30B 9,81E-03 5 0,28
WRAP53 3,25E-03 5 0,42 TRIM15 9,91E-03 5 0,48
POMGNT2 3,30E-03 4 0,37 SPHKAP 1,01E-02 5 0,48
FBP1 3,63E-03 4 0,44 KRT5 1,01E-02 5 0,40
CD274 3,84E-03 4 0,31 MARS2 1,03E-02 5 0,16
LRTOMT 4,49E-03 5 0,44 SSH3 1,05E-02 5 0,36
ACRV1 4,55E-03 5 0,45 ZNF883 1,06E-02 4 0,50
hsa-mir-5708 | 4,63E-03 3 0,27 ETV7 1,06E-02 5 0,43
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Gen p-valor  sgRNAs FC Gen p-valor  sgRNAs FC
FAM151A 1,08E-02 0,46 MICALCL 1,54E-02 5 0,42
RBM4B 1,09E-02 5 0,41 TRIMA43 1,55E-02 5 0,27
SSBP1 1,09E-02 4 0,49 CDYL 1,58E-02 5 0,48
SLFN11 1,10E-02 5 0,49 ZNF785 1,63E-02 4 0,41
hsa-mir-6790 | 1,10E-02 4 0,45 NRROS 1,65E-02 3 0,42
NAE1 1,10E-02 6 0,45 TPX2 1,70E-02 6 0,34
CHRDL1 1,10E-02 5 0,38 SRSF10 1,72E-02 5 0,38
NHLH1 1,10E-02 4 0,48 EBI3 1,73E-02 5 0,46
SHQ1 1,11E-02 4 0,49 CTPS1 1,74E-02 4 0,42
CHORDC1 1,11E-02 5 0,42 COA6 1,75E-02 4 0,38
SUCLAZ2 1,11E-02 5 0,47 METTL15 1,77E-02 4 0,44
NCL 1,12E-02 6 0,47 EPHA4 1,79E-02 5 0,46
LILRB1 1,15E-02 4 0,44 CAPS2 1,81E-02 4 0,43
PGRMC1 1,15E-02 5 0,40 FRMPD2 1,82E-02 4 0,47
TBX19 1,17E-02 4 0,50 SUMF1 1,83E-02 4 0,39
SLC33A1 1,19E-02 5 0,41 OR2AG1 1,84E-02 5 0,34
MFI2 1,19E-02 6 0,43 CPNE3 1,85E-02 4 0,44
MGST1 1,24E-02 4 0,45 hsa-mir-4421 | 1,85E-02 4 0,49
hsa-mir-184 1,25E-02 3 0,42 SLC9A3R2 1,86E-02 5 0,20
ANKRD50 1,25E-02 6 0,44 AP4S1 1,89E-02 5 0,45
POLA2 1,27E-02 4 0,50 hsa-mir-8064 | 1,89E-02 3 0,37
hsa-mir-4705 | 1,29E-02 3 0,50 THOC3 1,94E-02 6 0,49
hsa-mir-542 1,29E-02 3 0,44 MAPK7 1,95E-02 5 0,39
REN 1,30E-02 5 0,48 BCAS1 2,01E-02 5 0,49
HSD11B1L 1,32E-02 5 0,29 hsa-mir-6743 | 2,04E-02 4 0,26
POMP 1,32E-02 5 0,48 MICU3 2,04E-02 4 0,46
UTs2B 1,38E-02 6 0,40 SLC25A33 2,05E-02 5 0,40
FAM91A1 1,39E-02 5 0,44 hsa-mir- 2,06E-02 4 0,44
ACTR2 1,39E-02 4 0,33 C8orf87 2,10E-02 5 0,44
GRB2 1,42E-02 5 0,45 hsa-mir-6827 | 2,10E-02 4 0,40
DENND4A 1,42E-02 5 0,42 USP21 2,15E-02 4 0,48
SLC25A19 1,43E-02 4 0,37 HSPBP1 2,19E-02 4 0,39
SMARCAS5 1,43E-02 5 0,49 FGF12 2,24E-02 6 0,46
hsa-mir-1471 | 1,44E-02 3 0,33 OR4K14 2,32E-02 4 0,36
NARS 1,46E-02 5 0,32 hsa-mir- 2,33E-02 3 0,35
TSPAN32 1,47E-02 4 0,48 RPS16 2,40E-02 4 0,45
CKMTZ2 1,49E-02 4 0,46 C9orf92 2,40E-02 5 0,36
TMED3 1,51E-02 5 0,48 TICAM1 2,47E-02 4 0,42
CACNA1S 1,52E-02 4 0,47 MANF 2,48E-02 6 0,46
hsa-mir-1183 | 1,54E-02 4 0,47 hsa-mir-3169 | 2,48E-02 3 0,45
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Gen p-valor  sgRNAs FC Gen p-valor  sgRNAs FC
PGAM1 2,49E-02 0,49 MRGPRG 3,66E-02 4 0,44
CECR2 2,49E-02 3 0,48 HOXA4 3,66E-02 5 0,50
hsa-mir-629 | 2,50E-02 4 0,45 FRY 3,75E-02 5 0,42
TSR1 2,51E-02 5 0,36 L2HGDH 3,75E-02 4 0,43
DCAF17 2,54E-02 5 0,41 PDP1 3,80E-02 4 0,32
GUCA2A 2,59E-02 6 0,50 hsa-mir-6809 | 3,83E-02 3 0,44
AGGF1 2,61E-02 5 0,42 CHMP4C 3,85E-02 5 0,44
USP5 2,63E-02 4 0,49 hsa-mir-6849 | 3,86E-02 3 0,39
ADRA2A 2,63E-02 5 0,49 HIST1H4C 3,90E-02 4 0,50
AMD1 2,65E-02 5 0,42 RAC1 3,90E-02 5 0,46
EIF3I 2,65E-02 4 0,38 PDCD1 3,90E-02 4 0,50
hsa-mir-8086 | 2,66E-02 4 0,11 ADRA1D 3,92E-02 5 0,46
USPL1 2,68E-02 5 0,49 KIRREL3 3,98E-02 5 0,45
C220rf31 2,70E-02 5 0,40 SLC22A10 3,99E-02 4 0,49
SFMBT1 2,73E-02 5 0,48 PDF 4,07E-02 4 0,48
ATP10D 2,79E-02 4 0,49 KCTD17 4,12E-02 5 0,49
hsa-mir- 2,84E-02 4 0,42 hsa-mir-6072 | 4,14E-02 3 0,44
GEN1 2,90E-02 4 0,46 hsa-mir-3652 | 4,21E-02 4 0,39
WDR24 2,92E-02 5 0,40 NKD1 4,21E-02 5 0,43
ZNF234 2,97E-02 5 0,45 hsa-mir-301a | 4,25E-02 3 0,38
PLEKHA1 2,99E-02 4 0,47 T7C22 4,27E-02 5 0,43
C19orf43 3,03E-02 4 0,46 HARS 4,31E-02 4 0,43
RPL41 3,04E-02 4 0,27 SMIM15 4,33E-02 5 0,43
TIRAP 3,10E-02 5 0,42 IQGAP2 4,61E-02 4 0,45
DRAP1 3,17E-02 5 0,33 Clorf216 4,64E-02 5 0,50
POLD4 3,18E-02 5 0,40 hsa-mir-4530 | 4,67E-02 4 0,46
hsa-mir-301b | 3,23E-02 3 0,45 hsa-mir-5091 | 4,67E-02 3 0,49
Ww¢2 3,31E-02 5 0,39 HIST1H2BO 4,69E-02 5 0,46
POU3F4 3,39E-02 3 0,49 COX10 4,71E-02 5 0,46
MIS18A 3,40E-02 5 0,45 PGRMC2 4,72E-02 3 0,46
hsa-mir-3941 | 3,41E-02 3 0,49 RGS3 4,83E-02 4 0,40
KBTBD4 3,43E-02 4 0,39 hsa-mir- 4,93E-02 3 0,46
1ZUMO4 3,47E-02 5 0,25 TRIMA48 4,95E-02 5 0,47
CRYL1 3,51E-02 5 0,47 ARHGAP39 4,98E-02 4 0,35

SH3BGRL2 3,61E-02 4 0,49
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Tabla 7.4. Andlisis MAGeCK-RRA mostrando los 388 genes cuyas guias aparecen

infrarrepresentadas en las células RPD tratadas con Pd respecto al vehiculo (p-valor <

0,05; FC < 0,75). Los genes aparecen ordenados por p-valor. sgRNAs: numero de sgRNAs

significativamente infrarrepresentadas. FC: Fold Change.

Gen p-valor  sgRNAs FC Gen p-valor  sgRNAs FC
FUT4 7,28E-05 4 0,69 hsa-mir-1271 3,80E-03 3 0,73
MRPL17 1,98E-04 3 0,71 hsa-mir-513a-1 | 3,80E-03 4 0,68
SLC19A1 2,52E-04 6 0,48 hsa-mir-608 3,86E-03 4 0,72
SPANXN3 4,36E-04 3 0,64 C10orf131 3,87E-03 3 0,52
ZFP2 4,44E-04 4 0,71 ST8SIAS 4,17E-03 3 0,74
PHEX 5,47E-04 3 0,73 TUTI 4,23E-03 5 0,56
hsa-mir-30a 6,31E-04 4 0,63 TOR1A 4,36E-03 5 0,75
MEGF10 7,96E-04 3 0,70 hsa-mir-1185-1 | 4,82E-03 4 0,73
hsa-mir-5009 9,46E-04 4 0,68 FRAI0ACI 4,86E-03 4 0,48
hsa-mir-4295 1,03E-03 3 0,61 RAB38 4,94E-03 4 0,68
hsa-mir-378b 1,04E-03 4 0,70 hsa-mir-6854 4,98E-03 4 0,65
hsa-mir-1202 1,23E-03 4 0,55 PFDN6 5,02E-03 5 0,75
IL31RA 1,23E-03 5 0,63 SLC30A6 5,18E-03 5 0,70
PLA2G6 1,43E-03 4 0,65 TSPYL1 5,33E-03 6 0,70
CUBN 1,48E-03 4 0,70 ARHGEF16 5,38E-03 5 0,69
ZSCAN9 1,52E-03 4 0,65 ENDOD1 5,56E-03 6 0,37
OR4C16 1,61E-03 4 0,74 DCAF4L2 5,63E-03 3 0,69
hsa-mir-3690-1 | 1,77E-03 3 0,75 PPP2R1B 5,70E-03 3 0,75
HHAT 1,78E-03 5 0,74 PMAIP1 5,79E-03 5 0,71
HSD17B7 1,80E-03 5 0,68 SPATA24 5,84E-03 3 0,70
SYNC 1,92E-03 5 0,65 CSNK2A2 5,87E-03 4 0,68
DHRS4L2 1,99E-03 4 0,46 CHMP2B 6,01E-03 4 0,71
hsa-mir-5480 2,21E-03 3 0,69 DEFB107A 6,04E-03 3 0,72
DUOX1 2,38E-03 4 0,74 hsa-mir-599 6,04E-03 4 0,67
hsa-mir-6762 2,65E-03 4 0,56 PSPN 6,05E-03 5 0,73
GREBI1L 2,79E-03 4 0,75 AP3M2 6,11E-03 4 0,71
MUC16 2,83E-03 4 0,74 DIP2B 6,19E-03 4 0,66
CATSPER2 2,94E-03 5 0,66 ANGPTL2 6,25E-03 3 0,66
DOCK5 3,08E-03 5 0,72 MON1A 6,36E-03 5 0,64
LRPPRC 3,10E-03 3 0,73 OBF(C1 6,43E-03 3 0,66
DPH3 3,19E-03 3 0,66 OR10J3 6,43E-03 4 0,72
SLC46A2 3,22E-03 5 0,48 hsa-mir-30b 6,61E-03 4 0,72
TNFAIP3 3,25E-03 5 0,65 hsa-mir-506 6,67E-03 3 0,73
Clorf159 3,42E-03 5 0,68 hsa-mir-5589 6,69E-03 4 0,70
CYP3A43 3,51E-03 4 0,65 KIAA0101 6,72E-03 4 0,54
hsa-mir-3926-1 | 3,53E-03 4 0,73 CACNB2 7,01E-03 5 0,68
hsa-mir-3679 3,75E-03 3 0,68 SAMMS50 7,06E-03 4 0,68
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Gen p-valor  sgRNAs FC Gen p-valor  sgRNAs FC
FAM111A 7,10E-03 5 0,63 TM7SF2 1,25E-02 5 0,58
HISTIHIC 7,19E-03 4 0,64 PEX14 1,26E-02 3 0,69
ATP6VI1F 7,37E-03 6 0,71 NIPAL3 1,26E-02 5 0,65

RINL 7,43E-03 6 0,54 ATP2B1 1,27E-02 4 0,70

hsa-mir-20b 7,69E-03 3 0,73 SERPINE3 1,28E-02 4 0,75
SATB2 7,73E-03 5 0,68 PI4K2A 1,28E-02 6 0,66
hsa-mir-520f 7,88E-03 4 0,68 hsa-mir-4472-1 1,29E-02 3 0,65
HSPB6 7,95E-03 3 0,70 ZNF501 1,30E-02 3 0,63
hsa-mir-4776-1 8,07E-03 4 0,74 AIPL1 1,33E-02 4 0,73
mMYC 8,57E-03 5 0,68 PIWIL4 1,33E-02 4 0,71
USP37 8,77E-03 4 0,74 BCAS4 1,34E-02 4 0,62
hsa-mir-7153 9,02E-03 4 0,67 PC 1,36E-02 4 0,65
hsa-mir-7151 9,27E-03 3 0,67 CAMTAZ 1,36E-02 4 0,72
hsa-mir-5087 9,33E-03 3 0,60 hsa-mir-4658 1,39E-02 4 0,72
HSPAS 9,35E-03 6 0,69 hsa-mir-3148 1,43E-02 4 0,60
FAM167B 9,48E-03 4 0,71 hsa-mir-6767 1,46E-02 3 0,73
CD300LG 9,56E-03 4 0,61 ERMN 1,48E-02 4 0,69
hsa-mir-181c 9,61E-03 3 0,59 PKD1 1,49E-02 4 0,64
hsa-mir-486 9,67E-03 4 0,73 TRAPPCS 1,50E-02 5 0,73

LYG1 9,72E-03 3 0,73 MTOR 1,50E-02 5 0,73

SLCO1B1 9,90E-03 5 0,70 LOC728392 1,53E-02 4 0,71

hsa-mir-4522 9,96E-03 4 0,64 NT5C3A 1,53E-02 5 0,75
MBTD1 9,96E-03 4 0,69 TOP1 1,55E-02 4 0,68
hsa-mir-101-1 1,00E-02 3 0,64 hsa-mir-548ai 1,63E-02 4 0,74
hsa-mir-548aa-1 | 1,02E-02 4 0,75 TSR1 1,64E-02 4 0,70
MUC4 1,07E-02 4 0,75 hsa-mir-6807 1,66E-02 4 0,70
SPACA4 1,08E-02 5 0,66 CHODL 1,66E-02 4 0,71
EVX2 1,08E-02 5 0,70 ELOVLE 1,67E-02 4 0,65
hsa-mir-570 1,11E-02 4 0,64 TOMMZ20 1,69E-02 3 0,67
FAM133B 1,11E-02 6 0,69 C12orf50 1,71E-02 4 0,67
FBX0O40 1,14E-02 6 0,72 NRG4 1,72E-02 4 0,66
C9orf163 1,15E-02 4 0,74 LAG3 1,73E-02 5 0,41
FDXACB1 1,15E-02 4 0,62 MRPL55 1,73E-02 5 0,67
HIGD1A 1,17E-02 5 0,74 ERLECI 1,73E-02 4 0,63
RIBC1 1,18E-02 5 0,71 hsa-mir-3181 1,76E-02 4 0,49
ARHGAP22 1,18E-02 5 0,75 hsa-mir-371a 1,81E-02 3 0,75
hsa-mir-6083 1,18E-02 4 0,64 CDK5RAP3 1,81E-02 4 0,71
ARMC12 1,20E-02 4 0,66 PARP15 1,83E-02 5 0,75
PHF15 1,21E-02 5 0,63 NBPF3 1,87E-02 3 0,65
WNT5A 1,21E-02 3 0,73 WNT2B 1,87E-02 5 0,54
hsa-mir-7154 1,22E-02 3 0,67 KRT37 1,88E-02 4 0,61
MED9 1,22E-02 6 0,48 PFKFB2 1,89E-02 4 0,73
SYCE1 1,23E-02 5 0,67 C4orf48 1,90E-02 5 0,67
CEP72 1,23E-02 4 0,59 hsa-mir-2113 1,90E-02 4 0,68
BBOX1 1,24E-02 5 0,58 1QCK 1,91E-02 4 0,75
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CKS1B 1,92E-02 4 0,72 hsa-mir-5699 2,50E-02 4 0,73
hsa-mir-7162 1,93E-02 4 0,61 MCEE 2,51E-02 5 0,65
NACAZ2 1,94E-02 5 0,59 hsa-mir-3139 2,52E-02 4 0,64
CXCL2 1,95E-02 4 0,71 hsa-mir-6763 2,53E-02 4 0,72
MS4A10 1,98E-02 5 0,70 CLDN5 2,54E-02 5 0,71
hsa-mir-588 2,02E-02 4 0,72 NOL7 2,55E-02 4 0,70
ACPL2 2,03E-02 4 0,70 PPP2R2B 2,56E-02 4 0,70
CDH15 2,05E-02 5 0,72 PMS2 2,58E-02 4 0,58
CDV3 2,06E-02 3 0,65 SLC36A1 2,60E-02 4 0,45
hsa-mir-6512 2,06E-02 3 0,66 TMEM14B 2,62E-02 4 0,62
PAX5 2,10E-02 4 0,71 hsa-mir-518f 2,63E-02 3 0,70
PAPSS2 2,10E-02 4 0,66 SLC25A32 2,64E-02 4 0,70
CAMKV 2,14E-02 4 0,69 SERINCS 2,65E-02 3 0,74
ARL2 2,14E-02 3 0,75 hsa-mir-376a-1 2,65E-02 4 0,68
VPS13A 2,17E-02 5 0,69 OR52E8 2,66E-02 5 0,64
PPIL1 2,17E-02 5 0,64 ITGB3BP 2,67E-02 4 0,63
SPCS2 2,18E-02 5 0,58 hsa-mir-1285-1 2,70E-02 4 0,67
ABCGZ2 2,20E-02 3 0,70 MKNK2 2,72E-02 4 0,68
LRRTM1 2,21E-02 3 0,72 LLPH 2,73E-02 4 0,60
ZNF534 2,22E-02 4 0,73 hsa-mir-6811 2,73E-02 3 0,70
NT5E 2,23E-02 4 0,65 hsa-mir-4275 2,74E-02 4 0,75
hsa-mir-875 2,24E-02 4 0,69 MBIP 2,74E-02 4 0,56
POLR3D 2,24E-02 4 0,71 ACTL7A 2,77E-02 4 0,75
FAHD2A 2,27E-02 4 0,74 Usp7 2,80E-02 5 0,50
GPR37L1 2,28E-02 4 0,71 GOLT1B 2,83E-02 5 0,72
BBIP1 2,29E-02 5 0,72 RUSC2 2,84E-02 4 0,72
hsa-mir-1302-6 | 2,31E-02 3 0,68 CLCNKA 2,84E-02 5 0,68
CAMK?Z2B 2,31E-02 3 0,70 TMEM27 2,84E-02 5 0,68
KRTAP4-2 2,33E-02 5 0,74 hsa-mir-6866 2,86E-02 4 0,58
MMP8 2,33E-02 4 0,74 hsa-mir-6722 2,87E-02 3 0,69
SUSD1 2,33E-02 4 0,73 DDA1 2,95E-02 3 0,71
hsa-let-7a-2 2,34E-02 4 0,73 ACTR3 2,98E-02 4 0,72
hsa-mir-6828 2,34E-02 4 0,72 FKRP 2,98E-02 4 0,65
PDSS1 2,35E-02 5 0,72 TMEMZ200C 3,00E-02 5 0,67
svac 2,35E-02 5 0,71 BSPRY 3,02E-02 4 0,72
MAG 2,36E-02 4 0,71 NDUFB9 3,02E-02 4 0,63
hsa-mir-556 2,38E-02 3 0,65 Clorf56 3,03E-02 5 0,59
TAF6 2,40E-02 4 0,62 hsa-mir-1284 3,03E-02 4 0,57
hsa-mir-376b 2,42E-02 3 0,64 RAP1GDS1 3,04E-02 4 0,71
FXYD7 2,42E-02 5 0,73 CAMKMT 3,05E-02 4 0,64
IHH 2,43E-02 4 0,70 TAS2R42 3,06E-02 4 0,72
HIST1IH1D 2,45E-02 5 0,57 TMEM119 3,07E-02 4 0,60
SIT1 2,45E-02 5 0,65 hsa-mir-549a 3,08E-02 4 0,74
KNDC1 2,47E-02 3 0,67 MYCL 3,10E-02 4 0,71
hsa-mir-3658 2,47E-02 4 0,66 KRT33A 3,12E-02 4 0,72
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OR2MA4 3,17E-02 4 0,74 FAM227B 3,71E-02 4 0,73
RRN3 3,17E-02 4 0,61 CRHBP 3,80E-02 4 0,71
ARHGEF10 3,20E-02 5 0,65 hsa-mir-372 3,80E-02 4 0,74
0ST4 3,20E-02 3 0,72 AMIGO2 3,82E-02 5 0,59
hsa-mir-591 3,21E-02 4 0,71 NFRKB 3,83E-02 4 0,62
PHOX2B 3,22E-02 4 0,66 RNASE6 3,85E-02 5 0,70
hsa-mir-4740 3,22E-02 4 0,71 EXOSCI10 3,87E-02 3 0,70
METRNL 3,23E-02 4 0,74 MLL5 3,87E-02 4 0,74
hsa-mir-5688 3,23E-02 4 0,72 TMEMS89 3,88E-02 5 0,68
ARHGAP26 3,23E-02 5 0,65 C5orf58 3,91E-02 3 0,75
VCX3B 3,23E-02 3 0,69 DNAAF3 3,91E-02 3 0,73
hsa-mir-1228 3,23E-02 3 0,42 ATAD3B 3,92E-02 5 0,65
C8orf33 3,24E-02 3 0,70 PYY 3,94E-02 4 0,74
CAND?2 3,24E-02 3 0,72 TOMM20L 3,96E-02 4 0,53
ING4 3,25E-02 5 0,66 HTRAZ2 3,97E-02 4 0,21
hsa-mir-18b 3,25E-02 3 0,67 hsa-mir-7109 3,97E-02 4 0,69
Clé6orfl3 3,28E-02 5 0,72 hsa-mir-4726 3,98E-02 4 0,58
hsa-mir-5684 3,28E-02 4 0,63 SLC27A5 4,03E-02 4 0,52
hsa-mir-621 3,28E-02 4 0,75 hsa-mir-645 4,05E-02 4 0,73
RGS14 3,32E-02 4 0,73 CPNE9 4,07E-02 4 0,71
hsa-mir-6089-1 3,34E-02 3 0,72 EPHX2 4,07E-02 4 0,75
hsa-mir-4738 3,36E-02 3 0,55 MPV17 4,11E-02 4 0,73
KLHL18 3,36E-02 5 0,74 hsa-mir-326 4,15E-02 4 0,69
TBC1D28 3,39E-02 3 0,74 ARHGAP21 4,18E-02 3 0,65
TSNARE1 3,41E-02 5 0,73 hsa-mir-524 4,18E-02 3 0,70
GUCY1B3 3,41E-02 3 0,69 FCER2 4,18E-02 4 0,66
hsa-mir-6786 3,44E-02 4 0,50 hsa-mir-6516 4,18E-02 4 0,61
RGL3 3,49E-02 4 0,69 ELMOD3 4,18E-02 4 0,70
hsa-mir-597 3,51E-02 4 0,73 KLHL34 4,22E-02 3 0,74
TUBA3E 3,52E-02 3 0,49 CHRM5 4,26E-02 4 0,66
TMEM66 3,52E-02 5 0,74 ZNF517 4,28E-02 4 0,71
hsa-mir-3119-1 3,54E-02 3 0,68 BEND2 4,30E-02 4 0,73
HIST1H1B 3,56E-02 5 0,34 FAM159A 4,31E-02 4 0,73
FCN2 3,56E-02 5 0,71 PCDHB7 4,32E-02 5 0,62
MACROD?2 3,57E-02 3 0,70 hsa-mir-937 4,36E-02 3 0,41
SMU1 3,58E-02 4 0,69 RPSS 4,36E-02 4 0,60
ZHX2 3,61E-02 3 0,72 AATF 4,36E-02 5 0,50
ATP2A3 3,63E-02 5 0,67 hsa-mir-1277 4,37E-02 3 0,46
hsa-mir-6071 3,64E-02 4 0,72 GABRG3 4,37E-02 3 0,70
SLA 3,66E-02 5 0,72 hsa-mir-320c-2 4,43E-02 4 0,73
GNG12 3,66E-02 4 0,55 CDC37 4,45E-02 4 0,70
hsa-mir-6829 3,67E-02 4 0,73 P2RX5 4,45E-02 4 0,74
TPM4 3,68E-02 4 0,61 TRAM1L1 4,46E-02 4 0,70
TAF1B 3,69E-02 4 0,69 CDH5 4,47E-02 5 0,65
PROSC 3,70E-02 5 0,71 TMEM174 4,49E-02 4 0,75
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hsa-mir-6881 4,49E-02 4 0,64 NRIP3 4,78E-02 5 0,70
hsa-mir-4677 4,50E-02 3 0,74 CBLN3 4,79E-02 3 0,70
hsa-mir-4251 4,50E-02 4 0,69 PSMD8 4,79E-02 5 0,68

ZBTB2 4,54E-02 5 0,74 NSMF 4,81E-02 4 0,69
SSR4 4,54E-02 3 0,72 HRNR 4,82E-02 3 0,75
TLX1 4,56E-02 5 0,72 MINOS1 4,82E-02 3 0,61
CT62 4,56E-02 3 0,71 LRRC6E6 4,83E-02 3 0,68
hsa-mir-137 4,56E-02 4 0,70 NOS1AP 4,83E-02 4 0,69
RGS7BP 4,58E-02 5 0,62 RIC8B 4,84E-02 5 0,73
LIX1L 4,61E-02 3 0,72 SLC39A3 4,85E-02 4 0,69
ALDHI1L1 4,61E-02 4 0,71 PDPK1 4,87E-02 3 0,67
NABP2 4,63E-02 5 0,71 ZNF790 4,87E-02 4 0,73
ZNF496 4,63E-02 3 0,70 CAPZB 4,88E-02 3 0,62
HECTD?2 4,63E-02 4 0,52 OR11A1 4,89E-02 4 0,65
DNM2 4,64E-02 4 0,50 GADD458B 4,90E-02 4 0,70
KLHL12 4,64E-02 5 0,70 hsa-mir-299 4,91E-02 4 0,75
ZNF124 4,68E-02 3 0,63 ENO4 4,92E-02 4 0,73
ASCL5 4,70E-02 5 0,70 KLHL2 4,93E-02 3 0,73
c2 4,70E-02 4 0,72 CAPSL 4,95E-02 3 0,63
HBQ1 4,70E-02 4 0,69 COX15 4,96E-02 4 0,56
MSH4 4,73E-02 3 0,63 PAM 4,96E-02 3 0,71
SHD 4,75E-02 4 0,75 ATP1A4 4,98E-02 4 0,69
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Tabla 7.5. Andlisis de enriquecimiento de vias (pathways) de tipo KEGG con las dianas

de los 93 miARNs identificados en el cribado de seleccion negativa.

KEGG PATHWAY P-VALUE KEGG PATHWAY P-VALUE
Endocytosis 1,9E+03 Adrenergic  signaling  in | 9,6E-03
TGF-beta signaling pathway | 3,4E+03 Glycosaminoglycan 1,5E-02
Fatty acid biosynthesis 1,4E+05 AMPK signaling pathway 1,5E-02
Renal cell carcinoma 8,6E+05 p53 signaling pathway 1,5E-02
ECM-receptor interaction 3,0E+06 Glutamatergic synapse 1,5E-02
Thyroid hormone signaling | 7,6E+06 MAPK signaling pathway 1,5E-02
Focal adhesion 7,6E+06 mRNA surveillance pathway 1,7E-02
Proteoglycans in cancer 7,6E+06 Rap1 signaling pathway 1,9E-02
Axon guidance 2,4E-04 Cell cycle 1,9E-02
Mucin type O-Glycan | 2,5E-04 Glycosaminoglycan 2,0E-02
Hippo signaling pathway 3,2E-04 Oocyte meiosis 2,0E-02
ErbB signaling pathway 7,0E-04 GABAergic synapse 2,1E-02
Circadian rhythm 7,4E-04 Pantothenate and  CoA | 2,1E-02
Adherens junction 7,4E-04 Bacterial invasion of | 2,4E-02
Colorectal cancer 7,6E-04 Retrograde endocannabinoid | 2,4E-02
Glioma 8,7E-04 Glycosphingolipid 2,8E-02
Signaling pathways | 8,7E-04 Endometrial cancer 2,8E-02
FoxO signaling pathway 8,7E-04 Lysine degradation 2,8E-02
Morphine addiction 1,6E-03 RNA transport 2,8E-02
Ubiquitin mediated | 1,8E-03 Pancreatic cancer 3,1E-02
Protein processing in| 2,7E-03 Transcriptional misregulation | 3,1E-02
Whnt signaling pathway 3,3E-03 Choline metabolism in cancer | 3,3E-02
Pathways in cancer 3,6E-03 Oxytocin signaling pathway 3,3E-02
mTOR signaling pathway 3,8E-03 Gap junction 3,4E-02
Ras signaling pathway 4,4E-03 Prostate cancer 3,4E-02
cAMP signaling pathway 6,3E-03 Arrhythmogenic right | 3,7E-02
N-Glycan biosynthesis 8,9E-03 Homologous recombination 3,9E-02
Dopaminergic synapse 9,4E-03 PI3K-AKT signaling pathway 4,4E-02
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