RESUMEN

Introduccion: EIl manejo de los linfomas se ha visto optimizado gracias a la mejor
comprensidn de su biologia y el desarrollo de herramientas terapéuticas novedosas. Este
trabajo pretende determinar las vias moleculares desreguladas en linfomas frente a los
nodulos linfaticos activados fisiolégicamente. Para probar su implicacién bioldgica tumoral,

se disefia un modelo de knockout sobre un gen sobreexpresado en la célula linfomatosa.

Materiales y métodos: A través de la base de datos publica GEO-NCBI se obtienen los
estudios microarray de 116 pacientes, analizandolos mediante un modelo estadistico de
prediccion de fenotipos. El knockout se disefia utilizando el sistema de alta precisién

CRISPR/Cas, proponiéndose diferentes oligonucledtidos integrados en el plasmido pX330.

Resultados: Los linfomas presentan desregulacion a nivel de las vias implicadas en la
proliferaciéon celular, asi como en las mediadas por mensajeros extracelulares. Entre ellas,
la sefalizacidn serotoninérgica se encuentra significativamente alterada, disefiandose un

modelo de knockout sobre el gen HTR3A, sobreexpresado en linfomas foliculares (P=0,004).

Conclusiones: Los resultados obtenidos sientan la base estadistica que justifica el desarrollo
de un experimento de knockout sobre la via serotoninérgica mediante el sistema
CRISPR/Cas propuesto en este estudio. Determinar su implicaciéon bioldgica puede

esclarecer su potencial como diana terapéutica.



ABSTRACT

Introduction: The management of lymphomas has been enhanced due to a better
understanding of their biology and the development of new therapeutic tools. The aim of
this work is to determine dysregulated pathways in lymphomas in comparison with reactive
lymph nodes. In order to probe their relevance in tumoral biology, a knockout model is

designed disrupting an overexpressed gen in a lymphomatous cell.

Materials and methods: 116 microarray assays are obtained from the public database GEO-
NCBI, using for their analysis a phenotype prediction statistic model. The high precision
CRISPR/Cas system is used to design the knockout, proposing different oligonucleotides

integrated in the plasmid pX330.

Results: Dysregulation of lymphomas involve cellular proliferation pathways as well as
signaling regulated by extracellular messengers. Among them, serotoninergic signaling is
significantly altered. A knockout model is designed to disrupt HTR3A gene, overexpressed

in follicular lymphomas (P=0,004).

Conclusions: These results establish the statistical base to justify the development of an
experiment to knockout the serotoninergic pathway using the CRISPR/Cas system proposed
in this work. Determination of its biological implication could clarify its potential as

therapeutic target.
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1. INTRODUCCION

Los linfomas son un grupo amplio y heterogéneo de tumores sélidos que derivan de
células sanguineas. Actualmente representan aproximadamente el 5 % de la incidencia del
cancer y causan cerca del 4 % de todas las muertes por enfermedades malignas. La
incidencia de linfoma ha aumentado espectacularmente en la uUltima mitad del siglo XX
afectando a ambos sexos y a todos los grupos de edad (1). Asi, en Europa la incidencia

estimada alcanza los 19 casos por cada 100.000 habitantes (2).

Se pueden organizar atendiendo a la estirpe celular que los compone, bien sea
linfomas de células B o células T/natural killer (NK), aunque tradicionalmente esta
enfermedad se ha dividido en dos grandes grupos: linfoma no Hodgkin (90% del total) y
linfoma de Hodgkin (3). Los tipos de linfoma no Hodgkin mas comunes son el linfoma difuso
de células grandes de estirpe B (DLBCL) y el linfoma folicular (FL) y juntos representan la

mitad de todos los casos de linfomas (4) (Figura 1).

Figura 1: Imagenes histolégicas de linfomas. A-B) Linfoma folicular. C-D) DLBCL. (Imagenes propias).



En los ultimos anos la inmunoterapia y farmacos contra dianas especificas han
aumentado el abanico de abordajes terapéuticos de los que se dispone en la practica clinica
(anticuerpos monoclonales, linfocitos T-CAR) (5). Estos avances son el reflejo de la
investigacion dedicada a comprender la biologia de las células linfomatosas, desde una
perspectiva cada vez mas molecular y genética. No obstante, estas neoplasias siguen
constituyendo un reto terapéutico para el que resulta necesario aplicar técnicas
vanguardistas que permitan implementar los resultados obtenidos. Estos beneficios
deberan materializarse en un incremento de la calidad de vida y supervivencia de los

pacientes.

En el presente proyecto se emplea la mineria de datos con el fin de profundizar en
las desregulaciones genéticas que acontecen en la célula linfomatosa. Asi, a través del
analisis estadistico basado en la prediccion de fenotipos se pretende vislumbrar nuevas vias
bioldgicas alteradas y proponer lineas de tratamiento novedosas. En un segundo apartado,
se disefia un modelo de knockout con el que poder modular la expresién de un gen
sobreexpresado con el fin de comprender los efectos derivados de su inhibicidn. Para este
cometido se emplea el sistema CRISPR/Cas, herramienta de ingenieria genética
galardonada con un premio Nobel, capaz de realizar modificaciones en el ADN con una alta

precision.

Por tanto, este trabajo persigue realizar una investigacion transversal que abarque
desde el analisis estadistico de la desregulacidn genética tumoral hasta el enfoque

experimental con el que obtener nuevas dianas para la terapéutica oncolégica futura.



2. ESTADO ACTUAL DEL TEMA

2.1. Mineria de datos

La exploracion de datos o también llamado mineria de datos (del inglés data
mining), es el proceso estadistico que intenta descubrir patrones en grandes volumenes de
conjuntos de datos. Se ejecuta aplicando diferentes técnicas informaticas in silico y ha
experimentado en los ultimos afos un crecimiento exponencial en biomedicina orientada a
identificar posibles biomarcadores de enfermedad (6, 7). Estas técnicas permiten analizar

simultaneamente numerosos genes: chips microarray o secuenciacién de ARN (RNA-seq).

Su objetivo general es la extraccién de informacidon de un conjunto de datos y
transformarla en una estructura comprensible para su uso posterior, mediante analisis
automatico. Se pretende identificar grupos en los datos que luego pueden ser utilizados

para obtener resultados mas precisos de prediccidn por sistemas de soporte de decisiones.

2.2. Base de datos Geo-NCBI

Las técnicas de mineria de datos se aplicaban principalmente sobre informacion
contenida en almacenes de datos (8). En el campo del estudio del cancer destacan sobre

todo el proyecto TCGA (The Cancer Genome Atlas) y GEO (Gene Expression Omnibus).

GEO es una base de datos publica perteneciente al NCBI que almacena datos
procedentes de microarrays, experimentos de Next Generation Sequencing y otros tipos de
datos procedentes de gendmica funcional enviados por la comunidad investigadora. Los
datos almacenados en GEO cumplen con el estdndar MIAME (9): requisitos sobre la

informacién minima que deberia ser almacenada en experimentos microarray.



Los experimentos de microarray se basan en la diferente expresidn que existe entre
los genes de dos muestras : una problema y otra control. La primera suele provenir de
tumores o células sometidas a un condicionante (como un tratamiento o un ambiente
concreto). Se acepta que la expresion génica de una célula es reflejada por la cantidad de
ARN mensajero (ARNm) que posee. Para analizarlo, este ARNm serd depositado en chips,
conteniendo cada una de sus celdas ADN monocatenario que represente un gen
determinado. Como paso previo, el ARNm debera ser transformado en ADN para que pueda
hibridar con las hebras situadas en las diferentes celdas. Para ello se emplea la transcripcion
reversa cuyo resultado es el ADN complementario (ADNc) a las hebras de ARNm extraidas.
Ademas, los nucledtidos empleados en la sintesis de la cadena estdn marcados con cianina
fluorescente, reconocible por el laser que analiza los chips. El ADNc resultante de cada
muestra poseera cianina de un color diferente. Por convenio en los controles se emplea el
verde (Cy3) y en los casos el rojo (Cy5). Una vez depositado el ADNc de ambas muestras en
el chip, éste hibridara con la sonda monocatenaria complementaria. Posteriormente, cada
celda es analizada en funcion de la longitud de onda emitida en su fluorescencia,
estableciéndose un cociente (Cy5/Cy3). De esta forma, si la expresion génica de ambas
muestras es igual, el cociente Cy5/Cy3=1 y sera reflejado en amarillo, si es mayor en la
muestra problema Cy5/Cy3>1 y tendra color rojo y si es mayor en el control Cy5/Cy3<1,
mostrandose en verde (10). Asi, se puede comparar de manera rapida la expresion de miles

de genes simultaneamente (Figura 2).
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Figura 2: Fundamentos de un experimento microarray (Imagen propia).

2.3. Disefio de knockout mediante CRISPR/Cas

La desactivacion genética (knockout en inglés) permite eliminar la expresién de un
determinado gen en un organismo concreto. Asi se puede analizar no solo las consecuencias
de su desactivacidn, sino las asociaciones e implicaciones que acarrea en la expresion de
otros genes (11). Para llevar a cabo el knockout existen numerosas técnicas, destacando las
endonucleasas especificamente dirigidas. Son estas ultimas las que en la actualidad han
experimentado un mayor impulso, debido al desarrollo del sistema CRISPR/Cas (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats). Es una técnica joven y en auge gracias a
su versatilidad, descubriéndose de manera casi constante nuevos potenciales de uso. Asi,
Emmanuelle Charpentier y Jennifer Doudna fueron galardonadas con el premio Nobel de

quimica 2020 por sus contribuciones al descubrimiento y desarrollo del CRISPR/Cas (12).

Su origen se encuentra en la naturaleza, formando parte del sistema inmunitario de
las bacterias que les permite hacer frente a la infecciéon por material genético extrano, como

el de los virus bacteriéfagos (13). El sistema CRISPR/Cas se compone de dos estructuras



basicas: una secuencia guia de ARN (single-guide RNA o sgRNA) y una endonucleasa (Cas).
Este sgRNA presentara una secuencia de unos 20 nucleétidos que debe hibridar con el gen
en el que se quiere realizar el corte, seguida en su extremo 3’ de una regién conocida como
PAM (protospacer adjacent motif) que permitird el reconocimiento y unién de la
endonucleasa Cas (14). Debido a la variabilidad del genoma y la frecuencia de polimorfismos
de un solo nucleétido (SNPs acrénimo inglés), cuando se disea la secuencia de bases de un
sgRNA debe buscarse que existan el menor numero posible de discordancias (mismatches
en inglés), especialmente en los 10-12 nucleétidos adyacentes a la PAM. Esta docena de
bases recibe el nombre de region semilla (seed region) y en ella los mismatches son peor
tolerados, pudiendo conducir incluso a la pérdida de funcidn del sgRNA (15). El segundo
componente de este sistema lo forma la endonucleasa Cas. Esta proteina ha sido aislada en
numerosas bacterias, habiéndose extendido el uso de la Cas9, procedente del Streptococcus
pyogenes. Asi, Cas9 requiere una secuencia PAM formada por cualquier nucledtido seguido
de dos guaninas (NGG). Una vez reconocida, se coloca de tal forma que es capaz de realizar

un corte preciso a 3 nucledtidos upstream (en sentido 5’) de la PAM (16) (Figura 3).
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Figura 3: Representacion del proceso de hibridacion entre el sgRNA, la endonucleasa Cas9 y la secuencia
objetivo. En la imagen se aprecia el corte a 3 nucledtidos de distancia de la secuencia PAM en sentido 5.
Imagen tomada de Wu X, Kriz AJ et al (17).



3. HIPOTESIS, OBJETIVOS Y LIMITACIONES

3.1. Hipétesis

Se pretende analizar las diferencias en la expresién génica que existen entre las
células linfomatosas y las células inmunitarias activadas de forma fisioldgica en un nédulo
linfatico sano. Ademas, se busca disefar in silico un experimento con el que testar qué
efecto produce la eliminaciéon de un gen significativamente sobreexpresado, identificado

mediante analisis estadistico, sobre la biologia de la célula linfomatosa.

3.2. Objetivos

1. Reconocer alteraciones en la expresidon génica que puedan estar involucradas en la
etiopatogenia y proliferaciéon de la célula linfomatosa. Para ello, este proyecto se basa en el
empleo de la mineria de datos, asi como el proceso estadistico de prediccion de fenotipos.
Las células inmunes reactivas a procesos no tumorales son tomadas como referencia de

expresion génica fisioldgica.

2. Establecer las vias bioldgicas o pathways alteradas en las que son participes los

genes con una desregulacion mas significativa.

3. Disefio computacional de un modelo knockout utilizando la metodologia de edicidn

génica CRISPR/Cas para un gen concreto.

3.3. Limitaciones

Debido a la situacidén actual, con presencialidad y movilidad limitadas, el proyecto

debe basarse en modelos, sin llevar a la practica experimental real la modificacion genética.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Seleccidon de casos

En el presente estudio se emplearon datos de expresidn génica de 116 ensayos con
chips de microarray procedentes de la plataforma publica GEO DataSets-NCBI, accesibles a
través del codigo de acceso GEO: GSE23647. Las 116 muestras proceden de pacientes con
al menos una adenopatia, pudiendo deberse a nddulos linfaticos reactivos (utilizados aqui
como controles, reflejando la expresion génica en un nddulo linfatico fisioldgicamente
activado) o linfomatosos. Asi 23 de las adenopatias son reactivas, 35 linfomas foliculares,
19 linfomas B difusos de célula grande (DLBCL), 19 linfomas de Hodgkin y otras 20 muestras
con diversos linfomas (del manto, zona marginal, célula T, anaplasico, linfoma de célula
pequefia y Burkitt). Los chips de microarray empleados en el analisis proceden de la
compafia Affimetrix®, siendo analizados cerca de 20000 genes por ensayo, generandose

una matriz A de 2x10* filas por 116 columnas.

4.2. Procesamiento y analisis de los datos

Para el procesamiento y analisis de los datos se llevd a cabo una colaboracidn
cientifica con un equipo multidisciplinar del area de matematica aplicada de la Universidad
de Oviedo, a través de Juan Luis Fernandez Martinez, catedratico y director del grupo de
problemas inversos, optimizaciéon y aprendizaje automatico, asi como con Juan Ron
Cosmen, bidlogo, y Enrinque Juan de Andrés Galiana, doctor en informatica. Para el
tratamiento de los datos se emplearon R software 4.0.2 y el entorno de desarrollo integrado

R Studio. Ademas, se optimizd R con paquetes estadisticos de Bioconductor, disefiado
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especificamente para el manejo de resultados procedentes de experimentos microarray
(18). Para el analisis de las vias bioldgicas en concreto se empled el paguete Reactome

pathways analysis (19).

Con objeto de obtener la firma genética que pueda predecir con mayor fiabilidad la
clase de una muestra dada, deben seleccionarse los genes mds discriminatorios, con una
desregulacidon mas significativa. Para ello, se puede atender al cociente de expresidon entre
dos clases (p.ej. enfermedad/control), también conocido como Fold change (FC). De manera
habitual el cociente obtenido es expresado en forma de logaritmo en base 2, con objeto de
facilitar el manejo de los valores. Asi, los genes con el valor absoluto de su cociente (|FC|)
mayor son aquellos con una desregulacién mds marcada frente al control. Para caracterizar
cuales son los genes mas discriminatorios, se emplea el ratio de Fisher (FR). Este pardmetro
es directamente proporcional a la diferencia de expresion frente al control e inversamente
proporcional a la varianza (02) y, por tanto, es sensible a la dispersion de los valores. Los
genes son ordenados de forma decreciente en funcién de su FR, obteniéndose los genes
mas discriminatorios (20). Mediante este procesamiento se reduce de forma drastica el

numero inicial de los cerca de 20000 genes, la mayoria de los cuales no son significativos.

Posteriormente, se busca la firma genética minima capaz de predecir la clase a Ia
gue pertenezca una muestra dada. Con este fin, es empleado un algoritmo de optimizacion.
Este desarrolla diferentes modelos con los que poner a prueba la capacidad discriminatoria
de cada firma genética testada, cuya estimacién de precisién esta basada en la validaciéon
cruzada: Leave-One-Out-Cross-Validation (LOOCV). Finalmente, también se busca la via

bioldgica alterada en la que se relacionan y ubican los genes mas discriminatorios (20).
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4.3. Método para el diseio del knockout

Para el silenciamiento del gen elegido, se propone un experimento de knockout
mediante el sistema CRISPR/Cas basado en unidon de extremos no homdlogos. Las
secuencias genéticas son obtenidas a través de la plataforma publica Gene-NCBI. En ella se
encuentran recogidas los diferentes genes de Homo Sapiens en forma de pares de bases,

asi como las regiones codificantes, intrones, locus, variaciones, etc.

Una vez seleccionado el gen objetivo, su secuencia es manejada mediante
programas bioinforméticos. Para el presente proyecto se elige el software SnapGene®. Asi,
el primer paso tras la lectura de la secuencia genética es la determinacion de los exones que
comparten las diferentes isoformas de la proteina codificada. Esto es debido a que, de no
escoger una secuencia codificante del exdn comun a todas las isoformas, se corre el riesgo

de que algunas de éstas sigan siendo viables y el experimento CRISPR/Cas pierda eficacia.

Una vez localizada una secuencia comun se procede al disefio del sgRNA. Para la
optimizacidon de este proceso se emplea el programa CRISPOR (21). Asi, de entre los
diferentes sgRNA posibles ha de escogerse el mas adecuado para cada experimento. El
programa ofrece una serie de puntuacion para cada sgRNA en funcién de diferentes escalas.
Se escoge el sgRNA atendiendo a los SNPs que existan para cada secuencia, al MIT Specificity
Score (mide especificidad), Doench’16 (eficiencia) Outcome (predice los resultados tras la
rotura en ambas hebras de ADN) y los off-target events (cortes en otras posiciones del ADN)
en funcién de los mismatches entre el sgRNA y otras secuencias del genoma. Este ultimo

parametro es de suma importancia cuando el experimento tiene una finalidad in vivo,
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debido a los riesgos potenciales de generar mutaciones indeseadas en el organismo tratado.
Por ello, se debe prestar atencién a qué genes podrian afectarse y la importancia bioldgica
gue éstos tienen. Ademas, el sgRNA debe ser también escogido en funcidn de la secuencia
PAM, que ha de ser compatible con la endonucleasa Cas empleada. Para el presente estudio
se elige la Cas9 por la simplicidad de su PAM. Por ello, todos los sgRNA elegidos han de
continuarse con la secuencia NGG. Ademas, el empleo de multiples sgRNA mejora la eficacia
del experimento, por ello se disefian 3 sgRNA diferentes para este estudio (22). Tras este

proceso se procede a la determinacién de los oligonucledétidos que deben ser producidos.

Para este proyecto se proponen dos opciones de administracion del sistema
CRISPR/Cas: RNPs y vector plasmidico introducidos mediante electroporacion. Como vector
se escoge el plasmido pX330 (Figura 4), internacionalmente utilizado para este tipo de
experimentos (23) y disponible en el repositorio sin animo de lucro AddGene. PX330 codifica
el esqueleto del sgRNA vy la proteina Cas9, asi como un gen de resistencia a la ampicilina.
Ademas, contiene el promotor U6, que requiere una guanina en la posicion +1 de la
secuencia del sgRNA que, si éste no la presenta en sus 20 nucledtidos, debe ser anadida
(24). Para la digestidn de este plasmido se utiliza el enzima de restriccion Bbsl, generando
extremos cohesivos, no homadlogos, en la posicién 245 (5'-GGTG-3’) y 267 (5'-GTTT-3’) del
plasmido (25). Por ello, los oligonucleédtidos producidos han de contener en sus extremos
las secuencias 5’-CACC-3’ Y 5’-AAAC-3’ con el fin de obtener la hibridacidén con el pldsmido
previamente digerido. El proceso de modificacidn plasmidica podria ser realizado en el

laboratorio, pero atendiendo a la eficiencia se recomienda pedir su fabricacién especifica.
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De la misma forma, una vez disefiado el sgRNA se encarga su produccion por una entidad
externa.

(8501) AfIIL - PalI Bbsl (245)
Bbsl (267}

Xbal (428)
Acc651 (434)
KpnI (438)

SnaBI (701)
[7348) Sacll chicken B-actin promoter
(7380) Fspl BseRI (1112)
Aarl (1217)

(7244) Pvul Agel (1239)

[EVA0 NLS)

BglII [1618)

pX330 plasmid

(6342) Psil 8506 bp

(5914) PUTI
(5912) Sfol
(5911) Narl
(5310) KasL

(5907) Shft

(5762) NotI

(5523) EcoRI
(5500} Fsel

[nuclecplasmin NLS

f PspOMI (2723)
Apal (2727)

PasI (3137)
EcoRV (3221)

(5008) BsmI

(4866) BsaBI*
(4745) Kfil PmlLl (4157)

Figura 4: Plasmido pX330. En el interior se muestra el nombre de los genes contenidos. Excéntricamente se
observan los nombres de los enzimas de restriccion capaces de actuar sobre este plasmido, asi como la
localizacidn de su secuencia diana.

Una vez se recibe el plasmido pX330 modificado y/o los oligonucleétidos de sgRNA,
se procede a la realizacién del experimento knockout mediante su introduccién en las

células linfomatosas de cultivo (fase experimental).
4.4. Andlisis estadistico

Para el analisis inferencial, se compararon los resultados de cada variable cuantitativa
para cada grupo utilizando la prueba T de Student para variables independientes. El analisis
estadistico fue realizado empleando el software R 4.0.2 para Windows, con un valor de

significaciéon de P< 0,05.
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5. RESULTADOS

1.1 Analisis computacional de los microarrays de linfomas.

En primer lugar, se analizaron los linfomas en su conjunto (formando una sola clase

o fenotipo) frente a los nddulos linfaticos reactivos. Como resultado se obtuvieron 55 vias

bioldgicas alteradas significativamente (Tabla 1). Las 3 con mayor significacion fueron la

sefializacién de receptores tirosina-quinasa (P=1,63-10°), organizacién de la matriz

extracelular (P=4,43-10") y sefializacion mediada por interleucinas (P=6,61-107).

Tabla 1: Listado de las 55 vias biolégicas alteradas significativamente, ordenadas de forma decreciente

segun su significacion. Se observa cémo las vias de sefializacidn (extracelular/intracelular) constituyen uno de

los pathways mds frecuentemente alterados.

VIA BIOLOGICA
Sefializacion via receptor tirosina quinasa
Organizacion de la matriz extracelular
Sefializacion mediada por interleucinas
Sefializacion intracelular por segundos mensajeros
Enfermedades de trasduccidn de la sefializacion
Sistema neuronal
Activacion plaquetaria, sefializacion y agregacion
Transmision por sinapsis quimica
Sefializacion AKT activada por PIP3
Sefializacion por TGF-B
Ciclo de liberacion de transmisores

Homeostasis plaquetaria

Formacidn de colageno
Sefalizacion FLT3

Sefalizacion familia IL-1
Respuesta a infecciones
Sefalizacion MAPK1/MAPK3
Respuestaa infeccion VIH
Respuestaa estrés celular
Sefializacién por NTRK1 (TRKA)
Cascada RAF/MAP quinasa
Ensamblaje de fibrillas colagenas
Ciclo de liberacion de dopamina
Sefializacion de moléculas de adhesion neuronal

Regulacion de p53
Transicion G1/5

P VALOR
1,63-10%
4,430
6,61-10-5

0,00011518

0,00132086

0,00132086

0,00132086

0,00135775

0,00213376

0,00215776

0,00225474

0,00338045

0,00432982
0,00638835
0,00638835
0,00638835
0,00721547
0,00815201
0,00855839
0,0101003

0,01130296
0,01207851
0,01545996
0,01545996
0,01545996

0,01785322

VIA BIOLOGICA
Integracion del metabolism energético
Ciclo de liberacion de serotonina
Ciclo de liberacion de noradrenalina
Fase mitotica G1-G1/S
Dianas ERK/MAPK
Inactivacion de ERKs
Sefializacion por receptor de complejo TGF-
Respuestas celulares a estimulos externos
Cascadas de sefializacion MAPK
Respuesta a Ca2+ citosolico plaquetario elevado

Sensibilizacion plaquetaria por LDL

Degradacién mediada por APC/C de proteinas del ciclo

celular

Regulacion del ciclo mitético celular

Eventos calcio dependientes

Replicacion ADN

Regulacion PTEN

Sefializacion por interleucina-10

Ciclo de liberacion del neurotransmisor glutamato
Activacion NF-kB mediada por TRAF6
Degranulacion plaquetaria

Sefializacién por VEGF

Cambio a estado post-replicativo

Sefalizacion mediada por Receptor célula B (BCR)
Sefializacion de SCF-KIT

Eventos mediados por proteina G
Transmision por receptores de neurotransmisores y
sefializacion postsinaptica

P VALOR
0,01986809
0,01986809
0,01986809
0,01986809
0,01986809
0,02142765
0,02147693
0,02243778
0,022567
0,02322508
0,02648992

0,02725872

0,02725872
0,02923579
0,02942049
0,03085872
0,03085872
0,03085872
0,03085872
0,03085872
0,03183485
0,03427541
0,03427541
0,03805089
0,0385653

0,04119099
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Posteriormente, se analizaron los linfomas difusos de célula grande frente a los
nodulos linfaticos reactivos. Se encontraron 33 vias con una alteracidn significativa (Tabla
2). Las 3 con una significacién mayor son la relacionada con la organizacién de la matriz
extracelular (P=0,0041), la sefalizacién a través de la via FLT3 (P=0,0043) y el conjunto de

genes relacionados con la activacién, sefializacién y agregacion plaquetaria (P=0,0059).

Tabla 2: Listado de las 33 vias biologicas alteradas significativamente en DLBCL, ordenadas de forma
decreciente segun su significacion. La desregulacion de la via MAPK aparece con alta frecuencia.

ViA BIOLOGICA P VALOR ViA BIOLOGICA P VALOR
Organizacion de la matriz extracelular 0,004060041 | Sefializacion por interleucinas 0,022444743
e Ensamblaje de las cadenas coldgenas y otras
Sefializacion via FLT3 0,004287946 . 0,028995906
estructuras multiméricas

Activacion pl taria, sefializacio N X

ctivacion piaquetaria, senafizaciony 0,005974059 | Seffalizacion NCAM para crecimiento de dendritas 0,03274754
agregacién
Sefializacion MAPK1/MAPK3 0,008560553 | Respuesta celular a stress térmico 0,033110312
Cascada RAF/MAP quinasa 0,008560553 | Sisterna neuronal 0,036455737
Sefializacion intracelular por segundos Regulacion de la expresion génica via NR1H3 &

) 0,008560553 . ., 0,038279854
mensajeros NR1H2 ligada al transporte y flujo de colesterol
Sefializacion por receptores tirosin quinasa 0,008560553 | Factores de interaccion con VIH 0,038279854
Respuesta cellular a stress 0,008560553 | Sefializacion AKT activada por PIP3 0,038279854
, ., . Regulacion de la respuesta al calor mediada por
Desdrdenes de transduccion de sefial 0,008560553 HSF1 0,028279854
L i i i . Eventos relacionados con receptores sensibles a
Transmision a través de sinapsis quimica 0,011017978| . i i 0,038279854
insulina (IRS) mediados por IGF-1

Transcripcion de genes reguladores del . i

. ] 0,012827469 | Formacion de colageno 0,038279854
ciclo celular a través de TP53
Cascadas de sefializacion de la famili
r\:.:;aK as de senalizacion ce fa familia 0,013726982 | Metabolismo de los glicosaminoglucanos 0,0385388
Respuestas celulares a estimulos externos 0,01885979 | Sefializacion oncogénica mediada por MAPK 0,039371055
Ciclo del &cido citrico 0,01885979 | Sefializacion por IGFR-1 0,040455837
Sefializacion mediada por NR1IH2 y NR1H3 0,022444743 | Cascada PI3K 0,040455837
Cascada de formacidn del tapén de fibrina 0,022444743 | Ciclo de liberacién de neurotransmisores 0,047302431
Cadena transportadora de electrones,
sintesis de ATP, y produccion de calor por 0,022444743
proteinas no emparejadas

El andlisis de linfomas foliculares frente a los nddulos reactivos presentd genes con una
gran capacidad predictiva fenotipica pero, debido a su heterogeneidad, el nimero de vias

bioldgicas significativamente alteradas fue bajo. Las 3 con una significacion mayor son la
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relacionada con la organizacién de la matriz extracelular (P=0,005), la condensacién de los

cromosomas (P=0,0054) y eventos relacionados con ciclinas (P=0,0076).

Tabla 3: Listado de las 10 vias bioldgicas alteradas significativamente en linfoma folicular, ordenadas de
forma decreciente segun su significacion.

ViA BIOLOGICA P VALOR VIA BIOLOGICA P VALOR

Organizacion de la matriz extracelular 0,004964 | Expresion génica estimulada por YAP-1y 0,01895
WWTR1 (TAZ)

Condensacion cromosémica prometafase 0,005418 | Fases GOy G1 temprana 0,01908
Eventos asociados a ciclinas A/B1 durante la 0,007561 | Metabolismo de la biotina (Btn) 0,01971
transicion G2/M
Transportadores de aminoacidos y 0,015 Opioide proopiomelanocortina 0,02426
oligopéptidos SLC
Transporte de cationes/aniones inorganicos y 0,01518 | Sefializacion mediada por el receptor 5- 0,04921
aminoacidos HT1

Finalmente se analizaron los linfomas de Hodgkin frente a los nédulos reactivos. Se
obtuvieron 17 vias bioldgicas alteradas significativamente (Tabla 3). De ellas, las 3 con una
mayor significacién fueron la sefializacidn por interleucinas (P=9,51-10), la mediada por
receptores tirosina quinasa (P=0,0026) y sefalizacion por miembros de la familia TGF-

(P=0,0039).

Tabla 4: Listado de las 17 vias bioldgicas alteradas significativamente en linfoma de Hodgkin, ordenadas de
forma decreciente segtn su significacion. Destacan las vias con moléculas de caracter inmunoldgico.

ViA BIOLOGICA P VALOR Vi BIOLOGICA P VALOR
Sefializacion porinterleucinas 9,51E-05 Sefalizacion mediadaporlIL-4y IL-13 0,014917319
Sefializacién por receptores tirosina Regulacion de la expresion génica via

_ P P 0,002672787 | NR1H3 & NR1H2 ligada al transportey 0,021623588
quinasa .

flujo de colesterol
Sefializacion por miembrosde la familia 0,003956773 Regulacion sintesis del colesterolvia 0,025647158
TGF-B SREBP (SREBF)
Sistema neuronal 0,004025832 | Red trans-Golgide formacién vesicular 0,026824058
Sefializacién por el complejo de Sefializacion intracelularpor segundos
0,006306386 . 0,026824058

receptoresde TGF- B mensajeros
Sefializacion mediadapor NR1H2 ,
NR1H3 P v 0,007823854 | Sefializacién mediada porfamilia IL-2 0,044091696
Via intrinseca para apoptosis 0,007823854 | Respuestacelulara stress 0,044879751
Activacion plaquetaria, agregacion ,

o _,p q »38reg Y 0,007823854 | Organizacion de la matrizextracelular 0,044879751
sefializacion
Endocitosis mediada porclatrina 0,014252944
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A continuacidn, se afiade una comparacion entre las vias alteradas en linfomas B difusos

de célula grande (DLBCL) y linfomas de Hodgkin (Tabla 4).

Tabla 5: Se muestran los pathways alterados de manera singular en DLBCL (izquierda) y cHL (derecha). Se
excluyeron aquellas vias coincidentes, aunque éstas presentasen diferente significacidn. En el linfoma de
Hodgkin destaca la alteracién en la sefializacion mediada por TGF-B frente a la alteracién en la via RAF/MAPK
del DLBCL.

VIAS BIOLOGICAS DLBCL P VALOR VIAS BIOLOGICAS cHL P VALOR
Sefalizacién via FLT23 0,0043879 | Sefializacién por miembros de la familia TGF-B  0,00395677
Sefializacio | lejod t d
Seffalizacién MAPK1/MAPK3 0,0085605 TZFEE'IZE'C'O" porElcomplelo de rEceptores €€ 0,00630638
Cascada RAF/MAP quinasa 0,0085605 | Via intrinseca para apoptosis 0,00782385
Desérdenes de transduccién de sefial 0,0085605 | Endocitosis mediada por clatrina 0,01425294
Transmision a través de sinapsis quimica 0,0110179 | Sefializacién mediada por IL-4y IL-13 0,01491731
Transcripcion de genes reguladores del ciclo celular a Regulacion sintesis del colesterol via SREBP
0,0128274 0,02564715

través de TP53 (SREBF)
Cascadas de sefializacién de la familia MAPK 0,0127269 | Red trans-Golgi de formacion vesicular 0,02682405
Ciclo del &cido citrico 0,0188597 | Sefializacion mediada por familia IL-2 0,04409169
Cascada de formacion del tapdn de fibrina 0,0224447
Cadena transportadora de electrones, sintesis de ATP,

. , , 0,0224447
y produccion de calor por proteinas no emparejadas
Ensamblaje de Ia? cetd-enas colagenasy otras 0,0289959
estructuras multiméricas
Sefializacion NCAM para crecimiento de dendritas 0,0327475
Respuesta celular a stress térmico 0,0331103
Factores de interaccion con VIH 0,0382798
Sefializacion AKT activada por PIP3 0,0382798

Regulacién de la respuesta al calor mediada por HSF1 0,0382798

Eventos relacionados con receptores sensibles a

insulina (IRS) mediados por IGF-1 0.0382798
Formacion de coldgeno 0,0382798
Metabolismo de los glicosaminoglucanos 0,0385388
Sefializacion por IGFR-1 0,0404558
Ciclo de liberacion de neurotransmisores 0,0473024

Atendiendo a las vias alteradas significativamente, se orienta el disefio del knockout
hacia la sefalizacién neuronal, cuya presencia resulté constante en todos los analisis.
Ademas, destaca de otras vias directamente implicadas en el mantenimiento de la
homeostasis, metabolismo o el control del ciclo celular (MAPK, PIP3;, fosforilacion

oxidativa...). Se desestiman estas dianas debido al posible compromiso en la viabilidad
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celular secundario a su eliminacion. En cambio, la sefalizacion neuronal mediante
neurotransmisores aparenta ser singular y mas segura de cara a una aplicacidn clinica. De
entre los genes mas discriminatorios participes de esta via se elige HTR3A, codificante para
el receptor de 5-hidroxitriptamina 3 subunidad A (5-HTsa), el cual conforma una proteina
de canal pentamérica accionada por ligando (serotonina). Este gen mostré una mayor
significacién en los linfomas foliculares, con una expresién media casi 3 veces superior
(2,95) a las células control del estudio GSE23647, que transformado a log; equivale a 1,56
(Figura 4). En los nddulos reactivos, en cambio, la expresion media de HTR3A es 1,36 y en
forma de log, es 0,45. La diferencia entre ambas medias presenta un P valor=0.0044 de
acuerdo ala T de Student (intervalo de confianza del 95% de que ambas medias son distintas

de 0:- 1.8828815; -0.4045498) (Figura 5).

Expresion HTR3A

Log2 Fold change

Figura 5: Comparacion de la expresion del gen HTR3A en nddulos reactivos (izquierda) y linfomas foliculares

(derecha). Este gen se encuentra sobreexpresado con un ratio folicular/reactivo=2,17.
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1.2 Disefio del sgRNA para el gen HTR3A

Para el presente proyecto se disefian 8 propuestas de sgRNA cuyo objetivo se
encuentra en uno de los exones que componen el gen HTR3A humano (Figura 6A). Este gen,
localizado en el cromosoma 11g23.2, presenta 3 isoformas, siendo coincidentes en la
mayoria de sus segmentos codificantes. No obstante, entre ellas presentan diferencias los
exones 1 (no compartido por la tercera isoforma lo que impiden su uso) y 7 de la primera
isoforma. El ADN sometido a valoracién comprende, por tanto, los exones 2, 3,4, 5,6, 7, 8

(comprendido en el 72 exdn de la primera isoforma) y 9 (Figura 6B).
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{ |
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Figura 6: A) Mapa del gen HTR3A humano de 15.206 pb. En gris se muestran las regiones implicadas en los
ARNm asi como otras estructuras nucleicas. En morado se representan las regiones abarcadas por los
diferentes exones (8 en la primera isoforma, 9 en las dos restantes). Sobre la linea negra que representa el
gen se dispone la localizacion de los enzimas de restriccion. B) Se destacan en rojo los exones candidatos
para el disefio de sgRNAs. Los exones presentan regiones codificantes compartidas por las tres isoformas del
gen HTR3A. Imagenes obtenidas y modificadas de SnapGene®.
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Tras el estudio detenido y la evaluacion mediante CRISPOR, se descartan los sgRNAs
posibles en los exones 3, 4, 6 y 8, debido a su menor eficacia o la ausencia de sgRNAs sin
complementariedad total en la regién semilla para 4 o menos mismatches. De entre los

demads sgRNAs procedentes de los exones 2, 5, 7 y 9 se escogen los siguientes:

» sgRNA 1: Diana: 5’-AATGACGTCAATGGATACGG-3’, reversa. Exdn: 2. PAM: TGG.

MIT score: 95. Doench’16 score: 73. Deleciones esperadas: Disruptivas del marco de lectura: 55%. Desplazamiento del
marco de lectura: 61%. Off-target events: 0-0-0-3-38 (para 0, 1, 2, 3 y 4 mismatches respectivamente) Ninguno
presenta complementariedad completa en la regidén semilla (seed region). Oligonucledtido que sintetizar: 5’-

AAUGACGUCAAUGGAUACGG-3’  Afadir una guanina en posicion +1 en pX330.

» sgRNA 2: Diana: 5’-GATGCCGAATATACACGTAC-3’, reversa. Exén: 5. PAM: GGG.

MIT score: 98. Doench’16 score: 65. Deleciones esperadas: Disruptivas del marco de lectura: 63%. Desplazamiento del
marco de lectura: 57%. Off-target events: 0-0-0-1-18 (para 0, 1, 2, 3 y 4 mismatches respectivamente). Ninguno
presenta complementariedad completa en la regidon semilla (seed region). Oligonucledtido que sintetizar: 5’-

GAUGCCGAAUAUACACGUAC-3’

» sgRNA 3: Diana: 5’-GCGTGTCAGAAACGATGATC-3’, reversa. Exén: 7. PAM: AGG.

MIT score: 94. Doench’16 score: 46. Deleciones esperadas: Disruptivas del marco de lectura: 56%. Desplazamiento del
marco de lectura: 62%. Off-target events: 0-0-0-1-33 (para 0, 1, 2, 3 y 4 mismatches respectivamente). Ninguno
presenta complementariedad completa en la regién semilla (seed region). Oligonucledtido que sintetizar: 5’-

GCGUGUCAGAAACGAUGAUC-3’

En el Anexo 1, se muestran imagenes tomadas durante el proceso de disefio del

vector plasmidico pX330 para que contenga sgRNA3.
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6. DISCUSION

La técnica del estudio masivo de genes usando microarrays ha supuesto una
revolucion en la investigacion gendmica, permitiendo descubrir no solo genes con expresién
aberrante, sino asociaciones funcionales de éstos o comprender su activacion en el tiempo.
Asi, la investigacion genética se puede abordar desde diferentes perspectivas empleando el
analisis de grandes bases de datos. En primer lugar, se debe tener en cuenta la relacién que
se establece entre las muestras y los valores obtenidos a partir del estudio genético de
éstas. Las muestras pueden ser agrupadas en diferentes fenotipos, véase formas de la
enfermedad, respuesta al tratamiento, agresividad... A su vez, los valores obtenidos
mediante experimentos microarray o RNA-seq permiten investigar el grado de alteracién
de los genes. Asi, para establecer la relacién muestras-genes puede plantearse un problema
de prediccidn de fenotipos, como en el andlisis del presente estudio. De esta forma, a partir
de una serie de muestras dadas, de las cuales su fenotipo es conocido, se analiza qué genes
se encuentran desregulados. Una vez determinados los genes con una alteraciéon mas
significativa, se genera una firma genética capaz de predecir, con la mayor precisién posible,
el fenotipo de una muestra nueva. Por tanto, es posible establecer relaciones estadisticas
significativas con las que abrir nuevas vias de investigaciéon (26). Ademads, gracias a la
mineria de datos estos procedimientos se han podido realizar de forma masiva. Como
resultado ha sido posible establecer vias defectivas en multiples enfermedades, destacando

por ejemplo el cdncer de mama triple negativo y el mieloma multiple (20, 27).

Estudios previos han centrado sus esfuerzos en clasificar los linfomas desde un

punto de vista transcriptémico, tanto a nivel global (28) como para determinados linfomas
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agresivos (29). Como novedad, en este trabajo se han identificado las principales rutas
alteradas en los linfomas mas frecuentes. Entre ellas destacan las alteraciones en la
sefializacion intracelular mediada por fosforilacion y regulacion del ciclo celular, hallazgos
compatibles con la proliferacién tumoral (30, 31). Entre estas vias observamos el grupo
MAPK, PIP3/AKT, ERK y receptores tirosina quinasa, objeto de diferentes estudios en
linfomas (32, 33). En relacidon con la proliferaciéon celular, se encuentran las vias de
activacion y sefializacién plaquetaria. Asi, los factores secretados por las plaguetas (PDGF,
PF4, VEGF), como ellas mismas se han relacionado con la progresion tumoral en numerosos
estudios (34, 35). La sefalizacién mediada por interleucinas ha sido una de las vias mas
desreguladas. En el caso de los linfomas de Hodgkin aparecen implicadas las interleucinas
2,4y 13, asi como varios genes que codifican moléculas de sefalizacidn caracteristicas del
sistema inmune, tales como las quimiocinas. Concretamente en el linfoma de Hodgkin,
estas moléculas quimiotacticas presentan una desregulacidon genética altamente
significativa. Una de ellas es CCL17 cuya expresion es 12 veces mayor que en las células
hematopoyéticas control y 8,3 veces mayor que los nddulos reactivos. Publicaciones previas
respaldan estos hallazgos (36, 37), poniendo de manifiesto la interaccién entre las células
Reed-Sternberg y el estroma tumoral, asi como la modulacion que ejercen sobre la
respuesta inmune. Su relevancia se ha ratificado mediante la inhibicién de su receptor

CCR4, disminuyendo la proliferacion tumoral(38).

El sistema CRISPR/Cas presenta numerosas aplicaciones en la actualidad. Es una
forma sencilla de generar knockouts, especialmente eficaz en ensayos in vitro. Ademas,

permite corregir genes defectuosos mediante la recombinacion homdloga, asi como la
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modificacion de mutaciones puntuales mediante endonucleasas Cas modificadas. El
potencial que presenta hace del CRISPR/Cas una de las herramientas mas prometedoras en
la terapéutica futura, encontrandose en fase de ensayo clinico para el tratamiento de la
beta talasemia o la anemia de células falciformes (39). En este estudio se ha seleccionado
un gen de la via de sefalizacidén a través de neurotransmisores para realizar el disefio de
sgRNA. Concretamente en la serotonina, el gen codificante del receptor 3 subunidad A
(HTR3A) que se encuentra significativamente sobreexpresado en linfomas foliculares. No es
la primera vez que se analiza el papel de la serotonina y sus receptores en el desarrollo
tumoral. Asi, la expresion de HTR1A ha sido puesta de manifiesto en DLBCL o del manto, y
el empleo de antagonistas de este receptor han mostrado capacidad para inhibir el
crecimiento tumoral (40). Por su parte, la desregulacién de HTR3A ha sido observada en
linfomas derivados del centro germinal (DLBCL, FL), correlacionandose su expresién con el
grado tumoral en los linfomas foliculares (41). Ademas, la sobreexpresiéon de HTR3A ha
mostrado ser marcador de agresividad en adenocarcinomas de pulmén, activando la via
ERK; asi como su inhibicidn capaz de disminuir la proliferacién tumoral (42). Efectos
similares han sido obtenidos en adenocarcinomas colorrectales (43). Sin embargo, no
hemos encontrado trabajos previos sobre el efecto que supone el knockout de HTR3A en
linfomas que lo sobreexpresen. Finalmente, la investigacion orientada a clarificar su papel
en la tumorogénesis de estos linfomas, mediante un experimento que emplease modelos
CRIPSR/Cas como los propuesto en el presente estudio, podria suponer un avance en la
determinacion de HTR3A como factor prondstico y el disefio de nuevos abordajes

terapéuticos.
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7. CONCLUSIONES

1- Los resultados obtenidos mediante el analisis estadistico basado en la prediccién de
fenotipos presentan coherencia cientifica y coinciden con resultados previos
obtenidos por otros grupos a nivel internacional. Asi, el método se muestra vélido

para explorar la desregulacidn génica tumoral de forma rdpida y automatizada.

2- Los linfomas presentan una desregulacién amplia y heterogénea, que afecta a vias
de sefializacidn basicas para la proliferacion celular como MAPK, PIP3/AKT, ERK y
receptores tirosina quinasa. No obstante, también los mensajeros extracelulares
(p.ej. quimiocinas, interleucinas) se ven alterados, reafirmando la importancia del

estroma para el desarrollo tumoral.

3- Se han encontrado vias bioldgicas alteradas capaces de abrir nuevas lineas de
investigacidon que aspiren a inhibir el desarrollo tumoral. Ademas, algunas de estas
vias cuentan con farmacos que las reconocen especificamente como diana (FLT3,
receptor 5-HT3, entre otras). Por tanto, este trabajo sienta las bases estadisticas para

justificar nuevos proyectos pre-clinicos.

4- La vias relacionadas con la sefializacién neuronal se muestra significativamente
desreguladas en los linfomas. Entre los receptores activados por serotonina, el gen
HTR3A se encuentra sobreexpresado en linfomas foliculares (Log, FC = 1,56,
P=0,0044). Tomando como referencia los resultados positivos obtenidos por
estudios previos, la supresion in vitro de este gen habria de ser explorada para

clarificar su potencial terapéutico.
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9. ANEXO1

Bbsl Bbsl Start End
A (245) (267) (© (24)
Vector Insert ,_) Product
8484 bp ) + ( 8508 bp )
.. AAA gttttag. .. CACCGCG. . .ATC .. .AAACACCGCG. . .ATCGTTTtag. .
... TTTGTGG atcre CGC...TAGCAAA ... TTTGTGGCGC. .. TAGCAAAatc. ..

aacttgaaagtatttcgatttcttggectttatatatcttGTGGAAAGGACGAAACACCIGCGTGTCAGAAACGATGAT gttttagagctaGAAAtagea
1 1 i 1 i 1 1 X " 1 1 1 1 i 1
T

. 1 Il : .
+ T + T + T + T t T + T + T +

T T v T
ttgaactttcataaagctaaagaaccgaaatatatagaaCACCTTTCCTGCTTTGTGGLGCACAGTCTTTGCTACTAGCaaaatctegatCTTTategt

U promoter > [ gRNAscaffold

C attaatttgactgtaaacacaaagatattagtacaaaatacgtgacgtagaaagtaataatttcttgggtagtttgcagtt
} i 1 3 1 3 1 3 1 3 1 3 l 3 1 i l
T v T v T v 1 ) v T T T T T T T T

T
taattaaactgacatttgtgtttctataatcatgttttatgcactgcatctttcattattaaagaacccatcaaacgtcaa
U6 promoter >

ttatatatcttGTGGAAAGGACGAAACACCGCGTGTCAGAAACGATGATCgttttagagctaGAAAtagcaagttaaaata
I 3 1 : Il 3 1 : Il 3 1 : 1 3 1 4 l
T T v

aatatatagaaCACCTTTCCTGCTTTGTGGCGCACAGTCTTTGCTACTAGCcaaaatctcgatCTTTatcgttcaattttat
> T

N
>

pX330 sgRNA3
8508 bp

Anexo 1. Representacion del proceso de introduccién del sgRNA3 en pX330. A) Se digiere pX330 con el
enzima de restriccion Bbsl, uniéndose mediante complementariedad de bases a los extremos cohesivos del
sgRNA3. B) Se observa el resultado de ligar ambos fragmentos de ADN, resaltdndose en el recuadro las 20
bases que componen el sgRNA3 y su hebra complementaria. C) Muestra del resultado final del procedimiento,

con el sgRNA introducido correctamente. D) Vista general del plasmido finalizado el proceso, encontrandose
listo para su sintesis.
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