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RESUMEN

La linea celular MEL (Murine Erytroleukemia cell line) deriva de proeritroblastos
inmortalizados con el SFFV (Spleen Focus Forming Virus), el cual se integra en el
locus del Sfpi-1/PU.1, corriente arriba de la region codificante del factor de
transcripcion de PU.1, lo que resulta en una proliferacion descontrolada y el bloqueo
de la diferenciacidn eritroide. A partir de la exposicion continua de células MEL al
agente inductor HMBA, se establecié la linea celular MEL-R, cuya principal
caracteristica es la resistencia a los agentes inductores. En estudios previos, se llevaron
a cabo analisis transcriptomicos entre MEL y MEL-R logrando identificar genes
diferencialmente expresados, entre los que se encontré un grupo de genes relacionados
con la organizacion del citoesqueleto de actina. Dentro de este grupo destacaron los
genes que codifican para la proteina tirosina quinasa de Bruton (BTK) y la proteina
del sindrome de Wiskott-Aldrich (WASp), ambas especificas del linaje eritroide y
relacionadas a enfermedades hematoldgicas severas. La pérdida de funciéon de WASp
ocasiona marcados defectos en el citoesqueleto de actina y los pacientes con sindrome
de Wiskott-Aldrich (SWA) presentan un rango variado de rasgos clinicos que incluyen
problemas inflamatorios, inmunodeficiencia, autoinmunidad y, en algunos casos,
anemia hemolitica. Si bien el rol de Was estd ampliamente estudiado en el linaje
linfoide y mieloide, su papel dentro del linaje eritroide todavia se mantiene poco claro.
En la presente tesis se llevo a cabo un andlisis bioinformatico del transcriptoma de
células MEL con delecion bialélica de Was, con el fin de estudiar su funcidon en el
contexto eritroide y su posible rol en la reprogramacion de la diferenciacion en células

eritroleucémicas.



Los resultados de la presente tesis confirmaron que Was es prescindible en la
maduracidn final del linaje eritroide. Ademas, la ausencia de Was altera la expresion
de genes relacionados con la biosintesis del grupo hemo, apoptosis, metabolismo
celular y dianas de oncogenes del linaje eritroide. Por ultimo, nuestros datos también
sugieren que la expresion de BTK es necesaria para el correcto funcionamiento de

WASD, lo cual podria tener implicancias en el tratamiento de pacientes con SWA.
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ABSTRACT

The MEL cell line (Murine Erytroleukemia cell line) is derived from proerythroblasts
immortalized with SFFV (Spleen Focus Forming Virus), which integrates into the
PU.1 locus, upstream of the coding region, resulting in uncontrolled proliferation and
blocking erythroid differentiation. The MEL-R cell line was established from
continuous exposure of MEL cells to the differentiation-inducing agent HMBA, and
its main characteristic is the resistance to inducing agents. In previous studies,
transcriptomic analyses were carried out between MEL and MEL-R, identifying
differentially expressed genes, including a group of genes related to the organization
of the actin cytoskeleton. Within this group, genes that encode for Bruton's protein
tyrosine kinase (BTK) and Wiskott-Aldrich syndrome protein (WASp) stood out
because both are specific to the erythroid lineage and are related to severe
hematological diseases. Loss of WASp function causes remarkable defects in the actin
cytoskeleton, and patients with Wiskott-Aldrich syndrome (WAS) present a wide
range of clinical features, including inflammatory problems, immunodeficiency,
autoimmunity, predisposition to cancer, and in some cases, hemolytic anemia. While
the role of Was has been widely studied in the lymphoid and myeloid lineage, its role
within the erythroid lineage remains unclear. In the present thesis, a bioinformatic
analysis of the transcriptome of MEL cells with biallelic deletion of the gene Was was
performed,in order to study its function in the erythroid context and its possible role

in reprogramming the differentiation of erythroleukemic cells.

The results of the present thesis confirmed that Was is dispensable during the final

maturation of the erythroid lineage. Furthermore, the absence of Was changes the



expression of genes related to the biosynthesis of the heme group, apoptosis, cellular
metabolism and targets of oncogenes of the erythroid lineage. Finally, our data also
suggest that the expression of BTK is necessary for the correct function of WASp,

which could have implications in treatments for WAS patients.
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1 INTRODUCCION

La eritroleucemia es un tipo de leucemia mieloide aguda (AML) en la que no se
forman eritrocitos maduros debido a un bloqueo en el proceso de diferenciacion. Uno
de los sistemas mejor caracterizados de reprogramacion de la diferenciacion en células
eritroleucémicas, que permite el estudio de los mecanismos de regulacién de la
diferenciacion eritroide, son las células MEL (Murine Erythroleukemia cell ine), las
cuales proceden de precursores eritroides transformados con el complejo virico Friend.
En estudios anteriores, se utilizd la técnica RNA-seq para comparar el transcriptoma
de las células MEL con el de una linea celular derivada de MEL con resistencia a los
inductores de la diferenciacion celular (MEL-R) (Ferndandez-Nestosa et al., 2008).
Entre los genes diferencialmente expresados (GDEs), destac6 un grupo de genes que
corresponde a proteinas relacionadas con la organizacion del citoesqueleto y cuya
expresion es mayor en MEL con respecto a MEL-R. Dentro de este grupo resaltan
Was (Wiskott-Aldrich syndrome) y Btk (Bruton’s tyrosine kinase) por dos razones: son
genes exclusivos del linaje hematopoyético y estdn relacionados a enfermedades

hematoldgicas severas (Fernandez-Calleja et al., 2017).

En la presente tesis, se utilizé las lineas celulares MEL Was™, obtenida a partir de
células MEL usando el sistema CRISPR/Cas9, como modelo para estudiar la funcién
molecular de Was en progenitores eritroides y su papel en la diferenciacién
eritropoyética, mediante el andlisis bioinformatico de datos transcriptomicos

obtenidos mediante la técnica de RNA-seq.



1.1 Expansion y diferenciacion de la serie eritropoyética

Los eritrocitos o glébulos rojos son un tipo de célula exclusiva de los vertebrados
(mamiferos, anfibios, reptiles y aves) (Anderson et al. 2018). Ademas de esto, son el
componente principal y més abundante de la sangre por lo que se estima que un adulto
posee entre 20 a 30 trillones de eritrocitos (Bianconi et al., 2013). En mamiferos, los
eritrocitos se caracterizan por la ausencia de organelos al madurar, entre los cuales
destacan el nucleo y las mitocondrias (Anderson et al., 2018). Debido a la ausencia de
organelos, los eritrocitos no son capaces de sintetizar aminodcidos ni dcidos grasos lo
que limita su tiempo de vida. Otras caracteristicas importantes de los eritrocitos son:
la forma aplanada y biconcava, la flexibilidad y la estructura de la membrana y el
citoesqueleto, las cuales permiten a los eritrocitos pasar a través de capilares sin sufrir

dafios y asi llegar a todas las partes de cuerpo.

Las fuerzas evolutivas han convertido a los eritrocitos en células especializadas en la
provision y suministro de oxigeno. De hecho, el color rojo de la sangre se debe a la
presencia de hemoglobina, la cual constituye alrededor de 95% de todos los
componentes de los eritrocitos. El principal objetivo y funcion de la hemoglobina es
el transporte de oxigeno desde zonas con alta concentracion de oxigeno (pulmones) a
zonas de baja concentracion (tejidos). Ademads de esto, también posee la capacidad de
transportar di6xido de carbono desde tejidos a los pulmones, en donde serd removido
y reemplazado por oxigeno. El transporte y suministro de oxigeno no son las tnicas
funciones de los eritrocitos. Trabajos anteriores demostraron que los eritrocitos
también estan involucrados en la promocion de la activacion y el mantenimiento de la

quiescencia inmunoldgica (Anderson et al, 2018).

1.2 Eritropoyesis in vivo

Los glébulos rojos son generados por el cuerpo mediante un proceso complejo
conocido como eritropoyesis. En estudios anteriores del flujo sanguineo se logrd

identificar dos grupos de células eritroides (Maximow, 1909). El primer grupo se



caracteriza por un mayor tamafio y la presencia del nucleo, mientras que el segundo
grupo presenta un tamafio reducido y la ausencia del nucleo. La presencia temporal
del primer grupo durante la gestacion temprana se denomina eritropoyesis primitiva.
Por el contrario, la eritropoyesis definitiva hace referencia al proceso que ocurre no
s6lo en etapas gestacionales, sino que continua a lo largo de la vida posgestacional

(Palis, 2014).

La eritropoyesis definitiva tiene lugar en el higado y, principalmente, en la médula
dsea, en una unidad anatomica llamada isla eritroblastica, en donde los precursores
eritroides proliferan, se diferencian y enuclean (Demirci et al., 2018). En este
microambiente, la eritropoyesis es regulada mediante interacciones entre célula-célula,
estimulos extrinsecos y también componentes de la matriz extracelular como
fibronectinas y lamininas, que afectan la eritropoyesis en estadios terminales de

diferenciacion.

El primer paso de la eritropoyesis ocurre cuando las células madre hematopoyéticas
(HSC) se diferencian y en sucesivos pasos dan lugar a células pertenecientes al
compartimiento de progenitores eritroides (Fig. 1). Los progenitores eritroides se
diferencian de los progenitores mieloides por la expresion del receptor de

eritropoyetina (EPO-R) y su capacidad de responder a la eritropoyetina (EPO).

El compartimiento de progenitores eritroides estd formado por BFU-E (unidades
formadoras de brotes eritroides) y por CFU-E (unidades formadoras de colonias
eritroides). Las BFU-E se caracterizan por un alto grado de proliferacién, lo cual les
permite generar brotes de colonias de mas de mil células en aproximadamente 14 dias.
Ademas, las BFU-E presentan un nivel bajo de expresion de EPO-R (Lodish et al.,
2010). Por el contrario, las CFU-E se caracterizan por formar colonias mds pequefias
(6 a 12 células) y mostrar la expresion de genes relacionados a la biosintesis del grupo
hemo. Ademads, las CFU-E son sensibles a la presencia de EPO y dependen de esta

citoquina para su supervivencia (Mide et al, 2001).



Los progenitores eritroides dan lugar a precursores eritroides. Este compartimiento
consiste en células que todavia conservan el nucleo y cuya caracterizacion esta basada
en su morfologia. La maduracion de precursores eritroides transita los siguientes
estadios de: proeritroblasto (Pro-E), eritroblasto basofilico (Baso), eritroblasto
policromatofilico (Poly), eritroblasto ortocromatico (Ortho), reticulocito (Ret) y
eritrocito. A medida que estas células proliferan y diferencian, la producciéon de
proteinas caracteristicas de los eritrocitos aumenta rdpidamente, particularmente la

hemoglobina.

La maduracion de precursores eritroides se caracteriza por una serie de cambios, entre
los que se encuentran: (1) la acumulacién de hemoglobina, (2) la disminucién del
tamano celular, (3) la condensacién de la cromatina, (4) la remocion de organelos
(incluidos las mitocondrias y ribosomas), (5) la enucleaciéon y (6) la transicion
estructural a una forma menos rigida y biconcava (Myneni et al., 2021). Este proceso
de maduracion tiene lugar en las islas eristroblasticas de la médula 6sea. Este nicho
especializado estd compuesto por uno o dos macrofagos ubicados en el centro,
rodeados de eritroblastos en distintos estadios madurativos (Ovchynnikova et al.,
2018). La eliminacién de organelos ocurre mediante dos procesos importantes: la
autofagocitosis y la exocitosis (Grosso et al., 2017). Los macréfagos, entre otras
funciones, juegan un rol fundamental en la enucleacién ya que son responsables de la

fagocitosis y degradacion del nucleo liberado por los eritroblastos ortocromaticos.

En la etapa final, luego de liberar el nucleo, los reticulocitos inmaduros entran en
circulacién mediante la migracion a través de poros citoplasmaticos de células
endoteliales (Rai et al., 2021). Por tanto, el ultimo compartimiento eritroide estd
formado por eritrocitos maduros que son liberados al flujo sanguineo y persisten
alrededor de 120 dias. Los eritrocitos que cumplieron su periodo de vida son
removidos nuevamente por los macréfagos mediante el reconocimiento de antigenos

caracteristicos de la senescencia.
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FIGURA 1. DIFERENCIACION DE LA SERIE ERITROPOYETICA IN VIVO. Modelo del proceso de
diferenciacién y maduracion de células eritroides. Se muestran las células madre pluripotenciales (HSC)
con capacidad de renovacién a largo y corto plazo (con capacidad de auto renovacidn) que generan
células progenitoras multipotenciales (sin capacidad de auto renovacién), como el progenitor comun
mieloide (CMP), el cual, a su vez, da lugar al progenitor megacariocitico-eritrocitico (MEP), del cual
derivan las células progenitoras comprometidas BFU-E y CFU-E, que proliferan principalmente bajo
el control de la EPO, y finalmente se diferencian hacia células precursoras: proeritroblastos,
eritroblastos basofilicos, eritroblastos policromatofilicos, eritroblastos ortocromaticos. Estas células

precursoras proliferan y maduran en reticulocitos y eritrocitos.

1.2.1 Niveles de regulacion de la eritropoyesis

El proceso de eritropoyesis es complejo por lo que estd regulado por la combinacién
de efectos microambientales y factores de transcripcion, los cuales controlan la
supervivencia, proliferacion y diferenciacion de los progenitores eritroides. Ademas,
ciertos factores nucleares también regulan la transcripcion de genes importantes con
la maduracién y el correcto funcionamiento de los eritrocitos. El estudio de los
diferentes niveles de regulacion de este complejo sistema brinda nuevas oportunidades
para la creacion de tratamientos mds eficaces contra enfermedades hematoldgicas,

enfermedades degenerativas y el cdncer (Vandekerckhove et al., 2009).

1.2.1.1 Regulacion dependiente de eritropoyetina

La eritropoyesis como todo proceso complejo estd regulada a lo largo de varios niveles
y por varios factores. Uno de los factores més estudiados es la citoquina EPO, la cual
se une a su receptor de membrana (EPO-R) y activa la tirosina quinasa JAK?2 (Janus
kinase 2), la cual tiene como efectores a genes de las vias de PI3K/AKT

(Phosphoinositide 3-kinase/ Protein kinase B), RAS/RAF-2/MAPK (Rat sarcoma



virus/ Raf-2 Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase/ Mitogen-activated Protein
Kinase) y STATS (Signal Transducer and Activator of Transcription 5), todas
involucradas en la expansion y maduracion de células del linaje eritroide (Karayel et
al., 2020). Es importante destacar que la expresion del gen que codifica para la EPO
depende de los factores de transcripcion HIF-1a y HIF-2a., los cuales se activan en

condiciones de hipoxia (Haase, 2013).

Las células BFU-E son las células progenitoras mas precoces comprometidas con el
linaje eritroide y son sensibles a la presencia de EPO. Sin embargo, estudios previos
mostraron que el desarrollo normal de las colonias BFU-E es independiente de la
presencia de EPO y estas presentan un bajo nivel de expresion de EPO-R
(Anagnoustou et al., 1994). Por otro lado, la presencia de EPO es fundamental para la
formacion y supervivencia de colonias CFU-E, las cuales muestran un alto nivel de
expresion de EPO-R (Singh et al., 2018). De esta forma, EPO es capaz de controlar la
produccién de eritrocitos como respuesta a fendmenos externos e internos (sangrados,

hipoxia, apoptosis y senescencia).

1.2.1.2 Funciones diferenciales de GATA-1 y GATA-2 en la regulacion de la

proliferacion y diferenciacion de progenitores eritroides

Existen varios factores de transcripcion que juegan un papel fundamental en la
diferenciacion del linaje eritroide. Entre ellos se encuentra GATA-1, el cual forma
parte de la familia GATA y es un factor esencial para la determinacion y
diferenciacion del linaje eritroide. En etapas tempranas de la diferenciacion, asi como
durante cuadros clinicos de anemia, GATA-1 es responsable de la activacion de EPO-
R, promoviendo asi, la proliferacion de células en el estadio CFU-E. Ademads, en
estadios terminales de la diferenciacion eritroide, GATA-1 promueve la expresion de
genes esenciales para la maduracion de eritrocitos, entre los que se incluyen enzimas
responsables de la biosintesis del grupo hemo, globinas alfa y beta, y proteinas

caracteristicas de la membrana eritroide (Gutiérrez et al., 2019).



Otro factor de transcripcion importante en la diferenciacion eritroide es GATA-2,
también perteneciente a la familia GATA. Tanto las células madre hematopoyéticas
como los progenitores pluripotentes presentan un alto nivel de expresion de GATA-2
(Moriguchi et al., 2014). Este patron de expresion es contrario al perfil de expresion
de GATA-1, cuya expresion empieza durante la determinacion al linaje eritroide y se
incrementa considerablemente durante la diferenciacion de los proeritroblastos
(Suzuki et al., 2013). Estudios anteriores demostraron que GATA-1 es capaz de
promover su propia expresion y reprimir la expresion GATA-2, mientras que GATA-
2 es capaz de activar la expresion tanto de GATA-2 como de GATA-1 (Suzuki, 2009).
Durante la diferenciacion eritroide se observa un cambio en la proporcion entre estos
genes, favoreciendo la expresion de GATA- 1y, por tanto, la represion de GATA-2
(Kaneko et al., 2010).

La expresion de miembros de la familia GATA regula de forma negativa a HIF-2a
que a su vez controla la eritropoyesis mediante su relacion con EPO. La expresion de
miembros de la familia GATA ocurre como una respuesta citoquinas proinflamatorias
como IL-1, IL-6 o TNFa. Entre los miembros de la familia GATA, resalta GATA-2
por su potencial rol en la regulacién de la sintesis de EPO. Por tanto, inhibidores de
miembros de la familia GATA han mostrado ser capaces de estabilizar al factor de
transcripcion HIF-2a, estimulando la sintesis de EPO y, por ende, la eritropoyesis

(Lopez-Gomez et al., 2016).

1.2.1.3 Factores que regulan la enucleacion de los eritroblastos ortocromaticos

La produccion de eritrocitos es el resultado final de una transformacién ordenada de
un proeritroblasto con un gran nucleo a un eritrocito sin nucleo. El paso decisivo para
la transicion de células del compartimiento de precursores eritroides a eritrocitos
maduros y funcionales, es la enucleacion. Los proeritroblastos se dividen y diferencian
sometiéndose a numerosos cambios substanciales, como la reduccién en tamano,
condensacién de la cromatina y hemoglobinizacidn, previa a su enucleacion, dando
como resultado reticulocitos. Existen varias histonas, proteinas modificadoras de

histonas y factores de cromatina que son responsables del proceso de enucleacion. En



estudios previos se demostré que la disminucién de la expresion de la histona-
desacetilasa HDAC?2 es suficiente para el bloqueo de la condensacion y la extrusién
nuclear (Wang et al., 2020). Otros estudios revelaron que la disminucién de la
expresion del oncogén c-Myc en progenitores eritroides es necesaria para que se

produzca la condensacion nuclear y la desacetilacion de histonas (Jayapal et al., 2010).

Trabajos previos también demostraron que el proceso de enucleacion esta relacionado
al proceso de citocinesis, es decir también depende de la membrana y de las proteinas
del citoesqueleto (Konstantinidis et al., 2012). Entre las proteinas involucradas en la
enucleacion que estan relacionadas al citoesqueleto, se encuentran las Rac GTPasas,
las cuales activan a sus dianas, Formina y mDIA?2, facilitando la formacién del anillo
contractil de actina. La desregulacion de las Rac GTPasas inhibe la formacion del
anillo contrictil de actina en estadios finales de la eritropoyesis, bloqueando la
proliferacion y diferenciacion de eritroblastos (Ji P et al., 2008). Durante los estadios
finales de la diferenciacion eritroide, varias otras proteinas del citoesqueleto sufren
una reorganizacion. Este es el caso de la proteina 4.1, anquirina, tubulina, actina y
espectrina, todas ellas presentes en el futuro reticulocito y ausentes en el pirenocito

(nudcleo extruido).

1.3 Eritropoyesis in vitro

En las ultimas décadas se han realizado grandes esfuerzos para optimizar la
produccion ex vivo de eritrocitos como una alternativa para la transfusion (Rousseau
et al.,2013). Tanto los avances en cultivos celulares como el avance del conocimiento
entorno a los procesos de regulacion de eritropoyesis son claves para el desarrollo de
procedimientos experimentales que permitan la producciéon de reticulocitos
funcionales a partir de células madre hematopoyéticas. Numerosos grupos de
investigacion han centrado sus esfuerzos en mejorar los procesos como la enucleacién

y profundizar en la caracterizacion molecular del proceso de maduracion eritroide.



1.3.1 Las células MEL como modelo in vitro de la diferenciacion eritroide

La eritroleucemia aguda es una forma rara de leucemia mieloide aguda, caracterizada
por defectos en la proliferacion y diferenciacion eritroide (Boddu et al., 2018). Debido
a la naturaleza compleja y fundamental de la eritroleucemia, diversas condiciones de
cultivo fueron desarrolladas para analizar los eventos implicados en la reversion de la

eritroleucemia y la reprogramacion de la diferenciacion eritroide (Latif et al., 2008).

Una de las lineas celulares establecidas son las células Friend o células MEL, las
cuales han sido ampliamente utilizadas para estudiar el mecanismo de diferenciacién
eritroide. Las células MEL derivan de proeritroblastos inmortalizados debido a la
infeccién por el complejo virico Friend (Friend et al. 1966). Esta linea celular crece
en cultivos en suspension y bajo ciertas condiciones puede reanudar el proceso de
diferenciacion hasta el estadio de reticulocito (Tsiftsoglou et al., 2003). En trabajos
anteriores se demostré que las células MEL también se pueden diferenciar hacia el

linaje de megacariocitos (Hyaman et al., 2001).

El complejo responsable de la transformacion de las células MEL estd compuesto dos
componentes virales: el virus SFFV (Spleen Focus-Forming Virus), el cual es
defectuoso en su replicacion y el virus F-MuLLV (Friend Murine Leukemia Virus), el
cual es competente en la replicacion (Spiro et al. 1988; Ruscetti 1995). En el proceso
de transformacion, el F-MuLV actia como un soporte para la replicacion del SFFV,
mientras que SFFV es el responsable de la inmortalizacion de los progenitores

eritroides (Moreau-Gachelin, 2008).

El proceso de transformacién de precursores eritroides con el SFFV consta de dos
fases bien caracterizadas, segun se observa en la figura 2. Durante la primera fase, el
EPO-R es activado mediante la glicoproteina gp55 codificada por el gen env del SFFV,
activando las mismas rutas de sefializacion de la EPO. Ademads, se demostré que gp55
recluta una forma truncada del receptor STK (stem-cell kinase receptor) conocida
como sf-STK (Zhang y col., 2006). Con la activacion de los efectores de EPO, EPO-

R y sf-STK, consecutivamente se activan también las vias de sefializacion JAK?2-



STAT, RAS/RAF-1/MAPK y PI3K (Muszynski y col., 1998; Nishigaki y col., 2000).
Sin embargo, a diferencia de la respuesta a EPO, la infeccion con el SFFV provoca
una activacion constitutiva de estas vias de sefializacion, lo cual resulta en la expansién
excesiva del compartimiento de progenitores eritroides (Nishigaki et al. 2000, Li et al.,

2000).

La segunda fase, ocurre aproximadamente de 6 a 12 semanas después de la infeccion.
En esta etapa, aparecen clones de células malignas que han perdido la capacidad de
respuesta a la diferenciacion inducida por EPO. En la gran mayoria de las
eritroleucemias, el virus SFFV se integra corriente arriba del promotor del gen
Sfpi/PU.1 (SFFV Proviral Integration site-1/ Purine Rich), que codifica para el factor
de transcripciéon PU.1, perteneciente a la familia ETS, el cual actia como un oncogén
en el linaje eritroide (Cmarik et al., 2010). La sobreexpresion de PU.J, junto con una
inactivacion de p53, ya sea debido a un silenciamiento del gen que codifica para el
supresor tumoral o a la expresion de una proteina mutada (Mowat y col., 1985; Munroe
y col., 1990), resulta en una proliferacién descontrolada y un bloqueo de la

diferenciacién eritroide (Ruscetti et al., 1999).
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FIGURA 2. FASES DE LA TRANSFORMACION DE PROERITROBLASTOS MEDIANTE EL COMPLEJO VIRICO
FRIEND. La transformacion de precursores eritroides mediada por el SFFV en ratones infectados se
produce en dos fases. La primera fase consiste en la sobre activacion de EPO-R y sf-STK, mediante la
glicoproteina gp55 del SFFV. La segunda fase ocurre gracias a la integracién del virus al genoma
murino, especificamente en el promotor de Sfpi-1/PU.1, 1o cual causa la sobreexpresion de este oncogén

y la continua proliferacion de proeritroblastos que son incapaces de diferenciarse.
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Las lineas celulares eritroleucémicas presentan caracteristicas propias del estadio de
proeritoblastos y pueden proliferar indefinidamente in vitro. La gran utilidad de las
células MEL radica en su capacidad para retomar la diferenciacion eritroide en
presencia de agentes quimicos como el HMBA (N,N “- Hexametilen-bis-acetamida) o
el DMSO (dimetilsulféxido). Segun resultados previos de nuestro y otros laboratorios,
a partir de las 48 horas de tratamiento con 5 mM HMBA el porcentaje de células
diferenciadas aumenta gradualmente hasta alcanzar alrededor del 90% a las 120 horas
(Fig. 3). Como resultado a la exposicion a agentes inductores, las células MEL pueden
recapitular todos procesos importantes para la maduracion eritroide, tales como la
acumulacién de hemoglobina, la salida del ciclo celular, la condensacion de cromatina
y la disminucion del tamafio celular, gracias a la disminucion de la expresion de PU./
y otros oncogenes como c-Myc y c-Myb (Marks et al. 1994, Papetti et al., 2007) junto
con un incremento en la expresion de factores de transcripcion especificos del linaje
eritropoyético, tales como ELKF y GATA-1, e inhibidores del ciclo celular, p21, p27y
Madl. La culminacién de la diferenciacién se caracteriza por una parada de la
proliferacion celular, como también por una acumulacién de células en la fase G1 del
ciclo celular (Kiyokawa et al. 1993; Vanegas et al. 2003; Fernandez-Nestosa et al.

2008).

Tiempo en presencia de HMBA

MEL —

Proeritroblasto E. policromatofilico E. ortocromdtico Reticulocito

FIGURA 3. REPROGRAMACION DE LA DIFERENCIACION DE DIFERENCIACION DE CELULAS
ERITROLEUCEMICAS MEL CULTIVADAS EN PRESENCIA DE HMBA. El cultivo de células MEL en
presencia del agente inductor HMBA causa una reactivacion del programa de diferenciacion eritroide,
permitiéndoles recapitular los estadios de eritroblasto policromatofilico, eritroblasto ortocromético

hasta la fase de reticulocito.
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En otros estudios se demostrd que la sobreexpresion de PU.I en células MEL en
presencia de agentes inductores es capaz de inhibir la diferenciacion eritroide,
mientras que su silenciamiento es suficiente para inducir la diferenciacion incluso en
ausencia de agentes quimicos (Atar et al., 2005, Papetti et al., 2007). Entre los genes
reclutados por PU.I, se encuentra la quinasa dependiente de ciclina Cdk6, la cual es
capaz de inhibir la diferenciacion de células MEL (Choe et al., 2010). Cdk6, asociada
a las ciclinas D, regula el ciclo celular en la fase G1, y juntamente con PU.1 se
expresan constitutivamente en las células proliferativas MEL (Matushansky et al.,
2003). La induccién mediante agentes inductores disminuye la expresion de PU.I y
en consecuencia los niveles de Cdk6, inhibiendo la proliferacion y promoviendo la
diferenciacion. Es importante destacar que PU.1 actia como antagonista de GATA-1,
factor de transcripcion crucial para la diferenciacion eritroide. Ambos factores de
transcripcion se inhiben mutuamente y su interaccion es crucial para la determinacién
de células CMP (Common Myeloid Progenitor) hacia el linaje mieloide (PU.I) o el
linaje eritroide (GATA-1) (Burda et al., 2010).

1.3.2 Caracterizacion de lineas celulares eritroleucémicas resistentes a la accion

de agentes inductores de la diferenciacion

Un obstaculo para las terapias contra el cancer es la adquisicion de resistencia a los
medicamentos que se desarrollan en respuesta a terapias repetidas, que finalmente
conduce a una recaida en la mayoria de los pacientes (Rebucci et al., 2013). En este
contexto, se han establecido modelos de diferenciacion in vitro que han demostrado
ser extremadamente utiles para estudiar los eventos moleculares asociados con el
bloqueo de la diferenciacion celular exhibido por algunas células tumorales y los
requisitos para el reingreso al programa de diferenciacion celular. Segtn se describi6
en el apartado anterior, aproximadamente un 90% de las células MEL es capaz de
retomar la diferenciacion en presencia de agentes inductores. Sin embargo, en todos
los casos, se observa un porcentaje reducido, cercano al 10%, de células cultivadas en
presencia de HMBA, que no responde al agente inductor y permanece en el estadio de

proeritroblasto.
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La linea celular MEL-R se establecié al aislar el 10% de células MEL que no
responden a la presencia continua de HMBA (Ferndndez-Nestosa et al., 2008). Al ser
una linea derivada de MEL, las células MEL-R mantienen la mayor parte de las
caracteristicas fenotipicas observadas en su linea parental. Sin embargo, un estudio
previo demostré que en las células MEL-R, la expresion del oncogén PU.I estd
inhibida, incluso en ausencia de agentes inductores. Ademads, se observd que las
células MEL-R presentan: altos niveles de expresion de genes responsables de la
proliferacién celular como c-Myc y c-Myb, junto con un silenciamiento de genes que
antagonizan con los recién mencionados y genes especificos del linaje eritroide, como

GATA-1 y EKLF (Callejas-Fernandez, 2018).

Resultados de estudios anteriores demostraron que la sobreexpresion de genes que
codifican para las proteinas GATA-1 o MADI1, un gen maestro para el linaje eritroide
y un antagonista del oncogén c-Myc, respectivamente, es suficiente para revertir la
resistencia en MEL-R para retomar el proceso de diferenciacion en presencia de
agentes inductores (Ferndandez-Nestosa et al., 2008). Estos resultados sugieren que la
activacion de la diferenciacion eritropoyética depende de una compleja red de factores,
entre los que se encuentran factores de transcripcion especificos y factores
constitutivos, que funcionan en un delicado equilibrio para activar o reprimir el

programa de diferenciacion eritroide (Dore et al., 2011).

1.4 Identificacion de genes diferencialmente expresados en células
eritroleucémicas resistentes a la accion de agentes inductores de la

diferenciacion

Andlisis transcriptomicos entre MEL y MEL-R, revelaron que el 81.5% de genes estan
sobreexpresados en MEL con respecto a MEL-R. Ademds, mediante el analisis
bioinformatico se identificaron posibles factores involucrados en la resistencia a los
agentes inductores observada en MEL-R (Fernandez-Callejas et al., 2017). Entre los
genes diferencialmente expresados, destacaron dos grupos de genes, uno relacionado

a histonas variantes y otro asociado a la organizacion del citoesqueleto de actina. El
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grupo de histonas variantes mostrd una sobreexpresion en MEL-R, mientras que los
genes del grupo responsable de la organizacion del citoesqueleto presentaron una

disminucion de expresion en MEL-R con respecto a MEL.

1.5 Funcion de Was y Btk en la organizacion del citoesqueleto de actina

En el analisis de expresion diferencial en células eritroleucémicas resistentes a la
accion de agentes inductores de la diferenciacion fueron identificados genes
involucrados en la organizacion del citoesqueleto de actina, entre los cuales resaltan,
Was y Btk, debido a que son especificos del linaje eritroide y estdn relacionados a
enfermedades hematoldgicas severas. Ambos genes fueron seleccionados para
profundizar el estudio de su rol dentro del contexto eritroide y eritroleucémico, asi

como una posible relacion con la resistencia a agentes inductores de la diferenciacion.

1.5.1 Caracteristicas y funciones de Was

El gen Was ubicado en el cromosoma X (region Xp 11.22-Xp 11.3.41), codifica para
la proteina WASp, una proteina con multiples dominios y compuesta por 502
aminoacidos. Was se expresa de forma tnica en el linaje hematopoyético (Rivers et
al.,2017), donde su funcién principal es interconectar las sefiales de la membrana con
la polimerizacién de actina, mediante su interaccién con el complejo ARP2/3
(Massaad et al., 2013). Anteriormente, el rol de Was estaba delimitado al citoplasma,
promoviendo procesos como migracion, citocinesis, transporte de membrana y
comunicacion celular (Snapper et al., 1998). Sin embargo, estudios previos
demostraron que Was en los linajes mieloide y linfoide, también cumple funciones
nucleares relacionadas a remodelacion de la cromatina, procesamiento de RNA,

estabilidad nuclear y transcripcion (Yeng Looi et al., 2014; Sarkar et al., 2016).

Es importante resaltar que WASp cuenta con los siguientes dominios: WH1 (Wasp-
Homology Domain 1), una region basica (B), GBD (Guanosine Triphosphatase-
Binding Domain), una regién extensa rica en prolinas (PRD) y el dominio VCA

(Verprolin-Cofilin-Acidic) (Fig. 4 A). El primer dominio N-terminal WHI1 es el sitio
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de unién de la proteina WIP (Wasp-Interacting Protein), la cual enmascara el dominio
WHI1, evitando su degradacion proteosomal (de la Fuente et al., 2007). En células T,
también se observd que miembros de la familia Src, Lck 'y Fyn, son capaces de unirse
al dominio WH1. Ademas, de su rol protector, WIP también ha sido identificado como
uno de los factores responsables de la localizacion de WASp en dreas de

polimerizacion de actina (Ramesh et al., 1997).

El siguiente dominio es el dominio B, el cual es crucial en la regulacién
conformacional de WASp, ya que es capaz de unirse a PIP2 (fosfatidil inositol 4,5
bifosfato) y junto con la Rho GTPasa CDC42 (Cell Division Cyclin 42) promueve la
forma activa de WASp, rompiendo su conformacién auto inhibida (Thrasher et al.,

2010).

Como se observa en la figura 4 B, la proteina WASp permanece en una conformacién
auto inhibida gracias a una interaccion entre los dominios VCA y GBD (Kim et al.,
2000). La interaccién de WASp con otras proteinas, tales como la Rho CDC42 y la
fosforilacion de la tirosina Y291 del dominio GBD mediada por miembros de la
familia Src quinasas, es capaz de cambiar la conformacion de WAS a la forma activa.
Este cambio conformacional resulta en la exposicion del dominio VCA, facilitando la
unién de WAS con el complejo ARP2/3, lo cual induce la polimerizacion de actina
para la formacién de filamentos ramificados (Campellone et al., 2010). En cuanto
respecta a la degradacion de WASp, la fosforilacién de la tirosina Y291 del dominio
GDB también juega un papel importante, ya que es capaz de actuar como un marcador

de proteinas destinadas a la degradacion proteosomal (Chou et al., 2000).

Estudios previos reportaron que CDC42 en su forma activa recluta a WASp a la
membrana citoplasmdtica en donde es fosforilada por proteinas del citoplasma
pertenecientes a la familia Src y Tec. Numerosas proteinas como NCK y otras
pertenecientes a las familias Src y Tec, entre ellas BTK, promueven la activacion de

WASp mediante su unién al dominio PRD, regulando asi, la organizacion del
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citoesqueleto de actina en el linaje hematopoyético (Guinamard et al., 1998; Blundell

et al.,2010).

A
Nﬂ B GBD PRD VgCgagA C

t + t= t tt2

WIP PIP2 Cdc42 Nck G-actina  Arp2/3
Lck CrkL
Fyn Fyn
Lck
Hck
Btk

B WAS en estado autoinhibido WAS en estado activo

N
N

@ Quinasa Src

L2
G-actina . .
. ﬁ

Complejo Arp2/3 F-actina

FIGURA 4. DOMINIOS Y CAMBIOS DE CONFORMACION DE LA PROTEINA WASP. Esquema genémico de
los dominios funcionales de la proteina WASp (A). Cambios conformacionales de WASp. (B) En su
conformacion inactiva, WASp presenta un estado auto inhibido debido a la interaccién del dominio
VCA con la regiéon GBD vy a la estabilizacion mediada por WIP. La activaciéon de WAS tiene lugar
mediante la interaccion con diferentes moléculas, entre las que se encuentran CDC42 y miembros de la
familia Src, responsables de la fosforilacion de la tirosina Y291 del dominio GDB, lo que resulta en el
cambio de conformacion y la exposicion del dominio VCA para su interaccién con el complejo ARP2/3.
El complejo ARP2/3 junto con WAS, promueven cambios en la organizacién del citoesqueleto

mediante la formacion de filamentos de actina.
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1.5.1.1 La familia WASP: promotores de la nucleacion de actina

WASD es miembro de una familia de proteinas que participan en la transduccion de
sefiales desde la superficie celular al citoesqueleto de actina. Los miembros de la
familia WASP interactian con proteinas de la membrana para promover la
polimerizacion de actina a través del complejo ARP2/3 (Ngoenkam et al.,2021). Entre
los miembros de la familia WASP se encuentran: su homoélogo con expresion
prevalente en el sistema nervioso, N-Wasp (Neural-Wasp), el supresor de proteinas
homologas a verprolina de la familia cAR/WASp (SCAR/WAVEI1-3), la proteina
WAS y homélogo de SCAR (WASH), el homoélogo de WAS asociado a la actina,
membrana y microtibulos (WHAMM), y la proteina reguladora y mediada por

uniones (JMY) (Massaad et al., 2013).

Todos los miembros de la familia WASP comparten el dominio C-terminal, pero
varian en el dominio N-terminal, es decir, todos los miembros poseen el dominio VCA,
responsable de la polimerizacion y formacion de filamentos de actina (Massaad et al.,
2013). En particular, N-WASp muestra un alto nivel de conservacion en su homologia,
compartiendo mas del 80% de conservacion con WASp. Si bien WASp se expresa de
forma unica en el linaje hematopoyético (Rivers et al., 2017), sus miembros mas
cercanos, N-WASp y las proteinas SCAR/WAVEI1-3, se expresan de forma ubicua
(Pollitt et al., 2009; Takenawa et al., 2007). También, es sabido que miembros de la
familia WASP son capaces de compensar la ausencia de otros miembros para la
correcta polimerizacion de actina. En el citoplasma, estudios previos en macrofagos
han demostrado que N-WASp, es capaz de compensar la perdida de WASp y restaurar
la integridad del citoesqueleto de actina (Isaac et al.,2010). Por otra parte, en el niicleo
de timocitos, la ausencia de WASp estimula un incremento en la expresion de Wasf2,

gen que codifica para la proteina WAVE-2 (Kuznetsov et al., 2017).

1.5.1.2 Sindrome de Wiskott-Aldrich

El sindrome de Wiskott-Aldrich (SWA) es una inmunodeficiencia primaria con un

patron de transmision hereditaria ligada al cromosoma X, que se caracteriza por la
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triada clasica de eccema, inmunodeficiencia severa y micro trombocitopenia. Este
trastorno, causado por mutaciones (o alteraciones) en el gen Was que producen una
alteracion molecular en la proteina WASp, fue descrito por primera vez en 1937 por
el Dr. Alfred Wiskott. Diecisiete afios después, el Dr. Robert Aldrich fue capaz de
aclarar que la enfermedad se trasmitia de generacion en generacion de manera recesiva
ligada al cromosoma X. Esto significa que los nifios varones desarrollan la enfermedad,
pero sus madres y sus hermanas, las cuales pueden tener una copia el gen de la

enfermedad, no presentan sintomas.

Este sindrome afecta entre uno y diez de cada millén de recién nacidos vivos, y sin
tratamiento, les otorga una esperanza de vida de 15 afos. Se estima que
aproximadamente un tercio de los pacientes diagnosticados con SWA no tienen
historia familiar identificable y que, en su lugar, son el resultado de nuevas mutaciones
genéticas que ocurrieron al momento de la concepcion. Hasta el momento, se han
identificado mas de 300 mutaciones que ocurren dentro del gen Was, las cuales
corresponden a mutaciones sin sentido, mutaciones que cambian el marco de lectura,

deleciones, inserciones y mutaciones complejas (Ochs et al., 2006).

Segun su efecto en la funcionalidad de la proteina WASp, las mutaciones han sido
relacionadas con 3 fenotipos clinicos bien caracterizados. Por un lado, se encuentran
las mutaciones que desencadenan en una pérdida de funcién y estdn asociadas con:
trombocitopenia ligada al cromosoma X, XLT (X-linked thrombocytopenia), la cual
se caracteriza por defectos en plaquetas y se traduce en sangrados, 0 el SWA, en donde
ademas de la trombocitopenia, predominan la autoinmunidad, inmunodeficiencia y el
céncer, particularmente linfoma o leucemia (Imai et al., 2004). Por otro lado, estan las
mutaciones que generan una ganancia de funcién y desencadenan una forma de
neutropenia llamada XLN (X-linked neutropenia), caracterizada por defectos en
globulos blancos, lo cual predispone a pacientes a infecciones recurrentes (Sarkar et
al., 2016). Las mutaciones XLN-WASP (L270P, S272P y 1294T) destruyen la
conformacion auto inhibida de WASP y generan una proteina desplegada con mayor

actividad en la polimerizacién de actina (Devriendt et al., 2001; Beel et al., 2009)
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La severidad de SWA se evalua mediante un sistema de puntuacién en la escala del
uno al cinco, el cual busca diferenciar a pacientes con SWA de los pacientes con XLT
(Ochs et al., 2009). Los pacientes con XLT reciben un puntaje de uno a dos, mientras
que los pacientes con SWA quienes presentan formas mds graves, reciben puntajes de
tres al cinco. A pesar de que el sindrome Wiskott-Aldrich es considerado como una
enfermedad rara, en los ultimos afios se han observaron importantes avances en el
diagnostico y el cuidado clinico de pacientes. Sin embargo, el prondstico de pacientes
con formas severas de SWA sigue todavia siendo negativo. Los tratamientos dependen
de la severidad clinica de los pacientes y se clasifican en cuatro: tratamientos
convencionales, trasplante de células madre hematopoyéticas, la terapia y la edicién
génica. Los tratamientos convencionales consisten en: la extirpacion quirtirgica del
bazo para incrementar el conteo de plaquetas, el suministro de antibidticos e
inmunoglobulina intravenosa para reducir el riesgo de infeccion en pacientes
esplenectomizados (Litzman et al., 1996). Sin embargo, los tratamientos
convencionales no son capaces de reducir los riesgos de autoinmunidad y tampoco los
desordenes proliferativos de células T y B, por lo que los trasplantes de células madre
hematopoyéticas son siempre mas recomendados, ya que permiten la reconstitucién
inmune y corregir los defectos hematoldgicos de pacientes con SWA (Moratto et al.,
2011). Tratamientos mds recientes incluyen la terapia génica, la cual consiste en
infundir en pacientes con SWA, un vector viral que expresa Was. Sin embargo, la
integracion viral del vector ocurre de forma casi aleatoria lo cual incrementa el riesgo
de genotoxicidad en pacientes. Con el objetivo de mejorar los efectos adversos de la
terapia génica, trabajos recientes reportaron el uso de la plataforma de edicién génica
CRISPR/Cas9 para la correccion precisa de la expresion de Was en células madre y
progenitoras hematopoyéticas humanas (Rai et al., 2020), posicionando a las
plataformas de edicién génica como posible futuro tratamiento de enfermedades

genéticas.

19



1.5.1.3 Elrol de WASp en diferentes tipos de células del sistema
hematopoyético

La ausencia completa de WASp ocasiona marcados defectos en el citoesqueleto de

actina, lo cual resulta en efectos deletéreos en la funcionalidad de varios linajes

hematopoyéticos, entre los que se encuentran los linajes: linfoide, mieloide y

megacariocitico (He et al., 2017).

En el linaje linfoide, la ausencia de WASp produce inmunodeficiencia y linfopenia,
desencadenando la produccién anormal de células T, causada por defectos en el
citoesqueleto de actina (Zhou et al., 2017). En células B, a pesar de que el desarrollo
y diferenciacidon no se encuentran dristicamente afectados, ratones con deleciones
bialélicas de Was presentan un menor nimero de conteo de células B. Ademds,
pacientes con SWA presentan multiples manifestaciones autoinmunes, causadas por

la produccion de auto anticuerpos (Castielo et al., 2014).

Otra caracteristica comun entre pacientes con formas severas de SWA es la
trombocitopenia. La ausencia de WASp en plaquetas, resulta en la produccién de
plaquetas con estructuras aberrantes, lo cual aumenta el riesgo de sufrir hemorragias
(Rivers et al., 2019). Ademads, se observd que la citotoxicidad y capacidad de
migracion de las células NK (Natural Killers) de pacientes con SWA se ven
severamente reducidas en comparacion a células que expresan WASp de forma regular,

a pesar de presentar un alto conteo en el torrente sanguineo (Mace et al., 2018).

En monocitos y macréfagos de pacientes con SWA también se observé un menor
nimero de filopodios, ademds de presentar defectos graves en la formacién de
podosomas, polarizacion celular y migracion, lo cual compromete su capacidad de
migrar a la zona infectada o inflamada, para reconocer y destruir las células objetivo,

favoreciendo las apariciones de tumores (Ishihara et al., 2012).

Por ultimo, es importante destacar que hasta el momento el rol de WASp en el linaje

eritroide es casi inexplorado. La unica conexion entre defectos relacionados a WASp
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y el linaje eritroide, se da en pacientes de SWA que presentan anemia hemolitica
(Catucci et al.,2012). Si bien la anemia hemolitica ha sido relacionada con desérdenes
autoinmunes propios de SWA, también se observan casos no autoinmunes (Sokolic et
al., 2014), lo cual representa un hecho importante y atractivo para profundizar el

estudio del rol de WASp en el contexto eritroide.

1.5.2 Caracteristicas y funciones de Btk

La tirosina quinasa de Bruton y su gen fueron descubiertos en el afio 1993 por dos
grupos en paralelo (Tsukada et al. 1993; Vetrie et al. 1993). Las mutaciones en el gen
Btk son causantes de la agammaglobulinemia ligada al cromosoma X, XLA (X-linked
agammaglobulinemia), que se caracteriza por defectos en el desarrollo de células B y

la produccion de inmunoglobulinas (Suri et al., 2016).

El gen Btk pertenece a la familia de genes Tec quinasas, la segunda familia mds grande
de proteinas tirosinas quinasas que no son receptores de membrana (Berg et al., 2005).
La proteina BTK consta de 659 aminoacidos y, como se muestra en la figura 4,
presenta cinco dominios: el dominio PH (Pleckstrin homology) caracteristico de las
quinasas, el dominio TH (Tec homology), el dominio SH3 (Src homology 3), SH2 (Src
homology 2) y el dominio quinasa SH1 (Src homology I). En humanos, los genes
pertenecientes a la familia 7ec se expresan de forma especifica en el linaje

hematopoyético.

En la actualidad, los mecanismos de activacion de BTK todavia no son comprendidos
en su totalidad. BTK se encuentra principalmente en el citoplasma y es reclutada en la
membrana celular de forma transitoria mediante su dominio PH, el cual interactia con
PIP; (Phosphatidylinositol-3 kinase) (Fig. 5). De hecho, la activaciéon de BTK ocurre
en dos pasos sucesivos luego de su reclutamiento en la membrana. Primeramente,
quinasas miembros de la familia Src, presumiblemente LYN, fosforilan a BTK en la
posicién Y551, lo cual promueve la actividad catalitica de BTK y su autofosforilaciéon

en la posicion Y223 del dominio SH3. La funcién de la auto fosforilaciéon de la
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posicion Y223 todavia es poco clara, pero se cree que tendria como funcién la
estabilizacion de la conformacion activa de la proteina, lo cual favoreceria su actividad
quinasa (Pal Singh et al., 2018). En estudios previos se demostré que la activacion de
BTK es dependiente de PU.1 (Himmelmann et al., 1996). En su estado activo, BTK
es capaz de promover varias vias de sefalizacion, incluyendo PI3K/AKT, fosfolipasa
C y NF-Kb, las cuales estan involucradas en proliferacion, supervivencia, motilidad,
metabolismo, angiogénesis y evasion de la respuesta inmune antitumoral (Lindvall et

al., 2005).
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FIGURA 5. DOMINIOS DE LA PROTEINA BTK. Se muestran los dominios PH (Pleckstrin homology
domain), TH (Tec homology domain), SH2, SH3 y Srcl. BTK se encuentra mayormente en el
citoplasma y su activacion ocurre mediante una interaccion temporal con la membrana celular, lugar
donde ocurre la fosforilacion de la tirosina Y551 del dominio SH1, mediada por integrantes de la familia
de las quinasas Src. La fosforilacién de BTK en la tirosina Y551 favorece la auto fosforilacion de la

tirosina Y223 en el dominio SH3.

Estudios in vitro también demostraron que el dominio PH es responsable de la
promocion de la formacion de filamentos de actina. Ademds, los miembros de la
familia Tec son capaces de colocalizar con el citoesqueleto de actina, en donde actian
sobre las proteinas Rho GTPasas para asi reorganizar el citoesqueleto en respuesta a

estimulos (Roman-Garcia et al., 2018).

Trabajos previos en el linaje mieloide han reportado la interaccidn fisica entre WASp
y BTK. Esta interaccion ocurre entre el dominio SH3 de BTK y el dominio N-terminal
de WASp y juega un papel importante en la activaciéon de vias senalizacion

relacionadas a la respuesta inflamatoria. La inhibicion de la interaccion de WASp y
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BTK en macréfagos provoca alteracion en la fosforilacion del inhibidor de la quinasa
IKKap y el factor nuclear NF-kB con una reduccién en la expresion de transcritos de
citosinas inflamatorias como IL-6,IL-13 y TNF-a (Sakuma et al., 2015). Sin embargo,
el rol de esta interaccion en el contexto de la inflamacién observada en pacientes con
el sindrome Wiskott-Aldrich y su efecto en otros linajes, se mantienen como temas

poco explorados.

Btk también se expresa en células del linaje eritroide. En este linaje, BTK es capaz de
interactuar con jugadores claves de la eritropoyesis, tales como EPO-R y JAK2. En
progenitores eritroide, defectos en la expresion de BTK resultan en una disminucién
de la fosforilacion de EPO-R, JAK2, STAT5A/B y PLCy1, asi como también causa
una reduccion en la respuesta de células a EPO. Ademas, en ausencia de BTK, los
progenitores eritroides se vuelven mds susceptibles a la apoptosis inducida mediante
la activacion de los receptores TNFo y TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing
ligand) (Schmidt et al., 2004).

Por ultimo, estudios anteriores identificaron una relacidon entre la activacion mediante
BTK de vias de sefializacion relacionadas a la proliferacion y la supervivencia de
neoplasias malignas de células B. Ademds, BTK también se expresa en células
mieloides, en donde promueve la activacion de la via NLRP3, la cual activa una forma
inflamatoria de muerte celular en macréfagos, que resulta finalmente en la promocién
de la progresion de células cancerosas (Ito et al., 2015). Por tanto, la inhibicién de
BTK mediante agentes quimicos ha demostrado ser un atractivo candidato como
terapia anticancerigena para neoplasias malignas de células B e incluso en tumores

sOlidos (Pal Singh et al., 2018).

1.6 Analisis transcriptomicos: RNA-seq

El transcriptoma consiste en el conjunto de transcritos cuantificados de células bajo
ciertas condiciones de estudios para la caracterizacion de perfiles de expresion. El
estudio del transcriptoma en diferentes contextos se lleva a cabo desde hace décadas.

Inicialmente se usaban técnicas de bajo rendimiento, como Northern-blot, hibridacién
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in situ y la reaccion en cadena de la polimerasa en transcripcion inversa (RT-PCR),
que sélo permiten el andlisis cualitativo o semicuantitativo de un gen candidato.
Posteriormente, el desarrollo de la técnica cuantitativa RT-qPCR aument6 el
rendimiento; varios transcritos podian ser analizados al mismo tiempo, aunque esto

todavia estaba lejos de una cobertura a gran escala de todo el transcriptoma.

No fue hasta la aparicion de los microarrays que se logro la caracterizacion de perfiles
de expresion de miles de transcritos simultdneamente. Los perfiles de expresion
reflejan en cierta medida los cambios en el comportamiento a nivel molecular que
pueden estar relacionados a cambios en el fenotipo de células expuestas a diferentes
condiciones. Por tanto, el conocimiento del transcriptoma ha demostrado ser esencial
en la identificacién de elementos funcionales del genoma y jugadores moleculares
involucrados en las condiciones estudiadas (Wang et al.,2019). Los resultados de este
tipo de estudios son usados en diversas dreas como en investigaciones biomédicas,
diagnéstico de enfermedades, descubrimiento de biomarcadores, estudios de riesgo y

seguridad de nuevas drogas (Hrdlickova et al., 2017).

La aparicion de la nueva tecnologia llamada secuenciacion de nueva generacion (NGS)
ha revolucionado el mundo de la investigacion y gracias a su gran versatilidad hizo
posible la secuenciacién masiva de todas las moléculas de ARN presentes en una
muestra y, por tanto, del transcriptoma completo, mediante la llamada RNA-seq (RNA-
sequencing). Debido al gran nimero de aplicaciones del RNA-seq, el flujo de trabajo
a ser usado depende del disefio experimental y de los objetivos de la investigacion. Sin
embargo, un flujo de trabajo completo consiste en la preparaciéon del disefo
experimental, el aislamiento del RNA, la preparacion de librerias para cada muestra,
la secuenciacion quimica de esas librerias y los analisis bioinformaticos posteriores

(Conesa et al., 2016).

El andlisis transcriptomico mediante RNA-seq presenta varias ventajas frente a las
estrategias de hibridacion utilizadas con mds frecuencia en el pasado. Entre sus

ventajas se encuentran una mayor sensibilidad para identificar genes con un bajo o
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alto nivel expresion, un rango mas amplio y dindmico de niveles de expresion para
detectar transcritos, una menor variacion técnica y altos niveles de reproducibilidad
(Han et al., 2015). Otra ventaja es que la técnica de RNA-seq no esta supeditada al
conocimiento del genoma del organismo en estudio, pudiendo aplicarse en especies
con genomas todavia no secuenciados (Haas et al., 2013). Ademds, el RNA-seq no
presenta el sesgo introducido por la hibridacién usada por los microarrays (Swindell
etal.,2014). Estas ventajas hacen que sea ampliamente usado en el descubrimiento de
nuevos genes, la expresion diferencial de genes, andlisis de variantes, deteccion de

nuevas isoformas e incluso la deteccion de la fusion de genes (Geraci et al., 2020).

La gran mayoria de los andlisis transcriptomicos se basan en la suposicion de que las
células son homogéneas por lo que estos estudios no tienen en cuenta la variabilidad
entre células del mismo tipo. Sin embargo, en los ultimos afios se demostré que incluso
células de un mismo tipo presentan una expresion génica heterogénea (Shalek et al.,
2014), por lo que los estudios del transcriptoma de células individuales o sc-RNA-seq
(single-cell RNA-seq) surgen como una respuesta para dilucidar funciones celulares y
como la expresion génica se traduce en beneficios y detrimentos para el sistema de

estudio (Hwang et al., 2018).

1.6.1 Analisis bioinformatico del transcriptoma

Como fue descrito anteriormente, la técnica RNA-seq es una poderosa tecnologia con
multiples aplicaciones que varian desde el descubrimiento de genes y variantes de
splicing hasta analisis de expresion diferencial y deteccion de fusion de genes,
variantes y edicion de ARN. Debido a sus miltiples aplicaciones, existen una variedad
de protocolos disponibles, los cuales se adaptan a las necesidades y preguntas
cientificas del investigador. Ademads, el area de andlisis de datos mediante RNA-seq
estd en constante evolucion, por lo que constantemente se desarrollan nuevas

herramientas y técnicas, ofreciendo numerosas alternativas para cada paso del andlisis.
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A continuacion, se presenta una descripcion de los pasos principales para el anélisis
de expresion diferencial génica, el cual constituye una de las aplicaciones mas

comunes del RNA-seq.

1.6.2 Analisis de calidad de las lecturas

El anélisis de secuencias empieza con la obtencién de lecturas crudas, generalmente
en formato FASTQ. El andlisis de calidad consiste en evaluar de forma general la
calidad de los millones de lecturas obtenidas. Las lecturas son analizadas en busca de
bases con baja fiabilidad, composicion de nucledtidos sesgada, duplicaciones,
adaptadores, etc. El resultado de este analisis provee estadisticos como el numero de
lecturas e informacidn sobre la calidad, los cuales permiten el pre-procesamiento de
lecturas y garantizan la fiabilidad de los datos para la posterior generacion de hipétesis
(Li et al., 2014). Comunmente, el software FASTQC es usado para el andlisis de
calidad. FASTQC estd disponible como programa Java independiente con una interfaz
grafica de usuario y también en su version de linea de comando. La mayor ventaja de
FASTQC radica en su rapidez para analizar millones de secuencias en minutos y la
visualizacién de sus resultados sobre la calidad de base y contenido, longitud de la
lectura, contenido k-mer, presencia de bases ambiguas, secuencias

sobrerrepresentadas y duplicados (Andrews, 2010).

1.6.3 Preprocesamiento de lecturas

En este paso, el principal objetivo es remover las secuencias con baja calidad y
artefactos como adaptadores, de lecturas individuales que, de no ser removidas,
podrian interferir con el andlisis en pasos posteriores. La forma mas simple consiste
en remover las secuencias de acuerdo con una cierta longitud o remover un cierto
nimero de bases de cualquiera de los extremos (Pereira et al., 2017). Una de las
herramientas mas usadas para el preprocesamiento de lecturas es Trimmomatic, la cual

estd basada en Java y puede usarse via linea de comando o con una interfaz gréfica de
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usuario. Su principal ventaja radica en su rapidez y facilidad de uso, ya que varios

procesos pueden ser realizados en un solo comando (Bolger et al., 2014).

1.6.4 Alineamiento de lecturas contra un genoma de referencia

El principal objetivo de este proceso es identificar el punto de origen de cada una de
las lecturas obtenidas dentro del genoma de referencia. En el caso de no contar con un
genoma de referencia disponible, las lecturas pueden ser alineadas contra un
transcriptoma, el cual puede ser creado de novo a partir de las lecturas. Para realizar
el alineamiento es necesario contar con secuencias de referencia, asi como con las
secuencias preprocesadas. Cuando una lectura es alineada a un sitio dentro del genoma

de referencia, se crea una secuencia de alineamiento.

El proceso de alineamiento es computacionalmente costoso, ya que implica encontrar
sitios en el extenso genoma que coincidan con los millones de secuencias obtenidas,
a pesar de la presencia de errores de secuenciacion, variaciéon genética y elementos
repetitivos. Por tanto, varios programas de alineamiento utilizan diversas estrategias
que permiten acelerar el proceso y mantener la fiabilidad del alineamiento. Entre las
estrategias se encuentran la conversion y compactacion del genoma a indices, asi como
el uso el enfoque de seed-and-extend, para acelerar el proceso de alineamiento. Entre
los programas de alineamientos mas usados se encuentra STAR (Spliced Transcripts
Alignment to a Reference) el cual destaca por su rapidez. Sin embargo, en
contrapartida STAR requiere considerablemente mds memoria que otros alineadores
como TopHat. Ademds, STAR es capaz de realizar busquedas sin sesgos de splice
Jjunctions porque no necesita informacién previa sobre sus localizaciones o longitud

de intrén.

1.6.5 Estimacion de niveles de expresion

Un proceso clave dentro del andlisis de RNA-seq es la cuantificacion de lecturas por

genes y transcritos. En este paso, las lecturas son asociadas individualmente a un gen
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en especifico, basdndose en la localizacion del alineamiento. La estimacion de la
abundancia es reportada en conteos crudos o en unidades normalizadas. Las
normalizaciones permiten comparaciones no solo entre muestras sino también entre
genes. Entre las unidades normalizadas se encuentran RPKM (reads per thousand
nucleotides in transcript per million mapped reads), FPKM (fragments per thousand
nucleotides per million mapped reads) o TPM (transcripts per kilobase million).
Tanto FPKM como RPKM son usados para corregir los recuentos en base al tamafo
de la libreria y la longitud del transcrito, mientras que TPM toma en cuenta la
distribucion de la longitud del transcrito en la muestra y, por ende, genera estimaciones
de abundancia mas consistentes entre muestras. En la ultima década, una de las
herramientas mds utilizadas en la estimacion de la expresion es featureCounts, por ser
facil de usar, rdpida y precisa. Otra caracteristica de featureCounts es que ignora a las
lecturas alineadas a varias regiones gendmicas, ya sea por homologia o repeticion de

secuencias (Liao et al., 2014).

1.6.6 Comparacion de expresion génica entre grupos

Los objetivos fundamentales de un anélisis de expresion diferencial son: (1) estimar
la magnitud de la expresion diferencial entre dos o mds condiciones, basadas en la
cuantificacion de la expresion en las muestras, y (2) estimar el grado de significancia
de la diferencia encontrada. Las herramientas mejores categorizadas por su
funcionamiento son edgeR, DESeq y lima-voom (Anders et al., 2010). Si bien DESeq
y lima-voom tienden a ser mas conservativas que edgeR (mejor control de falsos
positivos), esta tltima es mas recomendada para trabajar con experimentos de menos
de 12 replicados (Schurch et al., 2015). Estas herramientas basicamente usan la misma
estrategia, es decir, estiman la diferencia en la expresion diferencial usando modelos
basados en regresion lineal, seguidos de una prueba estadistica cuya hipétesis nula
sostiene que la diferencia de expresion es cercana a cero, lo cual significa que las
diferencias no pueden ser explicadas por las condiciones. El resultado de este paso es
una lista de genes diferencialmente expresados en una condicidén determinada con

respecto a otra.

28



1.6.7 Anotacion funcional de genes

La anotacion funcional de genes se realiza con el objetivo de obtener una perspectiva
mas bioldgica de los resultados de los analisis bioinformaticos del transcriptoma. Los
andlisis mas comunes de anotacion funcional incluyen el andlisis de
sobrerrepresentacion ORA (Over Representation Analysis) y el anélisis de
enriquecimiento de genes de tipo GSEA (Gene Set Enrichment Analysis). El anélisis
de sobrerrepresentacion basicamente categoriza genes en grupos funcionales en base
a una funcién comun, a una via comun o su presencia en una localizacién celular
especifica. Para determinar si los grupos estdn sobrerrepresentados, es necesario
determinar la probabilidad de tener la proporcidn observada de genes asociados a un
grupo funcional en base a la proporcion de genes asociados con la misma categoria,
pero en un conjunto de genes (pudiendo ser todos los genes). Una de las herramientas
mas usadas para el analisis de sobrerrepresentacion es clusterProfiler. Esta
herramienta toma como entrada una lista de genes diferencialmente expresados y

realiza andlisis estadisticos usando la prueba hipergeométrica.

Otro método ampliamente usado en los ultimos afios corresponde a las herramientas
de puntuacion de clases funcionales, como es el caso de GSEA, el cual usa estadisticos
a nivel de gen (log,FC entre otros) obtenidas del andlisis diferencial para determinar
si los conjuntos de genes pertenecientes a vias moleculares o procesos bioldgicos estdn

mas relacionados a una de las condiciones estudiadas.

1.7 Relevancia del estudio de WASPp en el contexto de la diferenciacion
eritroide

Tanto Was como Btk juegan un papel fundamental en el linaje hematopoyético (Xia et
al., 2020). Las mutaciones identificadas en estos genes han sido relacionadas con
patologias hematopoyéticas severas, las cuales afectan principalmente la
funcionalidad del linaje linfoide. La importancia del estudio de Was radica en su
relacién con el Sindrome de Wiskott-Aldrich, enfermedad que afecta a 10 de cada
millén de recién nacidos. Ademas, algunos pacientes con SWA presentan anemia

hemolitica no autoinmunes entre sus sintomas, lo cual compromete al linaje eritroide.
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En los ultimos anos, han sido descubiertas numerosas nuevas funciones de Was, entre
las cuales se encuentran: la supresion tumoral, la regulacion de la transcripcion y la
organizacion nuclear y mitocondrial, la mayoria de ellas caracterizadas en el linaje
linfoide, lo cual muestra el complejo rol de Was dentro de la célula. La presente tesis
tiene como objetivo dilucidar nuevas funciones moleculares de Was que puedan
contribuir al conocimiento de posibles efectos del SWA sobre el contexto eritroide. Es
por este motivo que, en la presente tesis, se analizaron los transcriptomas de las lineas
celulares MEL y MEL Was” mediante RNA-seq. Ademds, mediante el andlisis
bioinformatico de transcriptoma se compar6 el perfil de expresion génica de la
delecion bialélica de Was con los perfiles de expresion de pacientes con SWA. Por
ultimo, debido a que en trabajos previos se sugiere un posible rol de Was en la
regulacion de la transcripcion (Wu et al., 2004), en la presente tesis se analizé la
relacion entre la ausencia de Was y la expresion diferencial de isoformas entre las
condiciones MEL y MEL Was”- con el objetivo de identificar un posible rol de Was
en la regulacion de la expresion génica y el funcionamiento de la maquinaria de

splicing
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general:

Analizar la funcion molecular del gen Was en progenitores eritroides y su papel en la

diferenciacion eritroide.

2.2 Objetivos especificos:

1.

Realizar la secuenciacion masiva de los transcriptomas de MEL, MEL-R,

MEL Brk™ "~y MEL Was™".

Identificar genes cuya expresion diferencial sea significativa entre MEL y

MEL Was™".

Realizar la anotacion funcional de genes diferencialmente expresados entre
MEL y MEL Was™" y analizar su expresion en MEL, MEL-R, MEL Brk™ "y

MEL Was™".

Comparar los grupos (o categorias) funcionales identificados en MEL Was™"

con los identificados en pacientes con el sindrome de Wiskott-Aldrich.
Comparar los perfiles de expresion de los grupos (o categorias) funcionales de
genes identificados con datos transcriptomicos correspondientes a
eritroblastos de los estadios finales de la diferenciacion eritroide.

Comparar los perfiles de expresion de los grupos (o categorias) funcionales

de genes identificados con datos transcriptdmicos correspondientes a células
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MEL cultivadas en presencia o ausencia de un agente inductor de la

diferenciacion.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Lineas celulares

MEL-DS19 (Murine Erythroleukemia cell line). Linea celular cedida por el
laboratorio de la Dra. Dora Krimer (Espana). Deriva de una de las lineas
originales establecidas por Charlotte Friend a partir de tumores subcutaneos de
ratones infectados con el complejo virico Friend (Friend y col., 1966; Marks y
Rifkind, 1978) formado por el SFFV (Spleen Focus Forming Virus) y el MuLV

(Murine Leukemia Virus).

MEL-R. Linea celular derivada de MEL DS-19 establecida mediante pases
sucesivos en presencia de N,N’-Hexametileno-bis-acetamida (HMBA) (Sigma)

5 mM durante 6-8 semanas (Fernandez-Nestosa et al. 2008)

MEL Was™. Linea celular derivada de MEL DS-19 establecida mediante la
delecion bialélica de una region del genoma de 9,5 kb que comprende todos los
exones de Was localizado en el cromosoma X:7658591-7667617 de raton (desde
el segmento -497 a +9.006) utilizando el sistema CRISPR/Cas9 (Fernandez-
Calleja et al., 2019).

MEL Btk™. Linea celular derivada de MEL DS-19 establecida mediante la
delecion de 5,8 Kb de una region del genoma que incluye los tres primeros
exones de Btk localizado en el cromosoma X:131076879-131117679 de raton
(desde el segmento -300 a +5.549) empleando la estrategia CRISPR/Cas9.
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3.2 Transcriptomas analizados

e Librerias de secuencias de MEL-DS19, MEL-R, MEL Was”- y MEL Btk
obtenidas luego de la secuenciacién masiva de las muestras descritas en el

apartado 3.1.

e Librerias de secuencias de células MEL cultivadas en presencia (MEL induced)
o ausencia (MEL uninduced) de 1,5% de dimetilsulféxido (DMSO) durante 96
horas. Los datos crudos generados a través de RNA-seq, fueron obtenidos de
la base de datos Gene Expression Omnibus (GEO) con cédigo de acceso
GSM3906016, GSM3906017, GSM3906018, GSM3906019 y corresponden a

datos no publicados.

3.2.1 Eritroblastos murinos en estadios finales de la diferenciacion
eritropoyética

Las muestras pertenecientes a este grupo corresponden a células extraidas de la médula
6sea y clasificadas usando marcadores de la diferenciacion TER119 y CD44, en:
proeritroblastos (Pro-¢), eritroblastos basofilicos (Baso), policromatofilicos (Poly)
y ortocromaticos (Orto). Los datos crudos generados a través de RNA-seq, fueron
obtenidos de la base de datos Sequence Read Archive (SRA) con codigo de acceso
SRR1106099, SRR1106100, SRR1106101, SRR1106102, SRR1106103,
SRR1106104, SRR1106105, SRR1106106, SRR1106107, SRR1106108,
SRR1106109, SRR1106100 y corresponden a los datos presentados por An et al.
(2014).

3.2.2 Macrofagos de pacientes con el sindrome de Wiskott-Aldrich

Las muestras analizadas corresponden a macréfagos derivados de células madre
pluripotentes inducidas (iPSCs) a partir de fibroblastos de dos pacientes con el

sindrome de Wiskott-Aldrich y células isogénicas con rescate del gen Was.
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Paciente 1: presentd una mutacion sin sentido (c.107_108del, p.F36*) lo que
se traduce en un truncamiento después del dominio WH1. Puntaje de severidad clinica

4 (del 1 al 5, siendo 5 el mas severo)

Paciente 2: presentd una mutacion una mutacion no reportada anteriormente
(c.1271dupG, p.L4251s) que causa la delecion del dominio VCA. Actualmente se

desconoce su puntaje de severidad clinica.

Los datos crudos generados a través de RNA-seq, fueron obtenidos de la base de datos
Sequence Read Archive (SRA) con codigo de acceso SRR3113677, SRR3113678,
SRR3113679, SRR3113680, SRR3113681 y corresponden a datos no publicados de
Li et al. (2018).

3.3 Meétodos experimentales

3.3.1 Validacion de la delecion bialélica de los genes Was en células MEL

La delecion genomica de los genes Was y Btk fue validada mediante PCR (Polimerase
Chain Reaction), usando cebadores de delecion, que anillan en secuencias localizadas
corriente arriba y corriente abajo de los sitios de union de los RNA guias (sgRNAs),
en los extremos 3’ y 5’ del gen; y cebadores de no delecion, los cuales amplifican una
region interna de la zona escindida (Fig. 6), siguiendo el protocolo descrito por
Fernandez-Calleja et al. (Fernandez-Calleja et al., 2019). La lista de oligonucle6tidos

empleados se observa en la tabla S1.

La ausencia de expresion se confirm6 mediante la técnica de Western blot a partir de
extractos proteicos totales de 5-10 x 10 células, empleando anticuerpos especificos
para cada gen (Tabla S2). La inmunodeteccion se llevo a cabo seglin las condiciones

descritas en Fernandez-Nestosa et al. (2008).
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FIGURA 6. ANALISIS DE CLONES CON DELECIONES BIALELICAS. Mapa gendmico de genes delecionados
mediante CRISPR/Cas9. Was ubicado en cromosoma X:7658591-7667617 de raton (desde el segmento
-497 a +9.006) (A) y Btk localizado en el cromosoma X:131076879-131117679 de raton (desde el

segmento -300 a +5.549) (B). Los exones estan representados por rectangulos de color azuly el 5’ y 3’

UTR con rectangulos de color rojo. Los sitios de corte para ambos genes estan sefialados por lineas

discontinuas de color rojo. Los fragmentos verdes y rojos corresponden a las parejas de

oligonucleotidos de delecion (verde) y no delecion (rojo), respectivamente, que se emplearon en las

amplificaciones por PCR.

3.3.2 Aislamiento y purificacion de RNA para la preparacion de librerias

El ARN total fue aislado a partir de 1 x 107 células usando el kit RNeasy (Qiagen). En

el proceso se incluyo la digestion con DNasa [ para evitar cualquier contaminacion

con DNA gendmico.
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La cuantificacion del ARN aislado fue realizada en un espectrofotometro de volumen
multiple (Multiskan GO, ThermoFisher Scientific) a partir de 2 pl de cada muestra,
los cuales fueron depositados en una placa uDrop™ (ThermoFisher Scientific). Se
realizé la lectura de la densidad optica (OD) a 260 y 280 nm. Los datos fueron
procesados mediante el software Skanlt (ThermoFisher Scientific). El resultado de las

mediciones puede ser observado en la tabla S3.

La integridad de las muestras de ARN se analiz6 mediante electroforesis en geles de
agarosa en condiciones denaturalizantes. Las muestras se prepararon a partir de una
mezcla de 2-5 pg de ARN, formamida al 50%, tampdn de carga al 2%, formaldehido
37% (5,5%) y bromuro de etidio a una concentracion de 1 mg/ml. Los geles se
prepararon con agarosa en MOPS 1x y formaldehido 37%. La electroforesis se llevo
a cabo durante 1 hora a 100 V. El gel se visualizé en un transiluminador de luz

ultravioleta a 250 nm de longitud de onda.

3.3.3 Cuantificacion de la expresion génica relativa mediante PCR a tiempo
real

La determinacion de la expresion relativa de genes que presentaron una expresion
diferencial en MEL Was” y MEL se realiz6 utilizando RT-PCR a tiempo real. Para
cada muestra se empled una mezcla de 2x FastStart SYBR Geen Master (Roche), 0.2
png de cDNA y 0,3 uM de cada oligonucleétido. Los oligonucleétidos empleados,
representados en la Tabla S4, fueron extraidos del sitio web PrimerBank

(https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/) y sintetizados por Sigma. La reaccion se

llevo a cabo en el LightCycler® 96 (Roche) siguiendo las condiciones que se detallan:
una pre-denaturacion del ADN a 95°C durante 5 minutos, 40 ciclos de 95°C durante
10 segundos y 60°C durante 30 segundos, con un paso final a 95°C durante 10
segundos, 60°C durante Imin y un segundo a 97°C. El anélisis de la expresion relativa
a partir de las Cts obtenidas se efectu6 mediante el método 224t (Schmittgen and
Livak 2008) empleando el software LightCycler y Microsoft Office Excel.
Previamente, se comprob¢ la eficiencia de cada pareja de oligonucleotidos mediante

una curva estandar de calibrado.
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3.4 Analisis de RNA-Seq

Las librerias de RNA-seq se prepararon a partir de 1 pg de ARN total, en un volumen
maximo de 50 pl de H>O, basado en aislamiento de polyA+ (TruSeq RNA Sample
Preparation Kit, lllumina). Las librerias con una longitud de 337-367 nucleotidos se
cuantificaron por PCR (Kapa Biosystems) empleando una libreria previa estandar. Las
librerias se cargaron en un equipo Cluster Station (Illumina) y se secuenciaron en un

Hllumina GAIlx (Parque Cientifico de Madrid).

3.4.1 Control de calidad

Las lecturas obtenidas fueron filtradas mediante estandares de calidad requeridos con
el objetivo de evitar errores que puedan afectar el alineamiento. Para el analisis de
calidad se uso el software FastQC version 3 (Leggett, Ramirez-Gonzalez et al. 2013),
el cual brinda informacion referente a parametros de calidad: calidad de secuencia por
base, contenido de GC por base, contenido de nucleo6tidos no idenficados (N) por base,
distribuciéon de longitud de la secuencia, niveles de duplicacién y secuencias

sobrerrepresentadas.

En el caso de que los resultados del analisis de calidad de lecturas sean 6ptimos, no es
necesario llevar a cabo la eliminacion de pares de bases de baja calidad para asegurar
la calidad de los datos. El software Trimmmomatic version 0.36 (Bolger, Lohse et al.
2014) se us6 para encontrar y remover adaptadores (7ruseq, Illumina), de forma
parcial o total en los extremos 3" de las secuencias, los cuales podian interferir en el

alineamiento.

3.4.2 Alineamiento de lecturas

Para el analisis de expresion diferencial tanto el genoma de referencia (en formato
FASTA) como su anotacion (en formato gtf), se descargaron de la pagina web
GENCODE (Harrow, Frankish et al. 2012). En este caso en particular, el genoma de
referencia usado corresponde a la version de ensamble GRCm38 y al lanzamiento M24

de GENCODE.
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Los indices del genoma requeridos para el alineamiento, se realizaron usando el
genoma de referencia y su anotacion, mediante el software STAR (Spliced Transcript
Alignment to a Reference) version 2.7 (Dobin, Davis et al. 2013) especificando la
longitud de las lecturas en 75 bp. Las lecturas filtradas, obtenidas luego de la remocion
de adaptadores, fueron alineadas contra el genoma de referencia usando los indices
generados. En el alineamiento splice-aware se utilizo el filtro por defecto de STAR,
que permite un maximo de hasta 10 alineamientos de una lectura, y en el caso de
sobrepasarlo, la lectura es descartada de entre los resultados. La longitud minima de
semilla utilizada fue la predeterminada en STAR y corresponde a 5 nucleotidos.
Debido a que los pardmetros predeterminados de STAR ya estan optimizados para

genomas de mamiferos, no se hicieron otras modificaciones significativas.

Para el anélisis de uso diferencial de transcritos, se uso el transcriptoma descargado
de GENCODE, correspondiente al lanzamiento M?24. Para cumplir con los
requerimientos del sofiware Salmon, version 0.10.0 (Patro, Duggal et al. 2017) se
concatend el genoma al final del transcriptoma (decoy) para la generar indices que
fueron usados en el alineamiento. La creacion de indices fue hecha usando parametros

predeterminados citados en Robert et al. (2013).

3.4.3 Cuantificacion de expresion génica

La cuantificacion de genes expresados se hizo usando el algoritmo de conteo
featureCounts version 2.0.1 (Liao, Smyth et al. 2014) en R. El conteo fue hecho a nivel
de genes, considerando s6lo aquellos que localizan a un Unico sitio del genoma de

referencia.

Para el analisis de expresion diferencial de transcritos, la abundancia de transcritos de
nuestro conjunto de lecturas fue realizada mediante el paquete, previamente descrito,
Salmon, frente a los indices realizados previamente. Los parametros usados fueron los

predeterminados mencionados en Shi et al. (2019).
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3.4.4 Analisis de expresion diferencial

El andlisis de expresion génica diferencial fue realizado a partir de los conteos
generados en el paso anterior, mediante el paquete de R/Bioconductor, edgeR version

3.0 (Robinson, McCarthy et al. 2010).

Previo al andlisis de expresion diferencial, los genes con menor expresion (conteo)
fueron removidos del conjunto de datos, usando el filtro de edgeR, para tener en cuenta
solo los genes transcripcionalmente activos. Se considerados genes
transcripcionalmente activos aquellos cuyos conteos fueron iguales o mayores a 10 en
un nimero minimo de muestras. Las muestras de diferentes grupos fueron
normalizadas por el método TMM (Trimmed mean of M values) para remover el efecto
batch entre muestras de diferentes grupos.

Los genes diferencialmente expresados (DEGs) se identificaron usando el modelo
binomial negativo (glmfit) de edgeR y una comparacion por pareja entre MEL Was™-
y MEL, usando MEL como condicion basal. Fueron considerados genes
diferencialmente expresados aquellos que cumplen con el criterio de punto de corte:
fold change mayor o igual a 2 y un valor ajustado de p (quasi-likelihood F-test y FDR:

método Benjamini-Hochberg) menor o igual a 0.05.

Para el andlisis del uso de isoformas y splicing alternativo entre MEL y MEL Was™,
las cuantificaciones a nivel de transcritos generadas por Salmon se importaron al
ambiente de R/Bioconductor mediante el paquete tximport (Soneson, Love et al. 2015).
La matriz de conteo fue generada mediante tximport escalando cada muestra
(scaledTPM) por la estimacion de la abundancia de transcritos por millon (TPM). El
analisis estadistico del uso diferencial de transcritos fue realizado a través del paquete
DRIMSeq (Nowicka, Robinson 2016), el cual asume el modelo multinomial de
Dirichlet (MMD) para cada gen. Antes de aplicar el modelo usado por DRIMSeq, los
transcritos fueron filtrados siguiendo los siguientes pardmetros: una proporcion de
abundancia (proporcion de la expresion génica total que proviene de cada uno de los
transcritos de los genes entre diferentes condiciones) relativa de al menos 0.1 y un

conteo total correspondiente a cada gen de al menos 10 en las tres muestras. Luego de
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ser aplicado el modelo, los transcritos diferencialmente usados fueron identificados
usando el valor de p, el cual determina si las proporciones de uso de ese transcrito

cambian dentro de cada gen.

Luego del andlisis a nivel de transcritos, la confirmacién de transcritos de genes que
muestran evidencia de expresion diferencial se hizo usando el paquete StageR version
3.12 (Van den Berge, Soneson et al. 2017). El punto de corte para la identificacion de
genes que muestran uso diferencial de transcritos fue valor ajustado de p (FDR,

método Benjamini Hochberg) igual o menor a 0.05.

3.4.5 Meétodos para el analisis Funcional

3.4.5.1 ORA (Over Representation Analysis)

El paquete clusterProfiler version 3.12 (Yu, Han et al. 2012) se utiliz6 para realizar el
andlisis de sobrerrepresentacion de genes diferencialmente expresados usando los
pathways pertenecientes al modelo Mus musculus de la base datos KEGG, mediante
la estimacion de proporciones usando la prueba hipergeométrica. Para la estimacion
de grupos funcionales sobrerrepresentados en KEGG, los DEGs fueron divididos en
dos grupos en base al siguiente criterio: A) genes con sobreexpresion en MEL Was™:
aquellos con fold-change positivo y B) genes con disminucion de expresion en MEL
Was™: aquellos con fold-change negativo. Posterior a la conformacion de estos grupos,
el analisis ORA fue realizado de forma individual para ambos grupos. Los grupos
funcionales resultantes para ambos grupos (sobreexpresados y con disminucion de
expresion) fueron seleccionados usando como punto de corte un valor ajustado de p

menor o igual a 0.05 (FDR, método Benjamini Hochberg).

3.4.5.2 GSEA (Gene Set Enrichment Analysis)

Para el andlisis de enriquecimiento se utiliz6 GSEA version 2.2.4 (Subramanian,
Tamayo et al. 2005) con el conjunto de datos perteneciente a los transcriptomas de
MEL y MEL Was™", previamente filtrado para eliminar genes duplicados y con baja

expresion (segun fue descrito en 4.4). Los genes del conjunto de datos
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transcriptomicos, provenientes de la nomenclatura MGI (Mouse Genome Informatics),
fueron convertidos a simbolos de la nomenclatura HUGO (Human Genome
Organization), con el objetivo de obtener mayor compatibilidad al ser comparados
contra los grupos de genes de GSEA. Los genes fueron ordenados segun: el estadistico
F, y el signo capturado por el fold-change el cual indica sobreexpresion, en el caso de
ser positivo, o disminucion de la expresion, en caso de ser negativo. Estos mismos
estadisticos fueron los usados para la identificacion de grupos de genes enriquecidos
pertenecientes al conjunto de firmas genéticas de GSEA (Hallmarks)

(http://www.gsea-msigdb.org/gsea/msigdb), el cual contiene 50 grupos de genes

relacionados con una de las dos condiciones comparadas. Los grupos enriquecidos
para una de las dos condiciones estudiadas fueron aquellos con un valor ajustado de p
(FDR, método Benjamini Hochberg) menor o igual a 0.25, de acuerdo con el criterio

establecido para GSEA.

3.4.5.3 Visualizacion de resultados de la anotacion funcional

Los resultados provenientes del analisis de ORA y GSEA fueron visualizados mediante
el paquete ggplot? de R/Bioconductor. Ademas, los resultados de ambos métodos
fueron comparados y visualizados mediante el paquete Venn.diagram de R.

Los grupos funcionales explorados en detalle en la seccion de resultados se escogieron
en base a su importancia en el proceso de diferenciacion eritroide. Los mapas de calor
se generaron usando valores logCPM de genes pertenecientes a las categorias
funcionales de interés y visualizados mediante el paquete Complex. Heatmap de R. Por
ultimo, los graficos de barra horizontales fueron generados usando la lista de genes de

cada grupo funcional de interés y sus respectivos logF'C mediante el paquete ggplot2.
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4 RESULTADOS

4.1 Analisis bioinformatico de secuencias transcriptomicas obtenidas

mediante RNA-seq

El presente estudio transcriptomico fue realizado con objetivo de estudiar la funciéon
molecular del gen Was dentro del contexto eritroide, comparando las lineas celulares:

MEL, MEL-R, MEL Was™-, y MEL Bik”-.

La linea celular eritroleucémica MEL deriva de progenitores eritroides cuya
diferenciacion ha sido interrumpida o bloqueada por el complejo virico Friend (Friend
et al., 1966; Marks y Rifkind, 1978). La integracion de este complejo virico, formado
por el SFFV y el F-MuLV, bloquea el proceso de diferenciacion en el estadio de
proeritroblasto. Algunos compuestos quimicos como el HMBA o el DMSO acttian de
un modo aun desconocido provocando el reinicio del programa de diferenciacion.
Estas caracteristicas han convertido a las células MEL en un sistema idoneo para el
estudio de las bases moleculares de la diferenciacion eritroide, asi como del
mecanismo de acciéon de algunos agentes inductores del proceso, que podrian
eventualmente utilizarse como agentes terapéuticos en procesos tumorales. La linea
celular MEL-R, derivada de MEL, es incapaz de retomar el proceso de diferenciacion
en presencia de agentes inductores. En tanto que las lineas celulares MEL Was™y
MEL Bk, también derivadas de la linea parental MEL, poseen deleciones bialélicas
de los genes que codifican para las proteinas WASp y BTK, respectivamente. Dichas
deleciones fueron llevadas a cabo mediante la estrategia CRISPR/Cas9 y consistieron

en la eliminacion total o parcial de los genes Was y Btk, respectivamente.
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En este primer apartado se describe el proceso de validacion de las deleciones de estas
lineas celulares y se analizan algunos pardmetros relacionados con la calidad y

correlacion de las muestras.

4.2 Validacion de la delecion bialélica de los genes Was y Btk en células

MEL

La validacion de deleciones bialélicas de los genes Was y Btk en las muestras de MEL
Was™"y MEL Btk™" se realizo mediante PCR y los amplicones se analizaron empleando
la técnica de electroforesis en genes de agarosa segin las condiciones descritas en

Materiales y Métodos 3.3.1.

MEL
MEL Btk MEL-R M

MEL MEL MEL
MEL Was” MELR M MEL Was” MEL-R M MEL Btk MEL-R M

1000 bp
750 bp
500 bp
250 bp

MEL

MEL
MEL MELR Btk Was”

—— — Was

MEL
MEL MELR Bik”

e

Btk

Rho GDla s .+ Rho GDla

e . s

FIGURA 7. VALIDACION EXPERIMENTAL DE LA DELECION BIALELICA DE LOS GENES WAS Y BTK.
Electroforesis en geles de agarosa de los productos de PCR con cebadores de no delecion (A) y delecion
(B) de Was y cebadores de no delecion (C) y delecion (D) de Btk. Inmunodeteccion de WASp (E) y
BTK (F) en extractos proteicos totales de MEL, MEL-R, MEL Was™ y MEL Btk’~ (E). Se utilizé6 Rho

GDIo como control de carga en ambas inmunodetecciones.
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En la figura 7 A se observan bandas tanto en MEL como en MEL-R, las cuales
corresponden a productos de la amplificacion con los cebadores de la no delecion de
Was, es decir oligonucledtidos que amplifican regiones internas con respecto a los
sitios de union de los sgRNAs. El tamafio esperado de la banda correspondiente al
producto de la amplificacion con cebadores de la no delecion es de 191 pb. Por el
contrario, en MEL Was™ no se observaron bandas, indicando la imposibilidad de los
cebadores de anillar en las regiones delecionadas. En la figura 7 B se muestran los
productos de la amplificacion con cebadores de la delecion de Was. La delecion del
gen Was permite amplificar fragmentos de 605 pb y su presencia confirma la delecion
de Was. La banda observada en MEL Was™ corresponde a la amplificacion de
fragmentos que contienen regiones situadas corriente arriba y corriente abajo de los
sitios de escision de las Caspasa 9, mientras que en MEL y MEL-R no se observan
bandas correspondientes a productos de amplificacion con los cebadores de la delecion.
En la figura 7 C, se muestran los productos de la amplificacion con cebadores de la
delecion de Brk. El tamano esperado de los productos amplificados con cebadores de
la no delecion de Btk es de alrededor de 203 pb. Tanto en MEL como en MEL-R se
observaron bandas correspondientes a amplificaciones del gen Btk con cebadores de
la no delecion. Sin embargo, no se observaron bandas en la muestra MEL Bzk™". En la
figura 7 D se muestran los productos de las amplificaciones con cebadores de la
delecion de Btk. Mientras que en MEL y MEL-R no se observaron bandas, en MEL
Btk se observ una banda de aproximadamente 672 pb, la cual corresponde a regiones
corriente arriba y corriente de los sitios de escision de las Caspasa 9 en Btk. La

presencia de esta banda confirmo la delecion de Btk.

Con el fin de confirmar la ausencia de expresion a nivel de proteina, se realizé la
inmunodeteccion de las proteinas codificadas por Was y Btk. En la figura 7 E y F se
muestran los resultados de la inmunodeteccion. La ausencia de bandas en MEL Was
'~y MEL Btk”’- confirma la ausencia de ambas proteinas, y por tanto la delecion exitosa

de los genes de Was y Btk.
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Tomados en conjunto, nuestros resultados confirman la delecion, y correspondiente
ausencia de expresion, tanto a nivel mRNA como de proteina, de los genes Was y Btk

mediante la estrategia CRISPR/Cas?9.

4.3 Descripcion y analisis de calidad de las secuencias obtenidas

El resultado de las mediciones para cuantificar y determinar la pureza de las muestras
se observa en la tabla S3. Alli se muestran las lecturas de la densidad optica (OD) a
260 y 280 nm, la razén de pureza (OD 260/280 y 260/230) y las concentraciones de
RNA obtenidas. La integridad de las muestras se analizé mediante electroforesis en

geles de agarosa, tal como se muestra en la figura S1.

En la tabla 1 se muestra la descripcion de los resultados de la secuenciacion del
transcriptoma de las muestras de MEL Btk”-, MEL Was™”-, MEL-R y MEL. En todas
las muestras se obtuvo un nimero de lecturas entre 19 y 25 millones. La longitud
promedio de lecturas fue de 75 pb, la cual es la recomendada para analisis

transcriptomicos.

TABLA 1. DISTRIBUCION DE LAS LECTURAS POR MUESTRA TENIENDO EN CUENTA LA LONGITUD Y
NUMERO DE LECTURAS

Muestra Némero de lecturas Longitud (ph) Fecha de secuenciacion
MEL Btk’- 2 22.180.613 75 11-02-2020
MEL Was” 1 20.922.350 75 11-02-2020
MEL Was” 2 19.783.414 75 11-02-2020
MEL-R 16.715.855 75 28-04-2012
MEL 25.197.684 75 28-04-2012
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4.4 Analisis de correlacion entre muestras estudiadas

Con el objetivo de comprender mejor la relacion entre muestras, se realiz6 un analisis
global de los perfiles de las librerias de RNA-seq normalizadas. La distancia
representada por correlacion de Pearson en la matriz determina la variabilidad entre
grupos y entre muestras del mismo grupo, tomando en cuenta la expresion génica de
todos los genes presentes en el transcriptoma. Una mayor distancia entre muestras
puede ser interpretada como cambios importantes en el fold change en un conjunto de
genes que probablemente sean los responsables de clasificar a las muestras en distintos

grupos.

4 N
__—— |
MEL Was”
MEL Was”
MEL Btk”-
MEL
MELR
o o g
= =
- J

FIGURA 8. ANALISIS DE CORRELACION DE LOS TRANSCRIPTOMAS ESTUDIADOS. Clasificacion jerarquica

de conjunto de datos de expresion génica de MEL Was™”-, MEL Btk”-, MEL y MEL-R.

En la figura 8 se observa un alto grado de correlacion en las muestras de MEL Was™-,
lo cual indica el alto grado de similitud de sus perfiles de expresion génica,
confirmando que ambas muestras pertenecen al mismo grupo. Ademas, la agrupacion

de las muestras estudiadas refleja en gran parte el disefio experimental, mostrando en
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un nivel, la linea parental MEL, de la cual se desprenden las lineas celulares derivadas
de MEL: MEL Was™"y MEL Btk’~. Contrariamente a lo esperado, teniendo en cuenta
que los genes Btk'y Was estan inactivos en las células MEL-R (Fernandez-Callejas et
al., 2019), se observé que las lineas MEL Was™ y MEL Btk” no se agruparon con
MEL-R, lo que sugiere un bajo nivel de similitud en términos de expresion génica

entre estas muestras.

También es importante destacar la gran similitud a nivel de expresion génica global
entre los grupos MEL Was™ y MEL Btk™, lo que refuerza la idea de una posible

interaccion reguladora entre estos dos genes (Callejas, 2017).

4.5 Identificacion de genes diferencialmente expresados

Debido a la diferencia de tamafio de las librerias y al hecho de que las muestras
procesadas pertenecen a corridas de secuenciacion diferentes, las muestras fueron
normalizadas por el método T7MM. El objetivo de esta normalizacion es remover el
batch effect, segin lo descrito en el apartado 3.4.4 de Materiales y métodos y en el
codigo anexado a la presente tesis en el apartado de Anexos. Posterior a la
normalizacidn, se removieron genes con baja o nula expresion, quedando un total de

13.330 genes que se consideraron para el analisis de expresion diferencial.

Con la finalidad de identificar genes diferencialmente expresados que puedan elucidar
nuevas funciones de Was en el contexto eritroide, se realizé la comparacion de grupos
por pares en base a expresion génica de MEL Was™ y MEL, segiin lo descrito en

Materiales y métodos 3.4.4, tomando a MEL como condicion de referencia.

Se identificaron un total de 2.457 genes diferencialmente expresados entre MEL y
MEL Was™. El criterio para la identificacion de genes diferencialmente expresados
fue un valor ajustado de p por Benjamini-Hochberg < 0.05 y un fold change > |2|.
Como se muestra en la figura 9 A, del total de 2.457 GDEs, 1.430 correspondieron a

genes cuya expresion aumenta en MEL Was™"y 1.027 a genes con una disminucién de
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expresion en MEL Was™ con respecto a MEL. Ademas, con el fin de validar los
resultados del RNA-seq se realizd un andlisis cuantitativo utilizando RT-qPCR a
tiempo real (Fig. 9 B). Los resultados de la validacion confirmaron el cambio y la

tendencia en la expresion de los genes analizados.

" Gen logFC RNA-seq | logFC qRT-PCR
- Csf2rb 2.83 3.92
S Gzmb 9.98 3.94
a Srsf2 .09 0.96
o Slc2al 3.23 0.1
' . Gata2 2.34 3.13
s cMyc 0.9 -0.69

FIGURA 9. GENES CUYA EXPRESION DIFIERE SIGNIFICATIVAMENTE ENTRE MEL Y MEL Was™.
Prediccion de genes cuya expresion difiere significativamente entre MEL y MEL Was™ (A) se muestra
la significancia estadistica con respecto a la magnitud de la diferencia en la expresion de cada gen
perteneciente a los transcriptomas MEL y MEL Was™. Los puntos en color naranja corresponden a
genes sobreexpresados en MEL Was™, mientras que los puntos en color verde corresponden a genes
cuya expresion aumenta en MEL. Los puntos en color gris hacen referencia a genes que no presentan
cambios significativos. El punto de corte para la identificacion de GDEs fue: fold change mayor o igual
a dos y valor de p menor a 0.05. Validacion mediante RT-qPCR ciertos genes obtenidos mediante el

analisis de expresion diferencial (B).

4.6 Busqueda de la funcionalidad de los genes identificados mediante

expresion diferencial

Con el objetivo de identificar funciones bioldgicas y moleculares de Was en estadios

finales de la eritropoyesis, los genes diferencialmente expresados fueron
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categorizados en grupos funcionales usando diferentes métodos. En primer lugar, los
genes diferencialmente expresados fueron analizados por separado en dos grupos
segun su expresion en MEL Was™: genes sobreexpresados y genes cuya expresion
disminuye significativamente. Esta categorizacion previa facilito la identificacion de
grupos funcionales y vias metabolicas involucradas en la respuesta transcripcional de

las células eritroleucémicas a la ausencia de Was.

4.6.1 Anotacion funcional de genes diferencialmente expresados mediante

ORA usando la base de datos KEGG

La utilizacion de la base de datos KEGG permitio realizar la anotacion funcional de
los 2.457 genes diferencialmente expresados en MEL Was”-con respecto a MEL. En
la figura 10 se muestran los grupos funcionales identificados (test de Fisher, valor
ajustado de p Benjamini-Hochberg < 0.05) en KEGG, los cuales estan asociados con
genes sobreexpresados (Fig. 10 A) y genes con disminucién de la expresion en MEL

Was™- (Fig. 10 B).

Dentro de los grupos funcionales sobreexpresados en MEL Was™, se observaron
algunos relacionados a la diferenciacion eritroide, tales como apoptosis, degradacion
lisosomal, via de sefalizacion MAPK, los cuales contribuyen al proceso de
maduracion a través de la enucleacion en estadios tardios (Keerthivasan et al., 2011).
También se identificé la via de sefializacion Notch, la cual esta asociada a la induccidn

de muerte celular en la diferenciacion eritroide (Roberto-Moreno et al., 2007).

En cuanto a los grupos funcionales cuya expresion disminuye, se observaron grupos
mayormente relacionados con metabolismo energético, tales como metabolismo del
carbono, glicdlisis y gluconeogénesis, sintesis de aminoacidos, metabolismo del
piruvato, entre otros, asi como otros procesos importantes para el contexto eritroide,

entre los que destacan la via de senalizacion HIF-1 y p53.
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FIGURA 10. CLASIFICACION DE GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS EN CATEGORIAS FUNCIONALES
DE KEGG. Los genes diferencialmente expresados entre MEL Was™ y MEL fueron comparados contra
un total de 543 categorias funcionales de KEGG. Representacion de grupos funcionales cuya expresion
génica aumenta (A) o disminuye en MEL Was™" con respecto a MEL (B). Los niimeros dentro de cada

grafico representan el numero exacto de genes presente en cada categoria. Los mapas de calor muestran

la expresion de GDEs en todas las muestras secuenciadas, MEL Was'/ °, MEL Btk'/ ", MEL y MEL-R

51



(C). La intensidad de los colores naranja y verde indica un mayor o menor nivel de expresion,

respectivamente, representada por logCPM.

En la figura 10 C se muestran los perfiles de expresion para todos los grupos
secuenciados: MEL, MEL-R, MEL Was”y MEL Btk™, en donde se confirmé el
aumento de la expresion de ciertos grupos funcionales como apoptosis y Notch; asi
como la disminuciéon de la expresion génica en otros grupos como la via de
seflalizacion de p53, metabolismo del piruvato, glicolisis y HIF-1 en MEL Was™”"y
MEL Btk’-. Es importante destacar que a lo largo de los diferentes grupos funcionales
analizados se observo un patron de expresion bastante similar entre los grupos MEL

Was™-y MEL Btk por un lado, y por el otro MEL y MEL-R.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que la ausencia de Was estaria asociada a
un aumento en la expresion génica de ciertas vias de sefializacion como la de apoptosis
y Notch; y una caida general de la expresion de vias relacionadas con el metabolismo
celular. Ademés, se comprob6 que los perfiles de expresion de células MEL Was™y

MEL Btk presentan un alto grado de similitud.

4.6.2 Anotacion funcional de genes diferencialmente expresados empleando el

método de GSEA

Con el fin de aumentar la fiabilidad del estudio transcriptdmico, se analizaron los datos
mediante GSEA, otra técnica de analisis funcional ampliamente utilizada. La principal
ventaja de GSEA es que no realiza el andlisis en base a genes diferencialmente
expresados, sino que toma en cuenta todos los genes dentro del conjunto de datos de
manera individual y los asocia con grupos funcionales segin una puntuaciéon de

enriquecimiento.
Nuestro conjunto de datos fue comparado contra la coleccidon de firmas genéticas (50

conjuntos de genes) de GSEA. En las figuras 11 A y B se muestran las 22 categorias

funcionales identificadas en la coleccion de firmas genéticas (valor ajustado de p
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Benjamini-Hochberg < 0.25, segun lo recomendado por GSEA). Entre los grupos
funcionales enriquecidos positivamente (Fig. 11 A) se encontraron algunos
relacionados a muerte celular: apoptosis, via de sefializacion TNFA, interferon alfa y

gamma, y las vias de sefalizacion Notch, IL6 y JAK-STAT

( N
A B
Pathways 17 10 Pathways
13 I TNFA signaling pathway 2 B Myc targets V1
M P53 signaling pathway 2 = gg;:rietsk "
2l [ Apical Junction " G2M checkpoint N
Grupos [ Mitotic spindle Grupos = N C1 signaling pathway
funcionales Interferon Gamma response funcionales cuya lypoxia
25 sobreexpresados Interferon Alpha response expresion I Glycolysis
en MEIE’Wus—/- Apoptosis disminuye ] Myc targets V2
rop en MEL Was/- Unfolded protein response

Myogenesis

IL6/JAK/STAT3 signaling pathway
Notch signaling pathway

Whnt Beta Catening signaling

Fatty acid metabolism
Adipogenesis

Heme metabolism
Cholesterol homeostasis
PI3k/AKT/MTOR pathway

30

C
Pott Eroll Mif
P Enotb Sgler?llpz
.
Erbb3 Pgk1 Ldha N
Plat Mif Galk1 w
Pygl e,
Me2 no:
Gnats Nsdhl Pk
Tnf PKIr
1sg20 Ndrg1
Psen2 Col5al Pgk
" Gys1 Gpit
Pdgfrb b Slc16a3 Car2
sant ES P4hat Adm
@ S Dait4 8 Baig
2 Rhob > Cacnath é Gys1
- m P4hat
s pdcds O Me o Pana2 °
o Sgstm1 Pdha2 T S
2 o Axd Shar - 2
Ddit3 Fam162a Fam162a o 1
Pgam1 Pgmi e
A3 Léha i o 0
Gadd45a Galk1 ﬁ'scs:; -1
Hk2
Lgals3 Eno2 Erotly -2
b Hspas iV
Mboat2
Aldoc
Cde9 Tent5c [ Col5at
For Rap1gap [ Isg20
Acslé Anxa2
Sptant Slc30a10 Syncrip
Slc2at Srsf2
Dtx2 2 Paha21 é{éﬁ‘e”s%
Psen21 7] Cpox Odct
= T Hira2 o Tardbp
o Mami2 Sptal b Lsm7.
5 Ppox 2 Ldhal
z Dix4 Golm x18
Gm10131 ~
Hes1 gﬁ ki1 ™
elenbp2 Nop56 a
St3galé Add2 Hn?npd o-
v w ' - -3
BExZg TIE%a 83=%a
33238 $35%% 230°%
> o 22 > o
oo D@ Ly=
== $L= ==
L J

FIGURA 11. CLASIFICACION DE GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS USANDO LA COLECCION DE
FIRMAS GENETICAS DE GSEA. Los transcriptomas de MEL y MEL Was™ fueron analizados mediante el
Gene Set Enrichment Analysis contra un total de 50 firmas genéticas. Se muestran los grupos de genes
con sobreexpresion (A) y aquellos cuya expresion disminuye significativamente en MEL Was™ con

respecto a MEL (B). Los nimeros dentro de cada grafico representan el nlimero exacto de genes

presente en cada categoria. Los mapas de calor muestran la expresion de genes anotados
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funcionalmente en MEL Was™", MEL Btk”, MEL y MEL-R (C). La intensidad de los colores naranja y

verde indica un mayor o menor nivel de expresion, respectivamente, representada por logCPM.

Contrariamente a lo encontrado en el analisis de ORA usando KEGG, se observé que
la via de sefializacion de p33 esta sobreactivada en las células MEL Was™, sugiriendo
que los subconjuntos de genes relacionados a p53 estan regulados en formas opuestas

(regulacion positiva y negativa) por el gen Was.

La figura 11 B muestra grupos funcionales enriquecidos en genes cuya expresion
disminuye en las células MEL Was™, entre los cuales resaltan aquellos relacionados a
funciones metabdlicas, tales como glicolisis, hipoxia, metabolismo de 4cidos grasos,
homeostasis de colesterol y biosintesis del grupo hemo, lo cual sugiere nuevamente

un rol de Was en la regulacion del metabolismo celular de los proeritroblastos.

En la figura 11 C se observa en detalle la expresion de cada uno de los genes
pertenecientes a los grupos funcionales identificados en la colecciéon de firmas
genéticas usando GSEA, incluyendo ademas MEL Btk y MEL-R. Es importante
resaltar que los perfiles de expresion génica de los grupos MEL Was™ y MEL Btk
presentan un alto grado de similitud a lo largo de las colecciones de firmas genéticas

analizadas.

Por otro lado, es importante destacar que en ausencia de Was se observd un patron de
disminucién en la expresion de las dianas de c-Myc y E2f. Esto podria sugerir una
posible regulacion positiva entre Was y estos oncogenes dentro del contexto eritroide.
Por ultimo, entre los grupos con disminucion de expresion génica se identificé el grupo
de genes relacionados de biosintesis del grupo hemo (Fig. 11 C), cuyos niveles

disminuyen significativamente tanto en MEL Was”y MEL Brk™".
Tomados en conjunto los datos sugieren que la expresion de Was en progenitores

eritroides estaria relacionada con la regulacion de vias metabolicas, la proliferacion

celular y la regulacion de la biosintesis del grupo hemo.
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4.7 Comparacion de los grupos funcionales identificados mediante

métodos distintos

Con el objetivo de aumentar la fiabilidad de la anotacion funcional, los resultados
obtenidos usando ambos métodos fueron comparados para identificar grupos
funcionales comunes. Como se observa en la figura 12, al intersectar grupos
funcionales obtenidos mediante GSEA, usando sus firmas genéticas, y ORA usando
KEGG, se encontraron cuatro grupos funcionales comunes: glicolisis, via de
senalizacion Notch, apoptosis e hipoxia (HIF-1). Estos resultados refuerzan la
fiabilidad de los grupos funcionales identificados. Debido a su significancia en el
contexto eritroide, los perfiles de expresion de genes pertenecientes a algunos de estos
grupos, juntamente con otros grupos funcionales importantes para la diferenciacion

eritropoyética, fueron analizados con mayor profundidad.

Coleccién de firmas

Pathways en KEGG usando
genéticas en GSEA ORA

FIGURA 12. COMPARACION DE LAS ANOTACIONES FUNCIONALES USANDO DIFERENTES METODOS. El
diagrama de Venn muestra grupos funcionales comunes entre las anotaciones funcionales para KEGG

y GSEA, cuyos valores de significancia son inferiores a 0.05 y 025, respectivamente

4.8 Comparacion de los grupos funcionales identificados en MEL Was™

con células de pacientes con sindrome de Wiskott-Aldrich

Dada la relacion de Was con el sindrome al cual debe su nombre, también fueron

comparados los resultados de GSEA obtenidos a partir de la comparacion de MEL

55



Was”~ y MEL, con resultados obtenidos de la comparacion de muestras de macrofagos
de pacientes con SWA y células isogénicas con un rescate de Was (Materiales y

métodos 3.2.2).

Como se muestra en la figura 13, se identificaron un total de ocho grupos funcionales
comunes, los cuales corresponden a las firmas genéticas de: las dianas de c-Myc,
hipoxia, dianas de E2f, respuesta al interferon alfa y respuestas al interferon gamma,
huso mitotico, via de sefalizacion TNFA y G2M checkpoint. Si bien estos grupos
funcionales son comunes entre pacientes SWA y células eritroleucémicas con delecion
de Was, en algunos casos, la tendencia en la expresion fue distinta. Concretamente, en
MEL Was™ los grupos funcionales relacionados con las dianas de c-Myc, hipoxia,
dianas de E2f, respuesta al interferon alfa y respuestas al interferon gamma, huso
mitotico, via de sefializacion TNFA y G2M checkpoint se observé un amento en la
expresion y una disminucion en las dianas c-Myc, E2f, hipoxia y el G2M checkpoint.
Este hallazgo sugiere que, si bien WASp estaria involucrado en la regulacion de estos

grupos funcionales, su rol como activador o inhibidor seria dependiente del contexto.

Macréfagos de pacientes con
syndrome Wiskott-Aldrich

Proeritroblastos murinos con
delecién del gen Was

FIGURA 13. COMPARACION DE LAS ANOTACIONES FUNCIONALES CON MUESTRAS DE PACIENTES CON
SWA. El diagrama de Venn muestra grupos funcionales comunes entre los resultados de analisis de
enriquecimiento de genes realizados comparando transcriptomas de MEL Was™ con respecto a MEL
(en verde) y transcriptomas de macroéfagos de pacientes con el sindrome Wiskott-Aldrich con respecto
a células isogénicas con rescate del gen Was (en naranja). Fueron considerados como grupos

significativos aquellos con un valor de p ajustado (método BH) inferior a 0.25.
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Estos resultados demuestran que nuestras muestras, en las cuales no hay expresion de
la proteina WASp, presentan un alto grado de solapamiento, en términos de grupos
funcionales identificados, con muestras de pacientes con SWA. Los resultados
obtenidos sugieren que las categorias funcionales identificadas comunes entre los
modelos humano y murino, podrian ser consideradas como claves para el estudio del

sindrome a nivel molecular.

4.9 Analisis de patrones de expresion de genes pertenecientes a las
principales categorias funcionales identificadas usando
transcriptomas de estadios finales de la diferenciacion eritroide y
modelos de reprogramacion de la diferenciacion en células

eritroleucémicas.

Con el objetivo de contextualizar las posibles funciones de Was en los estadios finales
de la eritropoyesis y la reprogramacion de células eritroleucémicas, se compararon los
perfiles transcriptomicos de los grupos funcionales identificados con transcriptomas
correspondientes a estadios finales de la eritropoyesis y datos transcriptdmicos
obtenidos al comparar células MEL cultivadas en presencia o ausencia del agente

inductor DMSO.
4.9.1 Analisis de expresion de genes relacionados con apoptosis

Uno de los principales y mdas estudiados procesos celulares es la apoptosis. Este
proceso no solo es importante para el balance en la produccion de eritrocitos, sino
también es fundamental para la maduracion de éstos. En la figura 14 A se puede
observar un estricto patrén de sobreexpresion de genes relacionados con apoptosis
tanto en MEL Was”-como en MEL Btk”~ con respecto a MEL y MEL-R, lo cual sugiere
un rol de Was y Btk como reguladores negativos de la apoptosis. Al analizar la
expresion de los mismos genes anotados funcionalmente en estadios finales de
eritropoyesis (Fig. 14 B), se observo un incremento de la expresion en la mayoria

genes analizados a lo largo de la diferenciacion, lo cual coincide con estudios previos
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que demostraron un aumento de la expresion de genes relacionados apoptosis en

estadios finales de la diferenciacion (Keerthivasan, et al. 2011).

Al comparar el mismo grupo de genes en muestras de reprogramacion de células
eritroleucémicas se encontr6 que, de manera similar a lo que observado en MEL Was
/- (Fig. 14 C), en células MEL cultivadas en presencia del agente inductor DMSO
(MEL induced) existe una tendencia hacia la activacion de los genes analizados, con

excepcion de algunos genes cuya expresion disminuye (Fig. 14 D).

Tomados en conjunto, nuestros resultados demuetran que el patrén de
expresion de genes relacionados apoptosis observado en MEL Was™” es similar al
observado en los estadios finales dela diferenciacion eritroide, lo cual sugiere un rol

regulador de Was sobre la apoptosis en el contexto eritroide.
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FIGURA 14. PERFIL DE EXPRESION DE GENES INVOLUCRADOS EN APOPTOSIS. Los mapas de calor
muestran la expresion de genes involucrados en apoptosis comparando muestras de MEL Was™, MEL

Btk”, MEL y MEL-R (A) y diferentes estadios de la diferenciacion eritroide: proeritroblasto (Pro-¢),
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eritroblasto basofilico (Baso), policromatofilicos (Poly) y ortocromatico (Orto) (B). La intensidad de
los colores naranja y verde indica un mayor o menor nivel de expresion, respectivamente, representado
por logCPM. Graficos de barras representado la expresion de genes involucrados en apoptosis en
funcion al logFC comparando MEL Was™ con respecto a MEL (C) y células MEL cultivadas en
ausencia (MEL uninduced) o presencia del agente inductor DMSO durante 96 horas (MEL induced) (D).

4.9.2 Analisis de expresion de genes pertenecientes a la via de sefializacion de

HIF

La hipoxia es una condicion caracterizada por bajos niveles de oxigeno (Tang et al.
2013). Esta condicion es el resultado de cualquier tipo de desperfecto en el suministro
de oxigeno que comprometa los requerimientos bioldgicos. Uno de esos desperfectos
es el cancer, en donde células tumorales incrementan de forma excesiva los
requerimientos de oxigeno, causando modificaciones en la expresion de genes para

alcanzar los niveles requeridos de oxigeno.

El factor HIF-1 inducido por la hipoxia (HIF, por Hypoxia Inducible Factor) es un
complejo proteico que incrementa la expresion de genes especificos en presencia de
bajas concentraciones de oxigeno. Con el objetivo de dilucidar el patron de expresion
de genes involucrados en la via de senalizacién de HIF dentro del contexto eritroide,
se procedio a la comparacion del cambio de expresion de los genes identificados entre
las células eritroleucémicas de nuestro modelo (MEL Was™-, MEL Btk”-, MEL y MEL-
R) y en los diferentes estadios de la maduracion final de la eritropoyesis

(proeritroblasto, eritroblasto basofilico, policromatofilicos y ortocromatico).

Como se muestra en la figura 15 A, los genes involucrados en la senalizacion HIF,
cuya expresion disminuye significativamente en MEL Was™"y MEL Btk™", presentan
un patron de expresion opuesto en MEL y MEL-R. En el contexto de diferenciacion
eritroide, nuestros resultados muestran un silenciamiento paulatino en la mayoria de
los genes relacionados a HIF a lo largo de los estadios finales (Fig. 15 B). Estos

resultados demuestran que el perfil de expresion de genes relacionados con HIF de las
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células MEL Was”"y MEL Btk es similar al observado en los estadios terminales de

la eritropoyesis.
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FIGURA 15. PERFIL DE EXPRESION DE GENES INVOLUCRADOS EN HIPOXIA (ViA DE SENALIZACION DE HIF-
1). Los mapas de calor muestran la expresion de genes involucrados en apoptosis comparando muestras
de MEL Was", MEL Btk”, MEL y MEL-R (A) y diferentes estadios de la diferenciacion eritroide:
proeritroblasto (Pro-e), eritroblasto basofilico (Baso), policromatofilicos (Poly) y ortocromatico (Orto)
(B). La intensidad de los colores naranja y verde indica un mayor o menor nivel de expresion,
respectivamente, representado por logCPM. Gréficos de barras representado la expresion de genes
involucrados en apoptosis en funcién al logFC comparando MEL Was™ con respecto a MEL (C) y
células MEL cultivadas en ausencia (MEL uninduced) o presencia del agente inductor DMSO durante

96 horas (MEL induced) (D).

Por ultimo, también se compararon los perfiles de expresion de la via de sefializacion
de HIF con muestras del modelo de reprogramacion eritroleucémica. En la figura 15
C se muestra una clara desregulacion del perfil de expresion, con una tendencia a la

disminucion de genes de la via de sefializaciéon HIF en la ausencia de Was, lo cual
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sugiere una relacion de regulacion positiva entre Was y HIF, mientras que en células
MEL inducidas a la diferenciacion, no se observo una tendencia clara con respecto a

la expresion de genes relacionados a hipoxia.

Nuestros resultados demuestran que el patron de expresion de genes de la via de
sefializacién HIF-1 observado en MEL Was™" es similar al observado en los estadios

finales de la diferenciacion eritroide.

4.9.3 Analisis de expresion de genes diana de c-Myc

La familia de genes MYC esta compuesta por c-Myc, n-Myc y [-Myc. Los integrantes
de MYC son factores de transcripcién que juegan un rol importante en la regulacion
de la diferenciacion y proliferacion celular. Las anomalias en la expresion de
miembros de MYC resultan en la promocion y mantenimiento de células tumorales en

numerosos tipos de cancer, incluidas la leucemia linfoide y mieloide (Xu et al. 2017).

En la figura 16 A, se observa la disminucién de la expresion de dianas de c-Myc en
células MEL con deleciones bialélicas de Was y Btk, con respecto a MEL y MEL-R.
En lo que respecta a los estadios finales de la diferenciacion eritroide, se observo una
tendencia a la disminucion de la expresion de las dianas de c-Myc conforme al avance
hacia estadios finales, tal como se muestra en la figura 16 B. En ese sentido, nuestros
resultados sugieren que el perfil de expresion de las dianas de c-Myc en células MEL

Was™ se asemeja a los estadios finales del proceso de diferenciacion eritroide.

De manera similar a lo observado en MEL Was™ (Fig. 16 C), la expresion de dianas
de c-Myc sufre una notable disminucién de expresion en células MEL diferenciadas
(Fig. 16 D). Estos resultados demuestran que el patron de expresion de genes dianas
de c-Myc observado en MEL Was™ es similar al observado en los estadios finales de
la diferenciacion eritroide y sugiriendo un rol de Was como regulador positivo de c-

Myc dentro del contexto eritroide.
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FIGURA 16. PERFIL DE EXPRESION DE DIANAS DE C-MYC. Los mapas de calor muestran la expresion de
dianas de c-Myc comparando muestras de MEL Was™, MEL Btk”, MEL y MEL-R (A) y diferentes
estadios de la diferenciacion eritroide: proeritroblasto (Pro-e), eritroblastos basofilico (Baso),
policromatofilicos (Poly) y ortocromatico (Orto) (B). La intensidad de los colores naranja y verde indica
un mayor o menor nivel de expresion, respectivamente, representado por logCPM. Los graficos de
barras muestran la expresién de dianas de c-Myc comparando: MEL Was™ con respecto a MEL (C) y
células MEL cultivadas en ausencia (MEL uninduced) o presencia del agente inductor DMSO durante

96 horas (MEL induced) (D).

4.9.4 Analisis de la expresion de genes que codifican para proteinas que regulan

la biosintesis del grupo hemo.

El grupo hemo es un grupo no aminoécidico que contiene hierro y puede ser
encontrado en una variedad de proteinas. Su sintesis consiste en un proceso enzimatico

de ocho pasos, cuatro de ellos mitocondriales y cuatro citosolicos (Ajioka, Phillips et
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al. 2006). Entre las multiples funciones del grupo hemo, se encuentra la de ser el
componente encargado del transporte de oxigeno en la hemoglobina, proteina
caracteristica del linaje eritroide. Las disrupciones en cada uno de los ocho procesos
enzimaticos estan asociadas con enfermedades cuyos sintomas estdn bien
caracterizados. En estadios finales de la diferenciacion eritroide, se incrementa la
demanda de hierro y del grupo hemo. Por este motivo, la sintesis del grupo hemo esta

ligada a la maduracion final de eritroblastos (Chung, Chen et al. 2012).
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FIGURA 17. PERFIL DE EXPRESION DE GENES INVOLUCRADOS EN EL METABOLISMO DEL GRUPO HEMO.
Los mapas de calor muestran la expresion de genes responsables del metabolismo del grupo hemo,
comparando muestras de MEL Was™, MEL Btk”, MEL y MEL-R (A) y diferentes estadios de la
diferenciacion eritroide: proeritroblasto (Pro-e), eritroblasto basofilico (Baso), policromatofilicos (Poly)
y ortocromatico (Ortho) (B). La intensidad de los colores naranja y verde indica un mayor o menor
nivel de expresion, respectivamente, representado por logCPM. Los graficos de barras muestran la
expresion de genes del metabolismo del grupo hemo comparando MEL Was™ con respecto a MEL (C)
y células MEL cultivadas en ausencia (MEL uninduced) o presencia del agente inductor DMSO durante

96 horas (MEL induced) (D).
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Al comparar la expresion de genes involucrados en la biosintesis del grupo hemo se
observé una disminucion general de la expresion en los grupos MEL Was™y MEL Btk
”, que fue parcial en el caso de MEL-R, con respecto a la linea parental MEL (Fig. 17
A). Tal como era de esperar, se constatd un incremento en la expresion de genes
relacionados a la biosintesis del grupo hemo a lo largo de la diferenciacion eritroide

(Fig. 17 B).

Al contrario de lo observado en ausencia de Was (Fig. 17 C), en células MEL no
inducidas e inducidas a la diferenciacion con DMSO, se observo una tendencia hacia
el aumento de expresion de genes involucrados en la biosintesis del grupo hemo (Fig.
17 D), en concordancia con lo observado en estadios terminales de la diferenciacion
eritroide. Nuestros datos demuestran una tendencia opuesta en el patron de expresion
de genes involucrados en la biosintesis de grupo hemo en MEL Was™ y en los estadios
finales de la diferenciacion eritroide, lo cual sugiere que Was estaria relacionado con

la sintesis del grupo hemo.

4.10 Comparaciéon de genes diferencialmente expresados en MEL Was™y

MEL-R con respecto a MEL

Un estudio previo de RNA-Seq identifico a Was como uno de los genes cuya expresion
disminuye en las células MEL-R con respecto a la linea parental MEL (Fernandez-
Calleja, 2017). Paralelamente, se comprobd que el promotor del gen codifica para la
proteina WASp estd metilado y, por lo tanto, inactivo en MEL-R. En un trabajo
posterior se llevo a cabo la delecion de Was en células MEL y se demostr6é que, a
diferencia de las células MEL-R, las células MEL Was™ son capaces de retomar el
programa de diferenciacion eritroide en presencia del agente inductor HMBA
(Fernandez-Calleja, 2019). Estos resultados sugieren que la ausencia de Was no estaria
directamente relacionada con la resistencia a los agentes inductores de las células

MEL-R.
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GDEs en
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GDEs en
MEL-R vs MEL

Firmas genéticas
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Was” vs MEL
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FIGURA 18. COMPARACION DE GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS Y GRUPOS FUNCIONALES ENTRE
MEL Was”, v MELR. El diagrama de Venn muestra el solapamiento de 504 genes diferencialmente
expresados tanto entre MEL Was™ como en MEL-R con respecto a MEL, dejando 1934 genes
exclusivos para MEL Was™ y 1166 exclusivos para MEL-R (A). En el diagrama de Venn se muestra el
solapamiento de 4 grupos funcionales, obtenidos mediante GSEA (firmas genéticas), comparando MEL
Was™”y MEL-R con respecto a MEL (B).

La ausencia de expresion de Was, a nivel de mRNA vy proteina, es una caracteristica
compartida entre MEL Was™- y MEL-R. Debido a este punto en comun, se procedio a
comparar estos transcriptomas con respecto a la linea parental MEL, con el objetivo
de conocer el grado de solapamiento entre ambas lineas celulares en términos de genes
diferencialmente expresados y su anotacion funcional. Como se observa en la figura
18 A, fueron identificados 504 genes comunes entre ambas comparaciones, nimero
que representa al 26% y 30% de los GDEs identificados en MEL-R y MEL Was™ con

respecto a MEL, respectivamente.
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En cuanto a los resultados de las anotaciones funcionales, tal como se muestra en la
figura 18 B, existe solapamiento de 4 firmas genéticas: union apical, respuesta al
interferon alfa, respuesta al interferon gamma, hipoxia, al comparar los perfiles de
expresion entre MEL-R y MEL Was™ con respecto a la linea parental MEL. Sin
embargo, si bien se observaron vias comunes, estos grupos funcionales estan
sobreactivados en MEL Was™ con respecto a MEL, mientras que su expresion es

significativamente menor en MEL-R con respecto a MEL.

En conjunto, nuestros resultados muestran que si bien existen grupos funcionales
comunes entre MEL-R y MEL Was™", se observa una tendencia opuesta en los patrones
de expresion de los GDEs, lo cual plantea la hipdtesis de que la inactivacion de Was
en MEL-R podria estar compensada parcialmente por otros miembros de la familia

WASP.

4.11 Analisis de la expresion de genes que codifican para miembros de la

familia WASP

WASDP es el miembro fundador de una familia de factores promotores de la nucleacion
de actina que incluye al menos cinco subfamilias, (1) WASp y neuronal-WASp (N-
WASp; también conocido como WASL), (2) las tres isoformas homologas de
verprolina de la familia WASP (WAVE1 — WAVE3; también conocidas como SCAR1
— SCAR3 y WASFI1 — WASF3), (3) el homologo de WASp asociado con actina,
membranas y microtibulos ( WHAMM), (4) el homologo WASp y SCAR (WASH;
también conocido como WASHC1), y (5) proteina reguladora mediadora de la uniéon
(JMY) (Alekhina et al., 2017). A pesar de que todos contienen dominios Uinicos, todos
ellos conservan el dominio VCA requerido para la polimerizacion de actina. Debido
al alto grado de conservacion, han demostrado que los miembros N-WASp y WAVE2,
pueden compensar la pérdida de WASp, asistiendo en la restauracion del citoesqueleto

de actina (Isaac et al., 2010; Kuznetsov et al., 2017).
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FIGURA 19. PERFIL DE EXPRESION DE GENES DE LA FAMILIA WASP. El mapa de calor de la expresion de
genes pertenecientes a la familia WASP en: MEL, MEL-R, MEL Btk”", MEL Was™” (A). y diferentes
estadios de la diferenciacion eritroide: proeritroblasto (Pro-e), eritroblasto basofilico (Baso),
policromatofilico (Poly), ortocromatico (Orto) (B). La intensidad de los colores naranja y verde indica

un mayor o menor nivel de expresion, respectivamente, representado por logCPM.

Con el objetivo de identificar posibles compensaciones que tienen lugar en ausencia
de Was, se analizo la expresion de otros integrantes de la familia WASp. En la figura
19 A, se observa el perfil de expresion en las muestras secuenciadas. En MEL Was™
se observa un incremento en la expresion de Washcl (Complejo WASH) y Jmy con
respecto a MEL. En MEL Btk”" se observa que la mayoria de los miembros de la

familia WASP se expresan, con excepcion de Wasfl (WAVEL) y Wasl (N-WASp),
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los cuales, junto con Jmy, muestran un aumento de expresion en MEL-R, con respecto
a la linea parental. El andlisis transcriptdmico también demostrd que existen
diferencias en el patron de expresion de genes de la familia WASP entre MEL Was™
y MEL-R, lo cual podria explicar las diferencias observadas en el comportamiento de
los grupos funcionales identificados entre ambas muestras. Otro hallazgo importante
por destacar es que los mutantes MEL Bk’ expresan Was, a niveles similares a los

observados en la linea parental MEL.

En cuanto a la expresion de los miembros de familia WASP dentro del contexto de la
diferenciacion eritroide seglin se observa en la figura 19 B, existe una disminucion en
la expresion de Was en estadios finales. Esta observacion estaria en linea con los
resultados de los apartados previos en los cuales los perfiles de expresion de MEL
Was™- mostraron una alta similitud con los perfiles de los estadios finales de la
diferenciacion, mas concretamente con el estadio de eritroblasto ortocromatofilico,
donde Was esté ausente. Sin embargo, se observo un aumento en la expresion de otros

miembros de la familia, como Was!/ (N-WASp), Wasf2 (WAVE2), Whamm 'y Jmy.

Luego de haber comparado el perfil de expresion de los distintos miembros la familia
WASP, se analizaron funciones bien estudiadas que estdn asociadas a la familia
WASP. Particularmente, aquellos procesos que también son importantes para la
maduracion de progenitores eritroides, entre ellos la autofagia y la degradacion
lisosomal, ambos relacionados con el proceso de enucleacion. Tal como se muestra en
las figuras 20 A y B, los genes relacionados a estos procesos se encuentran
sobreexpresados en MEL Was™”" con respecto a MEL, mientras que el patron de
expresion en MEL-R es similar al de la linea parental. Nuevamente se observo que las
células con la delecion de Btk, pueden recapitular el patron de expresion génica de

MEL Was™-.
Ademas, teniendo en cuenta el rol de supresor tumoral de Was identificado en otros

linajes (Menotti, et al. 2018), se analizaron los grupos funcionales que corresponden:

genes relacionados a la anafase y metafase mitotica, y genes relacionados al G2M
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checkpoint. En las figuras 20 C y D se muestra que para ambos grupos funcionales se
observaron disminuciones significativas tanto en MEL Was”- como en MEL Btk”~ con

respecto a MEL y MEL-R.
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FIGURA 20. PERFIL DE EXPRESION DE GRUPOS FUNCIONALES RELACIONADOS A FUNCIONES YA
IDENTIFICADAS DE LA FAMILIA WASP. El mapa de calor de la expresion de genes involucrados en
autofagia (A), lisosomas (B), anafase y mitofase (C) y G2M checkpoint (D), en las muestras de MEL,
MEL-R, MEL Btk”", MEL Was™". La intensidad de los colores naranja y verde indica un mayor o menor

nivel de expresion, respectivamente, representado por logCPM.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que la inactivacion de Was en MEL-R
podria estar parcialmente compensada por la activacion de otros miembros de la
familia WASP, en particular por genes que codifican para las proteinas N-WASp,
WAVE1 y JMY.
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4.12 Ampliacion de la anotacion funcional usando la base datos GO
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FIGURA 21. AMPLIACION DE LA ANOTACION FUNCIONAL DE GENES CUYA EXPRESION DISMINUYE EN MEL
Was™”. Los mapas de calor resumen la expresion de genes anotados funcionalmente por GSEA y
reanotados usando la base de datos Gene Ontology (GO). La intensidad de los colores naranja y verde

indica un mayor o menor nivel de expresion, respectivamente, representado por logCPM.

Con el objetivo de obtener mas informacion acerca de la anotacion funcional de genes
cuya expresion disminuye significativamente en ausencia de Was, se seleccionaron los
genes identificados mediante GSEA como més enriquecidos para la condicion MEL
para ser nuevamente categorizados mediante el método ORA, usando la base datos

GO. Tal como se observa en la figura 21, la ampliacion funcional muestra como
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resultado procesos que en su mayoria tienen lugar en el nucleo, entre los que se

encuentran la transcripcion, splicing, organizacion nuclear, asi como en la mitocondria.

En lo que respecta al grupo funcional de la transcripcion se observa un subconjunto
minoritario de genes que presentan un aumento de expresion en MEL Was”"y MEL
Btk-, mientras que los genes restantes, que representan la mayoria de los analizados,
tienden a una caida en la expresion tanto en MEL Was™ y MEL Btk”- con respecto a
MEL y MEL-R. En el resto de los grupos funcionales, correspondientes a splicing y
organizacion nuclear, se observo una disminucion generalizada de la expresion génica
en MEL Was”y MEL Btk con respecto a MEL y MEL-R. En cuanto a los genes
relacionados con mitocondria, se observo un patron de inactivacion de todos los genes

analizados tanto en MEL Was”* como en MEL Btk con respecto a MEL y MEL-R.

Estos resultados sugieren que, tanto en lo referente a la funcion nuclear de WASP
como su relacion con la estructura y funcionalidad de la mitocondria, MEL Was™y
MEL Btk presentan un patron de expresion similar para todos los grupos funcionales
analizados, que en todos los casos fue opuesto al observado en MEL-R. Por otro lado,
es importante destacar el posible rol de Was como regulador de la expresion de genes
relacionados a transcripcion, splicing y organizacion nuclear en progenitores

eritroides.

4.13 Analisis de la expresion diferencial de transcritos entre MEL Was”"y

MEL

Los andlisis realizados previamente detectaron diferencias en expresion génica total
entre las condiciones MEL y MEL Was™~. Estos andlisis toman en cuenta todas las
isoformas conocidas de un gen. Sin embargo, un mismo gen puede dar lugar a varias
isoformas, generadas a través de empalme o splicing alternativo del mRNA, pudiendo
tener efectos funcionales diferentes. Estos cambios en la expresion de isoformas han
sido reportados en varias enfermedades, entre ellos el cancer y desordenes

neurologicos (Zhang, 2013). Por otra parte, en el apartado anterior se reportd una

71



expresion diferencial de genes relacionados con transcripcion y splicing, lo cual

sugiere un posible rol de Was en la regulacién de ambos procesos.
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FIGURA 22. TRANSCRITOS DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS ENTRE MEL Y MEL Was™. Categorias
funcionales identificadas en funcion al nimero de genes (A). Mapa de calor de la expresion de genes
involucrados la maquinaria de splicing en MEL Was”~, MEL Btk”, MEL y MEL-R (B) y en células
MEL cultivadas en ausencia (MEL uninduced) o presencia del agente inductor DMSO (MEL induced)
durante 96 horas (C).

El analisis de expresion diferencial de isoformas entre las condiciones MEL y MEL
Was™", identifico 492 transcritos diferencialmente expresados que corresponden a 254

genes. En la figura 22 A se muestra la anotacion funcional de estos genes usando ORA,
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que asocia los transcritos diferencialmente expresados con dos categorias funcionales
de la base de datos KEGG, los cuales corresponden al spliceosoma y a ribosomas.
Estos resultados sugieren que Was podria estar jugando un papel importante en la
regulacion del splicing alternativo, los cual estaria en concordancia con los resultados

obtenidos en el apartado anterior (Fig. 21).

En la figura 22 B se muestra el perfil de expresion de genes involucrados en la
maquinaria de splicing. Tanto en MEL Btk”’~ como en MEL Was™ se constatd una
disminucion en la expresion de genes pertenecientes a esta categoria funcional con
respecto a MEL. Contrariamente a lo esperado, se observo un aumento en la expresion
de los genes de esta categoria en MEL-R, con respecto a MEL, desmarcando a este

grupo de todos los demas y sugiriendo una sobreactivacion del splicing en MEL-R.

En cuanto al perfil de expresion del spliceosoma en la reprogramacion de la
diferenciacion eritroide mediada por agentes inductores, se observo una tendencia
hacia la caida de expresion en células MEL cultivadas en presencia de DMSO (Fig.
22 C). Este hecho concuerda con la inactivacion de genes relacionados al
procesamiento de mRNA y proteinas observada en los estadios finales de la

diferenciacion tanto murina como humana (An, et al. 2014).

En la tabla 2 se muestran las isoformas identificadas como diferencialmente
expresadas para genes pertenecientes a la categoria de spliceosoma. En todos los
transcritos analizados se observd un cambio en la relacion entre la isoforma funcional,

mayoritaria en MEL, y las isoformas no funcionales, predominantes en MEL Was™".

Tomados en conjunto, nuestros datos sugieren que la ausencia de Was en células
eritroleucémicas promueve la disminucion de la expresion de genes relacionados a la
maquinaria de splicing, al mismo tiempo que favorece la expresion de isoformas no
funcionales de genes que codifican para componentes del splicesoma, lo cual podria

comprometer el correcto funcionamiento del spliceosoma.

73



TABLA 2. ISOFORMAS DE MRNA DIFERENCIALMENTE EXPRESADAS ENTRE MEL WAS-/- Y MEL

4 N
Gen Funcién biolégica Proporcién Isoformas  Proteina funcional
Zmat2 Componente del spliceosoma [ ENSMUST00000235399.1 M No

[ ENSMUST00000001419.1 Wsi
o ENSMUST00000230134.1 . N
Phf5a Componente del complejo =ENSMUST000000231179 W
SF3B (splicing factor) ENSMUST00000160415.1 No
MEL Was” -
Sf3bé Componente del spliceosoma [ ENSMUST00000218650.1 I No
[ ENSMUSTO0000046207.8 _E
me wos: [
Componente principal del MEL- s
. A ]
Snrpg  compleio SMN-Sm mplicad Bossomsss B
en el ensamblamiento de la ENSMUST00000204768.1 No
magquinaria snRNP. MEL Wus-/-l
MEL - I ENSMUST00000080622.8 Ws
Snul3 Componente del spliceosoma [ ENSMUST00000072904 4 .?\:c
ENSMUST00000230953.1 N
met wos" [N ’
- J
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5 DISCUSION

En trabajos previos se compararon los transcriptomas de la linea celular MEL-R, la
cual es resistente a agentes inductores de la diferenciacion, y su linea parental MEL.
Dentro de los genes diferencialmente expresados, destacaron un grupo de genes
relacionados a la organizacion del citoesqueleto de actina, cuya expresion disminuye
significativamente en MEL-R con respecto a MEL (Fernandez-Callejas et al., 2017).
Como candidatos para estudiar posibles implicaciones en la diferenciacion eritroide
se escogieron los genes Was y Btk, debido a su relaciéon con la organizacion y
polimerizacion del citoesqueleto de actina, ademds de estar asociados con
enfermedades hematoldgicas que varian de leves a severas (Catucci et al. 2012

Hendriks et al., 2014).

Estudios posteriores demostraron que la delecion de Was es insuficiente para bloquear
la respuesta a los agentes inductores (Ferndndez-Callejas et al., 2019). Sin embargo,
aunque los pacientes con SWA presentan anemia hemolitica dentro del cuadro clinico,
el rol de Was en el contexto eritroide sigue siendo inexplorado. Teniendo en cuenta
este aspecto y el hecho de que Was presenta una expresion diferencial en
célulaseritroleucémicas resistentes a los agentes inductores de la diferenciacion, en el
presente estudio se investigaron las posibles funciones moleculares de Was dentro del
linaje eritroide, mds especificamente en proeritroblastos. Nuestros resultados sugieren
un rol importante de Was en la regulacion del proceso de apoptosis, el metabolismo
celular, la biosintesis del grupo hemo y el procesamiento alternativo de pre-mRNA,
procesos implicados en la diferenciacion y maduracion de progenitores eritroides (Liu

etal.,2017).
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5.1 Convergencia de anotaciones funcionales

En células hematopoyéticas, el gen Was es uno de los principales reguladores de la
organizacion del citoesqueleto de actina en el citoplasma (Thrasher et al., 2010).
Ademas de esta funcion, Was, siempre a través de su relacion con la polimerizacién
de actina, ha sido asociado con otros importantes procesos celulares tales como: la
organizacion nuclear, el procesamiento de pre-mRNA, la apoptosis, la transcripcion y
la diferenciacion de linajes hematopoyéticos (Kuznetsov et al., 2017). Es importante
destacar que la mayoria de estas funciones han sido caracterizadas en el linaje linfoide
y, en menor medida, en el mieloide, debido a su relaciéon directa con la
inmunodeficiencia y trombocitopenia observada en pacientes con SWA. Sin embargo,
aunque no se detectd expresion de Was en células en estadios finales de la
diferenciacion eritroide (Rivers et al., 2017), ain sabemos poco acerca de su rol en

durante la eritropoyesis.

Los resultados de las anotaciones funcionales mediante diferentes métodos en
progenitores eritroides con delecion del gen Was, mostraron el solapamiento de cuatro
grupos funcionales entre los cuales se encuentran: la glicélisis, la via de sefializacién
Notch, la apoptosis y la hipoxia. Estudios anteriores han relacionado algunos de estos
grupos funcionales con Was. Un trabajo previo ha demostrado que la disminucién de
uno de los genes mas conocidos implicados en la glicélisis, la Aldolasa, es capaz de
inhibir funciones relacionadas a WASp (Ritterson et al., 2012). Ademds, mutaciones
conocidas de Was impiden el correcto reclutamiento de proteinas pertenecientes al
complejo SWI/SNF, afectando la remodelacion de la cromatina, y desregulando la
expresion de genes de la via de sefalizacion Notch (Sarkar et al., 2014). Por otro lado,
estudios recientes indicaron que la disminucion de la expresion de Was es suficiente
para desregular la estructura y funcionamiento mitocondrial (Rivers et al., 2020),
ambos procesos regulados por genes relacionados a hipoxia (Fuhrmann et al., 2017).
Por ultimo, deficiencias en la expresion de Was también han sido relacionadas con un
incremento de apoptosis dependiente de mitocondria (Obydennyi et al., 2020), lo cual
refuerza el posible rol de Was en la regulacion del funcionamiento de la mitocondrial

y la apoptosis.
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La comparacion entre los resultados de la anotacion funcional de proeritroblastos y
macréfagos de pacientes con SWA, confirmé que la ausencia de Was, en especies y
linajes hematopoyéticos distintos, resulta en una desregulacién en los grupos
funcionales de dianas de c-Myc, hipoxia, interfer6n alfa y gamma, la via de
sefalizacion TNFA, dianas de E2F, G2M checkpoint y el huso mitético. Varios de
estos grupos funcionales ya han sido asociados y caracterizados en pacientes con SWA.
Entre ellos se encuentran los interferones alfa y gamma, asi como TNFA, cuya
sobreexpresion juega un rol crucial en el desarrollo de enfermedades autoinmunes

(Steinman et al., 2007).

En conjunto, nuestros datos muestran que, incluso en contextos diferentes, la ausencia
de WASp provoca una desregulacion de los grupos funcionales comunes, los cuales
representan candidatos fiables a ser profundizados experimentalmente para el estudio

de las bases moleculares del SWA en distintos linajes hematopoyéticos.

52 Rol de Was en la regulacion de procesos relacionados con la

diferenciacion eritropoyética

En respecta al rol de Was en la diferenciacion eritroide, los resultados del presente
trabajo mostraron que desde el estadio de proeritroblasto hasta el de eritroblasto
ortocromatico, hay una disminucién gradual en la expresion de Was. Ademas, es
importante destacar que los perfiles de expresion de apoptosis, HIF-1y c-Myc en MEL
Was, presentaron una gran similitud con los patrones de expresion de células MEL
inducidas a la diferenciacion con DMSO, asi como con los perfiles de expresion de
estadios terminales de la diferenciacion eritroide. Estos resultados sugieren que la
disminucion de expresion de Was seria necesaria para la maduracion hasta el estadio
de eritroblasto ortocromatico, asi como para la reprogramacion de la diferenciacién
celular en proeritroblastos mediante agentes inductores (DMSO). En caso de ser
confirmados experimentalmente, estos hallazgos podrian ser profundizados en

muestras de pacientes SWA con mutaciones causantes de la sobreactivacion de WASp,
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clinicamente denominada como XLN (X-linked neutropenia), lo que permitiria

confirmar la funcién de Was y el efecto de su sobreactivacion en el contexto eritroide.

Por otro lado, nuestros datos sugieren que la ausencia de Was ocasiona una
disminucion en la expresion de un grupo de genes relacionado con la biosintesis del
grupo hemo, grupo cuya correcta expresion es requerida en estadios tardios terminales
de la diferenciacion. Contrariamente a lo observado en MEL Was™-, en estadios finales
de la diferenciacion eritroide y en células MEL diferenciadas en presencia DMSO se
observo una tendencia al aumento de expresion de este grupo de genes, lo cual es de
esperar teniendo en cuenta el rol fundamental del grupo hemo en la funcionalidad de
los eritrocitos. Por tanto, la caida en la expresion de genes responsables de la
biosintesis del grupo hemo observada en MEL Was”- comprometeria la funcionalidad
de los eritrocitos de pacientes con SWA y podria estar relacionada con formas no

autoinmunes de anemia hemolitica reportadas en pacientes (Sokolic et al., 2014).

Trabajos previos también mostraron que MEL Was”y MEL-R presentan defectos en
la organizacion del citoesqueleto de actina debido a la ausencia de Was (Fernandez-
Callejas et al., 2019). Esta ausencia es una caracteristica compartida por ambas lineas
celulares y ocurre tanto nivel de mRNA como de proteina. Ademas, es sabido que la
ausencia de WASp puede ser compensada por ciertos miembros de la familia WASP,
debido al alto grado de homologia de dominios que presentan. Los resultados del
andlisis de la expresion de los miembros de esta familia sugieren que en ausencia de
Was se produce un aumento en la expresion de dos miembros, Washcl y Jmy, ambos
responsables de la polimerizacion de actina, en lisosomas (Wash) y en citoplasma, asi
como de la regulacion de pS3 en el nucleo (Jmy). Resulta llamativo que dos miembros
de la familia WASP, N-WASp y WAVE2, previamente identificados como genes que
compensan la ausencia de WASp (Isaac et al., 2010; Kuznetsov et al., 2017),
presentaron un aumento de su expresion tanto en MEL-R como en estadios finales de
la diferenciacion eritroide, pero no asi en MEL Was™". Estos diferentes mecanismos de
compensacion de la ausencia de WASp, podrian explicar, al menos en parte, las

diferencias observadas en cuanto al comportamiento de los grupos funcionales
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analizados en MEL Was” y MEL-R, los cuales difieren en los patrones de expresion

de todos los grupos funcionales analizados.

En conjunto, los resultados de la presente tesis sugieren que la expresion de Was es
prescindible para la maduracion morfologica de los progenitores eritroides. Sin
embargo, la ausencia de Was podria desregular ciertos procesos importantes para el
contexto eritroide, como la expresion de genes responsables de la biosintesis del grupo
hemo, lo cual se constituye en una primera evidencia del rol de Was dentro del

contexto eritroide.

5.3 Rol de Wasen la regulacion de la expresion de dianas oncogenes en

progenitores eritroides

En la médula 6sea, varios factores de transcripcion controlan la expresion de genes
cruciales para mantener el balance en los diferentes linajes hematopoyéticos. Los
resultados de nuestros andlisis mostraron el rol regulador de Was sobre dos conocidos

oncogenes del linaje eritroide.

El factor de transcripcion E2f es conocido por jugar un papel fundamental en la
proliferacion celular y regula la expresion de varios genes que codifican para proteinas
involucradas en numerosas funciones bioldgicas. En la gran mayoria de tumores
malignos en humanos, E2f se encuentra desregulado de forma contexto dependiente,
lo cual sugiere roles distintos, a veces contradictorios, en casi todos los tipos de cancer
(Meng et al., 2014). Trabajos previos mostraron que la desregulacion de E2f es capaz
de bloquear la diferenciacion terminal de células del linaje mieloide, provocando una
marcada proliferacion de células inmaduras (Gibbs et al., 2008). Nuestros resultados
mostraron que la ausencia de Was es suficiente para disminuir el nivel de la expresién

de genes dianas de E2f.

Otra conocida familia de factores de transcripcion es la familia de oncogenes Myc, la
cual estd compuesta por c-Myc, n-Myc y [-Myc, y es conocida por su rol critico en la
proliferacion celular y las desregulaciones en su expresion se ha asociado a varios

tipos de cancer (Chen et al., 2018) Estudios previos reportaron que pacientes con
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eritroleucemia presentan una sobreexpresion de c-Myc y n-Myc, siendo capaz de
inducir el bloqueo la diferenciacion eritroide (Liu et al., 2017; Geiler et al., 2014).
Nuestros resultados demostraron que en ausencia de Was existe una marcada
disminucion de dianas de c-Myc, lo cual sugiere una posible accion reguladora a nivel
de expresion entre Was y c-Myc. Un estudio anterior demostré que Wash, otro
miembro de la familia WASP con un alto grado de homologia de dominio con WASp,
es capaz de suprimir tanto la activacion transcripcional de c-Myc como la de sus dianas
(Xia et al., 2014). Ademas, en el mismo estudio también se demostré que la ausencia
de Wash en células hematopoiéticas es suficiente para producir defectos en la
eritropoyesis causando citopenia y anemia severa. Por otro lado, c-Myc debido a su
rol de oncogén, también regula la expresion de genes involucrados en el metabolismo
celular y la sintesis de ribosomas, procesos necesarios para el estado proliferativo
(Dang, 2012). Llamativamente, varios de los procesos metabdlicos influenciados por
c-Myc, tales como el metabolismo de la glucosa, metabolismo de 4cidos grasos e
hipoxia, también mostraron una disminucién en su expresion génica en ausencia de
Was, lo cual refuerza el posible papel regulador de Was sobre la expresion de dianas

del oncogén c-Myc.

En relacién con el contexto eritroide, es importante recordar que, en estadios finales
de la diferenciacion, c-Myc sufre una disminucién en su expresion, hecho que coincide
con la caida de procesos relacionados a proliferacion, transcripcion y translacion (An
et al., 2014, Jayapal et al., 2010). Ademds, trabajos previos realizados en células
eritroleucémicas, demostraron que la expresion ectopica de Madl, antagonista de c-
Mpyc, el cual es capaz de inducir la diferenciacion de MEL-R en presencia de HMBA
(Fernandez-Nestosa et al., 2008). Nuestros resultados confirman que tanto en estadios
terminales de la diferenciacion eritroide como en células MEL cultivadas en presencia
de un agente inductor de la diferenciacion (DMSQO), se produce una caida en la
expresion génica de las dianas de c-Myc, lo cual coincide con la caida de la expresion

de Was y el patron de expresion observado en las células MEL Was™".

La relacién reguladora observada entre Was y los oncogenes c-Myc y E2f parece no

ser exclusiva del contexto eritroide. Nuestros resultados en macréfagos de pacientes
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con SWA, identificaron a las dianas de c-Myc y E2f entre los grupos resultantes de la
anotacién funcional. Sin embargo, esta relacion fue opuesta a la observada en MEL

Was™-, sugiriendo que la relacion Was con estos oncogenes es contexto dependiente.

Tomados en conjunto, nuestros datos evidencian que Was actuaria como un regulador
positivo de la expresion de las dianas de c-Myc y E2f en proeritroblastos En el contexto
de la diferenciacion eritroide, estos datos confirmarian la importancia de la
inactivacion de Was y su posible efecto sobre la inactivacion de c-Myc y E2f en los
estadios finales de la diferenciacién eritroide. Por otro lado, nuestros resultados
sugieren que el rol de supresor tumoral atribuido a Was en el linaje linfoide (Menotti

et al., 2019) podria variar en otros linajes hematopoyéticos.

5.4 Rol nuclear de Was: regulacion del splicingy el spliceosoma

El uso alternativo de exones se encuentra en mas del 90% de genes humanos. Sin
embargo, en los ultimos afios la desregulacion del splicing ha sido relacionada a un
gran numero de enfermedades humanas, incluidas ciertas patologias especificas del
linaje eritrode (Reimer et al., 2018). Defectos en la expresion y actividad de genes que
codifican para factores de splicing, dan lugar a isoformas aberrantes que favorecen el
cancer (Zhang et al., 2013). Un ejemplo son los sindromes myelodisplasticos (MDS)
en donde mutaciones en proteinas del centro regulador del spliceosoma, son
suficientes para producir una eritropoyesis defectuosa y aumentar la predisposicion a

leucemias mieloides agudas (Shukla et al., 2017).

Nuestros datos sugieren que la ausencia de Was favorece un cambio en el patrén de
expresion de los transcritos de genes relacionados con el spliceosoma, favoreciendo
especificamente la expresion de isoformas no funcionales. Ademas, se observé que la
ausencia de Was también ocasiona una disminucion generalizada en la expresion total
de genes relacionados al proceso de splicing. Este resultado coincide con
observaciones de otros grupos, que relacionaron formas truncadas de WASp con una
desregulacion en la expresion de genes relacionados con la maquinaria de splicing (Li

et al., 2018), lo cual apoya el posible rol de Was en el proceso de splicing.
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Dentro del contexto de la diferenciacion eritroide, un trabajo previo de Garcia-
Sacristan y colaboradores demostré que la exposicion de células MEL al HMBA
favorece la expresion de formas no funcionales de proteinas asociadas al spliceosoma,
mientras que en células no diferenciadas prevalece de expresion de isoformas
funcionales (Garcia-Sacristan et al., 2005). Es importante destacar que nuestros
resultados demostraron que tanto en células MEL cultivadas en presencia de un agente
inductor (DMSO) como en MEL-R hay un aumento en la expresion de genes
relacionados al spliceosoma (Fig. 22 B), siendo esta la unica caracteristica que

desmarco a las células MEL-R de su linea parental.

Dentro del contexto de la diferenciacion eritroide, un trabajo previo demostré que la
exposicion de células MEL a HMBA favorece la expresion de formas no funcionales
de proteinas asociadas al spliceosoma, mientras que en células no diferenciadas
prevalece la expresion de isoformas funcionales (Garcia-Sacristan et al., 2005). Estos
estarian en linea con nuestros resultados, ya que las células MEL-R fueron obtenidas
a partir exposicion constante de células MEL a agentes inductores, y en su perfil de
expresion se observo un aumento de expresion de genes relacionados a la maquinaria
de splicing (Fig. 22 B), lo cual por primera vez desmarca a las células MEL-R del
resto de los grupos de estudio. Esto también coincide con observaciones anteriores de
otros grupos, en donde ya se relaciond proteinas truncadas de WASp con una marcada
activacion de la expresion de genes relacionados a la maquinaria de splicing, lo cual

apoya el rol de Was en el proceso de splicing.

Por ultimo, trabajos anteriores sugieren un rol de Was en la actividad nuclear en el
contexto linfoide (Kuznetsov et al., 2017). En ese sentido, nuestros datos sugieren que
existe una disminucion general en el nivel de expresion de genes relacionados a la
organizacion nuclear en la ausencia de Was. Este hallazgo estd en concordancia con
estudios previos que demostraron que tanto la disminucidon de expresion como la
pérdida de la funcién en Wash y Was causan defectos en la organizacion estructural
de compartimientos nucleares tanto en Drosophila como en pacientes con SWA

(Verboon et al., 2015; Liet al., 2018).
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Tomados en conjunto nuestros datos sugieren que WASp regula la expresion de
transcritos de genes relacionados con la maquinaria de splicing, aumentando la
expresion de isoformas no funcionales, asi como también la expresion de genes

ligados a la organizacion nuclear.

5.5 WASp y BTK: interaccion y regulacion de funcional.

Trabajos previos en macréfagos, demostraron que las proteinas WASp y BTK
interactian fisicamente mediante sus dominios N-terminal (WASp) y SH3 (BTK),
formando un complejo cuya funcién es crucial para la activacion de la via de
sefializacion TLRs (Zoll-Like Receptors), la cual es una de las vias inductoras mds
potentes de la respuesta inflamatoria (Sakuma et al., 2014). Otros trabajos mostraron
que la inhibicion de la interaccion entre WASp y BTK resulta en una desregulacién
de la expresion de genes relacionados a la respuesta inflamatoria, entre los que se

encuentran TNFA, IL-6, IL-1 e IL-1p. (Sakuma et al., 2015).

Los resultados del analisis de transcriptomas de progenitores eritroides con deleciones
bialélicas de Btk y Was, realizados en el marco de la presente tesis, pusieron de
manifiesto un alto grado de similitud en sus perfiles de expresion a lo largo de todos
los grupos funcionales estudiados. Esto resulta muy llamativo, teniendo cuenta que las
células MEL Btk expresan Was, con niveles similares a los observados en la linea
parental MEL. En ese sentido, los resultados obtenidos demostraron que la ausencia
de Btk es capaz de replicar los perfiles de expresion observados en MEL Was -,
sugiriendo la importancia de BTK para la funcionalidad de la proteina WASp. En un
estudio previo, se demostré que la inhibicién de la interaccion WASp-BTK, a través
de anticuerpos que se unen especificamente al dominio N-terminal de WASp, es capaz
de evitar la fosforilacion de WASp. Nuestros resultados, sumados a estos hallazgos,
resaltan la importancia de la interaccion WASp-BTK y del rol de BTK en el correcto

funcionamiento de WASp (Sakuma et al., 2015).
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Ademas de la interaccion fisica entre WASp y BTK, interacciones regulatorias a nivel
de expresion también han sido reportadas previamente. En un trabajo anterior de
Ferndndez-Callejas y colaboradores, se demostr6 que en células MEL-R, en donde el
gen Btk estd metilado e inactivo, la expresion ectopica de Was es suficiente para

promover la expresion de BTK (Fernandez-Callejas et al., 2019).

Tomados en conjunto, nuestros resultados demostraron que la ausencia de Btk en
precursores eritroides recapitula los perfiles de MEL Was™, lo cual sugiere que la
expresion de BTK seria necesaria para el correcto funcionamiento de WASp. Este
hallazgo podria ser tomado en cuenta en el estudio de las bases moleculares del SWA

y podria traducirse en el sustento para terapias nuevas y eficientes.

5.6 Trabajos futuros

Como trabajos futuros, se plantea realizar validaciones experimentales de la expresion
diferencial de genes pertenecientes a grupos funcionales que podrian aportar
informacion sobre la funcién de WASp en el contexto del linaje eritroide, tales como
los genes relacionados a biosintesis del grupo hemo, apotosis, hipoxia y las dianas de

c-Myc.

Por otro lado, a fin de confirmar que la inactivacion de Was es necesaria para el avance
hacia los estadios terminales de la diferenciacion eritroide, se planea emplear células
MEL Was” y MEL transfectadas con un vector de expresion ectopica de Was (pcDNA
3.1 Was), para luego analizar la respuesta de estas células a los agentes inductores de

la diferenciaciéon (HMBA y/o DMSO).

Ademas, también nos planteamos llevar a cabo la confirmacion experimental de la
relacion entre Was y la maquinaria de splicing. Esto se llevaria a cabo mediante la
validacion de la expresion diferencial de isoformas no funcionales de componentes
del spliceosoma en ausencia Was, asi como también analizar la posible co-localizacién

de Was con componentes del spliceosoma, entre ellos Srsf2.

84



Por tltimo, resultaria muy interesante explorar la posible interaccién y relacién
funcional entre WASp y BTK, ambas asociadas con inmunodeficiencias primarias
ligadas al cromosoma X. Esto podria ser llevado a cabo mediante analisis de Western
Blot que nos permitirian evaluar la activacion y estabilidad de WASp en presencia o
ausencia de BTK usando las células MEL y MEL Btk"-. En ese sentido, también cabe
destacar que queda pendiente el andlisis transcriptomico de la linea celular MEL Btk
", obtenida mediante el sistema CRISPR/Cas9, con el objeto de identificar genes y

categorias funcionales regulados por el Btk en el contexto del linaje eritroide.
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6 CONCLUSIONES

El andlisis bioinformdtico del transcriptoma de la linea celular MEL Was™- llevado a
cabo en la presente tesis constituye el primer precedente del analisis del rol WASp en
precursores eritroides. En conjunto, nuestros resultados sugieren que la inactivacion
Was es necesaria para la diferenciacion de progenitores eritroides en estadios finales
y su ausencia se caracteriza por cambios en la expresion de genes relacionados a la

biosintesis del grupo hemo y dianas de oncogenes.

De acuerdo con los resultados obtenidos nuestras conclusiones son las siguientes:

1. Se ha demostrado que grupos de genes implicados en los procesos de apoptosis
y respuesta inflamatoria, entre los que se encuentran TNFA, INF-a e INF-y,
estan sobreexpresados en la linea MEL Was™ con respecto a la linea parental

MEL.

2. Se ha demostrado que grupos de genes implicados en procesos metabdlicos
entre los que destacan hipoxia (HIF-1), glicdlisis y biosintesis del grupo hemo
presentan una disminucién en la expresion en la linea MEL Was” con respecto

a la linea parental MEL.
3. Se ha demostrado que grupos de genes dianas de los oncogenes c-Myc y E2f

presentan una disminucién en la expresion en la linea MEL Was” con respecto

a la linea parental MEL.
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Se han constatado que el 33% de los grupos funcionales identificados en MEL
Was™’ coinciden con grupos funcionales identificados en macréfagos de
pacientes con SWA. Los grupos funcionales comunes correspondieron a la via
de sefializacion TNFA, respuesta al interferon alfa y gamma, huso mitético,

dianas de c-Myc, dianas de E2f e hipoxia (HIF-1).

Se ha comprobado que, en ausencia de Was, los patrones de expresion de los
genes pertenecientes a los grupos funcionales de apoptosis, hipoxia, dianas de
c-Myc, son similares a los observados en eritroblastos de estadios finales de la
diferenciacion eritroide y en células MEL cultivas en presencia de DMSO

durante 96 horas.

Se ha comprobado que, en ausencia de Was, los patrones de expresion de los
genes pertenecientes a los siguientes grupos funcionales: apoptosis, pS3, via
de sefializacion Notch, hipoxia, glicdlisis, la via de sefializacion IL-
6/JAK/STAT, via de sefializacion TNFA, la biosintesis del grupo hemo, dianas
de c-Myc, dianas de PI3K, dianas de mTOR, dianas de E2f, autofagia,
lisosomas, metafase y anafase mitética, G2M checkpoint, splicing,
mitocondrias, transcripcion, organizacion nuclear y spliceosoma, son similares

a los observados en la linea celular MEL Brk"-.

Se demostrado que los grupos de genes implicados en procesamiento de pre-
mRNA, organizacion de nucleo y mitocondria presentan una disminucion de

expresion en la linea MEL Was™ con respecto a la linea parental MEL.

Se ha demostrado de que la ausencia Was induce la expresion diferencial de
transcritos asociados a ribosomas y spliceosoma, favoreciendo la expresion de
isoformas no funcionales de los genes Zmat2, Phf5a, Sf3b6, Snrpg y Snul3,

que codifican para componentes del spliceosoma.
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8 ANEXOS

Tabla S1. Primers usados para la validacion de la delecion y no delecion de genes.

Nombre del primer Sequencia (5°-3’)

Was ND Fwd: TGTGACGGTCGACATTCAGA
Rv: TCAGATGCTTTCCCACCCAT
Was D Fwd: TATCATTGGCAACGTCCAAA
Rv: GACATGGTGGCACTTGTCTG
Btk ND Fwd: TGGGGCTTATGGTTTCAAAG
Rv: CCCAGTCGAAGTGTGGTTTT
BikD Fwd: GGCTATGTTGTCGGGCTCTA
Rv: TGTTGCCTGGGTTACCTTTC

Tabla S2. Anticuerpos empleados en el desarrollo de esta tesis

Ant} cuer.po Referencia Dilucion
Primario
Rho GDI ABClonal ab133248 1:5000
Was Santa Cruz sc-13139 1:500
Btk Santa Cruz sc-28387 1:500

Tabla S3. Cuantificacion por espectrofotometro de ARN total extraido.

Concentracién (ng/pl) RNA
Total Ratio Ratio

Muestras ) en 20 260/280 260/230
Formula:

Abs260+40%(10/0.52) M (H8)
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MEL MEL-R Btk Was*

MEL Btk 1394 27.88 | 2.088 2.296
MEL Was™" 1 991 19.82 | 2.091 2.204
MEL Was" 2 1141 2282 | 2.093 2.134

MEL 2072 4144 | 2.005 2.219
MEL-R 1480 29.6 2.085 2.159
MEL MEL

Figura S1. Validacion de la integridad del ARN total extraido. Electroforesis en geles de agarosa

en condiciones desnaturalizantes de ARN total extraido de las muestras 1) MEL 2) MEL-R 3) MEL

Btk y 4) MEL Was™.

Tabla S4. Primers usados para la cuantificacion de la expresion génica relativa

mediante PCR a tiempo real.

Gomb Fw: CCACTCTCGACCCTACATGG
Rv: GGCCCCCAAAGTGACATTTATT
Coorb Fwd: TCCAGCCAGATCGTGACCT
Rv: AATCCCCAAGAGATACACTCCA
Srof2 Fw: CGCGCTCCAGATCAACCTC
Rv: CTTGGACTCTCGCTTCGACAC
Gata? Fw: CACCCCGCCGTATTGAATG
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Rv: CCTGCGAGTCGAGATGGTTG

Fw: ATGCCCCTCAACGTGAACTTC

c-Myc

Rv: CGCAACATAGGATGGAGAGCA

Tabla S5. Equivalentes de genes pertenecientes a la familia Wasp en Mus
musculus

Genes de la familia Wasp

Miembros Equivalente en M. musculus
N-Wasp Wasl
Wasf1
WAVE Wasf2
Wasf3
Washcl
Orf19
Wash
Washl
Whamm
WHAMM Kiaal971
Whdcl

Wash Complex

Codigo de analisis realizados
LINUX COMMAND

### Trimming of adaptors —
####Btk 2 trimming

trimmomatic SE -phred33
/home/hsosa/RNAseq/new_data/project DKR/DKR-

2 S2 Rl 00l.fastqg ./Btk_2.fastqg
ILLUMINACLIP:../adapters.fa:2:30:10 SLIDINGWINDOW:4:15
LEADING:20 TRAILING:20 MINLEN:36

####Was_1 trimming

trimmomatic SE -phred33
/home/hsosa/RNAseq/new_data/project DKR/DKR-

3 S3 R1 00l1l.fastq ./Was_1l.fastqg
ILLUMINACLIP:../adapters.fa:2:30:10 SLIDINGWINDOW:4:15
LEADING:20 TRAILING:20 MINLEN:36
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####Was_ 2 trimming

trimmomatic SE -phred33
/home/hsosa/RNAseq/new_data/project DKR/DKR-

4 S4 R1 001.fastq ./Was_2.fastqg
ILLUMINACLIP:../adapters.fa:2:30:10 SLIDINGWINDOW:4:15
LEADING:20 TRAILING:20 MINLEN:36

####Was_ 1 trimming

trimmomatic SE -phred33
/home/hsosa/RNAseq/new_data/project DKR/DKR-

5 S5 R1 001l.fastqg ./MEL _1.fastg
ILLUMINACLIP:../adapters.fa:2:30:10 SLIDINGWINDOW:4:15
LEADING:20 TRAILING:20 MINLEN:36

####MEL 2 trimming

trimmomatic SE -phred33

/home/hsosa/RNAseq/new _data/project DKR/MEL.fastq ./MEL_
2.fastqg ILLUMINACLIP:../adapters.fa:2:30:10
SLIDINGWINDOW:4:15 LEADING:20 TRAILING:20 MINLEN:36

####MELR_2 trimming

trimmomatic SE -phred33
/home/hsosa/RNAseq/new_data/project DKR/MELR.fastq ./MEL
R 2.fastq ILLUMINACLIP:../adapters.fa:2:30:10
SLIDINGWINDOW:4:15 LEADING:20 TRAILING:20 MINLEN:36

###Genome and annotation were imported from these links
Genome:
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/gencode/Gencode mouse/
release M24/GRCm38.primary assembly.genome.fa.gz

Reference annotation:
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/gencode/Gencode mouse/
release M24/gencode.vM24.primary assembly.annotation.gtf

.gz
###Index building:

STAR --runThreadN 4 --runMode genomeGenerate --genomeDir
/home/hsosa/RNAseq/RNA-seqg2/m musculus --
genomeFastaFiles GRCm38.primary assembly.genome.fa --
sjdbGTFfile gencode.vM24.primary assembly.annotation.gtf
--sjdbOverhang 74
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###Alignment

#H###BLK_2

STAR --genomeDir /home/hsosa/RNAseq/RNA-seq2/m musculus --
runThreadN 8 --readFilesIn /home/hsosa/RNAseq/RNA-
seq2/trimmed files/Btk 2.fastq --outFileNamePrefix
/home/hsosa/RNAseq/RNA-seqg2/alignment/Btk 2/Btk 2 --outSAMtype
BAM SortedByCoordinate --outSAMunmapped Within --
outSAMattributes Standard

####Was_1

STAR --genomeDir /home/hsosa/RNAseq/RNA-seq2/m musculus --
runThreadN 8 --readFilesIn /home/hsosa/RNAseq/RNA-
seq2/trimmed files/Was_1l.fastq --outFileNamePrefix
/home/hsosa/RNAseq/RNA-seqg2/alignment/Was_1/Was_1 --outSAMtype
BAM SortedByCoordinate --outSAMunmapped Within --
outSAMattributes Standard

####Was_ 2

STAR --genomeDir /home/hsosa/RNAseq/RNA-seq2/m musculus --
runThreadN 8 --readFilesIn /home/hsosa/RNAseq/RNA-
seq2/trimmed files/Was_2.fastq --outFileNamePrefix
/home/hsosa/RNAseq/RNA-seqg2/alignment/Was_2/Was_2 --outSAMtype
BAM SortedByCoordinate --outSAMunmapped Within --
outSAMattributes Standard

#H#H##MEL_2

STAR --genomeDir /home/hsosa/RNAseq/RNA-seq2/m musculus --
runThreadN 8 --readFilesIn /home/hsosa/RNAseq/RNA-
seq2/trimmed files/MEL 2.fastq --outFileNamePrefix
/home/hsosa/RNAseq/RNA-seqg2/alignment/MEL 2/MEL 2 --outSAMtype
BAM SortedByCoordinate --outSAMunmapped Within --
outSAMattributes Standard

####MELR_2

STAR --genomeDir /home/hsosa/RNAseq/RNA-seq2/m musculus --
runThreadN 8 --readFilesIn /home/hsosa/RNAseq/RNA-
seq2/trimmed files/MELR_ 2.fastq --outFileNamePrefix
/home/hsosa/RNAseq/RNA-seq2/alignment/MELR_2/MELR_2 --
outSAMtype BAM SortedByCoordinate --outSAMunmapped Within --
outSAMattributes Standard

###Estimation of gene counts - featureCounts

#### Btk 2
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featureCounts -a /home/hsosa/RNAseq/RNA-
seq2/gencode.vM25.annotation.gtf -o Btk 2.txt

/home/hsosa/RNAseq/RNA-

seq2/alignment/Btk 2/Btk 2Aligned.sortedByCoord.out.bam

### Was_1

featureCounts -a /home/hsosa/RNAseq/RNA-
seqg2/gencode.vM25.annotation.gtf -o Was_ 1l.txt

/home/hsosa/RNAseq/RNA-

seq2/alignment/Was_1/Was_ 1Aligned.sortedByCoord.out.bam

### Was_2

featureCounts -a /home/hsosa/RNAseq/RNA-
seqg2/gencode.vM25.annotation.gtf -o Was 2.txt

/home/hsosa/RNAseq/RNA-

seq2/alignment/Was_2/Was 2Aligned.sortedByCoord.out.bam

### MEL_2

featureCounts -a /home/hsosa/RNAseq/RNA-
seq2/gencode.vM25.annotation.gtf -o MEL 2.txt

/home/hsosa/RNAseq/RNA-

seq2/alignment/MEL 2/MEL 2Aligned.sortedByCoord.out.bam

### MELR 2

featureCounts -a /home/hsosa/RNAseq/RNA-
seq2/gencode.vM25.annotation.gtf -o MELR 2.txt

/home/hsosa/RNAseq/RNA-

seqg2/alignment/MELR_2/MELR_2Aligned.sortedByCoord.out.ba

m

### R CODE
“**{r, include = FALSE}
### Load libraries
library(edgeR)
library(biomaRt)
library(VennDiagram)
library(RColorBrewer)
library(fgsea)
library(clusterProfiler)
library(reactome.db)
library(statmod)
library(gplots)
library(dplyr)
library(tidyverse)
library(DOSE)
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library(pathview)
library(ReactomePA)
library(grid)
library(lattice)

ENENEN

### Read feature counts files

~ o {r}
fcount Btk 2 <-

read.table("featureCounts files/Btk 2.txt",

NULL, header = TRUE)[, c(1, 7)]

fcount Was_ 1 <-

read.table("featureCounts files/Was_ 1l.txt",

NULL, header = TRUE)[, c(1, 7)]

fcount Was 2 <-

read.table("featureCounts files/Was 2.txt",

NULL, header = TRUE)[, c(1, 7)]

fcount MEL 2 <-

read.table("featureCounts files/MEL 2.txt",

NULL, header = TRUE)[, c(1, 7)]

fcount MELR 2 <-

read.table("featureCounts files/MELR 2.txt", row.names

NULL, header = TRUE)[, c(1, 7)]

row.names

row.names

row.names

row.names

### Merge the fcounts files into a single file

~ o {r}

fcount <- reduce(function(x, y) merge(x, y, by =

"Geneid"), list(fcount Btk 2, fcount Was 1,
fcount Was_2, fcount MEL 1, fcount MEL 2,

ENENEN

“""{r, include = FALSE}

### mport count matrix done with featureCounts
matrix counts = read.table(file = "genecounts.txt",

row.names = 1)

### Retrieve the information

matrix symbols <- getBM(filters = "ensembl gene id",
attributes = c("ensembl gene id", "external gene name",

"entrezgene id", "description"), values

mart = mart)

= names_max,

fcount MELR 2
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### Format the matrix using gene symbols

matrix 3 <- merge(matrix 2, matrix_ symbols, merge

"ensembl gene_ id")
head(matrix 2)

### Change the columns names

colnames(matrix counts) <- c("Btk 2", "Was_1",
"MEL 2", "MELR 2")

head(matrix counts)

### Explore the object
class(matrix_counts)
dim(matrix_ counts)

### Creating the grouping factor
group = factor(gsub(pattern = " [0-9]1", "",
colnames (matrix counts)))

### Create the DGE object
dge = DGEList(matrix counts, group = group)

### Convert DGEList to DESegDataSet
class(dge)
dim(dge)

ENENEN

### Filter low-count genes

We attempt to find and filter low counts genes.
“""{r, include = FALSE}
### filter using edgeR
keep <- filterByExpr(dge)

###Number of genes to keep
sum(keep)

### Naive filtering

keep2 <- rowSums(dge$counts) > 1

### Number of genes to keep2
sum(keep2)

### Comparing both approaches
sum(keep&keep2) # keep2 includes keep

### Exploring subset distribution
summary ( (dgeScounts) [keep, ])

"Was_2,
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### Subsetting dge. The option keep.lib.sizes=FALSE
causes the library sizes to be recomputed after the
filtering

dge <- dge[keep, , keep.lib.sizes=FALSE]

ENENEN

## TMM Normalization

Next, we are going to normalize the samples within
samples and within groups. This step allows to eliminate
the batch effect that we might have by using samples
with different time preparation and conditions.

“""{r, include = FALSE}

### edgeR proposed normalization

dge <- calcNormFactors(dge, method = "TMM")

# Exploring results
dge$samples

ENENEN

### Data Exploration

Before any analysis, we explore the clustering of the
samples using the first and second dimension.

### Multidimensional scaling
" {r}

png("MDS.png")

plotMDS (dge)

dev.off ()

ENENEN

### Explore correlation

Next, we explore correlation between samples
o {r}

### raw gene count correlation

cor (dge$counts, method = "spearman")

ENENEN

### DGE analysis

In order to make multiple comparison, we need first to
create our data matrix. Here we will compare all groups,
not having an intercept that we will take as a
reference.

ENENEN

{r, include = FALSE}

113



### Create design matrix
design <- model.matrix(~ 0 + group, data = dgeS$samples)

### Assign group to dge columns name
colnames(design) <- levels(dge$samples$group)

### Estimate dispersion
y <- estimateDisp(dge, design, robust = TRUE)

### Fit modelling. glmQLFit gives special attention to
handling of zero counts, and in particular to situations
when fitted values of zero provide no useful residual.
fit <- glmQLFit(y, design)

ENENEN

### Contrast matrix

After creating a design matrix, we also need a contrast
matrix that will allow comparison in pairs between
groups. The comparison we would like to see are the
following: MELRvsMEL = MELR - MEL, BtkvsMEL = Btk - MEL,
WasvsMEL = Was - MEL, WasvsBtk = Was - Btk, WasvsMELR =
Was - MELR, BtkvsMELR = Btk - MELR.

“""{r, include = FALSE}

### Prepare contrast matrix

my.contrast <- makeContrasts(MELRvsMEL = MELR - MEL,
BtkvsMEL = Btk - MEL, WasvsMEL = Was - MEL, WasvsBtk =
Was - Btk, WasvsMELR = Was - MELR, BtkvsMELR = Btk -
MELR, levels = design)

ENENEN

### Differential Expression
Now, we can find the DGE.

### Explore WasvsMEL comparison

“""{r, include = FALSE}

### Replaces likelihood ratio tests with empirical Bayes
quasi-likelihood F-tests.

gqlf WasvsMEL <- glmQLFTest(fit, contrast= my.contrast[,
"WasvsMEL"])

### Extract most differentially expressed genes from the
test object
topTags (glf WasvsMEL)

### Extract significant genes from glf WasvsMEL (logfc
greater than 2 and p.adjusted less than 0.01)
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de WasvsMEL <- decideTestsDGE(qlf WasvsMEL, p = 0.05,
adjust="BH", lfc = 1)

### Extract data of differentially expressed genes
de WasvsMEL stat <-
gqlf WasvsMELStable[as.logical(de WasvsMEL), ]

myc
### Select keys for inquiry
genes WasvVsMEL <- rownames (de WasvsMEL stat)

### Extract gene symbols

gene symbols WasvsMEL <- getBM(filters =
"ensembl gene_ id version", attributes =
c("ensembl gene id version", "external gene name",
"entrezgene id", "description", "chromosome name",
"start position", "end position", "strand"), values =
genes WasvsMEL, mart = mart)

### Assign rownames to a column to do the merging
de WasvsMEL_statS$ensembl gene id version <-
rownames (de_WasvsMEL_ stat)

### Merge
de WasvsMEL stat <- merge(gene symbols WasvsMEL,
de WasvsMEL_stat, by = "ensembl gene_ id version")

### Explore the object
head(de_WasvsMEL_stat)

### Extract raw counts from dgeS$table

### Find the positions of de WasvsMEL_stat genes in
dgesStable

WasvsMEL pos <- which(rownames(dge$Scounts) %in%
genes_WasvsMEL)

### Extract the values from dge
WasvsMEL_ext <-
as.data.frame(dge$counts[WasvsMEL pos, ])
WasvsMEL_ ext$ensembl gene id version <-
rownames (WasvsMEL_ext)

WasvsMEL ext <- WasvsMEL ext[, c(6, 1:5)]
rownames (WasvsMEL_ext) <- NULL

### Compute the mean value for Was observations and
extract the mean and MEL columns row values

raw _WasMEL <- WasvsMEL ext %>% rowwise() %>%
mutate(Avg Was=mean(c(Was_1, Was_2))) %>%
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dplyr::select(c(ensembl gene id version, Avg Was,
MEL 2))
head(raw_WasMEL)

### Add Avg Was and MEL raw counts to de WasvsMEL stat
de_WasvsMEL_stat <- merge(de WasvsMEL stat, raw_WasMEL,
by = "ensembl gene_ id version")

### Explore
head(de_WasvsMEL_stat)

### Save to csv
write.csv(de WasvsMEL stat, "WasvsMEL DGE.csv")

ENENEN

### See up and down regulated genes
" {r}

summary (de_ WasvsMEL)

ENENEN

### Plot WasvsMEL

Let's observe the DEGs. Positive logFC make reference
genes upregulated in Was while negative logFC point to
genes downregulated in Was or upregulated in MEL.

### Smear plot

""*{r, include = FALSE}
png("Smear plot WasvsMEL.png")
plotMD(glf WasvsMEL)

dev.off ()

ENENEN

### Volcano plot
"""{r, include = FALSE}
### Format the table with UP-DOWN-NOT SIGNIFICANT

de diff <- glf WasvsMEL$table
head(de_diff)
de diff$diffexpressed <- "NO"

# if log2Foldchange > 1 and pvalue < 0.05, set as "UP"
de diff$diffexpressed[de diff$logFC >= 1 &

de diff$Pvalue < 0.05] <- "UP"

# if log2Foldchange < -0.6 and pvalue < 0.05, set as
"DOWN"
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de diff$diffexpressed[de diff$logFC <= -1 &
de diff$pPvalue < 0.05] <- "DOWN"

### Customize the dots
mycolors <- c("#356852", "#E35925", "grey79")
names (mycolors) <- c("DOWN", "UP", "NO")

### Plot volcano
pdf ("Volcano paper MELWAS MEL.pdf")
ggplot(de diff) + geom point(aes(x=logFC, y=-
logl0(PValue), color=diffexpressed)) +
xlab("log2 fold change") +
ylab("-1logl0 adjusted p-value") +
#scale y continuous(limits = c¢(0,50)) +
scale colour manual(values = mycolors)+
theme (legend.position = "none",
plot.title = element text(size
hjust = 0.5),
axis.title = element text(size =
rel(1.25))) + theme(panel.grid.major = element blank(),
panel.grid.minor = element blank(),
panel.background = element blank(), axis.line =
element line(colour = "black"))
dev.off ()

rel(l.5),

### volcano plot
{png("Volcano plot WasvsMEL.png")
smoothScatter(de diff$logFC, -loglO(de diff$Pvalue),
ylim=c(-1, 10), xlim = c(-7, 7),
xlab="log fold-change", ylab="Negative
logl0 pvalue",
main="Volcano plot: Was vs MEL\n", cex =
0.8)
grid(col="grey75")
abline(h=0, v=0,
col="grey50", 1lty=2)
points(glf WasvsME
Lstable$logFC[as.logical(de WasvsMEL)],

logl0(glf WasvsMEL$table$PValue[as.logical(de WasvsMEL) ]
) s

col="salmon", pch=16, cex=1)
dev.off ()
}

ENENEN

### Over-representation analysis of common genes
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### Was_up genes

" {r}
Was_up <- WasvsMEL dge[which(WasvsMEL dge$logFC > 0),

### Overrepresentation test
mkk <- enrichKEGG(gene = Was_upS$Sentrezgene_ id,
organism = 'mmu’')

### Convert the result to friendly version
mkk up df <- as.data.frame(mkk)

ENENEN

### Genes downregulated in Was

" {r}

### Extract downreg genes in Was

Was_down <- WasvsMEL dge[which(WasvsMEL dge$logFC <
0), 1

### Overrepresentation analysis
mkk down <- enrichKEGG(gene = Was_downS$entrezgene id,
organism = 'mmu’')

### Convert results
mkk down df <- as.data.frame(mkk_ down)

ENENEN

###GSEA

## Load the file of the pathway using fgsea
gmtPathways ()
T {r}

hallmarks <-

]

gmtPathways (" /Users/biososa/EdgeR/h.all.v7.0.symbols.gmt

")

ENENEN

### Add HUGO genes (GSEA has human notation and we work

with mouse)

~ o {r}

# Basic function to convert mouse to human gene names
convertMouseGeneList <- function(x){

human = useMart("ensembl", dataset
"hsapiens gene ensembl")
mouse = useMart("ensembl", dataset
"mmusculus_gene_ ensembl")
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genesV2 = getLDS(attributes = c("mgi symbol"), filters =
c("mgi symbol"), values = x , mart = mouse, attributesL
= c("hgnc_symbol"), martL = human, uniqueRows=T)

humanx <- unique(genesV2[, 2])

# Print the first 6 genes found to the screen
print (head(humanx))
return(humanx)

}

HUGO <- convertMouseGeneList (DGESexternal gene name)
HUGO Was_ up DEG <-
convertMouseGeneList (Was_up DGES$external gene_ name)
HUGO Was_ down DEG <-
convertMouseGeneList (Was_down_ DGE$external gene_ name)

human = useMart(host="useast.ensembl.org",
biomart="ENSEMBL MART ENSEMBL",
dataset="hsapiens_ gene ensembl")

genes_htom <- getBM(filters = "hgnc_ symbol", attributes
= c("mmusculus_homolog associated gene name",
"external gene name", "mmusculus homolog ensembl gene"),
values = HUGO, mart = human)

genes _htom Was up DGE <- getBM(filters = "hgnc_ symbol",
attributes = c("mmusculus_homolog associated gene name",
"external gene name", "mmusculus homolog ensembl gene"),
values = HUGO Was up DEG, mart = human)

genes _htom Was down DGE <- getBM(filters =
"hgnc_symbol", attributes =
c("mmusculus_homolog associated gene name",
"external gene name", "mmusculus homolog ensembl gene"),
values = HUGO Was_ down DEG, mart = human)

colnames(genes_htom)[2] <- "HUGO.symbol"
colnames(genes_htom Was up DGE)[2] <- "HUGO.symbol"
colnames(genes_htom Was_down DGE)[2] <- "HUGO.symbol"
colnames(genes_htom)[3] <- "ensembl gene id"
colnames(genes_htom Was up DGE)[3] <- "ensembl gene_ id"
colnames (genes _htom Was down DGE)[3] <-

"ensembl gene_ id"

### Find duplicates for GSEA table

dup <-

unique(genes htom$HUGO.symbol[duplicated(genes htom$HUGO
.symbol) )
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table(genes htom$HUGO.symbol[genes htom$HUGO.symbol %in$%
dup])

### Find duplicates for Was_up DGE

dup Was up <-

unique(genes htom Was up DGES$HUGO.symbol[duplicated(gene
s_htom Was up DGESHUGO.symbol)])
table(genes_htom Was up DGE$SHUGO.symbol[genes htom Was_u
p_DGESHUGO.symbol %in% dup Was up])

### Find duplicates for Was_down DGE

dup Was_ down <-

unique(genes htom Was down DGESHUGO.symbol[duplicated(ge
nes _htom Was down DGE$HUGO.symbol)])
table(genes_htom Was_ down_ DGE$HUGO.symbol[genes_htom Was
_down_ DGESHUGO.symbol %in% dup Was_ down])

PENIEN

### Some cases have more than 1 gene expression, choose
the first occurrence
o {r}
### Eliminate duplicates for GSEA TABLES
for (duplicates in dup) {
X <- which(genes htom$HUGO.symbol %in% duplicates)
toDrop <- x[2:length(x)]
genes_htom <- genes htom[-toDrop, ]

}

### Check elimination
table(genes htom$external gene name[genes htom$external
gene name %$in% dup])

### Eliminate duplicates for Was_up DGE
for (duplicates 2 in dup Was up) {

y <- which(genes htom Was up DGES$HUGO.symbol %in%
duplicates_2)

toDrop 2 <- y[2:length(y)]

genes_htom Was _up DGE <- genes_htom Was_up DGE[-
toDrop_ 2, ]

}

### Check elimination
table(genes_htom Was up DGES$Sexternal gene name[genes_hto
m _Was_up DGESexternal gene name %in% dup Was_up])

### Eliminate duplicates for Was_down DGE
for (duplicates 3 in dup Was down) {
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z <- which(genes htom Was down DGESHUGO.symbol %in$%
duplicates_ 3)

toDrop 3 <- z[2:length(z)]

genes_htom Was down DGE <- genes _htom Was down DGE[-
toDrop_3, 1]

}

### Check elimination
table(genes _htom Was down DGESexternal gene name[genes h
tom Was down DGES$external gene name %$in% dup Was_down])

ENENEN

### Merge HUGO symbols with DGE

~ o A{r}

DGE_2 <- merge(DGE, genes htom, by = "ensembl gene id")
Was_up 2 <- merge(Was_up DGE, genes_htom Was_ up DGE, by
= "ensembl gene id")

Was_down 2 <- merge(Was_ down DGE,
genes_htom Was down DGE, by = "ensembl gene id")

ENENEN

### Order FC from top to bottom

T {r}

results.ord <- DGE_2[order(-DGE_2[,"logFC"]), 1
head(results.ord)

### Assign sign to F. Since F captures better the
changes in raw count, we proceed to use it

prueba <- results.ord[10000: 10005, ]

F 2 <- data.frame()
for(i in l:length(results.ord$logFC)){
if (results.ord$logFC[i] < 0){
new <- results.ord$F[i] * -1
F 2 <- rbind(F_2, new)

}
else if (results.ord$logFC[i] > 0 |
results.ord$logFC[i] == 0){

new <- results.ord$F[i]
F 2 <- rbind(F_2, new)
}
}
}

names(F_2) <- "F_2"

### Append column to df
results.ord <- cbind(results.ord, F 2)
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### Assign ranks

ranks <- results.ordS$F 2

names (ranks) <- results.ord$HUGO.symbol
head(ranks)

ENENEN

### Run GSEA
T {r}

fgseaRes <- fgseaMultilevel(hallmarks, ranks, minSize=5,

maxSize = 500)
class(fgseaRes)
dim(fgseaRes)
head(fgseaRes)
fgseaRes

ENENEN

### See the results

- A{r}
barplot(ranks)

ENENEN

## Order according significance

~{r}

fgseaResOrdered <- fgseaRes[order(padj), ]
fgseaResOrdered

## How many "interesting" pathways we found (FDR

threshold)

sum(fgseaResOrdered[, padj < 0.29], na.rm = TRUE)

## Significant Pathways

sigpath <- fgseaResOrdered[which(fgseaResOrdered[, padj

< 0.25]1),]
sigpath

## Save table into text format
fwrite(sigpath, file="Significant pathways in
WasvsMEL.txt", sep="\t", sep2=c("", " ", ""))

ENENEN

### GSEA Pathways related to Was

" {r}

### Pathways more related to Was

Up Was <- sigpath[which(sigpath$SNES > 0), ]
Up Was

I

## GSEA Pathways downregulated in Was (more related to

MEL)
T {r}
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Down Was <- sigpath[which(sigpath$SNES < 0), ]
Down_ Was

ENENEN

###DTU

## Procedures
### Alignment and quantification with Salmon

Transcript-level quantification was done with Salmon.
Transcriptome, genome and gtf files were downloaded from
Genecode (genecode.vM25).
https://www.gencodegenes.org/mouse/release M25.html

Salmon gets the relative abundance of transcripts in
TPM, and it is unabled to detect new splicing events.

### Prepare salmon files

Salmon indexing requires the names of the genome
targets, which is extractable by using the grep command:
""*{r, include = FALSE}

### Metadata

grep "">" <(gunzip -c

GRCm38.primary assembly.genome.fa.gz) | cut -d " " -f 1
> decoys.txt

sed -i.bak -e 's/>//g' decoys.txt

### Concatenate transcriptome and genome reference file
for index

cat gencode.vM23.transcripts.fa.gz
GRCm38.primary assembly.genome.fa.gz > gentrome.fa.gz

### Indexing
salmon index -t gentrome.fa.gz -d decoys.txt -p 12 -i
salmon_index --gencode

### Quantification

### Btk 2

salmon quant -i /home/hsosa/RNAseq/RNA-seq2/salmon_index
-1 A -r /home/hsosa/RNAseq/data/DKR-2_clean3p 020.fastq
-0 /home/hsosa/RNAseq/RNA-
seqg2/salmon_alignment/Btk 2.salmon --segBias --useVBOpt

### Was_1

salmon quant -i /home/hsosa/RNAseq/RNA-seq2/salmon_index
-1 A -r /home/hsosa/RNAseq/data/DKR-3 clean3p 020.fastqg
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-0 /home/hsosa/RNAseq/RNA-
seqg2/salmon_alignment/Was 1l.salmon --segBias --useVBOpt

### Was_2

salmon quant -i /home/hsosa/RNAseq/RNA-seq2/salmon_index
-1 A -r /home/hsosa/RNAseq/data/DKR-4 clean3p 020.fastq
-0 /home/hsosa/RNAseq/RNA-
seqg2/salmon_alignment/Was 2.salmon --segBias --useVBOpt

### MEL 2

salmon quant -i /home/hsosa/RNAseq/RNA-seq2/salmon_index
-1 A -r /home/hsosa/RNAseq/data/MEL.fastq -o
/home/hsosa/RNAseq/RNA-
seqg2/salmon_alignment/MEL 2.salmon --segBias --useVBOpt

### MELR 2

salmon quant -i /home/hsosa/RNAseq/RNA-seq2/salmon_index
-1 A -r /home/hsosa/RNAseq/data/MELR.fastq -o
/home/hsosa/RNAseq/RNA-
seqg2/salmon_alignment/MELR 2.salmon --segBias --useVBOpt

ENENEN

### Load files with tximport

Now, we import the data obtained in Salmon to R.
“"*{r, include = FALSE}

### Specify files name

dirs <-

list.files("/Volumes/Transcend/salmon quant/MELvsWas")
### List files

quant files <- list.files("MELvsWas/", pattern=
"quant.sf", recursive = TRUE, full.names = TRUE)

### Assign names to quant files

names (quant files) <- dirs

### Inspect salmon output
quants <- read tsv(quant files[1l])
head(quants)

ENENEN

ENENEN

{r, include = FALSE}

## Creating a trascript database

txdb <-

GenomicFeatures: :makeTxDbFromGFF ( "gencode.vM25.annotatio
n.gtf.gz")

### See keys and columns of the database
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keytypes (txdb)
columns (txdb)

### Get names of all transcripts
txdf <- AnnotationDbi::select(txdb, keys(txdb,
"GENEID"), "TXNAME", "GENEID")

tab <- table(txdf$GENEID)

txdf$ntx <- tab[match(txdf$SGENEID, names(tab))]

ENENEN

“""{r, include = FALSE}

### Import transcript-level counts

txi <- tximport(quant files, type="salmon",txOut=TRUE,
ignoreTxVersion = TRUE, countsFromAbundance =
"scaledTPM")

ENENEN

"""{r, include = FALSE}

### Create design matrix

myDesign <- data.frame(
sample id = colnames(txi$abundance),
condition = c("MEL", "Was", "Was")

T {r}

### Filter low and zero counts
cts <- txiS$Scounts

cts <- cts[rowSums(cts) > 0,]

### Explore object
head(cts)
dim(cts)

ENENEN

ENENEN

{r, include = FALSE}

### Transcript-to-gene mapping through txdb
txdf <- txdf[match(rownames(cts),txdf$STXNAME), ]
all(rownames(cts) == txdf$TXNAME)

counts <- data.frame(gene id=txdf$SGENEID,
feature id=txdf$TXNAME,
cts)

###DRIMSeq
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We create a DRIMSeq with counts and matrix design

“ o {r}

d <- dmDSdata(counts=counts, samples= myDesign)

d

In total we have around 22000 genes. Therefore, it is
very important to filter low-count genes.

### Filtering

Here we filter the object by the following parameters: n
is the total number of samples, in our case it is 3.
Then we have n.small which is the sample size (numbers
of replicates in a group), which in our case is 1 (MEL
has no replicates). Thus, we filter by asking for
isoform counts of 10 at least in 1 sample, a relative
abundance portion of 0.1 and total count of
corresponding gene is at least 10 in all 3 samples.
“"*{r, include = FALSE}
n <- 3 ### Number of samples
n.small <- 1 ### Smalles number of samples in a group
d <- dmFilter(d,

min_ samps_ feature expr=n.small,
min feature expr=5,

min_ samps_ feature prop=n.small,
min feature prop=0.1,

min samps gene expr= 2, min_gene expr=10)
d
table(table(counts(d)S$gene id))
After filtering we ended up with ~8000 genes that have
more than one isoform.

We create a design matrix, using conditions to make the
regression.

o {r}

### Matrix design

design full <- model.matrix(~condition,

data=DRIMSeq: :samples(d))

design full

Then three functions were used to estimate parameters
for DTU: precision, dispersion. Dispersion is inversely
related to precision. (dispersion = 1 / 1 + precision).

We test for the difference between Was and MEL called
"conditionWas"
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"**{r, include= FALSE}
###Extract results
set.seed (1)
system.time ({
d <- dmPrecision(d, design=design_ full)
d <- dmFit(d, design=design_ full)
d <- dmTest(d, coef="conditionWas")
1.
We then run he DRIMSeq function result. It generates p-
values per gene which test for DTU within genes or
transcript (we did both).

“""{r, include = FALSE}

### DTU at gene level

res <- DRIMSeq::results(d)

res <- res[order(res$pvalue, decreasing = FALSE), ]
top gene id <- resS$gene id[1]

head(res)

### DTU at transcript level
res.txp <- DRIMSeq::results(d, level="feature")
head(res.txp)

### Remove NA values

no.na <- function(x) ifelse(is.na(x), 1, x)
res$pvalue <- no.na(ress$pvalue)
res.txp$pvalue <- no.na(res.txpS$pvalue)

ENENEN

### StageR

Any regular DTU analysis finds first what genes are
involved in DTU and then find the transcripts of those
genes involved in DTU. We perform that process with
stageR

o {r}

### Remove version id from genes and tx

pScreen <- res$pvalue

strp <- function(x) gsub(pattern = "[.][0-91", "", Xx)
names (pScreen) <- strp(res$gene_ id)

pConfirmation <- matrix(res.txp$pvalue, ncol=1)
rownames (pConfirmation) <- strp(res.txp$Sfeature id)

### Create a two column dataframe

127



tx2gene <- res.txp[,c("feature id", "gene id")]
for (i in 1:2) tx2gene[,i] <- strp(tx2gene[,i])

### Test for OFDR for cuttoff of 0.05
stageRObj <- stageRTx(pScreen=pScreen,
pConfirmation=pConfirmation,
pScreenAdjusted=FALSE,

tx2gene=tx2gene)
stageRObj <- stageWiseAdjustment (stageRObj,
method="dtu", alpha=0.05)
suppressWarnings ( {

drim.padj <- getAdjustedPValues(stageRObj,
order=FALSE,

onlySignificantGenes=TRUE)
})

dim(drim.padj)
drim.padj

### Save drim.padj to final
final <- drim.padj
colnames(final)[1l] <- "ensembl gene id"

### Add gene symbols to final table

#### Create mart object db

mart = useMart (host="useast.ensembl.org",
biomart="ENSEMBL MART ENSEMBL",
dataset="mmusculus_gene ensembl")

#### Get symbols

symbols <- getBM(filters = "ensembl gene id", attributes

= c("ensembl gene id", "external gene name",
"entrezgene id","description"), values =
final$ensembl gene id, mart = mart)

#### Merge

final <- merge(final, symbols, by = "ensembl gene id"

head(final)

#### The transcripts with values in the column,
transcript, less than 0.05 pass the confirmation stage
on a target 5% overall false discovery rate, or OFDR

significant tx <- final %>% filter(transcript < 0.05)

dim(significant tx)
length(significant tx$external gene name)

)
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write.csv(significant tx,
"Significant DTU WasvsMEL.csv")
head(significant tx)

ENENEN

### GO annotation

Now we proceed to annotate the genes for DTUs. We
perform BP (Biological Process), CC (cellular
compartment) and MF (Molecular Function)

ENENEN

{r, include = FALSE}

### Biological process GO
bp tdx <- enrichGO(gene = significant tx$entrezgene id,

OrgDb = org.Mm.eg.db,
ont = "Bp",
pAdjustMethod = "BH",
pvalueCutoff = 0.01,
gvalueCutoff = 0.05)

bp tdx df <- as.data.frame(bp tdx)

IR
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