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Introduccié

Es poden distingir més de dos-cents tipus cel-lulars en un ésser
huma adult. Aquestes cél-lules deriven totes d'una sola cél-lula,
el zigot fecundat, i es poden distingir per les profundes
diferencies estructurals, morfologiques i funcionals que hi ha
entre elles. Malgrat aquestes diferencies, totes contenen
aproximadament la mateixa seqiiencia d’ADN en cada
individu. Sorgeix, doncs, la qiiestié de com aconsegueixen dos
ceél-lules mostrar caracteristiques dissimilars basades en
informacié quasi identica. La resposta es troba en la regulacié
de com i quan s'utilitza la informacié entre tota la que es
continguda en I'’ADN, processos coneguts amb el nom de
regulacié genica. Quan una ceél-lula es divideix, cada cel-lula
filla o bé segueix mantenint una funcionalitat identica a la
céllula mare, o bé es diferencia en una céllula amb una
funcionalitat diferent i més especialitzada. Aixi doncs, es
defineix una jerarquia de tipus cel-lulars, amb les cél-lules més
diferenciades a la base i amb les cél-lules més indiferenciades,
o pluripotents, és a dir, amb capacitat per generar més tipus
cel-lulars, al cim. Durant el desenvolupament embrionari, per
exemple, de les cel-lules de la morula se'n diu totipotents, ja
que poden donar peu a tots els tipus cel-lulars que componen
el cos huma; de les cel-lules mare o progenitores que formen i
mantenen determinats teixits en adults, en canvi, se'n diu
pluripotents, ja que només poden generar un nombre
restringit de tipus cel-lulars.

La regulacié génica es manifesta a diferents nivells, i resulta
amb programes d'expressi6 génica que defineixen les
diferencies morfologiques i funcionals entre tipus cellulars.
Aquest fenomen és per exemple visible en diagrames
d'agrupament d’ARN missatger (ARNm) provinent de
diferents tipus cel-lulars (figura 1). Per una banda, intervenen
factors de transcripcid, que sén proteines necessaries per a
I'expressié dels gens. La preseéncia i el funcionament correcte
d'aquests factors determinara la produccié d'un gran ventall
de molécules que contribuiran a la identitat cel-lular. Algunes
mutacions en factors de transcripcié han estat associades amb
deficiencies que impedeixen a les cél-lules dur a terme les
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Figura 1. Agrupament de tipus
cellulars segons ARN

Figura 2. Diferenciacié de cél-lules de
la sang. Runx1, Gata1, Pu.1, Notch:
alguns defectes provoquen bloqueig
en la diferenciacié i acumulacié de
cél-lules malignes
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funcions esperades i poden resultar en condicions
patologiques, com per exemple diferents tipus de cancer: el
bloqueig per Runx1, Gatal, Pu.1, Notch en diferents etapes
de diferenciacié de cél-lules sanguinies, per exemple,
condueix a I'acumulacié de cél-lules mare o progenitores i al
desenvolupament de trastorns de la sang en forma de
neoplasies més o menys malignes (figura 2).
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Un altre nivell de regulacié de I'expressié génica es fa possible
pels processos epigenétics: mitjancant |'associacié d'ADN
amb proteines per formar la cromatina, almenys tres
processos modulen |'accessibilitat de I’ADN i per tant el nivell
d'expressié d'un locus genétic: la metilacié de I'ADN;
modificacions a les proteines a les quals s’envolta I'ADN, les
histones, i la remodelacié de la cromatina en processos
dependents d'ATP. Els enzims que interactuen amb les
modificacions d'histones poden ser categoritzats en tres
categories: escriptors, esborradors i llegidors (figura 3).

En un estudi dut a terme com a projecte de doctorat i
postdoctorat, varem utilitzar una biblioteca de petits ARN llag
(small-hairpin RNA, shRNA) per disminuir I'expressié de
proteines relacionades amb la metilacid de I'ADN, les
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Figura 3

modificacions de les histones i la remodelacié de la cromatina.
La biblioteca contenia gairebé 1.000 sequéncies contra 300
d'aquests gens. Comparant la velocitat de proliferacié de
cellules leucemiques que expressaven cada una petits ARN
llag amb la mateixa seqiiéncia, a la velocitat de proliferacié de
cel-lules sanes que contenien els mateixos petits ARN llag, va
ser possible identificar gens necessaris especificament per a la
proliferacié de cél-lules canceroses. D'aquesta manera es van
identificar cinc dianes potencials per al tractament terapeéutic
de la leucémia i que tenien un efecte minim sobre cél-lules
sanguinies sanes.

Rellevancia per a la societat

Els objectius d'aquest projecte incloien la identificacié de
nous enzims implicats funcionalment en aquest trastorn
hematopoetic, i intents racionals d'analitzar el mecanisme a
través del qual exerceixen la seva accié. En descriure els
mecanismes moleculars causants de |la malaltia, teniem com a
objectiu proporcionar coneixements que permetessin
dissenyar terapies orientades efectives. Hi ha actualment un
fort interes per descobrir noves terapies especifiques per als
trastorns de la sang donada la intensitat dels regims
quimioterapéutics actuals.

Amb el coneixement que proporciona la recerca basica, es
dona la benvinguda a la possibilitat d’explorar noves
oportunitats no aprofitades per superar la bretxa entre la
molecula i la societat.
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Amb un financament public i privat que flueix a totes les
etapes del descobriment de farmacs, hi ha un augment clar
dels esforcos d'investigacié que marquen I'ona epigenética: la
Comissié Europea va llangar el seu projecte Blueprint, de
39,9 milions d'euros, que reuneix 41 instituts i empreses per
generar almenys 100 epigenomes de referéncia de cél-lules
sanes i leucemiques. Igualment notable és que gairebé totes
les grans companyies farmacéutiques desenvolupen el seu
propi equip de recerca centrat en epigenética o apareixen
amb biotecnologia especialitzada, amb una inversié
considerable, com ara GlaxoSmithKline, que va pagar 15
milions d'euros per associar-se amb Epizyme en un acord en
el qual Epizyme podria rebre fins a 460 milions d'euros
addicionals, i el gegant nord-america Genentech, que va
invertir 95 milions de dolars en una associacié amb
Constellation I'any que es va finalitzar aquesta investigacio.
Com a punt de partida d'aquest projecte, es van optimitzar
sistemes in vitro i in vivo de deteccié6 de noves dianes
terapéutiques emprant petits ARN llag. Les biblioteques, en
combinacié amb els models de ratoli generats, constitueixen
eines valuoses per investigar simultaniament el paper de
diversos centenars de gens en el manteniment de leucémia.
En combinar els resultats d'una aplicacié extremament eficient
in vitro amb un entorn fisiologicament rellevant in vivo i
contrastant-los, la configuracié experimental proporciona una
plataforma elegant que enriqueix els candidats genetics d'alt
valor (figura 6).

Estratégia experimental

Varem utilitzar una biblioteca de petits ARN llag per identificar
gens que requereixen un nivell complet d'expressid per
sostenir la proliferacié de cél-lules leucémiques en ratolins.

La validacié posterior i la caracteritzacié dels gens candidats
varen requerir assaigs d'especificitat, assaigs de validacio,
proliferacié i diferenciacié in vivo en cél-lules humanes i de ratoli,
rescat per expressid ectopica, estudis estructurals, incloent-hi
mutagenesi dels dominis catalitics previstos, identificacié de
proteines d'interaccié i perfils d'associacié amb I’ADN.

Produccié de cél-lules leucémiques de ratoli
Varem generar models de leucémia mieloide aguda (LMA)
amb céllules de ratoli mitjangant la transduccié retroviral de
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cél-lules de medul-la ossia de ratolins C57BL/6 que expressen
el marcador c-Kit amb un vector retroviral (pMSCV) que
portava I’ADNc codificant per MLL-AF9 o MLL-ENL huma. Les
cél-lules transformades in vitro MLL-AF9 i MLL-ENL van ser
trasplantades en ratolins irradiats (900Gy) B6.SJL mitjancant
una injeccié dins la cua. Es van recollir cél-lules leucemiques
primaries de la medul-la ossia i la melsa, que van ser
analitzades per citometria de flux. El transplantament
secundari va causar el desenvolupament de leucemia mieloide
MLL-AF9 o MLL-ENL amb una laténcia mitjana de 70 i 100
dies, respectivament, en ratolins receptors (figura 4). Cél-lules
de medulla ossia i de melsa CD45.2 + (donants) d'aquests
ratolins mostren la leucémia mieloide esperada amb un
immunofenotip de maduracié (Mac1 +, Gr1 +, c-Kit +, CD3-,
B220-).

Construccié de biblioteques de petits ARN llag

Es va generar una biblioteca de petits ARN llag (small hairpin
RNA, shRNA) centrada en proteines amb funcié epigenética
de 895 shRNA contra 319 gens de ratoli mitjancant la
subclonacié a partir d'una biblioteca pGIPZ (Open
Biosystems®) en vectors retrovirics miRNA que expressen
shRNA  (pMSCV-LTR-mi30- SV40/GFP, d'ara endavant
“pMLS"). La subclonacié simultania i les eficiencies de
transduccié de les céllules leucemiques van ser validades per
sequlienciaci6 d'ADN. La biblioteca també contenia tres
controls negatius sense diana (Scr1, 2, 3) i diversos controls
positius dirigits contra gens coneguts i importants per a la
proliferacié leucémica MLL: Myb, Brd4 i Meis1, o gens
essencials: Pcna, Rpa3 i Polr2b.

Més endavant, també vam comparar dos llibreries shRNA
pLKO.1-puromycina que contenien 2360 shRNA contra 601
gens epigenétics humans i de ratoli (Sigma-Aldrich®).
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Figura 5. Cribratge de la biblioteca
shRNA en cél-lules cKit sanes
(temps=t14). Scr: controls negatius,
Pcna, Polr2b, Rpa3: controls positius,
Jmjd1c: gen prova
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L'ds de la biblioteca pMLS per al cribratge era més
convenient, ja que podiem emprar citometria de flux amb el
marcador proteina verda fluorescent (GFP) per enriquir les
cél-lules transduides evitant I'Gs d'antibiotics, i controlar
I'eficiéncia de la transduccié mantenint la multiplicitat
d'infeccié igual o inferior a 1. Aixo es va aconseguir mantenint
I'eficiencia de transduccidé per sota del 30%, tal com es
determina per valoracié de cotransduccié (Zuber et al., 2011).
Les llibreries pLKO.1 van ser Gtils per validar els nostres gens
candidats de forma individual, amb seqiiéncies diana diferents
i en linies cel-lulars leucémiques humanes.

Cribratge in vitro en cél-lules sanes

Per tal d'excloure possibles shRNA que mostressin toxicitat
general, és a dir, tant contra cel-lules leucemiques com contra
cel-lules sanes, vam comparar resultats del cribratge in vivo MLL-
AF9 amb un cribratge analeg realitzat en cél-lules de medul-la
ossia (BM) no leucemiques que expressaven c-Kit. Les cél-lules
transduides es van cultivar durant catorze dies, i es van prendre
aliquotes cel-lulars en quatre punts de temps: t0, t2, t6 i t14.

La lectura es va basar en el canvi en els nombres d’shRNA
entre la referencia (t0) i la mostra leucémica (t2, t6 i t14) per a
cada shRNA de la biblioteca (figura 5).

cKit* BM

Jmjdic
Jmjdlc

Jmjdlc

Cribratge in vivo en cél-lules MLL-AF9

El cribratge es va realitzar mitjangant el trasplantament de
cellules leucémiques infectades amb la biblioteca retroviral
de shRNA en ratolins irradiats letalment (trasplantament
secundari), amb duplicat. Part de les cél-lules infectades es
van trasplantar en ratolins i la resta es va guardar com a
mostra de referéncia. Després de nou dies, es van aillar les
cel-lules leucémiques i es va extreure I'ADN genomic de les
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mostres de referencia i de les ceél-lules leucemiques. Els
shRNA es van amplificar a partir de I’ADN genomic i es van
sotmetre a la sequienciacié lllumina HiSeq®.

La interpretaci6 de |'experiment es va basar en el canvi en el
nombre de cada shRNA entre la mostra de referéncia i les
mostres leucémiques per a cada shRNA de la biblioteca.
Aquesta estratégia ens va permetre detectar tant els
oncogens putatius (shRNA esgotats en cél-lules leucemiques)
com els gens supressors de tumors (shRNA enriquits a les
cel-lules leucemiques).

S'havien d'estimar diversos parametres perque aquesta
estratégia tingués possibilitat d'eéxit, incloent-hi avaluar el
nombre inicial de clons que expressen cada shRNA desitjat,
I'eficacia de la transduccié de cél-lules leucémiques, la tassa
de supervivencia de les cél-lules trasplantades, la freqiiéncia
de ceél-lules iniciadores de leucémia en la mostra trasplantada,
i el nombre maxim de cél-lules que podriem trasplantar per
ratoli. Aquestes restriccions addicionals significaven que calia
dividir la biblioteca en 31 grups de 51 shRNA: 45 shRNA de
prova, 3 controls negatius i 3 controls positius.

Amb les dades dels dos cribratges, podriem seleccionar
candidats amb un alt potencial de validaci, ja que serien
fisiologicament rellevants (cribratge in vivo), especifics a la
leucémia (sense puntuar en el cribratge amb cél-lules sanes) i
tractables en cultiu cel-lular (figura 6).

La genominvacié (knockdown) dels components del complex
BAF inhibeix el manteniment LMA, perd no afecta la
proliferacié de cél-lules de medul-la dssia normals

Es van seleccionar 20 gens per a consideraci (figura 7). Com
a criteri, es va exigir que els shRNA esgotessin la proliferacié
cellular d'una forma similar als controls positius en les dos
repliques i en els dos teixits examinats, i que hi hagués una
correlacié entre I'eficiencia de genominvacié mesurada en
fibroblasts embrionaris de ratoli (MEF, figura 8C) i la
proliferacié de cél-lules leucémiques MLL-AF9 utilitzant els
vectors lentivirals pLKO.1 amb seqtiéncies diana alternatives.
Es van identificar cinc dianes farmacologiques potencials, tres
subunitats  del  complex  BAF:  SMARCA4/BRG1,
SMARCD2/BAF60b, DPF2/BAF45d, i les dos demetilases
SETD5 i SETDé.

La validacié addicional va revelar la importancia dels gens
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relacionats amb el complex BAF en el manteniment de la
capacitat de renovacié de céllules leucémiques (figura 8A). A
més a més, alguns ratolins trasplantats amb cel-lules amb
expressié reduida d'aquestes proteines van mostrar una
supervivéncia prolongada (figura 8D). Es important destacar
que els shRNA orientats contra aquests gens no eren
empobrits en cél-lules de la sang en medul-la ossia cKit sanes
(figura 8B) i en el cribratge in vitro realitzat en cél-lules sanes.
Aquest parametre va ser mesurat per una puntuacié de
normalitzacié classificada. L'algorisme va tenir en compte
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cada shRNA a través dels cribratges MLL-AF9 in vivo i c-Kit in
vitro per assignar una puntuacié centrada en el gen.
Puntuacions i rangs dels candidats: SMARCD2: 331, 7; SETD5:
244, 12; SMARCA4: 243, 13; DPF2: -53, 46; SETDé6: -79, 54,
rang de puntuacié = [(- 1372) - 513] 341 gens totals, el que
suggereix que aquests cinc gens son requerits per al
manteniment de I'LMA, perd no I'hematopoesi normal.

La genominvacié de Smarca4, Smarcd2 o Dpf2 condueix a
apoptosi, canvis de cicle cel-lular i diferenciacié mieloide en
cél-lules leucémiques

Per investigar el defecte de creixement causat per |'esgotament
de les subunitats del complex BAF, vam mesurar la fraccié de
cel-lules apoptotiques (cél-lules tenyides amb Annexin-V)
mitjancant analisi citométrica de flux. Les céllules del ratoli
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MLL.AF9 amb expressié reduida de les subunitats BAF
presentaven percentatges creixents d'apoptosi en funcié del
temps en comparacié amb shScr (figura 10B). L'aparicid de
I'apoptosi es va observar després d'una reduccié del
percentatge de cel-lules en fase S i una acumulacié de cél-lules
a fase G2/M del cicle cellular (figura 10A), indicant que
I'apoptosi podria ser un resultat d'un bloqueig del cicle cel-lular
en aquestes céllules.

Per investigar si la demora en la progressi6 del cicle cel-lular es
devia a la diferenciacié completa, es van etiquetar les cél-lules
MLL-AF9 del ratoli quatre dies després de transduccié amb
anticossos contra c-Kit i Mac1 i es van analitzar mitjancant
citometria de flux. L'expressid c-Kit de les céllules mare i
cel-lules progenitores hematopoétiques (HSPC) es va reduir en
céllules en qué I'expressié de Smarcad, Smarcd2 o Dpf2 va
quedar disminuida en comparacié amb el control. Per contra,
I'expressié del marcador mieloide Mac1 va augmentar en les
poblacions de genominvacié respecte al control (figura 9A). A
més, la tinci6 de Giemsa May-Griinwald va revelar una
freqiéncia més elevada de morfologies de céllules
monocitiques i granulocitiques en poblacions cel-lulars en
cél-lules en que I'expressid de Smarca4, Smarcd2 o Dpf2 va
quedar disminuida (figura 9B). Junts, aquests resultats indiquen
que les subunitats de BAF Smarcad, Smarcd2 i Dpf2 tenen un
paper important en el manteniment de I'estat indiferenciat i
pluripotent de cél-lules transformades per MLL-AF9.
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SMARCA4, SMARCD2 i DPF2 mantenen |'autorenovacié
leucémica en céllules humanes

Seguidament es va explorar |'efecte de I'esgotament de les
subunitats BAF en els programes d'expressid genica en linies
cel-lulars humanes. Amb aquesta finalitat, vam avaluar I'efecte
de la genominvacié de les subunitats BAF en la proliferacié de
leucémia induida per MLL-AF9 (THP-1) i MLL-AF4 (MV4-11)
(figura 11A). L'esgotament de SMARCA4, SMARCD2 o DPF2,
confirmat per transferéncia de proteines (Western blot) en
cellules THP-1 el quart dia després de la transduccié (figura
11B), condueix a un marcat defecte de creixement de les
cel-lules.

A
s THP-1 12 Mv4-11
MLL-AF9 AML MLL-AF4 AML
7
a0 =—t=shScr1
6 shscr2
75 8 ~#—shSMARCA4_4C3
[}
s —8—shSMARCA4_4C4
E 4 6 —#—$hSMARCD2_4C10
3 shSMARCD2_4D1
E 3
: 4 —#—shDPF2_8E6
-‘s 2 —d—shDPF2_8E7
2 —#—shPCNA 370
it
o T of

4 5 6 7 8 910 11 1213 4 5§ 6 7 8 9 101112
days days

A continuacid, es van determinar els canvis transcripcionals
globals induits pels nivells disminuits de cadascuna de les tres
subunitats de les cel-lules THP-1. Es va detectar un nombre
baix pero significatiu de gens amb major expressio (320, 5,7%)
0 amb disminucié de I'expressi6 (209, 4.18%, p <0.01) amb les
tres subunitats (figura 12). Per aprofundir aquestes
investigacions, es van definir conjunts de gens afectats o bé
en increment o en disminuci6 (UP/ DOWN) per la
genominvacié de cadascun dels gens SMARCA4, SMARCD2 o
DPF2. Aquests conjunts eren formats per aquells gens que es
veien modificats almenys amb un valor logy> 1, FDR (false
discovery rate) <0,05 en cada cas. Es van analitzar aquests
conjunts emprant una analisi d’enriquiment de conjunt
genetic (Gene Set Enrichment Analysis, GSEA) per consultar
I'enriquiment d'un conjunt de gens entre els gens més
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Figura 12. Encavalcament de gens
regulats per SMARCA4, SMARCD2
i DPF2 en disminucié (DOWN) i en
increment  (UP)(A). GSEA per
consultar I'enriquiment d'un conjunt
de gens entre els gens més
canviants d‘una altra subunitat
(classificada per Signal2noise)
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canviants d'una altra subunitat (classificada per Signal2noise).
Cadascuna d'aquestes comparacions bidireccionals va
demostrar correlacions amb una forta significaci6 estadistica
(p <0,01, puntuacions d’enriquiment normalitzades NES>
2,30), la qual cosa suggereix una funcié cooperativa
d'aquestes tres subunitats en el nivell transcripcional en LMA
(figura 12B).
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A més de la seva funcid d'helicasa, SMARCA4 conté un domini
bromo conservat evolutivament (figura 13A). Els dominis
bromo (BRD) sén moduls d'interaccié proteica que reconeixen
exclusivament motius d'acetilacié (Filippakopoulos et al.,
2012). L'acetilacié d'histones s'associa amb |'activacid
transcripcional. Per tant, es va explorar la possible rellevancia
del domini bromo de SMARCA4 per als canvis d’expressio
genica observats. Efectivament, la correlacié amb un conjunt
de gens definit per gens disminuits per ambdds inhibidors de
desacetilases  d'histones  (HDAC), acid hidroxamic
suberoilanilidic (SAHA) i depsipéptid (Peart et al., 2005) es
perd significativament amb la genominvacié de SMARCA4 en
cél-lules THP-1 (dades no vistes).
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L'inhibidor especific del domini bromo PFI-3 fenocopia la
genominvaci6 de SMARCA4 en cél-lules leucémiques
humanes

Com que es va observar un possible vincle entre |'estat
d'acetilacié d'histones i els canvis d'expressié geénica
incorreguts amb la genominvacié de SMARCA4, vam provar
I'efecte d’'una sonda quimica (PFI-3, figura 13C) dissenyada
contra els dominis bromo de SMARCA4, SMARCA2 (BRM) i el
domini bromo 5 de PBRM1. L'efecte de PFI-3 sobre la
proliferacié de cél-lules leucémiques humanes va ser notable,
i la maxima sensibilitat visible va ser en la linia cel-lular MLL-
AF4/FLT3-ITD MV4-11, mentre que els c-Kit + no van resultar
afectats de forma significativa (figura 13D).

També van comprovar l'efecte del tractament amb PFI-3
sobre cél-lules no leucémiques. Mentre que la genominvaci6
de Smarca4, Smarcd2 o Dpf2 dificultava la proliferacié de
cél-lules Lin-, Scal +, c-Kit + (LSK) de ratoli (dades no vistes),
el tractament PFI-3 no afectava la seva capacitat d'expansid,
tal com demostra la taxa de creixement de cél-lules LSK en
resposta a dosis creixents de PFI-3 en comparacié amb el
control DMSO (figura 13E).
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Figura 13. Dominis proteics de
SMARCA4, quadrat blau: domini
ATPasa, cercle vermell: domini
bromo (A); immuno-precipitacié de
SMARCA4 amb péptids trimetilats
d'H3K27 o acetilats d'H3K14 (B);
efecte de PFI-3 sobre la proliferacié
de cél-lules leucemiques (D) i
cél-lules sanes LSK (E)
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Conclusions

Aquest estudi identifica i valida tres candidats per al
tractament de la leucémia (SMARCA4, SMARCD?2 i DPF2).
Aquestes subunitats BAF col-laboren en la proliferacié de
cel-lules leucemiques.

La genominvacié de I'expressié de les subunitats BAF causa
diferenciaci6 cel-lular i apoptosis en cel-lules leucemiques.
Les cél-lules leucémiques mostren sensitivitat a PFI-3, un
inhibidor del domini proteic bromo de SMARCAA4.
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