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ABSTRACT

Cancer genome-sequencing studies have revealed a notably high prevalence of
mutations in genes encoding chromatin regulatory elements: approximately 20% of all
diagnosed cancers present a mutation in a subunit of the SWI/SNF chromatin-
remodeling complexes. The role of SWI/SNF family was first implicated in tumor
development with the discovery of biallelic inactivation of SMARCBL in the vast majority
of rhabdoid tumor (RT). Since then, at least nine different subunits of the SWI/SNF
complex have been identified as elements recurrently mutated in various cancers.
Importantly, our lab identified frequent SMARCAA4 inactivating mutations in human lung
cancer (about 20% of Non-Small Cell Lung Cancer). Moreover, genetic inactivation
in this gene play a major role as a driver of small cell carcinoma of ovary hypercalcaemic
type (SCCOHT), a rare and very aggressive gynaecological malignancy that
predominantly occurs in very young women. However, currently there are no therapies
that effectively target SMARCA4-deficient tumors, as well as some types of SMARCB1-

deficient tumors.

In recent years, advancements in our understanding of molecular biology of cancer have
led to significant improvements in both, diagnosis and targeted molecular therapies to
target specific cancer types, resulting in a notable increase in survival rates. In particular,
the identification of the genetic and epigenetic fundamentals of cancer has facilitated the
development and utilization of novel, tailored therapeutic agents, representing a

substantial breakthrough in precision medicine in cancer.

Previous findings from our group involved the potential therapeutic impact of
administering retinoic acid and glucocorticoids, commonly used in certain malignancies,
either individually or in combination with AZA and SAHA, in lung cancer cases exhibiting
MYC amplification. However, these treatments did not yield similar effects in lung cancer
cases with SMARCAA4 deficiency. Additionally, these two types of alterations, along with
mutations in other SWI/SNF complex members, were exclusively observed in lung
cancer, hinting at a potential functional correlation between MYC and this chromatin
remodeling complex in the context of cancer. Taking all this into account, we aimed to
understand the biological mechanisms that underlies the different responses to
epigenetic inhibitors observed in cells with MY C activation or cells with inactivation of the
SWI/SNF complex, to work on the study of new potential epigenetic inhibitors for the

treatment of these tumors.



Here, we show that, unlike the cells with amplification of MYC, cells
with SMARCA4 inactivation are refractory to the histone deacetylase inhibitor, SAHA,
leading to an aberrant accumulation of H3K27me3. This aberrant accumulation is also
evidenced in SMARCB1-deficient pediatric tumors. Specifically, SMARCA4 and
SMARCB1 mutant cells shown an impaired transactivation and significantly reduced
levels of the histone demethylases KDM6A/UTX and KDM6B/IJMJD3.Consequent with
this, the SMARCA4 and SMARCBL1 deficient cancer cells shown a strong dependency
on these specific histone demethylases, so its inhibition only in this genetic background
context compromises cancer cell viability. Furthermore, administration of the KDM6s
inhibitor GSK-J4 demonstrates a strong anti-tumor effect and therapeutic potential in
mice orthotopically implanted with SMARCA4-mutant lung cancer cells lines, mice
implanted with primary tumors of small cell carcinoma of the ovary, hyper calcemic type
(SCCOHT) and mice implanted with SMARCB1-deficient MRT derived from pediatric
patients. In this Thesis we highlight the vulnerability of SMARCA4 and SMARCBL1 cancer
cells to the inhibition of KDM6s inhibitor as a characteristic that could be exploited for
treating SMARCA4 and SMARCB1 mutant cancer patients. This may be a great
opportunity to develop a precision medicine that impacts a field of a wide range of tumors,

some of which currently do not have therapeutic options.
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1. INTRODUCCION

1.1 Cancer

El cancer es un alarmante problema de salud publica que emerge a nivel mundial, ya
que conforma una de las principales causas de muerte, obstaculizando el incremento
de la esperanza de vida de forma global. Su creciente incidencia se ve influenciada tanto
por el incremento y envejecimiento de la poblacion, como por la prevalencia y
distribucion de los principales factores de riesgo del cancer, varios de los cuales estan
relacionados con el desarrollo socioecondmico, que impulsa la presencia de
contaminantes industriales tanto en los alimentos como a nivel ambiental, junto con

malos habitos, como el sedentarismo y tabaquismo?.

Segun la dltima actualizacién estadistica de incidencia y mortalidad mundial de cancer
publicada en GLOBOCAN, se calcula que en 2020 se diagnosticaron alrededor de 19.3
millones de nuevos casos y se estimaron casi 10 millones de muertes en todo el mundo.
En el mismo estudio se destaco que el cancer mas diagnosticado fue el cAncer de mama
en mujeres (11.7%), seguido del cancer de pulmén (11.4%), los tumores colorrectales
(10%), préstata (7.3%) y estobmago (5.6%). Por lo que respecta a la mortalidad, el cancer
de pulmédn continda siendo el mas letal (18%), seguido del cancer colorrectal (9.4%),

higado (8.3%), estdbmago (7.7%) y mama en mujeres (6.9%)>.

1.1.1 Biologiay genética del cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades heterogéneas y de etiologia multifactorial
que se caracterizan por tener mecanismos comunes de crecimiento celular
descontrolado y capacidad de invasién a otros 6rganos. El cancer es considerado un
proceso dindmico mediante el cual una célula sana termina por desarrollar la capacidad
de alterar, de manera independiente del tejido y microambiente de su entorno, los
mecanismos que regulan la divisién celular volviéndose capaz de invadir los tejidos
circundantes, e incluso de extenderse a otras partes del cuerpo en un proceso conocido
como metastasis. Existe una clasificacion con mas de cien tipos de cancer, aunque, de
forma general, cada lesion neoplasica se clasifica atendiendo al nombre del 6rgano

donde se origina el cancer.

En 1976, Peter Norwell propuso por primera vez el modelo de evolucion clonal de las

células tumorales, en el cual sugiri6é que el cancer se origina a partir de una Unica célula
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anormal que progresa a través de una serie secuencial de cambios genéticos que se
acumulan y seleccionan de forma similar al concepto darwiniano de mutacion y
seleccién durante la evolucion. De este modo, una célula pasaria por sucesivas rondas
de mutaciones, divisiones y expansion selectiva que le conferirian caracteristicas
ventajosas en el crecimiento frente a otras células, formando poblaciones celulares con
fenotipos cada vez mas agresivos que sus homélogos sanos, dando lugar al tumor3.

Desde entonces, el cancer se define como una enfermedad de etiologia primordialmente
genética que involucra maltiples eventos genéticos, junto con variaciones epigenéticas
que no implican alteraciones en la secuencia de DNA, que dan lugar a patrones
aberrantes de expresion. De este modo, durante su desarrollo, los tumores acumulan
muchas alteraciones en su material genético, que irian desde mutaciones puntuales a
grandes aberraciones cromosémicas como aneuploidias, pasando por deleciones,
inserciones, translocaciones y cambios no genéticos en la expresion génica, inducidos
por modificaciones en la metilacion y acetilacion de las histonas. La mayoria de los
tumores son de aorigen esporadico y aparecen por la adquisicion de mutaciones de forma
somadtica, aunque en algunos casos también pueden ser de origen germinal dando lugar
a sindromes hereditarios de predisposicion a cancer, afectando a individuos de mas

corta edad, incluyendo nifios.

En términos generales, y de manera simplificada, los genes asociados al cancer suelen

dividirse en dos grandes grupos: oncogenes y genes supresores tumorales.

= Los oncogenes surgen como resultado de la aparicion de mutaciones activadoras
en genes esenciales implicados en el control de la proliferacion, la supervivencia y
la division celular. Se denominan proto-oncogenes cuando se encuentran no
mutados en un tejido sano. En células sanas, la expresion de dichos proto-
oncogenes esta minuciosamente regulada para evitar el descontrol de la
proliferacién celular que subyace como la principal caracteristica que conduce al
desarrollo tumoral. Las alteraciones genéticas en estos genes estan asociadas con
un fenotipo dominante, ya que una sola copia mutada en uno de los dos alelos de
un proto-oncogén es suficiente para transformar una célula sana y promover el
desarrollo del tumor. Los oncogenes se pueden activar de tres formas distintas: (1)
mediante mutaciones puntuales especificas, potenciando y activando de manera
constitutiva su funcién biolégica, como es el caso paradigmatico del gen KRAS tanto
en cancer de pancreas, como en cancer de pulmon y colorrectal; (2) mediante la
amplificacién génica, donde el gen conserva su secuencia normal, pero se amplifica

el numero de copias, dando lugar a un incremento descontrolado en la cantidad de
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proteina para la que codifica. Un ejemplo de oncogenes que se activan por este
mecanismo son los genes MYC, LMYC y NMYC en el cancer de pulmén o NMYC
en neuroblastoma, entre otros; (3) mediante fusion génica, como resultado de una
translocacion, delecidn o inversion cromosomica. Las fusiones génicas pueden dar
lugar a proteinas hibridas o a la regulacion incorrecta de la unidad de transcripcion
de un gen. Ejemplos de genes activados por este mecanismo incluye BCR-ABL, en
leucemia mieloide crénica, o ALKy RET en cancer de pulmén de célula no pequefia

(NSCLC, del inglés non-small cell lung cancer).

= Los supresores tumorales son genes cuya funcién se relaciona con la inhibicién
de la proliferacién y la supervivencia de las células, mediante el control de la
progresion del ciclo y la muerte celular programada/apoptosis. De forma antagonica
a los oncogenes, los supresores tumorales se asocian con un fenotipo recesivo, es
decir es necesario tener ambos alelos alterados para perder por completo la funcién
de la proteina y favorecer asi el desarrollo del cancer por ausencia de control, siendo
las alteraciones en estos genes supresores tumorales las responsables de los
sindromes hereditarios del cancer. En estos sindromes familiares, se hereda una
mutacion germinal en uno de los alelos, de tal modo que todas las células del
organismo se ven afectadas. Por lo tanto, es muy probable que al menos una célula
sufra, por azar, la pérdida de funcién completa por alteracion del otro alelo. Como
resultado, los sindromes de cancer hereditario suelen dar lugar a multiples canceres
gue aparecen en etapas tempranas de la vida, como por ejemplo BRCA1l y BRCA2
en cancer de mama y ovario, SMARCA4 en cancer de ovario de célula pequefia
hipercalcémico (SCCOHT) o SMARCBL en el sindrome familiar de predisposicion a

tumores rabdoides?.

1.1.2 Marcadores distintivos del cancer

Hanahan y Weinberg, en el afio 2000, hipotetizaron las caracteristicas distintivas del
cancer. Estas se refieren a las principales propiedades funcionales que las células
normales adquieren durante el proceso de tumorogénesis. En su modelo, los autores
proponen que los tumores se comportan a modo de tejidos complejos formados por una
gran diversidad de células que interaccionan entre ellas estimulando de ésta manera los

mecanismos relacionados con la supervivencia y proliferacion®.
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Inicialmente, los autores definieron seis propiedades fundamentales que en una
posterior actualizacién en 2011 se extendieron a ocho: sefiales proliferativas sostenidas,
evasion de sefiales supresoras del crecimiento, resistencia a la muerte celular,
inmortalidad, induccion de angiogénesis, capacidad de invasion y metastasis,
reprogramacién del metabolismo celular y evasion a la respuesta del sistema
inmunitario. Junto a estas propiedades, se afiadieron dos caracteristicas propias del

cancer, facilitadoras del desarrollo del tumor: La inestabilidad genémica e inflamacién®.

En 2022, Hanahan publicé una ultima version donde, en base a la investigacién llevada
a cabo en los ultimos diez afos, las dos caracteristicas que se describieron como
emergentes en 2011 se incorporaron definitivamente en la lista de principales
marcadores distintivos del cancer, sumando un total de diez. Ademas, en esta Ultima
actualizaciébn se propusieron dos nuevas caracteristicas emergentes: plasticidad
fenotipica y presencia de células senescentes como componentes del microambiente
tumoral, junto a dos nuevas caracteristicas facilitadoras: microbioma y reprogramacion
epigenética no mutagénica’. Estos cuatro nuevos parametros propuestos requieren mas
estudios y validaciones apropiadas para que se integren en el listado central de
caracteristicas comunes y distintivas del cancer, las cuales sumarian un total de catorce

marcadores, tal y como se representa en la Figura 1.

Sefiales proliferativas Evasién de sefiales supresoras
sostenidas de crecimiento
Plasticidad fenotipica Re_prog’ra_lmamon -
epigenética no mutagénica
% |
Desregulacion del Y 4 Evasién de larespuesta
metabolismo celular @ y al sistemainmunitario
.~
g " wlivg L
. . \‘.f— "‘i
Resistenciaala Paot S <4 4 Inmortalidad celular
muerte celular - oo R e
& g
A y
" S, e ..v,
- “, ’ r
Inestabilidad gen6micay &@ Inflamacién
mutaciones P, 4 tumoral

Células senescentes < mﬂ Microbiomas polimérficos

Induccién de Activacion de mecanismos de
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Figura 1. Marcadores distintivos del cancer. Nueva ampliacion del modelo propuesto por Hanahan
y Weinberg donde se agrupan y describen los cambios comunes en la fisiologia celular que promueve
la malignidad en las células tumorales. Figura modificada y adaptada de Hanahan, 2022.
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1.2 Epigenética en laregulacion del cancer

Aunque histéricamente el cancer ha sido considerado una enfermedad de origen
genético, las alteraciones en los mecanismos epigenéticos se han identificado como un
factor comun en la practica totalidad de los tumores, desempefiando un papel
fundamental y transversal en la regulacion de los programas de expresion génica que
son fundamentales para la adquisicién de las caracteristicas distintivas del cancer. En
este contexto, en los Ultimos afios, los proyectos de secuenciacion masiva del genoma
han demostrado que, en casi la mitad de los tumores, se generan mutaciones en genes
gue codifican para proteinas de funcién epigenética. Asimismo, la interaccién entre el
genoma y el epigenoma abre nuevas ventanas para el estudio de nuevas posibilidades
terapéuticas®.

El DNA es empaquetado alrededor de las histonas que se organizan en unidades
denominadas nucleosomas, las cuales consisten en una vuelta de 147 pares de bases
de DNA envuelto alrededor de un octdmero de proteinas formado por dos unidades de
cada una de las histonas centrales (H2A, H2B, H3 y H4) y la histona H1, actuando fuera
del octamero, como linker de union del DNA entre nucleosomas contiguos. La union del
DNA con las proteinas histonas, proteinas no histonicas y RNA es lo que se denomina
cromatina. La cromatina puede adquirir dos conformaciones distintas en funcién de su

grado de compactacion y accesibilidad para la maquinaria de transcripcion:

= Heterocromatina o cromatina cerrada, altamente compactada y asociada a zonas
de represion transcripcional.

= Eucromatina o cromatina abierta, y transcripcionalmente activa.

Las histonas presentan en la regiéon N-terminal unas colas que estan sujetas a una
bateria de mdltiples modificaciones postraduccionales orquestadas por diferentes
complejos de enzimas modificadoras de la cromatina que, junto con la metilacion del
DNA, constituyen los dos principales factores reguladores el estado de compactacién
de la cromatina (Figura 2)°. Por otra parte, la metilacién del DNA media el silenciamiento
de elementos repetitivos y promotores génicos para, por un lado, mantener la estabilidad
gendmica (cuando la metilacién afecta al cuerpo del gen) y, por otro lado, establecer un
programa de expresion génico especifico. Destacablemente, en céancer, la
hipermetilaciéon de las islas CpG en la zona promotora de los genes es un evento
epigenético bien conocido y relacionado con el silenciamiento transcripcional'®. La
desregulacion de estos patrones epigenéticos orquestra la progresién tumoral y
metastatica, hecho que les convierte en interesantes puntos de intervencion y estudio

para posibles nuevas terapias epigenéticas'' 12,
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1.2.1 Modificaciones postraduccionales de las histonas

Las histonas son proteinas globulares que presentan colas flexibles N- y C-terminales
que sobresalen del nucleosoma y que estan compuestas, en un alto porcentaje, por
residuos basicos de lisinas (Lys, K) y argininas (Arg, R). Estos aminoacidos estan
sujetos a distintas modificaciones postraduccionales (MPTs), como la fosforilacion,
ubiquitinacion, sumoilacién, acetilacion y metilaciéon, que modifican la accesibilidad y

estructura de la cromatina®? (Figura 2).

La acetilacion de las histonas es la modificacion postraduccional mas estudiada y esta
catalizada por las enzimas histonas acetiltransferasas (HATSs), la accién de las cuales
es antagonizada por las histonas deacetilasasas (HDACs). La acetilacion de los
aminoacidos béasicos como la lisina, provoca una reduccion de la carga positiva en la
proteina induciendo asi la disociacion entre las histonas y el DNA, dando acceso a
diversas moléculas de union al DNA. Por el contrario, la deacetilacion de los mismos
residuos promueve la compactacion de la cromatina y, por tanto, la represion
transcripcional. Una de las modificaciones mas estudiadas de acetilacion es la del grupo
g-amino de las lisinas (K) en las colas de las H3 y H4 (H3/H4Kac). La deposicion de
estas marcas en zonas promotoras y enhancers, asi como la acetilacion de la lisina 27
en la H3 (H3K27ac), se asocian a un estado de eucromatina y de activacion de la

transcripciéon génica.

La metilacion de las histonas es un proceso mediado por metiltransferasas (HMTs o
KMTs) que transfieren grupos metilo a diferentes residuos en la cola de las histonas.
Las enzimas que revierten enzimaticamente esta actividad son las histonas demetilasas
(HDMs o KDMs) que, en funcién de la posicion del residuo que modifiquen y del grado
de metilaciéon (mono- (mel), di- (me2) o tri- (me3)), pueden permitir o reprimir de manera
dual la transcripcién génica. Los promotores transcripcionalmente activos estan
enriquecidos, junto con las marcas H3/H4Kac, por trimetilaciéon en la lisina 4 de la H3
(H3K4me3) mientras que los enhancers activos se asocian a marcas de monometilacion
en lalisina 4 de la H3 (H3K4me1l). También existen marcas activas a lo largo del cuerpo
del gen, en zonas no promotoras, como la trimetilacion de la lisina 36 en la H3
(H3K36me3). Por otro lado, los promotores inactivos presentan acumulacion de marcas
de trimetilacion en la lisina 27 y la lisina 9 de la H3 (H3K9me3 y H3K27me3). Es
importante destacar que en las marcas de metilacion se reclutan proteinas efectoras
que desempefian un papel esencial en el mantenimiento del estado transcripcional de

la cromatinal415,
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Las marcas de activacion y represion suelen ser antagoénicas para el correcto control de
los procesos en los que estan involucradas. La deposicion de estas modificaciones esta
coordinada por un conjunto de reguladores epigenéticos que actian como Readers
(lectores), Writers (escritores) o Erasers (borradores), formando redes de interaccion

reversible para controlar de forma precisa los patrones globales de expresion (Figura 2).

Modificadores epigenéticos

Modificaciones epigenéticas

Promotor Transcripcion activa

lT Reguladores de la Cromatina

KMT
Metilacion del DNA f
5mC [ koM | )
Modificacion de las Histonas 4 F :
DNMT — ) Me et el M3 et
@H3/H4Kac ®H3K9me3 t / Promotor =
H3K4me3 ‘ Silenciamiento génico
@ H3k27me3
@ H3K36me3

Figura 2. Mecanismos de regulacién de la cromatina y control de la transcripcion. Las
modificaciones epigenéticas, como la metilacién del DNA y las modificaciones postraduccionales de las
histonas, forman una compleja red de regulaciéon de la compactacién de la cromatina y la expresion
génica. Las zonas favorables para la transcripcién de los genes (eucromatina) estan asociadas a marcas
de activacién como H3/H4Kac y H3K4me3 en zonas promotoras del gen, asi como H3K36me3 a lo largo
del gen. La eucromatina permite la unién al DNA de complejos reguladores de la cromatina, como
SWI/SNF, factores de transcripcion y la RNA polimerasa Il para el inicio de la transcripcion génica. Las
zonas de silenciamiento génico (heterocromatina) se asocian a zonas de metilacion del DNA (5mC) y
marcas de represion como H3K9me3 y dominios de silenciamiento de PRC2 marcados por H3K27me3.
Los modificadores epigenéticos que actian coordinadamente para orquestar el control de los patrones
del epigenoma incluyen las enzimas capaces de afadir (writers), reconocer/leer (readers) y eliminar
(erasers) las marcas epigenéticas del DNA o las colas de las histonas. La metilacion del DNA es catalizada
por las DNA metiltransferasas (DNMTSs) y es eliminada de forma activa por las enzimas TETSs. El estado
de metilacién de las lisinas de las colas de histonas viene determinado por las acciones opuestas de las
lisinas metiltransferasas (KMTs) y las demetilasas (KDMs). La misma interaccion se produce entre las
histonas acetiltransferasas (HATS) y las histonas deacetilasas (HDACSs), que afiaden o eliminan grupos
acetilo a los residuos de lisina de las colas de las histonas. Esta figura ha sido creada con
www.BioRender.com.
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1.2.2 Reguladores epigenéticos

Segun sus distintas capacidades en el reconocimiento y modificacion de las marcas
epigenéticas, los reguladores epigenéticos se clasifican en: (1) Writers o Escritores,
capaces de modificar las bases nucleotidicas y ciertos aminoacidos de las histonas; (2)
Erasers o Borradores, capaces de eliminar las modificaciones epigenéticas afiadidas
por los writers; (3) Readers o lectores, proteinas o complejos multi-proteicos que son

capaces de reconocer, leer y responder a las marcas epigenéticas especificas®.

1. Writers (o Escritores): DNA metiltransferasas (DNMTSs), histonas acetiltransferasas

(HATSs) y lisinas metiltransferasas (KDMs).

= Las DNMTs conforman una familia de proteinas altamente conservadas formada por
DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B y DNMT3L, que catalizan la transferencia de
los grupos metilo de S-adenosil-L-metionina (SAM) a la posicion 5’- de los residuos
de citosina en el DNA. La metilacién en las citosinas se produce predominantemente
en presencia de dinucleétidos de citosina-guanina (CpG), dando lugar a la formacién
de 5-metilcitosina (5mC) que se asocia a zonas de heterocromatina. La metilacion
en el DNA también controla la expresién de otros reguladores epigenéticos como los
MIRNA4,

= Las HATSs transfieren los grupos acetilo desde el grupo donador Co-A al grupo ¢-
amino de los residuos de lisinas (K), anulando la carga positiva de estos aminoacidos
y permitiendo la apertura de la cromatina. Las HATSs se clasifican y diferencian segin
su localizacion celular: nucleares o tipo A, responsables de la acetilacién de las
histonas en la cromatina, y las citoplasmaticas o tipo B, que acetilan las histonas
recién traducidas. Una de las HATs nucleares mas estudiada es p300/CBP (KAT3A
o0y KAT3B 0 p300), la cual se asocia a acetilacion de las histonas en el nucleosoma
que coopera con los miembros de la maquinaria transcripcional basal y con varios
factores de transcripcion como c-FOS, c-JUN, TP53, entre otros, para el regular los

patrones de expresiont214,

= Las KMTs catalizan la transferencia de grupos metilo del cofactor S-adenosil-
metionina a los residuos de lisina, dando lugar a tres productos de metilacion, junto
con adenosilhomocisteina. Estas enzimas pueden afiadir hasta tres grupos metilo a
un Unico residuo de lisina (K), dando lugar a estados de mono (mel), di (me2) o tri
(me3) metilacion de los aminoacidos®. Estas modificaciones postraduccionales son
Gnicas y con un mecanismo de regulacion intrinsicamente complejo, ya que pueden

estar asociadas tanto a la activacion como a la represioén transcripcional en funcion
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de la posicion y el estado de los residuos de lisina. Por ejemplo, las marcas de
metilaciéon H3K4me2,3, H3K9mel H3K27mel, H3K36me3 y H4K20mel se asocian
a un estado activo de la transcripcion en zonas de eucromatina, mientras que las
metilaciones H3K9me2,3, H3K27me2,3 y H4K20me3 son las marcas de
heterocromatina. Estos residuos de lisina de las H3 y H4 son algunos de los mas
estudiados y propensos a la metilacion catalizada por KMTs (Figura 3). De entre las
metiltransferasas mas estudiadas estan EZH1 y EZH2, subunidades cataliticas del
Complejo Represor Polycomb 2 (PRC2), que regulan la deposiciébn de marcas de
dimetilo (me2) y trimetilo (me3) en H3K27. Las metiltransferasas EZH1/2 no tienen
actividad catalitica por si solas, a menos que formen parte de PRC2 junto a las otras
subunidades, hecho que convierte a este complejo esencial para la represion génica

y control de la transcripciont?10.

Erasers o Borradores: DNA demetilasas, histonas deacetilasas (HDACS) y lisinas
demetilasas (KDMs).

La demetilacion del DNA es el proceso por el cual son eliminados los grupos metilo
del DNA de forma activa o pasiva. La demetilacién pasiva ocurre a lo largo del ciclo
de replicacion cuando la enzima de mantenimiento DNMT1 es incapaz de mantener
los niveles de metilacion del DNA a lo largo de las distintas rondas de replicacion.
Por otro lado, la demetilacién activa requiere la accién enzimética de TET1, TET2 y
TET3 para la eliminacion de las marcas 5mC a través de una cascada de reduccion

secuencial de la metilacion48,

Las HDACs eliminan los grupos €-amino de los residuos de lisina de las histonas,
dando lugar a la compactacion de la cromatina y represion de la transcripcion génica.
Segun sus propiedades enzimaticas, podemos distinguir dos clases de HDACs en
mamiferos: 1) deacetilasas dependientes de zinc, compuesta por 11 proteinas y
dividida en cuatro clases segin su homologia con las proteinas de las levaduras (I,
lla, lIb y 1IV), y 2) sirtuinas o HDACs de clase Ill, compuesta por 7 proteinas, que
actian de forma dependiente de NAD+. Algunas de estas enzimas, como HDAC1 y
HDAC2 forman parte de otros complejos como BRG1-RB1-HDACl1l o
RCOR/GFI/DKM1A/HDAC?2, o del complejo represor PRC210.14,

Las KDMs se pueden clasificar en dos familias distintas segin su mecanismo
enzimatico: 1) demetilasas especificas de lisinas (LSD) de sus siglas en inglés

“Lysine Specific Demethylase” que requieren del dinucledtido flavina-adenina (FAD),
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y 2) demetilasas con dominio Jumonji C (JmjC), que contiene hierro y dioxigenasa
dependiente de a-cetoglutarato. La familia LSD esta formada por LSD1/KDM1A y
LSD2/KDM1B que presentan un dominio AOD en el extremo N-terminal responsable
del mecanismo FAD-dependiente. Los sustratos especificos de la familia LSD se
limitan a mel y me2. La familia JmjC se divide, a su vez, en subfamilias (KDM2,
KDM3, KDM4, KDM5, KDM6 y KDM8) capaces de demetilar todos los estados de
metilacion de los residuos de lisinas (mel, me2 y me3), utilizando 2-oxoglutarato
(20G) como cosustrato y Fe (1) como cofactor. Las principales modificaciones que
llevan a cabo las distintas KDMs se especifican en la Figura 3. Cabe destacar que
la subfamilia de la KDM6 consiste en tres miembros (KDM6A-6C), dos de los cuales
KDM6A (UTX) y KDM6B (JMJD) catalizan la demetilacién de una las marcas de
represion mas estudiadas y mas importantes en la regulaciéon global de la expresién,
H3K27me3, antagonizando la accién de las metiltransferasas del complejo PRC2,

clave en el control de la expresién®10,

Readers o Lectores: Lectores de las metilaciones en el DNA, lectores de las

metilaciones en histonas y lectores en las acetilaciones de las histonas.

Los lectores de la metilacion en el DNA se pueden clasificar en tres familias
distintas de proteinas que se acoplan al DNA metilado: la familia con dominios de
unién a metil-CpG (MBD), las proteinas con dominio SRA vy las proteinas con
dominio Zinc Finger (ZnF). Estas proteinas se unen a grupos CpG metilados (MBP)
y son capaces de interpretar el DNA metilado y reclutar complejos remodeladores

de la cromatina asociados a la represion génica®?*2.

Los lectores de la metilacion en residuos de lisina de las histonas son enzimas
con dominios especializados para el reconocimiento de estas modificaciones. Estos
dominios han sido identificados como: tudor, tudor tAndem (TTD), cromodominios,
cromobarrel, doble cromodominio (DCD), tumor cerebral maligno (MBT), PWWP
(Pro-TrpTrp-Pro), homeodominio de las plantas (PHD), WD40, ADD (ATRX-DNMT3-
DNMT3L), Ankyrin, homologo bromo-adyacente (BAH) y zinc finger CW (zf-CW).
Muchas de las proteinas involucradas en la remodelacién de la cromatina muestran
estos dominios de unién a lisinas metiladas como, por ejemplo, el dominio tudor en
PHF1y PHF19, que son miembros de la familia de proteinas Polycomb y reconocen
H3K36me3, o la subunidad EED del complejo PRC2 que reconoce H3K27me3 a

través de su dominio WD40, dando lugar a la compactacion de la cromatina®?12.
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= Los lectores de las acetilaciones son proteinas con bromodominios (BRD),
dominios dobles PHD finger o dominios Yeats. Los principales lectores de las marcas
de acetilacion en los residuos de lisina (e-N-acetil lisina) son los BRD, que se dividen
en 8 familias basadas en su similitud de secuencia y estructura. Algunos de los
lectores mas estudiados son SMARCA2/BRM y SMARCA4/BRG1, dos elementos
del nacleo del complejo remodelador de cromatina SWI/SNF, que contienen un

dominio BRD y reconocen mudiltiples sitios de acetilacién de la H3 y H4%12,
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Figura 3. KDMs y KMTs de las principales modificaciones de la histona 3 (H3) y 4 (H4). Se destacan
la H3 y H4 en el octamero de histonas. Las lisinas se muestran como K junto al nimero de la posicién
gue ocupan en las colas de las histonas. Las lisinas metiltransferasas (KMTs), en negro, son los writers
gue afaden las distintas marcas de metilacion (mel, me2 o me3). Las lisinas demetilasas (KDMs), en
azul, son los erasers capaces de eliminar la metilacion. Esta figura ha sido creada con
www.BioRender.com y la informacién se ha obtenido de www.cellsignal.com/pathways.

1.2.3 Desregulacion de mecanismos epigenéticos en el cancer

Dada la importancia de las modificaciones de la cromatina y la remodelacién de los
nucleosomas en la regulacién de la expresion génica, la pérdida o alteracion de las
funciones en las proteinas implicadas en su control favorece el inicio y el desarrollo de

los mecanismos de tumorogénesis.
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En los aflos 80 se describié por primera vez la conexién entre la metilacién del DNA y
las células tumorales, observandose que la hipometilacion de las islas GpG en los
promotores de los genes resultaban en patrones aberrantes de activacion de los
mismos?é. Del mismo modo, se observé que la hipermetilacién en el promotor de un gen,
como fue el caso del gen supresor tumoral retinoblastoma (RB1), resultaba en el
silenciamiento del gen'’. En 2002, se describi6é otro mecanismo epigenético implicado
en cancer, la modificacion postraduccionales de las histonas, cuando se observo que la
metilacién de la lisina 9 en la H3 correlacionaba con el silenciamiento del supresor
tumoral CDKN2A819 Desde entonces, la secuenciaciébn masiva por bisulfito, ha
demostrado por primera vez los mapas globales de metilacion del genoma, en los cuales
se ha observado que entre el 5% y el 10% de las islas CpG se encuentran metiladas de

forma anormal en cancer.

Ademas, en cancer, se han descrito alteraciones en varios moduladores epigenéticos
como, por ejemplo, la ganancia de funcion de la metiltransferasa EZH2 en distintos tipos
de cancer, por ejemplo linfoma y melanoma, dando lugar a un incremento de la marca
de represién H3K27me32°. Las reorganizaciones cromosomicas en la acetiltransferasa
CBP/p300 influyen en la aparicion de varios tumores hematopoyéticos mientras que su
pérdida de funcion se ha descrito en tumores soélidos, como el cancer de pulmén,
colorrectal o de mama. Esta HAT, acetila e incrementa la actividad de proteinas no-
histonas como TP53, RB1, y CMYC, factores clave en el control de la proliferacién
celular, la apoptosis, la diferenciacion y la estabilidad del DNA?l. Por otro lado,
alteraciones genéticas en forma de mutaciones se han descrito en la metiltransferasa
MLL2, en un 90% de los linfomas foliculares??, y en MLL1, en leucemias mieloides
agudas y en leucemias linfociticas agudas. Mutaciones recurrentes también han sido
observadas en demetilasas, tales como KDM5A, en leucemias mieloides agudas, y
KDM5C en tumores renales y KDM6A, hasta 12 tumores distintos, tanto hematolégicos

como de tumores so6lidos?3:24,

1.3 Rol del complejo PRC2 en la progresion el cancer

Las proteinas Polycomb (PcG) se conforman por un conjunto de factores de
transcripcién que desempefian un papel crucial en muchos procesos fisiolégicos, como
el mantenimiento celular, la diferenciacién, el control del ciclo celular y el desarrollo del
cancer. Se diferencian en dos complejos multiproteicos de represion: PRC1 y PRC2.

PRC2 cataliza la metilacion de la lisina 27 en la H3 (H3K27me3), a través de las
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metiltransferasas EZH1 o EZH2, mientras que PRC1 lee las marcas represivas de
H3K27me3 a través del cromodominios CBX7 y se requiere para depositar marcas de
ubiquitinacion en la lisina 119 de la histona H2A (H2AK119ub) mediante la accion de las
ligasas E3 Ringlay Ring1b?.

Debido a nuestro interés en el estudio de la metilacion y acetilacion de los residuos de
lisinas en la cola de la histona H3 y sus mecanismos de regulacién, nos vamos a centrar

Unicamente en la descripcion del complejo con actividad metiltransferasa PRC2.

1.3.1 Estructuray funcién del complejo PRC2

El complejo de represién Polycomb 2 (PRC2) es un complejo de proteinas de union a la
cromatina, que actda como enzima modificadora de las histonas, catalizando la
deposicion de una de las marcas epigenéticas claves para el silenciamiento génico,
H3K27me326.

PRC2.2 PRC2.1
[ I |
Nucleo del complejo
s A
AEBP2 — SUZ12 EED1-4 «— EPOP
Reclutamiento del complejo EZH1/2 Interaccion con Elongina BC
Unién a dominios ricos en GC y modulacién de la
Potenciador enzimatico ’
Subunidad catalitica cromatina
Metilacién H3K27
JARID2 —> +—> PALI1/2
o RBBP4/7
Regulacion enzimatica Regulacién enzimatica
Reclutamiento del complejo Facilitacion de la
Interaccion DNA y ncRNA Reclutamiento del complejo interaccion al DNA y
Unién a las histonas nucleosomas
Potenciador enzimatico
~ / \
PCL
1/2/3

Reclutamiento del complejo
Dominios de unidn a Lisinas metiladas

Figura 4. Conformacion del complejo PRC2 y sus dos versiones: PRC2.1 y PRC2.2. Las
subunidades del nacleo del complejo se indican en la imagen, asi como las subunidades accesorias
gue conforman las dos versiones. Esta figura ha sido creada con www.BioRender.com y la informacion
se ha obtenido de Aranda et al. 2015 y Xiuli Liu and Xin Liu 2022.
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El ndcleo del complejo PRC2 est4 formado por cuatro componentes principales: la
subunidad catalitica EZH1 o EZH2, SUZ12 y EED, que catalizan la mono- di- y tri-
metilacion de H3K27, y por RBBP4/7 o RBAP48/46, que resulta prescindible para el
proceso enzimatico. Ademas, PRC2 puede unirse a otras subunidades que regulan su
funcion molecular y biolégica, dependiendo del tipo celular. Muchos de estos
componentes facultativos se unen al complejo de forma mutuamente excluyente, dando
lugar a dos versiones del complejo PRC2: PRC2.1 y PRC2.2. Ademas de las
subunidades principales, la primera variante (PRC2.1) consta de una proteina PCL
(PCL1/2/3, también denominadas PHF1, MTF2 y PHF19, respectivamente), asi como
Elongin BC y EPOP o PALI1/2, mientras que la otra variante (PRC2.2) comprende
JARID2 y AEBP2 (Figura 4)27:28,

La subunidad nuclear EED reconoce el producto de la catalisis de PRC2, H3K27me3, lo
que conduce a la estimulacion alostérica de la actividad enzimatica de PRC2 en un
mecanismo de retroalimentacion positiva que explica la propagacion de esta marca de
represion en grandes dominios de cromatina. PCR2 cataliza los tres estados de
metilacién de la histona H3 (H3K27mel/2/3) y su distribucion es mutualmente
excluyente. Mientras H3K27me3 se deposita en zonas promotoras, H3K27me2 se
localiza en regiones intergénicas y H3K27mel a lo largo del cuerpo de genes que son
activamente transcritos. La marca de represion H3K27me3 suele colocalizarse con la
marca de activacion H3K4me3 en dominios de cromatina bivalentes, preparados tanto
para la activacién como la represion génica. H3K27me3 se suele colocalizar, también
con la marca de represion H2AK119ub en zonas de heterocromatina facultativa?6-?° La
marca de activacion H3K27ac, mediada por la HATs como p300/CBP y depositada
preferencialmente tanto en promotores como en enhancers activos, es mutualmente
excluyente con H3K27me3. Se ha descrito una competicion directa entre PRC2 y

p300/CBP en la modificacion postraduccional de esta histona (Figura 5)3°.

El reclutamiento de PRC2 y la deposicion de H3K27me3 ocurren tras el silenciamiento
transcripcional, de modo que la funcién principal de este complejo es mantener
apagados programas establecidos de expresion génica correspondientes a distintos
tipos celulares especificos, antagonizando la deposicibn de marcas activas,
dinamizando la interaccidon con componentes de la maquinaria de transcripcion de la

RNA polimerasa Il (Pol 1) y orquestando la estructura de la cromatina3!-%2,
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Figura 5. Regulacién de la H3K27. La regulacion de la H3K27 es un mecanismo dinamico y de
interrelacion entre complejos epigenéticos clave para el control de la compactacion de la cromatina y
expresion génica. De este modo, existe una competicién directa entre las moléculas involucradas en el
control de las marcas de activacion (H3K27ac) y la represion (H3K27me3). Como se observa en la parte
superior de la imagen, en zonas de transcripcion activa las KDM6A/B reconocen y eliminan las marcas
de metilaciéon en H3K27 permitiendo que p300/CBP afiada grupos acetilo, las cuales generan zonas de
reconocimiento y union del complejo de remodelacion de la cromatina SWI/SNF, junto a factores de
transcripciéon (TF) que reclutan la RNA polimerasa Il (RNA Pol II), permitiendo su unién al DNA y el
consiguiente inicio de la transcripcion. En la parte inferior de la imagen se observa que, en zonas de
represion de la transcripcion, el complejo PRC2/EZH2 es reclutado y cataliza el control de la deposicién
de H3K27me3 mientras que las HDACs eliminan las H3K27ac, cerrando la cromatina e impidiendo la
union de SWI/SNF, TF y RNA Pol Il al DNA, dando lugar a un silenciamiento de la expresion génica.
Esta figura ha sido creada con www.BioRender.com

1.3.2 Mecanismo oncogénico de PRC2

En general, la alteracion en la actividad de PRC2 conduce a cambios globales en los
patrones de metilacién de la histona H3K27, hecho que promueve la reduccién de la
heterocromatina facultativa y el aumento de regiones de eucromatina, dando lugar a
cambios en la expresibn génica que promueven la activacibn de oncogenes y/o
inactivacién de supresores tumorales, favoreciendo asi el inicio de la carcinogénesis.
Aunque la mayoria de los canceres se asocian a alteraciones de ganancia de funcién o
sobreexpresion de EZH2, la pérdida de funcién de PRC2 por mutaciones inactivadoras
en EZH2, EED o SUZ12 también se ha descrito cancer?®, lo que podria indicar un
potencial rol dual de este complejo en oncogénesis. La sobrexpresion de EZH2 se
asocia a un peor pronéstico en cancer de préstata, de mama, endometrio, vejiga y
melanoma y con un incremento de la agresividad y estadios avanzados de la
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enfermedad®3. Ademas, se ha observado que la presencia de mutaciones activadoras
en el gen EZH2 junto con estados de hipertrimetilacion de H3K27me3 se asocian al
desarrollo de un subconjunto de linfomas humanos de células B (linfomas de células B
difusas de células grandes y linfomas foliculares)3424. La inhibicion de EZH2 en tumores
con alteraciones genéticas inactivadoras en miembros del complejo de remodelador de
la cromatina SWI/SNF tiene un efecto de letalidad sintética, lo que sugiere que EZH2

podria ser una potencial diana terapéutica en algunos tipos de cancer3>2,

1.4 Rol de KDMBA/UTX y KDM6B/IMJD3 en cancer

Las dos demetilasas que catalizan la eliminacion de la trimetilacién de la H3K27 son la
KDM6A (o UTX) y KDM6B (o JMJD3) y se describieron por primera vez en 20073,
Desde entonces, la actividad de estas dos demetilasas se ha visto implicada en el

desarrollo de una gran variedad de enfermedades, entre ellas, el cancer?’.

1.4.1 Estructuray funcién de las KDM6A/UTX y KDM6B/JMJD3

KDM6A y KDM6B pertenecen a la familia de demetilasas con dominio JmjC y catalizan
la eliminacion de los grupos di- y tri- metilacion de la H3K27, conduciendo a un estado
de activacion transcripcional.

KDMG6A consta de 1401 aminoacidos y es codificada por el gen KDM6A situado en el
cromosoma X, siendo este uno de los genes conocidos que escapan a la inactivacion
del cromosoma X. Junto con el dominio catalitico JmJC en el extremo C-terminal,
KDMG6A presenta 6 dominios de repeticién de tricopéptidos (TPR) de mediacién de
interacciones proteicas y un dominio Zinc finger (ZnF) de unién al DNA. KDM6A (o UTX),
tiene un homoélogo en el cromosoma Y, UTY, que actlla compensando parcialmente las
funciones de KDMG6A, ya que presenta una actividad catalitica minima debido a una
mutacién en el dominio JmjC. Por otra parte, KDM6B consta de 1679 aminoéacidos y es
codificad por el gen KDM6B situado en el cromosoma 17. Esta demetilasa, sin embargo,
no contiene ningln otro dominio caracteristico a parte del de JmjC. KDM6A y KDM6B

presentan una similitud de secuencia del 84% en su dominio JmjC38 (Figura 6a).

De forma mecanica, al igual que todas las demetilasas con dominio JmjC, KDM6A y
KDM6B catalizan la descarboxilacion oxidativa del 20G (2-oxoglutarato) de forma
dependiente a Fe(ll) y O, eliminando los grupos metilo en las lisina de la histona a

través de una reaccion de reduccion en cadenas®.
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Figura 6. Localizacion, estructura y mecanismo de accion de KDM6A y KDM6B. a. Localizacién
cromosomica y representacion esquematica de los dominios proteicos de las KDM6s. Su estructura
consta de cinco regiones: dominio de repeticion tetratricropéptida (TPR), dominio Helical, Linker,
dominio Jumonji C (JmjC) y dominio Zinc Finger (ZnF). El nimero indica los aminoacidos que conforman
la proteina (aa). Los dominios que conforman las KDM6s son de acuerdo con la informacién de
www.uniprot.com. b. Mecanismos de demetilacién directos e indirectos de KDM6A y KDM6B. Las dos
proteinas pueden actuar directamente sobre las marcas H3K27me3 o en competicion directa con PRC2.
De forma indirecta, se pueden unir a co-activadores o factores de transcripcion para reclutar y activar la
RNA Pol Il. KDM6A, por otra parte, puede unirse al complejo COMPASS, afiadiendo las marcas de
activacion H3K4me1l, que se une a su vez a la HAT CBP/p300, permitiendo afiadir H3K27ac, junto con
otros remodeladores de la cromatina, como SWI/SNF a través de SMARCA4, que abren la cromatina,
siendo activa para la transcripcion. Esta figura ha sido creada con www.BioRender.com.

A parte de su funcion como demetilasas tanto KDM6A como KDM6B estan involucradas
en actividades criticas para el control de la transcripcion, el desarrollo y la diferenciacion
(Figura 6b). KDM6A forma parte del complejo MLL3/4-COMPASS-like, el cual media la
metilacién sobre H3K4, como H3K4mel y H3K4me3, facilitando la activacion de
enhancers®. En este complejo, KDM6A se une a los enhancers en asociacion al factor
de transcripcion LDTF, facilitando el reclutamiento de las metiltransferasas MLL3/4, la
H3K27 acetiltransferasa CBP/p300 y el complejo remodelador de cromatina SWI/SNF.
Una vez KDM6A ha ejercido su actividad demetilasa sobre H3K27me3, permitiendo la
deposicion de grupos acetilo sobre H3K27 por CBP/p300, que son reconocidos por
SMARCA4 (o BRG1) del complejo SWI/SNF, KMT2C and KMT2D acttian sobre H3K4.
De este modo, se genera una apertura de la cromatina, que activa los enhancers y

enciende la transcripcion de genes*42. La transcripcion mediada por KDM6A podria
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también ser independiente de su actividad demetilasa, debida a su interaccion con
factores de transcripcion, con la RNA polimerasa I, y con proteinas involucradas en el
control del ciclo celular®.

KDM6B también puede disminuir los niveles de H3K27me3 de forma directa,
compitiendo con la actividad de PRC2/EZH2, o de forma indirecta a través de su union
a coactivadores del complejo de elongacion de la RNA polimerasa Il, y reclutando
factores de transcripcion para promocionar la transcripcion génica®.

Tanto KDM6A como KDM6B desempefian papeles importantes en el desarrollo y
diferenciacion celular, ya que estan involucradas en la regulacién de los genes HOX*.
Ademas, la actividad de estas dos demetilasas se ha relacionado con el control de la
respuesta inflamatoria e inmunidad, regulando los genes responsables de la maduracién

y la diferenciacion terminal de las células T4°.

1.4.2 Mecanismos moleculares de las H3K27 demetilasas en cancer

Las KDM6s desempefan un papel crucial y dual en la aparicion y la progresion de los
tumores, mediando la activacion o represion de la transcripcion de genes esenciales
para el desarrollo tumoral que, por lo tanto, constituyen dianas terapéuticas potenciales
(Apartado 1.6 Inhibidores epigenéticos como terapias anticancerigenas). Debido a la
gran diversidad de factores y mecanismos con los que interactian, KDM6A y KDM6B
operan como factores pro-oncogénicos o supresores tumorales dependiendo en gran

medida de la tipologia celular y el contexto patoldgico del tumor (Figura 7).

a) KDMG6A/UTX

KDMG6A es una de las enzimas modificadoras de histonas mas mutada en céncer. La
mayoria de las mutaciones identificadas en KDM6A son de naturaleza deletérea,
provocando la pérdida de funcion de la proteina. Estas mutaciones han sido descritas
en una gran variedad de canceres, incluyendo distintos tipos de leucemias y linfomas,
carcinoma de vejiga, cancer de mama, adenocarcinoma colorrectal, adenocarcinoma de
endometrio, cancer de pancreas, cancer de pulmén y glioblastoma, entre otros?*.

De forma general, KDM6A funciona como supresor tumoral antagonizando la represién
transcripcional mediada por EZH2. Debido a que la reaccién catalitica de las KDM6s
depende de metabolitos celulares intermediarios del ciclo del acido tricarboxilico (ATC),
como Fe (ll), 20G u oxigeno, se ha descrito que la actividad demetilasa de KDM6A
puede estar influenciada por mutaciones genéticas en enzimas de este ciclo, como IDH1

o IDH2. Ademas, se ha descrito que, ante un estado de hipoxia en el microambiente
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tumoral, se genera una disminucién de 20G que promueve la inhibicion de la actividad
de KDM6A dependiente de 20G y la consiguiente desregulacion de la expresion génica
necesaria para la promocion, desarrollo y progresion del cancer’#2, Interesantemente,
se ha descrito que KDMG6A es un sensor directo de los niveles de oxigeno ya que, en
condiciones de hipoxia, su expresion es inhibida a través del complejo HIF-1a. De este
modo, la inactivacion por hipoxia de KDM6A promueve la trimetilacion de H3K27
impidiendo la reprogramacién transcripcional para la diferenciacion celular“®%°. Se ha
observado también que la pérdida de funcion de KDM6A disminuye la expresion de
inhibidores del ciclo celular como CDKN2A y CDKN2B, promoviendo un estado de
proliferacion celular descontrolada®?.

Aunque la mayoria de los trabajos realizados refuerzan el rol de KDM6A como gen
supresor tumoral, algunos estudios sugieren un papel pro-oncogénico. Como, por
ejemplo, su asociacién con el fsactor de transcripcion TAL1 en leucemia linfoblastica
aguda de células T, donde actia como factor coactivador promoviendo la proliferacion
celular®?. También se ha observado que KDM6A promueve la progresion y migracion
celular en cancer de mama con receptores de estrégenos (ER) positivos, facilitando la
regulacién de la transcripcion mediada por dichos receptores a través de la co-
localizacion con el factor de transcripcion ERa. Ademas, a través de ERa, KDM6A
recluta también a CBP para regular los niveles H3K27ac, promoviendo un estado
continuado de activacion transcripcional®®. En cancer de mama se ha observado que la
deplecion de KDMG6A, incrementa la expresion de factores de transcripcion
dependientes de MYC, como SNAI y ZEB1 que conducen a un estado de transicion
epitelio mesénquima (EMT), relacionado con una mayor agresividad y capacidad de

invasion tumoral®*.

b) KDM6B/IMJID3

A diferencia de KDM6A, el gen KDM6B no se encuentra mutado en cancer. Aun asi, se
ha observado que la expresién de KDM6B se encuentra significativamente disminuida
en varios tipos de cancer, incluyendo los carcinomas de pulmén e higado, asi como en
neoplasias hematopoyéticas. Aunque, por otra parte, también se ha observado que los
niveles de KDM6B se encuentran significativamente elevados en algunos tipos de
cancer como el carcinoma renal, el cancer de préstata y gliomas®S.

El papel de KDM6B en el control de la proliferacién y diferenciacion celular es regulado
por distintos factores de crecimiento, citoquinas y ligandos involucrados en diferentes
vias de sefalizacion, de forma independiente a su actividad demetilasa. De igual modo

que ocurre con KDM6A, KDM6B presenta mecanismos duales en la regulacion de la
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progresion del tumor, comportdndose como supresor tumoral u oncogén, dependiendo
del tipo celular y del tejido. Aunque muchos de los mecanismos de accion son comunes,
las dos demetilasas de H3K27 llevan a cabo distintas funciones, hecho que puede
deberse a la falta del dominio TPR N-terminal en la proteina KDM6B.

KDM6B puede actuar como supresor tumoral a través de varios mecanismos. Se ha
descrito que, en cancer, NOTCH inhibe la expresién de KDM6B%6. Ademas, del mismo
modo que sucede con KDM6A, KDM6B se regula mediante HIF-1a, en condiciones de
hipoxia y normoxia®’, por NF-kB y por RAS-RAF lo que desencadena la activacion de la
via de sefializacion de MAPK y promueve el crecimiento y la supervivencia de las células
tumorales®®%, Adicionalmente, KDMG6B interacciona con p53, regulando su
estabilizacion nuclear, hecho que promueve una parada del ciclo celular y la induccion
de senescencia 0 apoptosis®®.

Por otro lado, la sobreexpresion de KDM6B se ha relacionado con la disminucién de la
supervivencia y aumento de la agresividad en muchos tumores, actuando a través de
varios mecanismos oncogénicos. Por ejemplo, en la leucemia linfoblastica aguda de
células T, KDM6B se regula mediante una retroalimentacién positiva con USP7 y
NOTCH, donde KDM6B promueve la expresion de NOTCHL1 e induce la expresion del
factor de transcripcion USP7, reclutandolo y activando la expresion de los genes diana®.
Las cascadas de sefializacion de SMAD, activadas por BMP4, incrementan la expresion
de KDM6B, hecho que influye en la regulacion de los equilibrios entre auto-renovacion
y diferenciacion celular. Ademas, se ha descrito una retroalimentacion positiva en el
microambiente tumoral entre KDM6B y las vias BMP y NF-kB, modulando la
angiogénesis e inflamacion tumoral, donde KDM6B se une a regiones promotoras de
genes relacionados con la inflamacion como TNFa y IL-6, reduciendo asi los niveles de
H3K27me3%263, Mediante la sefalizacién de los SMAD activada por TGFB, KDM6B se
sobreexpresay, a su vez, regula al alza el factor dependiente de MYC, SNAI1, factor de
transcripcién clave en la transicion epitelio-mesénquima (EMT) y por lo tanto para la

progresion del cancert465,

Las demetilasas de H3K27 actian de forma precisa y estricta para llevar a cabo un
control equilibrado de la expresién génica, mediada de forma dependiente y/o
independiente de su actividad enzimatica. La diversidad de factores de transcripcion y
vias de sefializacidn con las que interactian las KDM6s dependen en gran medida del
contexto celular, hecho que explicaria su posible papel dual en la oncogénesis. Lo que
determina el equilibrio entre las funciones demetilasas y no demetilasas de las KDM6s
puede estar directamente relacionado con su expresion relativa, sus modificaciones

postraduccionales y la formacion e interaccibn de complejos, como por ejemplo su
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interaccién con otro complejo maestro de la regulacién génica: el remodelador de
cromatina SWI/SNF (Figura 5 y Figura 6b).

Figura 7. Mecanismos oncogénicos de KDM6A y KDM6B. Las dos KDM6s presentan un mecanismo
dual en el inicio y progresion tumoral. La regulacién de KDM6A/B puede ser al alza o a la baja dependiendo
de las condiciones de oxigeno (HIF-1a) y su interaccion con distintas vias de sefializacion. KDM6A influye
en la proliferacién celular, la diferenciacion, el metabolismo y la formacién de metastasis. KDM6B, por otro
lado, participa en la proliferacion celular, la inflamacion, apoptosis, senescencia y angiogénesis. Esta figura
ha sido creada con www.BioRender.com

1.5 Rol de los complejos SWI/SNF en la progresion de tumores

La regulacion de la H3K27 se puede ver afectada, también, por alteraciones en
complejos remodeladores de la cromatina, como el complejo SWI/SNF. Se trata de un
complejo multiproteico clave para el control de la compactacion de la cromatina y
consiguientemente la regulacion fina de la expresién génica, siendo un complejo
esencial en los programas basicos de desarrollo embrionario y diferenciacion celular.

Asimismo, es probablemente el complejo mas mutado en cancer, ya que, gracias a la
secuenciacion masiva del genoma tumoral, se ha observado que entre el 20% y el 25%
de todos los tumores humanos presentan alteraciones en alguna de las subunidades

del complejo SWI/SNF. De este modo, durante los ultimos afios, se le ha dado particular
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relevancia al estudio e identificacién de posibles vulnerabilidades terapéuticas derivadas
de las mutaciones inactivantes en los genes que codifican para las diferentes

subunidades de este complejo maestro en la regulacién del epigenoma®®.

1.5.1 Estructuray funciéon de los complejos SWI/SNF

La familia de complejos remodeladores de la cromatina SWI/SNF, también conocidos
como complejos asociados a los factores BRG1/BRM (BAF), controlan y regulan el
posicionamiento y deslizamiento de los nucleosomas para llevar a cabo un estricto
control de la accesibilidad de factores de transcripcion y compactacion de la cromatina.
Estos complejos se identificaron por primera en S.cerevisae, donde se descubrieron los
genes swi (switch) y snf (sucrose non-fermenting), responsables de llevar a cabo el
cambio y control de la transcripcion génica en presencia/ausencia de glucosa®’. Afios
mas tarde, se descubrieron y caracterizaron sus homologos en D.melanogaster y en

mamiferos, encontrandose sus distintos miembros altamente conservados®8:69,

Esta familia de remodeladores epigenéticos se agrupan en distintos macrocomplejos
ensamblados en combinaciones de 12-15 subunidades variables, codificadas por 29
genes. En mamiferos, los complejos SWI/SNF se clasifican principalmente en tres
subfamilias: BAF canonico (cBAF), BAF asociado a Polibromo (PBAF) y BAF asociado
a GLTSCR1 o GLTSCRIL (GBAF)™, Este ultimo se definié y caracterizé en 2018 con el
descubrimiento de los factores GLTSCR1 y GLTSCRL1L, conocido hasta entonces como
BAF no canénico (ncBAF)"*72, Las tres conformaciones comparten una subunidad
catalitica que es una de las dos ATPasas bien SMARCA4 o (BRG1) o SMARCAZ2 (o
BRM), junto con varias subunidades comunes, entre las cuales se encuentran
SMARCC1 (BAF155), SMARCC?2 (BAF170) y SMARCD1 (BAF60A), que conforman el
nucleo minimo y esencial de los tres complejos, conjuntamente con SMARCEL (BAF57)
y SMARCBL1 (SNF5) en BAF y PBAF, y distintas proteinas accesorias que conforman la
identidad de cada uno de los complejos™74 (Tabla 1 y Figura 8). El ensamblaje
diferencial de las distintas subunidades accesorias permite que puedan existir distintos
complejos SWI/SNF diferentes.

De forma constitutiva, SMARCC1/2 y SMARCD1/2/3 se asocian para formar la matriz
estructural de los complejos donde se ensamblan el resto de las proteinas. Las
subunidades SMARCB1, SMARCE1, ARID1A/1B y ARID2 contienen regiones de
interaccion con factores de transcripcion y/o el DNA. El factor SS18/L también
interacciona con activadores transcripcionales. Otras subunidades como BRD?7,

PBRM1, DPF1/2/3 y PHF10 contienen bromodominios de reconocimiento e interaccién
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con regiones de acetilacion en las colas de las histonas. Otras subunidades esenciales
del complejo, como ACTINA B (ACTB) y ACTL6A, actian formando una hendidura de

union a ATP necesaria para conseguir la maxima actividad ATPasa de SMARCA4, y

regular el deslizamiento de nucleosomas. El papel de otras subunidades como BCL7 o

GLTSCRL1/L, que no tienen ningun dominio funcional, sigue siendo desconocida’.

Tabla 1. Subunidades compartidas y especificas de los distintos complejos SWI/SNF en
mamiferos. Listado de las distintas subunidades del complejo SWI/SNF, sus alias y su presencia en las
distintas variantes del complejo, asi como el mddulo al cual pertenecen, clasificados segln si son
comunes o especificos de los distintos complejos. Informacién extraida de Centore, R.C. et al. 2020.

Gen
ACTB
ACTL6BA
ACTL6B
BCL7A
BCL7B
BCL7C
SMARCA2
SMARCA4
SMARCC1
SMARCC2
SMARCD1
SMARCD2
SMARCD3
ARID1A
ARID1B
ARID2
BICRA
BICRAL
BRD7
BRD9
DPF1
DPF2
DPF3
PHF10
PBRM1
SMARCB1
SMARCE1
SS18
SS18L1

Subunidades compartidas

Subunidades especificas

Alias

BAF53A
BAF53B

BRM
BRG1
BAF155
BAF170
BAFG0A
BAF60B
BAF60C
BAF250A, OSA1
BAF250B, OSA2
BAF200
GLTSCR1
GLTSCR1L

BAF45B, NEUD4
BAF45D, REQ, UBID4
BAF45C, CERD4
BAF45A
BAF180
BAF47, INI1
BAF57
SSXT, SYT
CREST

Complejo SWI/SNF
cBAF, PBAF, GBAF
cBAF, PBAF, GBAF
cBAF, PBAF, GBAF
cBAF, PBAF, GBAF
cBAF, PBAF, GBAF
cBAF, PBAF, GBAF
cBAF, PBAF, GBAF
cBAF, PBAF, GBAF
cBAF, PBAF, GBAF
cBAF, PBAF, GBAF
cBAF, PBAF, GBAF
cBAF, PBAF, GBAF
cBAF, PBAF, GBAF
cBAF
cBAF
PBAF
GBAF
GBAF
PBAF
GBAF
cBAF
cBAF
cBAF
GBAF
GBAF
cBAF, PBAF
cBAF, PBAF
cBAF, GBAF
cBAF, GBAF

Médulo
ATPasa
ATPasa
ATPasa
ATPasa
ATPasa
ATPasa
ATPasa
ATPasa
nucleo BAF
nucleo BAF
nucleo BAF
nucleo BAF
nucleo BAF
accesorio
accesorio
accesorio
accesorio
accesorio
accesorio
accesorio
accesorio
accesorio
accesorio
accesorio
accesorio
nucleo BAF
nucleo BAF
ATPasa
ATPasa

Aunque la asociacion y mecanismo del complejo GBAF sigue sin estar bien definida,

mecanisticamente, los tres complejos se asocian de forma similar al DNA. Los

complejos BAF se disponen en una conformacion de pinza en forma de C alrededor de

los nucleosomas, sugiriendo tres médulos funcionales de accion (Figura 8):

1. El moédulo ATPasa, formada por SMARCA4 o SMARCA2 como subunidad catalitica

gue interactla con la parte superior de los nucleosomas.
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2. El médulo estructural, formado por las subunidades SMARCB1, SMARCC,
SMARCD, SMARCEL1, junto con la subunidad DPF Unicamente en cBAF y PBRM1,
PHF10, BRD7 en PBAF. En estos dos complejos, SMARCB1 interactua con la parte
inferior del nucleosoma, cerrando la pinza de unién, mientras que en GBAF el
complejo se asocia Unicamente a SMARCC1 y SMARCD1, junto con BRD9 que

podria cerrar la pinza con su bromodominio de union a histonas.

3. El mbdulo regulador, conformado por las subunidades ACTB y ACTL6A, que
conectan el médulo ATPasa con el médulo base del complejo, siendo reforzado y
estabilizado por la asociacion de las subunidades ARID1 en cBAF, ARID2 en PBAF
y probablemente mediante GLTSCR1 y GLTSCR1L en GBAF"3.

De este modo, el acoplamiento bilateral de SMARCB1 y SMARCA4/2 en los
nucleosomas es esencial para llevar a cabo la actividad reguladora del complejo, ya que
cualquier delecion en las secuencias de los genes que codifican para estas proteinas

interrumpe la actividad de remodelacién de la cromatina del complejo’®.

Los complejos SWI/SNF desempefian un amplio papel en el control de la regulacién
transcripcional que sucede durante el desarrollo embrionario y la diferenciacion celular.
La especificidad en el control de estos programas se consigue mediante la expresion y
el ensamblaje conformacional de las diferentes subunidades para formar los distintos
complejos de forma tejido-especifica modulando, asi, la interacciébn con factores de

transcripcion especificos’77.

Como se ha mencionado anteriormente, el control y equilibro entre patrones de
activacion y represion transcripcional es regulado, en gran parte, por la oposicion de los
complejos SWI/SNF a la represion transcripcional mediada por PCR2 en los enhancers
y en los promotores de los genes, donde especificamente cBAF presenta mayor
actividad en respuesta a marcas de histonas como la H3K27ac y H3K4mel (Figura 5).
El reclutamiento de estos complejos al DNA conduce al desplazamiento de PRC2 y sus
marcas represivas H3K27me3, dando lugar a un estado de apertura de la cromatina y
activacion transcripcional. El reclutamiento de los complejos SWI/SNF a sus genes
diana se puede producir por: 1) interacciones directas entre las subunidades del
complejo y factores de transcripcion; 2) interacciones directas entre los complejos
SWI/SNF y las modificaciones de histonas, a través de los dominios especificos de
interaccion, como los bromodominios y 3) de forma indirecta, a través de la unién a otros

complejos o enzimas, como CBP/p3007® (Figura 6). Ademas del control sobre la
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transcripcion y la expresion génica, el complejo SWI/SNF esta implicado en mecanismos
de reparacion de dafios en el DNA. De este modo, estos remodeladores de la cromatina
se ven implicados en el control del mantenimiento de la estabilidad genémica, hecho

gue contribuye en reforzar la actividad supresora tumoral de este complejo en cancer.

SWI/SNF complex PBAF complex
( BRD7 PBRM1 PHF10 ARID2 \

SMARCA4 ACTB | @®
SMARCA2 ACTL6A | Q | ©
ARID1A | SMARCB1 [ SMARCD1 ACTL6B | > | &
ARID1B | SMARCE1 | SMARCD2 BCL7A |®m | ™
DPF1 SMARCD3 BCL7B | Q |3
DPF2 SMARCC1 BCL7C | & |3
DPF3 SMARCC2 o | >
D | =

o

o

k Ss18L1 S$S18

cBAF complex

cBAF Complex PBAF Complex GBAF Complex

Figura 8. Organizacion y conformacion de los complejos SWI/SNF en mamiferos. En la parte superior
derecha de la figura se resumen y engloban las distintas subunidades de los complejos, segun si son
compartidas o especificas de cada uno de los tres subtipos: cBAF, PBAF, GBAF. En la parte inferior se
representa la organizacion tridimensional y uniéon a los nucleosomas en pinza en forma de C de los
complejos: el dominio ATPasa conformado por SMARCA4/2 interactia con la parte superior de los
nucleosomas; el mddulo estructural, formado por SMARCB1, SMARCC, SMARCD, SMARCEL en cBAF y
PBAF, junto con subunidades especificas de cada complejo, interactta con la parte inferior del nucleosoma
cerrando la pinza de union. En GBAF el complejo se asocia Gnicamente a SMARCC1, SMARCD1 y BRD9,
que presenta un bromodominio de union a histonas; el médulo regulador, conformado por las subunidades
ACTB y ACTL6A, conecta el mddulo ATPasa con el médulo estructural del complejo, siendo reforzado y
estabilizado por la asociacion de las subunidades ARID1 en cBAF, ARID2 en PBAF y GLTSCR1/L en
GBAF. Esta fiaura ha sido creada con www.BioRender.com

1.5.2 Mecanismo supresor tumoral de SWI/SNF

Aunque las alteraciones en otros modificadores de la cromatina y reguladores
epigenéticos son frecuentes en muchos tipos de cancer, las mutaciones que afectan

genes que codifican los distintos miembros de los complejos SWI/SNF estan presentes
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en mas del 20% de todos los tumores humanos’®. Ademas, los cambios epigenéticos y
las mutaciones en otras proteinas de interaccién con el complejo, incrementan la

frecuencia de desregulacion de SWI/SNF en oncogénesis®.

Hay un total de 29 genes que codifican las distintas subunidades de SWI/SNF, aunque
no todos ellos estan mutados en céancer, siendo ARID1A, PBRM1, SMARCBI1,
SMARCA4 y ARID2 los que presentan mutaciones con una mayor frecuencia. Algunos
de estos genes se han incorporado a los paneles de secuenciacion para el diagnéstico
de cancer (Tabla 2). Las mutaciones de SWI/SNF se producen en una gran variedad de
tumores malignos, incluyendo el cancer de pulmén, de ovario, de endometrio, de vejiga,
de estbmago, de higado, colorrectal, de pancreas, de mama y de boca’®8%828 | a
mayoria de estas alteraciones genéticas son mutaciones que dan lugar a codones stop
prematuros en la proteina o deleciones homocigotas que, en ambos casos, conllevan
una falta de proteina. Tanto el tipo de alteraciones genéticas como el hecho de que
éstas sean bialelicas permite definirlos como genes supresores tumorales en sentido
estricto’®. Aungue con poca frecuencia, también se han identificado algunas mutaciones
de cambio de aminoacido que se localizan, preferentemente, en dominios muy

conservados, como es el caso del dominio ATPasa de SMARCAA484,

La regulacién transcripcional mediada por el complejo SWI/SNF recae también en el
control de los enhancers y, por tanto, la ausencia de dicha regulacion también contribuye
al desarrollo tumoral®. Asi pues, en lineas celulares de tumores rabdoides que son
deficientes para SMARCB1, se ha observado que la re-expresion ectdpica de
SMARCBLI1 induce un incremento de la unién distal de las subunidades de SWI/SNF en
sitios de inicio de la transcripcién (TSS), asi como un aumento de las marcas de histonas
asociadas a enhancers activos: H3K27ac y H3K4me18. También se ha visto que la
pérdida de ARID1A en lineas celulares de cancer colorrectal promueve la disminucion
de la unién del complejo SWI/SNF a enhancers de activacidon relacionados con genes
del desarrollo, contribuyendo de forma favorable a la oncogénesis®’. Por otro lado, se
ha visto que la pérdida simultanea de ARID1A y ARID1B conduce a una disminucién de
la expresion de enhancers relacionados con factores de crecimiento u oncogenes como
MY C®8,

Por otro lado, la desregulacion en las interacciones fisicas y funcionales del complejo
con factores de transcripcion oncogénicos como AP-1 y MYC promueve, también, el
desarrollo del cancer. La proteina oncogénica AP-1 se encuentra sobreexpresada en

distintos tipos de cancer y activa vias relacionadas con la proliferacion y diferenciacion
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celular, migracion y apoptosis a través de RAS/MAPK. AP-1 interacciona de forma
directa con algunas subunidades del complejo SWI/SNF, como SMARCB1y SMARCAA4,
reclutdndolos en sitios especificos de transcripcion y dando lugar a la activacion de
programas oncogénicos®. Otra interaccién importante es la de SWI/SNF con la familia
de oncogenes MYC (c-, N- y L-MYC), los cuales controlan la expresion de genes
relacionados con el crecimiento tumoral, el metabolismo, microambiente tumoral, la
angiogénesis y la capacidad de invasion y se encuentran sobreexpresados en mas de
la mitad de los tumores malignos. La sobreexpresion de este oncogén puede ser
mediante la amplificacién o translocacion del gen, a través de la activacion oncogénica
de vias de sefalizacion como RAS o NOTCH o mediante la perdida de funcion de
supresores tumorales como SMARCBL, el cual actda inhibiendo la unién del complejo
MYC/MAX al DNA®9°1 En neuroblastomas, se ha descrito una asociacion genética entre
la perdida de funcién de ARID1A y la amplificacion de NMYC®2 y en cancer de pulmén
se ha visto que las mutaciones en SMARCA4 son mutualmente excluyentes con la
amplificacién de los genes de la familia MYC, sugiriendo una relacién funcional entre

estas proteinas®.

Junto con su papel en el control de la transcripcion, el complejo SWI/SNF participa en
programas de reparacion del dafio del DNA. Algunas de las subunidades del complejo,
como ARID1A, PBRM1 o SMARCA4, desempefian funciones que van desde la
modificacion de la estructura de la cromatina alrededor de los sitios de dafio del DNA
hasta el reclutamiento directo de proteinas necesarias para iniciar el proceso de
reparaciéon de estos dafios®*. De este modo, el complejo se muestra también esencial
para el mantenimiento de la integridad del genoma, la desregulacién del cual contribuye

tanto de forma directa como indirecta al desarrollo del cancer.

1.5.3 Mutaciones inactivadoras en las subunidades del complejo

Desde que se identific6 por primera vez la inactivacion bialélica de SMARCB1 en
tumores pediatricos malignos®! y, posteriormente en SMARCA4 en cancer de pulmén®®,
mutaciones en genes que codifican para otras subunidades del complejo tales como
ARID1A, ARID1B, ARID2 o PBRM1 se han relacionada con varios tipos de canceres
(Tabla 2)°°7. Aunque estas son las subunidades mutadas con mas frecuencia, otras
subunidades como SMARCC1/2, SMARD1/2/3, SMARCE1, ACTL6A/B o BRD7 también
se encuentran alteradas en distintos tipos de tumores como el cancer gastrico, cancer
de colon, carcinoma hepatocelular, carcinoma escamoso de cabeza y cuello y cancer

de mama, entre otros®. En este trabajo nos vamos a centrar en detallar las mutaciones



INTRODUCCION

en SMARCA4 y SMARCBL1 debido a su alta frecuencia y su relacion con la agresividad
del tumor y también por su papel en el complejo e interaccion directa con los

nucleosomas.

Tabla 2. Mutaciones inactivadoras de las subunidades de SWI/SNF més frecuentemente alteradas
en cancer. Representacion del tipo de cancer y la frecuencia a la que se encuentran las mutaciones, en
los genes indicados, que dan lugar a proteinas truncadas. Informacién extraida de Oike, T. et al. 2013 y
Orlando, K. A., et al. 2019

Gen Tipo de Cancer Frecuencia
Cancer de pulmoén de célula no pequeia 359
()
Carcinoma fje ovario d.e célula pequefa de tipo <05%
SMARCA4/BRG1 hipercalcémico (SCCOHT) 100%
Sarcomas toracicos deficientes en SMARCA4 100%
(o]
Meduloblastoma 4-13%
Linfoma de Burkitt
Tumores rabdoides <95%
SMARCB1/INI1 Sarcomas epiteliales 55-80%
Carcinomas renales medulares 55-100%
Carcinoma de ovario de células claras 50%
Cancer de endometrio 40%
ARID1A/BAF250A
Cancer gastrico 19%
Adenocarcinoma de pulmoén 8%
Carcinoma hepatocelular 1%
ARID1B/BAF250B
Melanoma 7%
Carcinoma hepatocelular 6-18%
ARID2/BAF200
Melanoma 7-14%
Carcinoma renal de célula clara 29-41%
PBRM1/BAF180
Cancer de pulmén de célula no pequeia 3-5%

1.5.3.1 Deficiencia de SMARCA4/BRG1

El gen SMARCA4 (0 BRG1) se encuentra en la regién cromosémica 19p13 y codifica
para una enzima de 198kDa. Tal y como se ha comentado anteriormente, SMARCA4
es una de las dos ATPasas que se encuentra en todos los complejos SWI/SNF de forma
mutualmente excluyente con SMARCAZ2. A diferencia de SMARCA4, el gen SMARCA2
no se encuentra mutado en cancer, aunque si que se observa epigenéticamente
silenciado en distintos tumores®:1°, Las mutaciones en SMARCAA4 tienden a asociarse
con un aumento de la presencia de PRC2 en la cromatina, hecho que induce cambios
en H3K27me3 en los promotores de las islas CpG y que contribuyen de forma indirecta

al desarrollo tumorali?,
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Las mutaciones en SMARCA4 fueron identificadas por primera vez por nuestro grupo,
en el afio 2008%. En este trabajo se describié que, aproximadamente un 35% de
canceres de pulmon de célula no pequefia presentaba inactivacion bialélica de este gen,
lo que evidenciaba que SMARCAA4 constituia un gen supresor tumoral bona fide. Mas
adelante, el grupo identificé la presencia de mutaciones inactivadoras en MAX en el
cancer de pulmén de célula pequefia. MAX codifica para el partner obligatorio de MYC
y, en el mismo trabajo, se evidencié como las alteraciones genéticas en los distintos
miembros del complejo SWI/SNF, en la familia de oncogenes MYC y en MAX eran todos
eventos mutuamente excluyentes sugiriendo, por lo tanto, una relacién funcional entre
estas dos familias de proteinas (Figura 9). A dia de hoy la inactivacion de SMARCA4 en
cancer de pulmén es un hecho bien establecido y, en algunos estudios, se ha sugerido
gue puede tener un papel como biomarcador en el tratamiento con inmunoterapia?.
Ademas de en cancer de pulmén, SMARCA4 se encuentra inactivado en otros tipos de
cancer (Tabla 2), dentro de los cuales destaca especialmente las mutaciones de
SMARCA4 asociadas al carcinoma de ovario de célula no pequefia de tipo
hipercalcémico (SCCOHT). Este es un tipo de carcinoma de ovario muy agresivo que
suele afectar a mujeres jévenes y nifias (con una mediana edad de aparicion alrededor
de los 25 afios) mostrando indices de supervivencia a largo plazo menores del 30% en
estadios tempranos del diagnéstico. A dia de hoy no existen terapias efectivas para el

tratamiento de los tumores con mutaciones en SMARCA4103,

Desde el descubrimiento de la potente capacidad antitumoral de los inhibidores
epigenéticos de las DNA metiltransferasas (como, por ejemplo, el 5-azacitidina/AZA) y
las histonas deacetilasas (como el Vorinostat/SAHA), este campo ha tenido grandes
avances y se ha convertido en un atractivo especial para el desarrollo de nuevos
farmacos!®. Actualmente, algunos de estos inhibidores estan aprobados y siendo
aplicados para el tratamiento de ciertos tipos de neoplasias hematoldgicast?5106,
Ademas, en los Ultimos afios, se han llevado a cabo distintos ensayos clinicos con estos
farmacos para el tratamiento del cancer de pulmén de célula no pequena (NSCLC) v,
aunqgue en general no se observaron grandes respuestas significativas, se evidencié la
estabilizacion de la enfermedad en un subgrupo de pacientes©7:108,

Trabajos derivados de nuestro grupo también evidenciaron que las mutaciones en
SMARCA4 se asociaban a perfiles de expresion de célula stem y que la restitucion del
gen salvaje incrementaba los niveles de marcadores relacionados con
diferenciacion®10. Coherentemente con estas observaciones, las células de cancer de

pulmon que presentaban mutaciones inactivadoras en SMARCA4 eran refractarias a la
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accion de corticoides y retinoides'® y a la accién del inhibidor de HDACs, SAHA0, En
este trabajo también se observd que, a diferencia de las células con inactivacion en
SMARCA4, las células de cancer de pulmoén con activacién genética de MYC si que
respondian a la administracion de retinoides y corticoides y de SAHA, disminuyendo el
crecimiento celular. En estas células, la administracion combinada de
corticoides/retinoides y SAHA tenia un efecto sinérgico en la inhibicion del

crecimiento??0,

MYC
BRGT1
MYCL

MGA

MYCN

ARID1A |
MAX
SMARCB1
PBRM!1

Figura 9. Perfil mutacional de SMARCA4/BRG1 en cancer de pulmon. Representacion esquematica de
las alteraciones co-ocurrentes en los genes indicados en un panel de 180 lineas de cancer de pulmon. Los
datos fueron obtenidos de los resultados de previos estudios y bases de datos publicas
(http://cancer.sanger.ac.uk/ and http://www.broadinstitute.org/ccle/). Los cuadrados rojos y blancos indican
la presencia y ausencia de alteraciones, respectivamente. Los cuadrados grises indican la falta de datos.
Figura extraida y modificada de Romero O.A, et al. 2014.

1.5.3.2 Inactivacién de SMARCB1/INI1

SMARCBLI1 se encuentra en la regiéon cromosémica 22q11.2 y codifica para una proteina
de 47kDa conocida como INI1 o SNF5. SMARCB1 es un gen supresor tumoral y
miembro nuclear de los complejos BAF y PBAF, siendo esencial para la funcionalidad
de estos complejos. En 1998, con la identificacion de las mutaciones en SMARCBL1 en
<95% de tumores rabdoides (RT), se evidencid, por primera vez, la relacion del complejo
SWI/SNF con el cancer!!. Los RT son un tipo tumoral pediatrico muy agresivo, de mal
prondstico y con muy pocas o casi nulas oportunidades terapéuticas que se clasifican
segun la localizacién anatémica del tumor. Los RT se clasifican en: tumores rabdoides
atipicos (AT/RT) si se localizan en el sistema nervioso central y tumores rabdoides
malignos (MRT) si se localizan en tejidos fuera del sistema nervioso, como por ejemplo
el riidn. A nivel mutacional, estos tipos de tumores suelen ser muy simples, teniendo la
mutacion germinal o somatica de SMARCB1 como Unico evento genético y conductor'!?,
Las mutaciones germinales de SMARCBL1 se engloban en el sindrome de predisposicién
a tumores rabdoides de tipo 1 (RTPS1) y suelen afectar a nifios menores de 3 afios. La

pérdida de expresién somatica de SMARCB1 también impulsa el desarrollo de otros
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tumores agresivos en nifios y adultos jovenes, como el sarcoma de células claras,
tumores epitelioides malignos de la vaina del nervio periférico, carcinoma mioepitelial,
carcinoma medular renal y condroma poco diferenciado, entre otros®.

Mecanisticamente, la pérdida de SMARCB1 afecta a la integridad del complejo
SWI/SNF y su disociacion de la cromatina, debido a su interaccion directa con los
nucleosomas. En consecuencia, se generan complejos BAF residuales que son
incapaces de competir con PRC2, dando lugar a un incremento de H3K27me3,
especialmente en locus de supresores tumorales como CDKN2A, impulsando asi la
oncogénesis de los RT3, Ademas, se ha descrito que SMARCBL1 podria tener un papel
en la estabilizacion de p53, a través de la regulacién de MDM214, También se ha
observado que SMARCBLI1 regula la transcripcion mediada por el oncogén MYC,
permitiendo que MYC se una sin impedimentos a la cromatina para promover programas
de expresion génica oncogénicos!!®. Ademas, en estos tumores, se muestra una
dramatica activacion de la via MYC-pl19ARF-p53, con un incremento de mal

plegamiento de proteinas y de respuesta a estrés celular, promoviendo la autofagia®*®.

1.5.4 Letalidades sintéticas y aproximaciones terapéuticas en tumores deficientes

en miembros del complejo SWI/SNF

Una de las estrategias con mas proyeccion para el tratamiento de los tumores con
deficiencia en el complejo SWI/SNF, es la explotacion de la letalidad sintética. Aplicada
a las terapias oncoldgicas, la letalidad sintética resulta cuando mutaciones en
determinados genes no son letales cuando se producen de forma individual pero si
cuando éstas se combinan en una misma celula!?’. La primera letalidad sintética que se
describié relacionada con la inactivacion de SMARCAA4 fue la existente entre las dos
ATPasas del complejo, SMARCA4 y SMARCA2. En este caso, la deplecion de
SMARCA2 en células deficiente para SMARCA4 induce parada del ciclo celular y
senescencia''®. Otra letalidad sintética entre paralogos es la existente entre ARID1A y
ARID1B, ya que se ha observado que esta ultima subunidad es necesaria para la
supervivencia de los tumores deficientes en ARID1A!°. En este contexto, también se
ha descrito que los tumores rabdoides malignos deficientes en SMARCB1, asi como los
sarcomas sinoviales con fusiébn en SS18-SSX, son vulnerables a la inhibicion de
BRD9'?°. Ademas, en los ultimos estudios de cribado genético realizados a gran escala,
se han descrito mas interacciones letales sintéticas entre otras subunidades del
complejo, incluyendo SMARCC1/SMARCC2, SMARCA4/ACTB y SMARCA4/ARID212,
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Debido al antagonismo epigenético entre los complejos SWI/SNF y PRC2, otra letalidad
existente es la de la inhibicién de EZH2 en los canceres con mutacion en ARID1A, ya
sea farmacoldgicamente con GSK126 o usando short hairpins (sh)RNA'?2, Esta letalidad
sintética también se ha descrito en tumores rabdoides malignos deficientes para
SMARCB1%?3. Recientemente, se ha aprobado un inhibidor de EZH2, tazemetostat, para
el tratamiento de cénceres adultos como el linfoma difuso de células B grandes o
tumores sélidos mutantes para SMARCB1 o0 SMARCA4 y tumores pediatricos como los
tumores rabdoides malignos, sarcoma sinovial, sarcomas epitelioides u otros canceres
que presenten mutaciones en SMARCB1, SMARCA4 o EZH2. Siendo, de ese modo, el
primer tratamiento basado en un mecanismo dirigido contra una mutacién especifica del
complejo SWI/SNF°,

Se han descrito, también, otras vulnerabilidades de los tumores deficientes para
SWI/SNF con proteinas de su interactoma, incluidas proteinas quinasas implicadas en
el control del ciclo celular o la reparacién de dafios en el DNA. En este contexto, se ha
descrito que la inhibicién de CDK4/CDK®6 provoca letalidad sintética en lineas celulares
de cancer de pulmén y de SCCOHT, deficientes para SMARCA4124.125,

Debido a las letalidades sintéticas descritas, la utilizacion de pequefias moléculas
inhibidoras de estas proteinas se presenta como una prometedora terapia para los
tumores con deficiencia en los complejos SWI/SNF (Tabla 3). Basicamente el desarrollo
de estas moléculas se ha centrado en los dominios ATPasas y bromodominios, como
los que presentan SMARCAZ2/4, asi como otras subunidades con bromodominios como
BRD7, BRD9 y PBRML1.

El primer inhibidor de bromodominios que se disefié fue PFI-3 contra los bromodominios
de SMARCA4 y SMARCA2'%6, En este contexto, aungue la deplecién de la expresién de
SMARCAZ2 usando shRNA o compuestos como degron, provoca letalidad sintética en
células deficientes para SMARCA4118.127 |a utilizacion de PFI-3 es inefectiva en cuanto
a la inhibicién del crecimiento celular en estas células®. Interesantemente, en estudios
posteriores se demaostrd que el mantenimiento del crecimiento y la supervivencia celular
en las lineas SMARCAA4 deficientes, es dependiente del dominio ATPasa de SMARCA2,
no del bromodominio28. Mas tarde, con la utilizacién de un inhibidor PROTAC, ACBI1,
el cual se une al bromodominio de SMARCA2 y SMARCAA4, induciendo su degradacion
a través del reclutamiento de la ligasa VHL E3, si que se fue capaz de inhibir el
crecimiento induciendo la muerte celular de las lineas tumorales?®. En los Gltimos afios,
se han desarrollado inhibidores de la actividad ATPasa de SMARCA2 y SMARCAA4, que
han demostrado tener una gran capacidad de supresién tumoral en lineas celulares,

pero su actividad antitumoral en modelos animales fue minima*=°,
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A pesar de que los estudios realizados hasta el momento han sido muy utiles para
identificar las vulnerabilidades del complejo SWI/SNF, todavia se necesita una
comprension mas detallada de sus interacciones y su implicacion en el desarrollo del
cancer, asi como la identificacion de nuevos tratamientos que aborden la amplia

variedad de canceres asociados con este complejo.

Tabla 3. Letalidades sintéticas de las distintas subunidades de los complejos SWI/SNF vy
aproximaciones terapéuticas a su tratamiento. #*Tratamiento aprobado por la FDA, aunque no sea
especifico para este tipo de mutaciones *Tratamiento aprobado clinicamente, aunque no sea especifico
para este tipo de mutaciones. Informacion extraida de Wanior, M. et al. 2021.

Mutacion en SWI/SNF Letalidad sintética Inhibidores
SMARCA2 PFI-3, ACBI1
o —— CDK4/6 Pablociclib*, Abemaciclib*, Ribociclib*
EZH2 Tazemetostat®
ARID2 n/a
ARID1B n/a
ARID1A EZH2 GSK126*
HDAC6 Ricolinostat* (ACY-1215)
SMARCCA1 SMARCC2 n/a
SMARCA2 SMARCA4 dBRD9
PBRM1 EZH2 GSK126*
ARID2 SMARCA4 n/a
S EZH2 Tazemetostat™
HDAC Panborinostat®
S§$518-SSX BRD9 dBRD9

1.6 Inhibidores epigenéticos como posibles terapias anticancerigenas

Tal y como se ha detallado en este estudio, la desregulacion epigenética es un evento
caracteristico y comun en la mayoria de los tumores, viéndose afectada de forma directa
la maquinaria epigenética. Ademas, las enzimas involucradas en las modificaciones
epigenéticas son altamente atractivas para su inhibicion debido a la reversibilidad de
sus modificaciones. Es por eso por lo que en los Ultimos afios se han ido desarrollando
nuevas generaciones de farmacos dirigidos a modificadores epigenéticos, ya sean tanto
readers, writers como erasers, y algunos de ellos incluso han entrado en fase de
ensayos clinicos3!. Entre los moduladores epigenéticos de primera generacion
aprobados para uso clinico, se incluyen los inhibidores no selectivos de las DNA
metiltransferasas (DNMTi) y las histonas deacetilasas (HDACI), que se utilizan en el

tratamiento del sindrome mielodisplasico (SMD) y el linfoma cutaneo de células T,
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respectivamente. No obstante, estos farmacos han mostrado tener una eficacia limitada
en tumores sélidos y, debido en parte a su toxicidad, su combinacion sigue siendo un

gran desafio’?,

a) Inhibidores de HDACs

Los inhibidores de las histonas deacetilasas conforman un gran grupo de farmacos
epigenéticos que se estan utilizando en un amplio conjunto de enfermedades,
incluyendo el tratamiento del cancer. Estos inhibidores se pueden diferenciar segun si
actiian de forma especifica contra un tipo de HDAC o si actian de forma general sobre
estas ellas (pan-inhibidores), y se clasifican en funcién de su naturaleza quimica. Los
HDACI con grupos hidroximatos, como el SAHA o vorinostat, panborinostat o belinostat,
pueden bloquear todas las HDACs. Los inhibidores con acidos grasos de cadena corta,
como el acido valproico (VPA) y el butirato, son especificos de las HDAC de clase | y
lla. MS 275 (entinostat), FK228 (romidepsina) pertenecen al grupo de las benzamidas y
se utilizan para inhibir las HDAC de clase I. Los tetrapéptidos ciclicos como la trapoxina
(TPX) inhiben algunas HDAC de clase I, lla y V194,

Algunos de estos inhibidores han sido aprobados por la FDA para el tratamiento de
distintos tumores, como por ejemplo el SAHA/Vorinostat para el tratamiento de linfoma
de células T*,

Tal y como se ha comentado anteriormente, el trabajo previo de nuestro laboratorio
mostré que el SAHA, un pan-inhibidor que bloquea la actividad HDAC de clase | y Il de
forma inespecifica, uniéndose al atomo de zinc de la cavidad catalitica'®* (Figura 10),
mostré capacidad de inhibir el crecimiento en las células tumorales con activacion
genética de MYC10,

b) Inhibidores de EZH2

En los dltimos afios, se han desarrollado un gran nidmero de inhibidores de EZH2
(EZH2i), muchos de los cuales han entrado en fase de ensayos clinicos, ya que ofrecen
un gran potencial para el tratamiento del cancer, entre otras enfermedades. En este
contexto se incluyen los inhibidores GSK-126, CPI-1205, PF-06821497, SHR2554 y
tazemetostat, siendo este Ultimo uno de los pocos inhibidores epigenéticos aprobados
para su uso en la clinica'®*.

Debido a la actividad metiltransferasa de EZH2, muchos EZH2i se basan en la
competicion directa con el donador de grupos metilo SAM, uniéndose al dominio de

union de la enzima EZH2 y disminuyendo, asi, la actividad metiltransferasa. Uno de
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estos compuestos es el GSK-126, un competidor de SAM que afecta la actividad
catalitica de EZH2, disminuyendo los niveles globales de H3K27me3, pero sin
influenciar a los niveles de proteina de EZH2'% (Figura 10).

En 2014, GSK-126 entr6 en fase clinica para el tratamiento de distintos tumores sélidos
y hematoldgicos, pero se obtuvo una respuesta antitumoral parcial, observandose en
algunos casos un incremento en la progresion de la enfermedad, hecho que hizo que

guedara descartado para su uso clinico36,

c) Inhibidores de KDM6A/B

El afio 2012 se descubri6 GSK-J1, el primer inhibidor selectivo de las histonas
demetilasas con dominio Jumonji, donde se observé que el compuesto inhibe
principalmente KDM6B, y también KDMG6A, aunque con una menor actividad.
Posteriormente se demostré que GSK-J1 también tiene inhibe las KDM5, en particular
KDM5B y KDM5C, pero entre 5y 10 veces menos que las KDM6s3'.

GSK-J1 se une de forma competitiva a los dos cofactores necesarios para llevar a cabo
la actividad enzimatica de KDM6: 20G y Fe (ll). Aun siendo un potente inhibidor, GSK-
J1 presenta un grupo carboxilato altamente polar que restringe su capacidad de
permeabilizacién a través de las membranas celulares, hecho que no le permite alcanzar
concentraciones intracelulares relevantes a nivel farmacoldgico. En este contexto, se
disefid6 GSK-J4, al cual se le disminuy6 la polaridad afiadiendo un grupo etilo éster al
farmaco, dandole permeabilidad de membrana, junto con una capacidad inhibitoria
farmacol6gicamente significativa®® (Figura 10). Recientemente, se ha desarrollado un
nuevo inhibidor de las KDM6s, KDOBA67, andlogo de GSK-J4 y con la misma actividad

funcional2.

La actividad antitumoral de la inhibicion de KDM6A y KDM6B con GSK-J4 se ha probado
en distintos tipos de tumores. Se ha visto que la inhibicion de KDM6A/B con GSKJ4 en
leucemias mieloides agudas con elevados niveles de H3K27me3, atenua la proliferacién
celular'®®, En cancer colorrectal, donde la expresion de KDMG6A/B correlaciona
negativamente con la supervivencia de los pacientes, GSK-J4 se ha visto que disminuye
la hiperproliferacion y la resistencia a la apoptosis de las células tumorales, asi como la
transformacién maligna de las células madre intestinales'#*. Ademas de su actividad
antitumoral directa, GSK-J4 aumenta la sensibilidad de estas células tumorales a la
quimioterapia#?.

Se ha descrito que GSK-J4 media, también, la inflamacion en distintas enfermedades

autoinmunes, como la artritis reumatoide y la osteoartritis. La inhibicion de las KDM6s
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en artritis reumatoide promueve la inhibicién de citoquinas proinflamatorias como TNFa
y IFNy, amortiguando la respuesta inflamatoria a esta enfermedad#3. En osteoarthritis,
la inhibicion de KDM6 atenua la inflamacién y la perdida de cartilago, inhibiendo la
respuesta a IL-18 y TGFB1%44. GSK-J4 ha demostrado tener una capacidad antitumoral
y antiinflamatoria ampliamente descrita, aun asi, este farmaco aun no ha sido aprobado

para estudios clinicos.

Figura 10. Dianas de inhibicién de los distintos farmacos usados. GSK-126 inhibe la actividad
catalitica de EZH2 a través de la competicién directa con SAM. GSK-J4 se une de forma competitiva a
20G y Fe (I, inhibiendo la actividad de KDM6A/B. SAHA se une al dominio catalitico de las HDAC de
forma inespecifica, actuando como pan-inhibidor. Esta figura ha sido creada con www.BioRender.com
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2. OBJETIVOS

En los ultimos afos, los estudios de secuenciacién masiva del genoma del cancer han
revelado una prevalencia sorprendentemente alta de mutaciones en genes que
codifican elementos reguladores de la cromatina. Algunas de las subunidades que
conforman el ndcleo del complejo, como SMARCB1 y SMARCA4, se encuentran
frecuentemente alteradas en distintos tipos de canceres, algunos de los cuales con muy
pocas oportunidades terapéuticas o incluso nulas.

Como se ha comentado en la introduccién, nuestro grupo describié un posible efecto
terapéutico del acido retinoico (AR) y los glucocorticoides (GC), solos 0 en combinacién
con AZA y SAHA, en células de cancer de pulmén con amplificacién de MYC, pero no
en células con mutaciones en SMARCAA4. En base a ello, se plantea la hipotesis de que,
a pesar de que la activacion de la via MYC y de SWI/SNF estan funcionalmente
relacionadas, la respuesta de la célula tumoral a la administracion de distintos farmacos

epigenéticos no es la misma.

Asi pues, el objetivo general de la presente tesis doctoral es profundizar en la
comprension de los mecanismos biolégicos que subyacen a las distintas respuestas a
farmacos epigenéticos observadas en las células con activacion de MY C o inactivacién
del complejo SWI/SNF y trabajar en la implementacién de nuevos farmacos epigenéticos

para el tratamiento de éstos tumores.

Los objetivos especificos son los siguientes:

1. Identificar los factores que subyacen a la refractoriedad de las células tumorales con
inactivacion en SMARCA4 al SAHA.

2. ldentificacion de inhibidores epigéneticos que puedan ser utilizados para inhibir en

crecimiento en un contexto de inactivacion de miembros del complejo SWI/SNF.

3. Estudio de la relacion funcional entre otros modificadores epigenéticos (e.j. histonas
demetilasas, histonas metiltransferasas, histonas acetilasas, histonas desacetilasas,

y miembros de interés del complejo SWI/SNF en cancer.

4. Validacion de las observaciones trasladando los resultados de lineas celulares de

cancer a modelos murinos.
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3. METODOLOGIA
3.1 Lineas celulares

3.1.1 Lineas comerciales tumorales

La mayoria de las lineas celulares utilizadas en este estudio fueron obtenidas de la
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD), European Collection of
Authenticated Cell Cultures (ECACC, UK), RIKEN Cell Bank (Tokyo, Japén) y de Leibniz
Institute DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DMSZ,
Braunschweig, Alemania). Todas fueron cultivadas bajo las condiciones recomendadas
con suplementos de penicilina-estreptomicina al 1% y suero fetal bovino inactivado por
calor (FBS) (Tabla 4). Los cultivos celulares se mantuvieron a 37°C en una atmosfera
humidificada de 5% CO./95% aire. Para el sub-cultivo celular, las células adherentes
con crecimiento en monocapa fueron desprendidas de la superficie utilizando una
solucion de tripsina-EDTA, en el caso de las células con crecimiento en suspension, fue
transferido el 20% del cultivo a un nuevo matraz y se afiadid6 medio nuevo. Todas las
lineas celulares fueron autentificadas mediante el genotipado de TP53 y otras
mutaciones especificas que coincidian con los que figuraban en las bases de datos
publicas. Todas las lineas celulares utilizadas en este estudio fueron negativas para la

prueba de infeccién a micoplasma.

3.1.2 Cultivos primarios derivados de tumores de pacientes (PDCs)

En este estudio se han usado, también, cultivos primarios derivados de liquidos
pleurales de pacientes (PDC)#%, asi como también lineas primarias de cancer derivadas
de ortoxenoinjertos/PDOX generados en ratones nude a partir de tumores primarios de
pacientes (Tabla 4).

El cultivo de PDC se estableci6 a partir del derrame pleural maligno, extraido mediante
toracentesis, de paciente con adenocarcinoma de pulmoén metastatico procedente del
Instituto Catalan de Oncologia. Tras la centrifugacion, se aislaron las células tumorales
y se cultivaron en medio ACL-4 modificado, con RPMI-1640 como medio base (GIBCO),
suplementado con un 5% de suero fetal bovino y mantenido en condiciones de cultivo
estandar (37°C en una atmoésfera humidificada de 5% CO2/95%). Las células tumorales
se sub-cultivaron una o dos veces por semana. Las células se sometieron a controles
rutinarios de contaminacion por micoplasmal#®.

Los cultivos celulares OVA250L y OVA259L se derivaron de tumores primarios de dos

pacientes con SCCOHT del Hospital de Bellvitge y el Instituto Catalan de Oncologia
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(ICO). Los cultivos primarios T692L y T744L se derivaron del tumor primario y
metastasis, respectivamente, de una paciente pediatrica del Hospital Vall Hebrén con
diagnéstico de AT/RT y posterior metéstasis pulmonar. Los ortoxenoinjertos/PDOX
crecidos en los ratones se recogieron después que los ratones fueran sacrificados en el
pase #1. Los tumores se diseccionaron con bisturis estériles y las células se transfirieron
a placas de cultivo celular con DMEM suplementado al 10% de FBS y 1% de penicilina-
estreptomicina como condiciones de cultivo estandar. Cuando se observaron colonias
celulares con morfologia de célula epitelial, se disgregaron mediante el uso de tripsina
y expandieron las células. Todas las lineas celulares primarias se consideraron
establecidas tras mas de 10 pases in vitro. Las células se sometieron a controles
rutinarios de contaminacién por micoplasma. Respecto al manejo ético de las muestras
derivadas de pacientes, se obtuvo el consentimiento informado especifico de todos los
pacientes para la implantacion tumoral en ratones, y los estudios fueron aprobados por
el Comité de Etica del IDIBELL (n°® AAALAC-1155).

Tabla 4. Lineas celulares tumorales usadas. Adherente (Adh.); Suspensién (Susp.); Mutante (Mut.);
Amplificado (Amp.); No interés (-)

cLeiII:l eI:r Fuente Tejido Tipo A:;:zic;ieggzs Crecimiento Medio de cultivo
A204 ATCC  Musculo RMS  SMARCB1T Mut. Adh. DMEM+10%FBS
A427 ATCC  Pulmén LCC  SMARCA4 Mut. Adh. RPMI+10%FBS
CAMA-1 ATCC Mama ADC BRD7 Mut. Adh. DMEM+10%FBS
DMS114  ATCC  Pulmén SCLC  SMARCA4 Mut. Mixta I\‘A"éaj’ﬂ‘)?/:ggs‘s
DMS273 ECACC  Pulmén SCLC MYC Amp. Mixta I\‘A"éaj'%f,’/gggss
G401 ATCC  Rifion RT  SMARCBTMut.  Mixta AN
HCC1143  ATCC Mama Ca PBRM1 Mut. Adh. RPMI+10%FBS
HDMYZ  DMSZ ti&j:ig? h‘g(‘;(;m SMARCE1 Mut. Adh. RPMI+10%FBS
HEK 293T  ATCC Rifi6n Epitelio wr Adh. DMEM+10%FBS
KYSE70 ECACC  Esdfago sce ARID1A Mut. Adh. RPMI+10% FBS
MDAMB231  ATCC Mama ADC ARID1B Mut. Adh. RPMI+10% FBS
NCI-H128  ATCC  Pulmén LCC KDM6A Mut. Susp. RPMI+10% FBS
NCI-H1299  ATCC  Pulmén LCC  SMARCA4 Mut. Adh. RPMI+10%FBS
NCI-H1395 ATCC  Pulmén LUAD ARID1B Mut. Adh. RPMI+10% FBS
NCI-H157  ATCC  Pulmén SCC  SMARCA4 Mut. Adh. RPMI+10%FBS
NCI-H1963  ATCC  Pulmén scLC MYC Amp. Susp. RPMI+10% FBS
NCI-H1975 ATCC  Pulmén LuAD MYC Amp. Adh. RPMI+10%FBS

NCI-H2170 ATCC Pulmén SCC MYC Amp. Adh. RPMI+10%FBS
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NCI-H2172 ATCC  Pumén  NSCLC  ARIDIA Mut. Adh. RPMI+10% FBS
NCI-H2228 ATCC  Pulmén LuAD MYC Amp Adh. RPMI+10% FBS
NCI-H23  ATCC  Pulmon LUAD  SMARCA4Mut.  Adh. RPMI+10%FBS
NCI-H266  ATCC  Pumon  SC</MSS  ppRigs Mut Adh. RPMI+10% FBS
NCI-H441  ATCC  Pulmén LuAD ARID2 Mut. Adh. RPMI+10% FBS
NCI-H446  ATCC  Pumén  SCLC MYC Amp. Adh. RPMI+10%FBS
NCI-H460  ATCC  Pulmon Lce MYC Amp. Adh. RPMI+10%FBS
NCI-H69  ATCC  Pumén  SCLC MYC Amp. Susp. RPMI+10%FBS
NCI-H727  ATCC  Bronguio Ca  SMARCC2Mut.  Adh. RPMI+10%FBS
NCI-H82 ATCC Pulmoén SCLC MYC Amp Susp. RPMI+10%FBS
NCI-H841  ATCC  Pulmén  SCLC  SMARCA4Mut.  Mixta DME'X'Q:/:F?QS'TES
NUGC3  RIKEN Estémago  ADC ARID2 Mut. Adh. RPMI+10% FBS
OVA250L  PDC Ovario  SCCOHT SMARCA4Mut.  Adh. DMEM+10%FBS
OVA259L  PDC Ovario  SCCOHT SMARCA4Mut.  Adh. DMEM+10%FBS
OVCAR8 DMSZ  Ovario AC MYC Amp Adh. DMEM+10%FBS
PDC11 PDC 'E)ilg‘dirdacl’ LuAD ARID1A Mut. Adh. RE?}’LL?B%M
PDC17 PDC ';&‘jig‘l’ LuAD BRDY Mut. Adh. ngﬂo}:FABCsM
SKOV3Z  ATCC  Ovario ADC  SMARCCIMut.  Adh. AN
SNU423  ATCC  Higado Ca ARID1A Mut. Adh. RPMI+10% FBS
SNU5 ATCC  Estémago Ca ARID1A Mut. Susp. RPMI+10%FBS
SW1573  ATCC  Pulmén LUAD  SMARCBIMut.  Adh. RPMI+10%FBS
T47D ATCC  Mama  Caductal  ARID1A Mut. Adh. RPMI+10% FBS
T692L PDC ohdo  ATRT  SMARCBI Mut Adh. DMEM+10%FBS
T744L PDC  Pumén  AT/RT  SMARCBTMut.  Susp. DMEM+10%FBS
Sangre

U266B1 ATCC Mieloma BRD7 Mut. Susp. RPMI+15% FBS

periférica

3.2 Clonaje e infeccion de los genes de interés

3.2.1 Vectores de expresion

EPara el clonaje de los genes de interés se partio del cDNA de la isoforma mas
frecuentemente expresada en el tejido de estudio, o directamente del DNA gendmico,
tal y como se explica detalladamente a continuacién para cada constructo. Una vez
generados los distintos constructos, se transformaron en bacterias competentes DH5q,
las cuales se cultivaron en placas de agar con LB (Caldo de Lisogenia), suplementadas
con 100ug/ml de ampicilina. Se aislaron las colonias resistentes y los plasmidos fueron

purificados mediante el kit de purificacién de plasmidos de DNA NucleoSpin (Machinary-
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Nagel, Diren, Alemania). Finalmente, los vectores de expresion se secuenciaron
mediante Sanger, tal y como se describe en el apartado 3.6.2, para confirmar la
presencia de la secuencia completa y wild type de los genes clonados. Se usé Mutation
surveyor v3.25 (SoftGenetics) como software para analizar dichas secuencias y

descartar posibles alteraciones genéticas.

a) SMARCA4
Para el clonaje de SMARCA4 se usaron dos constructos inducibles, generados
previamente en nuestro laboratorio'®®, uno que expresa la forma wild type del gen
(SMARCAA4wt), y otro que presenta una mutacién (668-758A) en el dominio ATPasa
(SMARCA4mut). Este modelo se basa en el sistema de expresion inducible por
doxiciclina TET-ON, fundamentado por los elementos reguladores que controlan la
actividad del operdn de resistencia a la tetraciclina en bacterias (TET Operator). En
condiciones normales, el constructo esta reprimido por la proteina TET que se une a
TET Operator (TET OFF). En presencia de doxiciclina, la proteina TET es reclutada,

permitiendo la activacion de la expresion génica (TET ON).

b) KDM6A
Para el clonaje de KDM6A (NM_021140.4), el cDNA del gen fue amplificado mediante
PCR, a partir de RNA humano previamente retrotranscrito, usando la polimerasa de
DNA Phusion High-Fidelity (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) y siguiendo el
protocolo estandar. EI cDNA amplificado fue clonado dentro del vector pLVX-IRES-
ZSGreen (Clontech), entre los sitios de restriccion de las endonucleasas Xhol y Notl,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los sitios de restricciéon (5’-Xhol y 3’-Notl)
fueron previamente afadidos a las secuencias flanqueadoras de los cebadores de
amplificacion de KDM6A (Tabla 5), con la finalidad de poder insertar el fragmento
amplificado en el vector usando ligasa de DNA T4 (BioLabs® Inc), siguiendo el protocolo

del fabricante.

c) KDM6B
Para el clonaje de KDM6B, se amplifico la regién codificante del gen al completo
(ENSG00000132510.10) mediante PCR de DNA gendmico humano, usando la DNA
Polimerasa Phusion High-Fidelity (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) y siguiendo el
protocolo estandar. Debido a su gran tamafio, el fragmento fue clonado en el vector
pCDNA4/TO (Invitrogen), entre los sitios de restriccion de las endonucleasas Kpnl y
Xhol. Del mismo modo que en el clonaje de KDM6A, los sitios de restriccion (5’-Kpnl y

3’-Xhol) fueron afiadidos en las secuencias flanqueadoras de los cebadores de
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amplificacion de KDM6B (Tabla 5), con la finalidad de poder insertar el fragmento
amplificado en el vector de interés usando, también, la ligasa de DNA T4 (BioLabs®

Inc), siguiendo el protocolo establecido.

c) SMARCB1
El cDNA de SMARCB1 (NM_001362877.2) fue amplificado a partir de RNA humano
previamente retrotranscrito, usando la polimerasa de DNA Phusion High-Fidelity
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) y usando los cebadores de amplificacién para
insertar los sitios de restriccion (5’-Xhol y 3’-BamHI) (Tabla 5). El fragmento fue clonado
en el vector pLVX-Puro (Clontech), entre los sitios de restriccion de las endonucleasas
Xhol y BamHI, usando la ligasa de DNA T4 (BioLabs® Inc) y siguiendo las instrucciones

del fabricante.

Tabla 5. Cebadores usados para el clonaje de KDM6A, KDM6B y SMARCBI.

Nombre Secuencia 5’-3’
KDM6A-Xhol-F AAAAAACTCGAGCCGCCACCATGAAATCCTGCGGAGTGTCGCTCGCTAC
KDM6A-Notl-R AAAAAAGCGGCCGCTCAAGATGAGGCGGATGGTAATGGAGGAGCTAATG
KDM6B-Kpnl-F TTTTTTTGGTACCGCCGCCACCATGCATCGGGCAGTGGACCCTCCAG
KDM6B-Xhol-R TTTTTTTCTCGAGTCATCGCGACGTGCTGGCTGGGG
SMARCB1-Xhol-F AAAAAAACTCGAGCCGCCACCATGATGATGATGGCGCTGAGCAAGACC
SMARCB1-BamHI-R AAAAAAAGGATCCTTACCAGGCCGGGGCCGTGTTG

3.2.2 Generacion de virus e infeccidon de lineas celulares

Las particulas viricas fueron generadas a partir de la transfeccion transitoria de las
células HEK293T. El dia antes de la transfecciéon, se sembraron las células en placas
de petri de 100mm, en sus condiciones éptimas de cultivo, con la finalidad de obtener
una confluencia cercana al 80% en el momento de la transfeccion. Los constructos de
expresion (10ug) se combinaron con los vectores viricos pMD2.G (4ug) y psPAX2 (6ug)
(Addgene, Cambridge, MA, USA) en Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) y se afadieron a las células, junto con Lipofectamina LTX y el reactivo Plus
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), siguiendo el protocolo establecido por el
fabricante. A las 6 horas, se cambio el medio del cultivo por DMEM con 10% de FBS y
2 dias mas tarde se recogié y se filtré el sobrenadante virico usando filtros de 0.45um.

Para la infeccién de las lineas celulares de interés, se usé polibreno (8 pg/ml) para
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favorecer la adsorcion de los virus a las células, y se dejaron expuestas 48 horas al
sobrenadante virico.

Para la expresion ectépica de KDM6A, las células se infectaron con lentivirus derivados
del vector pLVX-IRESZSGreen-KDMG6A y fueron seleccionadas sorteando las células
GFP positivas, usando BD FACSArea (Becton, Dickinson). Para la expresion de
KDM6B, las células de internes fueron transfectadas con el constructo pCDNA4/TO-
KDMG6B y se seleccionaron los clones mediante Zeocina (InvivoGen). En el caso de
SMARCB1, se uso el vector pLVX-Puro-SMARCBL1 vy las células fueron seleccionadas

con Puromicina (InvivoGen).

3.3 Tratamientos y shRNA

3.3.1 Induccién de la expresién génica de los constructos

La induccion de la expresion génica de los constructos de SMARCA4 (WtSMARCA4 y
MutSMARCA4) se realiz6 durante 72h con una concentracion de 1000 ng/ml de
doxiciclina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). En general, la expresion de

SMARCA4 se empez0 a detectar 6 horas después de la induccién con doxiciclina.

3.3.2 HDACI (SAHA)

El tratamiento de las lineas celulares con el inhibidor de histona desacetilasas,
Vorinostat (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Ml, USA), también conocido como
SAHA (Suberoyl Anilide Hydroxamic Acid), se realiz6 durante 72 horas a una
concentracion de 1uM para ensayos de crecimiento y extraccidén y cuantificacion de
proteinas, y a distintas concentraciones (0.006uM-10uM) durante 5 dias para ensayos
de viabilidad. La concentracion inicial de SAHA (20mg/ml) fue diluida en PBS (Tampoén

Fosfato Salino) para obtener una solucion final de 2mM

3.3.3 EZH2i (GSK126)
El inhibidor de EZH2, GSK-126 (Selleck Chemical, LLC, USA), se us6 durante 72 horas

en distintas lineas celulares a una concentracion de 1uM para ensayos de crecimiento
y extraccion y cuantificacion de proteinas, y a distintas concentraciones (0.006uM-
10uM) durante 5 dias para ensayos de viabilidad. La concentracion inicial de este

farmaco fue 5mM.
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3.3.4 KDM6i (GSK-J4)
El tratamiento in vitro con el inhibidor de KDM6A y KDM6B GSK-J4 (Selleck Chemical

LLC, USA) se realizé durante 72 horas a una concentracion de 1uM para ensayos de
crecimiento y extraccion y cuantificacién de proteinas, y a distintas concentraciones
(0.006uM-10uM) durante 5 dias para ensayos de viabilidad. El stock inicial de GSK-J4

(50mgq) fue diluido en DMSO para obtener una concentracion final de 10mM.

3.3.5shRNA

Para la deplecidn de la expresion de SMARCA4, KDM6A y KDM6B, se adquirieron short
hairpin  RNAs (shRNA) contra los genes de interés en SIGMA-MISSION
(LentiExpressTM Technology, Sigma-Aldrich). Se obtuvieron stocks de glicerol de cinco
plasmidos pLKO con las secuencias especificas de los shRNA (Tabla 6). Como control,
se us6 un shRNA inespecifico o sin objetivo (non target- shNT) (Sigma MISSION shRNA
non-mammalian control SHC002). A partir de los stocks de glicerol se generaron
lentivirus a través del empaquetamiento de virus en las células HEK293T, del mismo

modo que se explica en el apartado 3.2.2.

Tabla 6. shRNA usados para SMARCA4, KDM6A y KDM6B

Gen Referencia ID Clon Secuencia especifica 5’-3’
SMARCA4 #1 TRCNO0000288151 CGCCCGACACATTATTGAGAA
SMARCA4 #4 TRCNO0000071384 CCCACGATACAACCAGATGAA

KDM6A #60 TRCNO0000107760 GCACATAGACTAAGGAATAAA
KDMG6A #61 TRCNO0000107761 CCGCGCAAATAGAAATAATTT
KDM6A #63 TRCNO0000107763 GATGCAAGTCTATGACCAATT
KDMG6A #64 TRCNO0000107764 GCATGAACACAGTTCAACTAT
KDM6B #75 TRCNO0000236675 AGATTCTTTCTATGGGCTTTA
KDM6B #77 TRCNO0000236677 AGTCCCACTCACCTCTATTTA
KDM6B #676 TRCNO0000236676 AGTGCGATGTGGAGGTGTTTA
KDM6B #976 TRCNO0000359976 GATCTCTATGCATCCAATATT

3.4 Ensayos de viabilidad

3.4.1 MTT y calculo de ECso
Para la realizaciéon de los ensayos de viabilidad, las células se sembraron a una
confluencia 6ptima para su crecimiento en placas de 96 pocillos y se trataron con

cada farmaco y sus distintas combinaciones durante 5 dias. Se administraron
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SAHA, GSK126 y GSK-J4 en rangos de 0,006puM a 10uM (0.006, 0.015, 0.03, 0.06, 0.15,
0.3, 0.6, 1.25, 2.5, 5.0 y 10uM). Pasado este tiempo, se afiadieron 10 pl de la solucion
a 5 mg/ml de MTT [3-(4.5)-dimetiltiazol-2-yl)- bromuro de 2,5-difeniltetrazolio] (Sigma
Chemical Co.). Después de una incubacion de 3 horas a 37°C, se descarto el medio del
cultivo celular, y se disolvieron los cristales de Formazan metabolizados por las células
con 100pl de Tampon de lisado celular de MTT (50% N-N-dimetilformamida en H-O,
20% SDS, 2,5% acido acético glacial, NaOH 5 mol/L, pH 4.7). Se incubaron de nuevo
las placas a 37°C y cuando se observé un lisado homogéneo, se leyd la absorbancia a
590nm.

Las estimaciones de la concentracion efectiva media (ECso) se obtuvieron a partir de las
curvas dosis-respuesta, que se determinaron utilizando el programa GraphPad Prism.
Los resultados se presentan como la mediana de al menos dos experimentos

independientes realizados por triplicado para cada linea celular y para cada condicion.

3.4.2 Recuento celular con Azul de Tripano

Para el estudio de viabilidad celular con Azul de Tripano (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA), se sembraron las células en placas de 6 pocillos en una
confluencia 6ptima para su crecimiento. Las células fueron sometidas al tratamiento de
GSK-J4, a una concentracion de 1uM durante 72 horas. Pasado este periodo de
incubacién, se recupero el medio de cultivo con la finalidad de no descartar las células
no viables, se disgregaron las células mediante el uso de tripsina y se juntaron con el
sobrenadante. Se realizé una dilucién 1:1 del Azul Tripano 10X con la recoleccion del
cultivo celular y se hizo la lectura de los resultados usando la Cadmara de Neubauer para
el contaje celular. Los resultados se representan como los porcentajes de células viables
respecto al total observado, tanto viables como no viables, de tres experimentos

independientes.

3.5 Ensayos proliferacion celular

3.5.1 Proliferacion y formacion de colonias

Para el estudio del crecimiento y proliferacion celular, se sembraron 5000 células
iniciales para cada linea celular, en placas de cultivo de 6 pocillos, y se trataron con
SAHA (1 pM), GSK-J4 (1 uM) o GSK-126 (1 pM), durante cinco dias. Pasado este

periodo, las células se fijaron con Formaldehido al 4% (Merck KGaA, Darmstadt,
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Alemania) y se tifieron con solucion de Cristal Violeta (0.5 % de Cristal Violeta en 25 %

de Metanol).

3.5.2 Ensayo colorimétrico de deteccion de B-Galactosidasa

Para el ensayo de deteccion de [(-galactosidasa, se sembraron las células en
condiciones Gptimas de confluencia y se trataron a una concentracién de 1uM de GSK-
J4 durante 72 horas. Pasado el tiempo de tratamiento, se fijaron las células con
Glutaraldehido al 0.5% (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) a temperatura ambiente.
Pasados 10 minutos, se realizaron 3 lavados con PBS/ImM MgCl,; a pH=5.7. A
continuacion se afadié X-Gal (20mg/ml en N-N-Dimetilformamida) a la solucion de
tincion previamente preparada y pre-calentada a 37°C (Buffer citrato/fosfato 200mM
ph=6, NaCl 5M, KszFe(CN)s 100mM, MgCl, 1M y PBS/MgCl,), se distribuy6 por los
pocillos de la placa y se dejo en incubacién a 37°C protegido de la luz. La tincion se
monitorizd a lo largo de las siguientes 24 horas. Se descarto el sobrenadante, se
realizaron dos lavados con PBS y se procedi6 a realizar las fotografias de los cultivos
con el microscopio Leica DM4 M. El analisis y recuento celular se hizo con Fiji ImageJ
2.9.

3.6 Extraccion de DNA y secuenciacion

3.6.1 Extraccion DNA

La extraccion de DNA genomico (gDNA) se realizd con el kit de purificacion Wizard®

Genomic DNA (Promega, Madison, WI, USA), siguiendo el protocolo establecido.

3.6.2 Secuenciacién por Sanger

Para verificar el estatus mutacional de los genes de interés, el gDNA y cDNA de las
lineas celulares y cultivos primarios se amplificO mediante PCR (cebadores de
amplificacién especificados en Tabla Suplementaria 1) usando la DNA polimerasa
DreamTaq (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Los productos de PCR se
corrieron en un gel de agarosa para comprobar la correcta amplificacion de los
fragmentos y la inexistencia de bandas inespecificas. Posteriormente, fueron purificados
con un mix de exonucleasa | y fosfatasa antartica (New England BioLabs ®, UK) v,

seguidamente, se secuenciaron de forma directa usando el kit de secuenciacién BigDye
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Terminator v3.1 Cycle (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Para el analisis de

las secuencias se us0 el software Mutation surveyor v3.25 (SoftGenetics).

3.7 Extraccion de RNA y cuantificacién

3.7.1 Extraccion de RNA, Transcripcion Reversay generacién de cDNA

La extraccion de RNA total se realiz6 usando MaxWell® RSC simplyRNA Cells Kit
(Promega, Madison, WI, USA), siguiendo el protocolo establecido por el fabricante. A
partir del RNA obtenido, se sintetizo el cDNA siguiendo el protocolo establecido para la
Transcriptasa Reversa SuperScript™ Il (Invitrogen) y usando Random Primers
(Promega, Madison, WI, USA).

3.7.2 RT-Q-PCR

La PCR cuantitativa a tiempo real (RT-Q-PCR) se realiz6 a partir del cDNA obtenido de
la transcripcién reversa del RNA, usando QuantStudio 5 Real-Time PCR System
(Quantstudio Design & Analysis v1.5.1) con SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Life Technologies, Warrington, UK) y usando los cebadores descritos a

continuacion (Tabla 7).

Tabla 7. Cebadores usados para la RT-Q-PCR

Nombre Secuencia 5’-3’
KDM6A-qPCR-F GTCCGAGTGTCAACCAACTG
KDM6A-qPCR-R TGAGAGTCCTGGAGTAGGAG
KDM6B-qPCR-F CTCAACTTGGGCCTCTTCTC
KDM6B-gPCR-R GCCTGTCAGATCCCAGTTCT
ACTIN-gPCR-F GGCATCCTCACCCTGAGGTA
ACTIN-gPCR-R AGGTGTGGTCGGAGATTTTC

3.8 Extraccion y andlisis de proteinas

3.8.1 Extraccidon de proteinas

Los lisados de proteina se extrajeron directamente de las células con un tampén de lisis
compuesto por 2% SDS 50 mM Tris—HCI (pH 7.4), 10% glicerol y un coctel inhibidor de

proteasas (Roche Applied Science, Penzberg, Alemania). Las concentraciones de


https://www.google.com/search?rlz=1C1GCEB_enES850ES850&sxsrf=APwXEdcp11zLzGLvSBrI81TJK0Scc3goDw:1681396493270&q=Penzberg&si=AMnBZoEofOODruSEFWFjdccePwMH96ZlZt3bOiKSR9t4pqlu2Nf3e6cdn5ucUzO3nYQ7Co1U1p73oNcoqCUZrRpBObUhENflJaUIZSrp-Lj_QsOxR0Tsl6CdaukY2mMGlsdCXiEmiVodrnn4plLMAGMj2t-_PYNPuFMzdolBHDA8d8cM0jjeegJERlmTpkb_cNBW2EXaKlfd&sa=X&ved=2ahUKEwjJ0NSFiqf-AhXKhv0HHd3RAAEQmxMoAXoECFIQAw

METODOLOGIA IE

proteina se determinaron usando Bio-Rad DC Protein Assay Kit (Life Science
Research), leyendo la absorbancia a 750nm en el espectrofotometro Multiskan Sky

Microplate (Thermo Scientific).

3.8.2 Western Blot

Para el analisis de proteinas mediante Western Blot, se partié de la misma cantidad de
lisado proteico para la detecciéon de las distintas proteinas y se realiz6 la electroforesis
en geles SDS-PAGE de distinto porcentaje de acrilamida (6-15%), dependiendo del
tamafio de las proteinas a observar. La electroforesis se realizd con un tampon activo
de Tris/Glicina/SDS 10X (Bio-Rad) diluido al 1X en H,O. Posteriormente, se transfirieron
las proteinas a una membrana de nitrocelulosa (0.45um, Amersham™, Protan™, NC),
usando el tampodn de transferencia Tris/Glicina/SDS 10X (Bio-Rad) diluido al 1X en H,O
y suplementado con 10% de metanol. Las membranas se bloquearon con una solucion
de leche en polvo desnatada al 5% durante un periodo de 1 hora. Después, las
membranas se dejaron incubando con el anticuerpo primario, a la respectiva dilucion
(Tabla 8), durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, se lavaron los anticuerpos
primarios y se incubaron con los anticuerpos secundarios fluorescentes IRDye 680CW
(925-68022) o IRDye 800CW (925-32213) apropiados para la especie (1:10.000 LI-
COR, NE, EE.UU.) durante 1 hora a temperatura ambiente. Las imagenes de las
membranas se obtuvieron con el Odyssey Li-Cor CLx y se visualizaron con el software

Image Studio Lite v5.2.

Tabla 8. Lista de anticuerpos primarios y secundarios usados en este trabajo. Western Blot (WB);
Immunohistoquimica (IHC); Immunoprecipitacion de la cromatina (ChiP)

Dilucion  Dilucin ~ C3ntidad
Proteina Referencia Distribuidor Técnica (WB) (HO/F) total

(ChiP)
CASPASE-3 #9668 el IHC 111000 1:100
signaling
CD31 ab2836 Abcam IF 1:50
CLEAVED Cell _
CASPASE-3 sl signalling 7 103
Cell WB & _
EZH2 #5246 sgraling  Chip.seq 171000 5ug
H3 total #9715 poel WB 1:1000
signaling
WB &
H3K27ac ab4729 Abcam ChIP-seq 1:1000 1:100 5ug
& IHC
WB &
H3K27me3 07-449 Sigma ChiIP-seq 1:1000 1:100 5ug
& IHC
KDMGA/UTX #33510 Cel WB&IHC  1:1000 1:100

signaling



KDM6B/JMJD3

KDM6B/JMJD3
Ki-67

PARP
SMARCA4/BRG1

SMARCB1/INI1

a-ACTIN
aSMA

B-TUBULIN

Secundario
fluorescente
Donkey anti-
mouse IgG IRDye
680LT

Secundario
fluorescente
Donkey anti-rabbit
IgG IRDye 800CW

Secundario IF
Goat anti-Rabbit
Alexa Fluor 488®

Secundario IF
Goat anti-Rabbit
Alexa Fluor 568®

Secundario IF
Monkey anti-Rat
Alexa Fluor 488®

Secundario IF
Mouse anti-Actin
a-Smooth Muscle

Cy3™

#3457

ab38113
14-5698-82

#9542

#49360

#91735

A2228
C6198
200-301-
880S

926-68022

926-32213

A11008

A11011

21208

C6198

Cell
signaling
Abcam
Invitrogen
Cell
signaling
Cell
signaling
Cell
signaling
Sigma
Sigma

Rockland

Li-Cor

Li-Cor

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

Sigma

3.9 Técnicas de secuenciacién masiva

WB

WB & IHC
IF

WwB

WB &
ChiIP-seq

wWB

WB
IF

WB

WB

WB

1:1000
1:1000

1:1000
1:1000

1:1000
1:10000

1:10000

1:10000

1:10000
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1:50
1:100

5ug

1:300

1:200

1:200

1:200

1:200

3.9.1 Secuenciacién con immunoprecipitacion de la cromatina (ChlP-Seq)

Para la inmunoprecipitacién de la cromatina y posterior secuenciacién (ChlP-Seq), se

crecieron las células en placas de P-150cm y se fijaron con formaldehido al 1% (Thermo

Scientific) durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, las células

fueron hidratadas con 125mM de glicina durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Se procedié a hacer dos lavados con PBS frio y se centrifugaron las células a 200g,

durante 5 minutos a 4°C. Posteriormente, el pellet fue re-suspendido en 1mL de tampon
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de lisis celular (10mmol/L Tris—HCI, 10mmol/L NaCl, 0.5% NP-40, con inhibidor de
proteasas) y se mantuvo en rotacion durante 30 minutos a 4°C. Después de la
centrifugacion, se descartdé el sobrenadante y el pellet se re-suspendié en 1mL de
tampon de lisis nuclear (1% SDS, 10mmol/L EDTA, 50mmol/L Tris-HCI pH 8.0, inhibidor
de proteasas) y se mantuvo en rotacion durante 60 minutos a 4°C. Después de una
tercera centrifugacion, el lisado fue sometido a sonicacion usando el sonicador Covaris
M220, con la finalidad de obtener fragmentos de cromatina de un tamafio medio de 0.25-
1.00 kb que, a continuacién, se congelaron a -20°C durante 30 min. Posteriormente, la

cromatina fue descongelada en hielo y se centrifugé a 2500g.

Para cada reaccién de ChlIP, se usaron 50uL de Magna ChIP™ Proteina A + G Magnetic
Beads o Perlas Magnéticas (Merck Millipore), siguiendo el protocolo establecido por el
fabricante. Las Perlas se recogieron magnéticamente y se conjugaron con 5ug de
anticuerpo primario en 400ul de PBS+BSA (5mg/ml) con inhibidor de proteasa. Antes
que los fragmentos de cromatina fueran conjugados a las perlas magnéticas, se afadio
Triton X-100 y Na-deoxicolato para obtener una concentracion final del 10% para cada
reactivo. Como input, se us6 el 1% del volumen total de cromatina. La cromatina y las
perlas magnéticas se dejaron conjugar toda la noche a 4°C en rotacién. Posteriormente,
las muestras inmunoprecipitadas se lavaron 3 veces con el tampén TSEI (0,1% SDS,
1% Triton X-100, 2mM EDTA pH=8, 20mM Tris-HCI pH=8, 150mM NaCl, inhibidor de
proteasas), tres veces con el tampén TSEIl (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2mM EDTA
pH=8, 20mM Tris-HCI pH=8, 500mM NaCl, inhibidor de proteasas) y una vez con
tampén TSEII (0.25M LiCl, 1% NP-40, 1% Na-deoxicolato, 1mM EDTA pH=8, 10mM
Tris-HCI pH=8). Después de los lavados, La cromatina inmunoprecipitada y el input se
eludieron afnadiendo 170ul del tampon de elucion (10Mm Tris-HCI pH=8,1Mm EDTA
pH=8.1% SDS) y se incubaron a 65°C toda la noche. Al dia siguiente, las muestras se
suplementaron con 150ul de tamp6n TE (10mM Tris-HCI| pH=8.1mM EDTA pH=8) y se
trataron con RNAsa A durante 2 horas a 37°C y con proteinasa K durante 2 horas a
65°C. ElI DNA fue posteriormente purificado afiadiendo acetato sédico a una
concentracion final de 0.5M, 50ug/ml de co-precipitante GlycoBlue (Applied Biosystems)
y un volumen de isopropanol. Las muestras se incubaron a -20°C durante 2 horas y se
centrifugaron a 30 minutos, a 4°C a 2500g. Finalmente, los pellets de DNA se lavaron
dos veces con etanol al 70% y se re-suspendieron en 30ul de H2O. Se realizaron al
menos dos experimentos independientes de ChlIP.

El DNA inmunoprecipitado fue secuenciada al completo en la Unidad de Gendmica del
Centro de Regulaciéon Gendémica (CRG, Barcelona, Espafia) utilizando el sistema HiSeq

2500 de lllumina y HiSeq Control (HCS) 2.2.68 software (lllumina). De forma breve, la
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preparacion de la libreria incluy6: reparacion de extremos, generacion de salientes dA,
ligacion de adaptadores, seleccion de tamafios y eliminacién de adaptadores no ligados
mediante la electroforesis en agarosa y amplificacion génica (18 ciclos) antes de cargar

las muestras en el secuenciador.

Para el andlisis de los datos de secuenciacidn del ChlP, las lecturas se alinearon con el
genoma humano de referencia hg38, utilizando Bowtie v1.2.2, usando los parametros
establecidos por defecto y deshabilitando el multi-mapeado (-m 1)'#¢. Los duplicados de

PCR se eliminaron usando PICARD (http:// broadinstitute.github.io/picard/). Las lecturas

multi-mapeadas y ambiguas fueron descartadas. Los picos se denominaron con MACS2
v2.1.141. Para evitar falsos positivos, provocados por uniones inespecificas del
anticuerpo, se descartaron los picos presentes en el ChiP-seq de SMARCA4 en las
células deficientes en SMARCAA4. La anotacion de picos gendmicos se realizé con el
paguete R ChlPpeakAnno v3.15, considerando la regién +2kb alrededor del TSS como
el promotor?4’. A menos que se especificara lo contrario, todos los analisis tuvieron en
cuenta los picos que se solapaban con las regiones promotoras. A continuacion, las
listas de picos se transformaron en listas de genes diana. Para la representacion de los
resultados obtenidos en heatmaps y graficas de intensidad, los archivos bedgraph se
generaron utilizando la funcion makeUCSCfile de HOMER usando los pardmetros
establecidos por defecto que normalizan las diferencias entre tamafios de las muestras
de la libreria, y los archivos BigWig se generaron utilizando la funcién
bedGraphToBigWig de UCSC.

Los heatmaps se obtuvieron usando las funciones computeMatrix, en una ventana de
+2kb alrededor del centro del TSS, y plotHeatmap de deepTools43 (version 3.5). Para
homogeneizar la escala de todos los heatmaps y gréficos de intensidad, la intensidad
de la sefal se escalé de 0-1 aplicando la formula (X-P05) /(P98-P05) a cada matriz
generada por computeMatrix. Los analisis de enriquecimiento de los motivos se
realizaron con el software HOMER maotif discovery'8. Para los picos anotados del ChlIP-
seq, se aplicé una ventana de +100pb alrededor del centro del pico. Los P-valor < 0.01

definen un motivo como significativamente enriquecido.

Para el andlisis de los datos de secuenciacion del ChlP, las lecturas se alinearon con el
genoma humano de referencia hg38, utilizando Bowtie v1.2.2, usando los pardmetros
establecidos por defecto y deshabilitando el multi-mapeado (-m 1)#¢. Los duplicados de

PCR se eliminaron usando PICARD (http:// broadinstitute.github.io/picard/). Las lecturas

multi-mapeadas y ambiguas fueron descartadas. Los picos se denominaron con MACS2
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v2.1.141. Para evitar falsos positivos, se descartaron los picos presentes en el ChlP-seq
de SMARCA4 en las células deficientes en SMARCA4. La anotacion de picos
gendmicos se realizé con el paquete R ChiPpeakAnno v3.15, considerando la region
+2kb alrededor del TSS como el promotor!4’. A menos que se especificara lo contrario,
todos los andlisis tuvieron en cuenta los picos que se solapaban con las regiones
promotoras. A continuacioén, las listas de picos se transformaron en listas de genes
diana. Para la representacion de los resultados obtenidos en Heatmaps y gréaficas de
intensidad, los archivos bedgraph se generaron utilizando la funcion makeUCSCfile de
HOMER usando los parametros establecidos por defecto que normalizan las diferencias
entre tamafios de las muestras de la libreria, y los archivos BigWig se generaron
utilizando la funcién bedGraphToBigWig de UCSC.

Los Heatmaps se obtuvieron usando las funciones computeMatrix, en una ventana de
+2kb alrededor del centro del TSS, y plotHeatmap de deepTools43 (versiéon 3.5). Para
homogeneizar la escala de todos los Heatmaps y gréaficos de intensidad, la intensidad
de la sefal se escal6é de 0-1 aplicando la formula (X-P05) /(P98-P05) a cada matriz
generada por computeMatrix. Los analisis de enriguecimiento de los motivos se
realizaron con el software HOMER maotif discovery'®. Para los picos anotados del ChlP-
seq, se aplicé una ventana de +100pb alrededor del centro del pico. Los P-valor < 0.01

definen un motivo como significativamente enriquecido.

3.9.2 Secuenciacién de RNA (RNA-seq)

Para la secuenciacion de RNA, se enviaron alrededor de unos 2500ng de RNA total de
lineas celulares deficientes para SMARCBJ1, con y sin el gen recuperado, y con y sin
tratamiento de GSK-J4 (1uM), a Novogene (Cambridge, UK). La extraccion de RNA total
se realizo usando MaxWell® RSC simplyRNA Cells Kit (Promega, Madison, WI, USA),
siguiendo el protocolo establecido por el fabricante. Los valores de integridad del RNA
oscilaron entre 9.0 y 10.0 cuando se examinaron con el Kit BioA RNA Nano (Agilent). La
secuenciacion del RNA se llevd a cabo mediante extremos pareados con FlowCell
llumina (HWI-ST1276). Se aplicaron procesos estandares para recortar y ensamblar las
lecturas de secuenciacion, antes de alinearlas con la versibn GRCh38/hg38 del genoma
humano con el programa de alineacién HISAT2. El andlisis de expresiéon diferencial
entre dos condiciones/grupos lo realizé Novogene con el paquete DESeq2 R'*9, que
proporciona rutinas estadisticas para determinar expresion diferencial en datos de
expresion génica utilizando un modelo binomial negativo. Los P-valores se ajustaron
usando la aproximacion de Benjamini y Hochberg para controlar los falsos positivos.

Para el andlisis de enriquecimiento, incluyendo GO Enrichment (Gene Ontology,



METODOLOGIA

http://www.geneontology.org/), DO Enrichment (Disease Ontology, https://disease-
ontology.org/) KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, http://www.keqq.jp/)

y Reactome database Enrichment (https://reactome.org/) se us6 el software

clusterProfiler'®°, Para la formulacién de Heatmaps, se uso el software R version 4.2.2,
juntamente con el paquete v1.28.1 y el archivo Homo_sapiens.GRCh38.94.gft de
Ensembl. Para la realizacion de los Volcano Plots, se uso el software R version 4.2.2
junto con el paquete ggplot2. Las diferencias se consideraron estadisticamente

significativas para cualquier valor de P<0.05.

3.10 Estudios in vivo

3.10.1 Generaci6n y tratamiento de modelos ortotépicos

Los ratones nu/nu atimicos machos y hembras (ENVIGO) de 4-5 semanas de edad se
mantuvieron en un entorno estéril antes de ser usados en los experimentos ortotopicos
de cancer de pulmon, de SCCOHT y los modelos de tumores rabdoides malignos (MRT).
Para los estudios ortotopicos de cancer de ovario se utilizaron ratones hembra nu/nu
atimicos (ENVIGO) de 4-6 semanas de edad. Los animales se alojaron en jaulas
ventiladas individualmente en un ciclo de 12 horas de luz y oscuridad a 21-23°C y 40-
60% de humedad. Los ratones tuvieron libre acceso, de forma constante, a una dieta
irradiada y a agua esterilizada.

Todos los experimentos que involucraron manipulacién animal fueron aprobados por el
Comité Etico del IDIBELL bajo el protocolo 9111y 11973 aprobado por la Generalitat de
Catalunya, la Unidad 1155 acreditada por la AAALAC, y realizados de acuerdo con las
directrices establecidas en los Principios Rectores Internacionales para la Investigacion
Biomédica con Animales, desarrollados por el Consejo de Organizaciones

Internacionales de Ciencias Médicas (CIOMS).

3.10.1.1 Modelos derivados de lineas de cancer de pulmén

Para la generacion de xenoinjertos tumorales ortotépicos de pulmén, se usaron 3 lineas
celulares (DMS273X, DMS114X, H841X). Las lineas celulares se inyectaron por via
subcuténea en el dorso de los ratones (n = 3 ratones/linea celular). Una vez que el tumor
sélido entr6 en la fase de crecimiento exponencial, se sacrificaron los ratones, se
aislaron los tumores en condiciones estériles y se seleccionaron las &reas no necréticas,
fragmentandolas en pequefias porciones de 2-3mm?. A continuacion, se implantaron los

fragmentos tumorales ortotopicamente en el parénquima pulmonar!!®. A dia 15 de la
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implantacion, los ratones fueron aleatorizados y tratados por via intraperitoneal con
GSK-J4 (50 mg/kg/dia por cada raton) o solamente con el vehiculo correspondiente. En
la mayoria de los casos, los animales fueron eutanasiados cuando mostraron
dificultades respiratorias graves, que posteriormente se confirmé que estaba asociada

al crecimiento del tumor pulmonar.

3.10.1.2 Modelos derivados de tumores primarios de pacientes de SCCOHT

Para la generacion de los ortoxenoinjertos o PDOX de pacientes de carcinoma de ovario
de célula pequefia de tipo hipercalcémico (SCCOHT), se obtuvieron muestras tumorales
primarias de dos pacientes en el Hospital Universitario de Bellvitge (Hospitalet de
Llobregat, Barcelona, Espafa) y se secuenciaron para confirmar la deficiencia de
expresion en el gen SMARCAA4, tal y como se especifica en el apartado 3.6.2.

Los tumores ortotopicos fueron injertados en los ovarios de los ratones (n=5 ratones
para el vehiculo y n=7 ratones para el tratamiento), siguiendo el protocolo establecido*®?.
De forma breve, se seleccionaron piezas de carcinoma resecado no necroético (2—3mm§g)
y se pusieron en DMEM suplementado con FBS al 10% y penicilina/estreptomicina a
temperatura ambiente. Bajo anestesia inducida por isofluorano, los animales se
sometieron a una laparotomia lateral, guedando sus ovarios expuestos y las piezas del
tumor se anclaron a la superficie del 6rgano con suturas de prolene 7,0. El crecimiento
tumoral se monitorizé entre 2 y 3 veces por semana, y cuando el tumor alcanzé un
tamafo suficientemente palpable, se extrajo, se cortdé en pequefios fragmentos y se
trasplantd a animales nuevos. El tratamiento con GSK-J4 (50 mg/kg/dia por cada ratén)
y su correspondiente vehiculo se administré una vez al dia, 5 veces por semana, durante
4 semanas consecutivas. Los animales se eutanasiarion pasados 21 dias de tratamiento

y sus ovarios fueron resecados, mesurando el peso y tamafio de los tumores.

3.10.1.3 Modelos derivados de tumores primarios de pacientes de MRT

Para la generacién de los ortoxenoinjertos o PDOX de pacientes con tumores rabdoides
malignos (MRT) se obtuvieron muestras tumorales primarias y metastaticas de dos
pacientes pediatricos en el Hospital Universitario de Vall d’Hebron (Barcelona, Espana).
El primer caso (MRT#1) fue de una lactante con AT/RT frontal y con posterior metastasis
pulmonar, de la cual se obtuvo muestras del tumor primario y metastatico. El segundo
caso (MRT#2) fue un paciente con RT en la cavidad abdominal con afectacion directa
al higado, del cual se obtuvo Unicamente muestras del tumor primario sin derivarse del

cultivo primario alguno
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Los tumores ortotopicos fueron injertados en los ratones. Del mismo modo que se
procedié con los PDOX de ovario, se seleccionaron piezas del tumor resecado no
necrético (2-3mm?3) y se pusieron en DMEM suplementado con FBS al 10% y
penicilina/estreptomicina a temperatura ambiente. Bajo anestesia inducida por
isofluorano, los animales se sometieron a distintas intervenciones para el injerto de los
distintos tumores. El tumor primario MRT#1 (T692X) se implantd en el parénquima
subcutaneo en la frente de los ratones (n=3/vehiculo; n=5/GSK-J4), el tumor metastatico
MRT#1 (T744X) se implantd en el parénquima pulmonar del raton (n=4/vehiculo;
n=5/GSK-J4), del mismo modo que se ha descrito en el apartado anterior 3.10.1.1 y el
tumor primario de MRT#2 se (T642X) implantd en el parénquima hepatico del raton
(n=4/vehiculo; n=5/GSK-J4). El crecimiento tumoral se monitorizé entre 2 y 3 veces por
semana, y cuando el tumor alcanzé un tamafo suficientemente palpable, se extrajo, se
cortd en pequefios fragmentos y se trasplanté a animales nuevos. El tratamiento con
GSK-J4 (50 mg/kg/dia por cada ratén) y su correspondiente vehiculo se administré una
vez al dia, 5 veces por semana, durante 4 semanas consecutivas.

En el modelo metastético pulmonar, los animales fueron sacrificados cuando mostraron
dificultades respiratorias graves. En los otros dos modelos, los animales se sacrificaron
pasados 21 dias de tratamiento y sus tumores fueron resecados y medidos a nivel de

peso y tamafio.

3.10.2 Examinacién inmunohistopatoldgica de los tumores

3.10.2.1 Tincién con Hematoxilinay Eosina e Inmunohistoquimica

Para el andlisis histologico de los tumores, los tejidos tumorales se fijaron e incluyeron
en parafina. La tincion con hematoxilina y eosina (H&E) (Panreac Applichem.,
Barcelona, Espafia) se realiz6 siguiendo los protocolos estandares y se utilizé para
evaluar morfolégicamente la necrosis/fibrosis mediante microscopia O6ptica. Para
realizar las tinciones inmunohistoquimicas, los cortes de 4um de grosor de las muestras
tumorales de pulmon, ovario y rabdoides incluidas en parafina, se desparafinaron
durante toda la noche a 62°C. Al dia siguiente, se sumergieron en xileno durante 30
minutos. Posteriormente, se rehidrataron las muestras con concentraciones
decrecientes de etanol (100%-96%-70%) y se sumergieron en Tris/fEDTA pH 9,0,
previamente calentado, para la recuperacion de nuevo de los antigenos. Se procedié a
inhibir la peroxidasa enddégena con una solucién de peroxido de hidrogeno al 3%, se
afiadi6 suero de cabra al 10% como solucién de bloqueo y se incubaron las muestras

con los anticuerpos primarios durante toda la noche a 4°C (Tabla 8). Se utilizaron



METODOLOGIA [N

anticuerpos secundarios policlonales de cabra (anti-raton y anti-conejo) conjugados con
HRP (NeoStain ABC Kit, NeoBiotech) en incubaciones de 1 hora a temperatura
ambiente. La revelacion del anticuerpo secundario se realiz6 con el kit ImmPACT DAB
Peroxidase (HRP) Substrate (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE.UU.), y las
secciones de tejido se contra-tifieron con hematoxilina. Una vez deshidratadas en una
bateria ascendiente de etanol (70%-96%-100%) y aclaradas en xileno durante 1 hora,
se procedié a montar las muestras con cubreobjetos y medio de montaje DPX (Merck
Millipore, Darmstadt, Alemania).

Las secciones fueron evaluadas anatomopatologicamente bajo microscopio (Leica
DM1000) por dos observadores independientes. Las areas de necrosis/fibrosis se
cuantificaron con Photoshop (version 2021). Los criterios de puntuacion para determinar
la tincion H3K27me3 se basaron en la intensidad de la tincién (cuatro categorias, 1-4) y

se determiné la media de los valores de tres evaluadores independientes.

3.10.2.2 Tincién con Tricrome de Masson

Para observar la fibrosis y deposicibn de colageno en las muestras de tumores
parafinados, se uso el kit de tincion Trichrome de Masson (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO, USA). Inicialmente, se desparafinaron las muestras durante toda la noche a 62°C
y, posteriormente, se sumergieron en xileno durante 30 minutos y se rehidrataron con
concentraciones decrecientes de etanol (100%-96%-70%-50%). Finalmente, se
procedi6 a realizar la triple tinciébn de Masson siguiendo el protocolo establecido por el
fabricante.

Las secciones fueron fotografiadas con el microscopio Leica DM4B. La fibrosis de los

tumores se cuantificé usando ImageJ (versién 2022) y Photoshop (versién 2021).

3.10.2.3 Inmunofluorescencia

Para proceder con la inmunofluorescencia de las muestras tumorales, inicialmente se
desparafinaron durante toda la noche a 62°C. Al dia siguiente, se sumergieron en xileno
durante 30 minutos y se rehidrataron las muestras con concentraciones decrecientes de
etanol (100%-96%-70%-50%). Posteriormente, se sumergieron las muestras en tampon
citrato 1X a pH=6 y se hirvieron durante 10 minutos. Pasado este tiempo, se incubaron
con la soluciéon de recuperacion de antigenos Tris’/EDTA pH 9.0 y se dejaron enfriar
durante 20 minutos. Después de 3 lavados con PBS, se procedié a realizar la
permeabilizacién de la membrana haciendo dos incubaciones de 15 minutos en 0.2%

PBS-Tween 20. Se hicieron dos nuevos lavados con PBS, se incubaron las muestras
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durante 30 minutos a temperatura ambiente con la solucion de bloqueo de suero de
caballo al 10% y se afadieron los anticuerpos primarios, dejandolos durante toda la
noche a 4°C (Tabla 8). Al dia siguiente se lavaron las muestras con PBS 1X y se
incubaron 2 horas a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios (mezclados
con serum 5%, BSA 1% en PBS 1X) (Tabla 8). Pasado el periodo de incubacién, se
hicieron dos nuevos lavados con PBS 3X y se procedié a montar las muestras con
cubreobjetos y medio de montaje Immu-Mount (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA).

Las secciones fueron fotografiadas con los microscopios de fluorescencia Leica DM4B
y Nikon Eclipse Ti2. El 4rea de sefal de los tumores se cuantific6 usando ImageJ
(versién 2022) y Photoshop (version 2021)

3.11 Andlisis estadisticos

La prueba t de Student, los calculos de la ECsg, las estimaciones de Kaplan-Meier y las
pruebas de long-rank (Mantel-Cox) se realizaron usando el programa Prism (GraphPad
Prism 9). Todos los P-valores <5% fueron considerados estadisticamente significativos.
Los métodos estadisticos utilizados para cada andlisis se especifican en las leyendas

de las figuras.

3.12 Andlisis de bases de datos publicas

En este estudia se han usado las siguientes bases de datos publicas: cBioPortal para
Cancer Genomics, Cancer Cell Line Encyclopedia-CCLE (https://www.
cbioportal.org/study/summary?id=ccle_broad 2019), COSMIC-Catalogue of Somatic

Mutations in Cancer (https://cancer.sanger.ac.uk/cell_lines), DepMap Portal-Cancer

Dependency Map (https://depmap.org/portal/achilles/) y Genomics of Drug Sensitivity in

Cancer database

(https://www.cancerrxgene.org/compound/Vorinostat/1012/overview/ic50,

https://depmap.org/portal/compound/GSK-J4?tab=dependency). Los estudios y las n

utilizados para cada analisis se especifican en las leyendas de las figuras.

3.13 Codigos de acceso

Los datos en bruto de ChiIP-seq y RNA-seq obtenidos en este estudio han sido
publicados en Gene Expression Omnibus-GEO (NCBI), con el niumero de acceso
GSE155129 y GSE233554, respectivamente.
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4. RESULTADOS

4.1. Las células tumorales con deficiencia en SMARCA4 muestran una
acumulacion aberrante de marcas epigenéticas represivas (H3K27me3) tras el

tratamiento con SAHA.

Con el prop6sito de estudiar la respuesta de las células tumorales a distintos
tratamientos epigenéticos dependiendo de su base genética, y en base a la
refractariedad de las células SMARCA4 deficientes al inhibidor de histonas
desacetilasas (HDACI), cominmente conocido como SAHA! vy debido a la alta
frecuencia de estas mutaciones en cancer de pulmoén, empezamos tratando un panel de
lineas celulares de este tipo de cancer. Teniendo en cuenta que la presencia de
alteraciones genéticas en SMARCA4 y los genes de la familia MYC son mutuamente
excluyentes, definimos dos grupos de células tumorales: un panel celular con activacion
oncogénica de MYC (cMYC, MYCN o MYCL), debido a los altos niveles de amplificacion
del gen (referenciadas como MYCamp), y otro panel con inactivacion genética de
SMARCA4 (referenciadas como SMARCAA4def).

Como se puede observar en los ensayos clonogénicos en las lineas celulares indicadas
(Figura 11a), tratadas con el vehiculo (control) o con SAHA, determinamos que el
tratamiento con este farmaco epigenético, por si solo, tiene un efecto evidente en las
células MYCamp, promoviendo una disminucién en el crecimiento celular, mientras que

las células SMARCA4def apenas se ven afectadas.

A continuacion, se realizaron una serie de ensayos de MTT para determinar la viabilidad
celular en ambos paneles tras el tratamiento con SAHA. En los resultados mostrados en
la Figura 11b, se ve representada la distribucion y la concentracion media efectiva
maxima (ECso) del tratamiento con el inhibidor de HDACs en las células MYCamp (n=8)
y las SMARCA4def (n=6). Como ya habiamos observado a nivel clonogénico, el
tratamiento con SAHA provocoé una fuerte disminucion en el crecimiento y la viabilidad
celular en las células MYCamp en comparacion con las SMARCA4def (ECso de 0.5 y
1,4uM, para cada grupo, respectivamente). Estos efectos no se vieron influenciados por
las distintas histopatologias del cancer de pulmén (SCLC y NSCLC). Asimismo, esta
sensibilidad al SAHA especifica de las células MYCamp se validé utilizando la base de
datos publica GDSC2 PANCANCER cell lines, que incluye mas de 750 lineas celulares

de cancer de distinto origen y con diferente fondo de alteraciones genéticas (Figura 11c).



RESULTADOS

a b C MYCamp
MYCamp SMARCA4def KPa "o 05 1 0 05 1 saHA@M)
17-| —— ——_H3K27ac

3w 17 e’ e — — — H3K27me3

(16) 45— — — e —_A\CTIN
2 DMS273 H2170
SMARCA4def
17-| == o= o= | | |3K27ac

17—

- DMS273 - DMS114 |

SCLC

SAHA ECq, [uM]

—— o ——

-H3K27me3
A5- | e — — | — — - ACTIN

o— H1299 H23

SMARCA4def MYCamp H3K27ac

(n=6) (n-8) 17- - - T -
- - 17 e v | - - o= — -H3K27me3
|
A5 - | e e o -ACTIN
O H157 DMS114
d | d
D 1.0+
z SMARCA4
51 CREBBP .
= 054 STK11 0
a EGFR 5™
@ KRAS o
2 o
= o g
Vehiculo SAHA [1uM]  Vehiculo SAHA [1uM] B
O
|
je2}
S MYCN  www.cancerrxgene.org
GDSC2 PANCANCER cell lines

-1.0-

Figura 11. El tratamiento con SAHA reduce el crecimiento celular y los niveles de H3K27me3 en
células tumorales MYCamp, pero no en SMARCA4def. a, Ensayos clonogénicos en las células de
cancer de pulmén indicadas, sin tratar (vehiculo) o tratadas con SAHA a la concentracion indicada. b,
Distribucion y media de los valores ECsp, obtenidos a partir de estudios de viabilidad celular mediante
MTT, para el tratamiento con SAHA en células MYCamp (0.5uM) y SMARCA4def (1.4uM). Las barras
muestran la media = DE; las pruebas estadisticas se realizaron mediante estudios t de Student no
pareados. En los gréaficos de box-whisker, la banda horizontal dentro de la caja indica la mediana, los
bordes inferiores y superiores de la caja los percentiles 25-75 y los extremos indican los valores del
minimo al maximo. ***P = 0.0002. Se representan los valores de dos experimentos independientes por
linea celular. c, Gréfico con los valores comparativos de ECso para el tratamiento con SAHA (vorinostat)
en un panel de 758 lineas celulares de cancer (de la base de datos www.cancerrxgene.org), en funcién
de la presencia de alteraciones genéticas seleccionadas, incluida la amplificacion de los oncogenes MYC
y la inactivacién de SMARCAA4. d, Western blots representativos de los niveles globales de las proteinas
y marcas de histonas indicadas (H3K27ac y H3K27me3) en las células indicadas tras el tratamiento con
SAHA. Se utiliz6 ACTINA como control de carga proteica.

El SAHA es un inhibidor general de la actividad de las histonas deacetilasas y actla
incrementando los estados de acetilacién global, favoreciendo asi la apertura de la
cromatina®?. Los dominios activos de la cromatina se caracterizan por la presencia de
un conjunto de distintas marcas en la cola de las histonas como, por ejemplo, H3K27ac,
H3K4mel y H3K4me3, mientras que las marcas como H3K27me3 y H2AK119ub se
encuentran relacionadas con locus o regiones de genes silenciados'4*°. Tal y como se
observa en la Figura 11d, se analizaron los cambios en los niveles globales de H3K27ac
y H3K27me3, dos marcas epigenéticas mutuamente excluyentes y antagénicas en el
mismo residuo®®, en diferentes lineas celulares y con distintas concentraciones de

SAHA. Tras el tratamiento, se pudo observar como el SAHA desencadenaba el
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incremento esperado en H3K27Ac en todas las lineas celulares tratadas. Sin embargo,
en las células SMARCA4def se observd, de forma especifica e inesperada, una
acumulacion aberrante de la marca H3K27me3 en lugar de la disminucion esperada.
Este fenomeno rompia el equilibrio en las células SMARCAA4def, entre estas dos marcas
antagonicas, en el mismo residuo y de funciones opuestas responsables de la

dinamizacion y la accesibilidad de la cromatina.
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Figura 12. GSK-126 reduce la acumulacién de H3K27me3, pero no afecta de manera general el
crecimiento y la supervivencia celular de forma dependiente a SMARCA4. a, Western blots
representativos de los niveles globales de las proteinas y marcas de histonas indicadas (H3K27ac y
H3K27me3) en las células indicadas tras los tratamientos con SAHA y SAHA combinado con GSK-126.
Se utiliz6 ACTINA como control de carga. b, Efectos sobre la viabilidad celular, medida mediante ensayos
MTT, en las lineas celulares indicadas tras el tratamiento con concentraciones crecientes de GSK-126. c,
Ensayos clonogénicos representativos para las células y tratamientos indicados.

Los niveles globales de H3K27me3 estan regulados por la accion coordinada y
antagonica de las KMTs y las KDMs especificas de este residuo. De este modo, para
investigar los mecanismos que determinan la acumulacion  aberrante de H3K27me3
tras la administracion de SAHA en células SMARCAA4def, se decidio estudiar el efecto
del compuesto GSK-126, un inhibidor especifico de la actividad metiltransferasa de
EZH2, que conforma la subunidad catalitica del complejo PRC2 y que cataliza la
trimetilacion de la lisina 27 de la histona H3.

En estudios previos se ha observado que el GSK-126, sélo o en combinacién con otros
inhibidores de HDACSs, suprime el crecimiento celular del carcinoma de ovario de células
pequefias de tipo hipercalcémico (SCCOHT) con inactivacion en SMARCA41%, Sin
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embargo, en el presente trabajo, la combinacion de SAHA con GSK-126, si bien
promovia una disminucion global de la marca H3K27me3 y potenciaba selectivamente
la disminucién de los niveles de EZH2 en las células MYCamp (Figura 12a) no afectaba
el crecimiento y supervivencia celular de forma dependiente de la inactivacion de
SMARCAA4 (Figura 12b-c). Ello indicaba que la actividad de EZH2 no era la causante,
por si misma, de la refractariedad al SAHA observada en las células con inactivacion en
SMARCAA4.

De este modo, dado que la inhibicién de la actividad catalitica de EZH2 no explicaba,
per sé, el fenotipo observado, se decidié estudiar la posible implicacion de las KDMs, en
particular la KDM6A y KDM6B, que son las enzimas que revierten la accién de EZH2
sobre H3K27.

4.2 La presencia de mutaciones inactivadoras en SMARCA4 se correlaciona

negativamente con los niveles de expresion de varias KDMs en cancer.

Mediante un exhaustivo analisis de bases de datos publicas en lineas celulares de
cancer de pulmén (cBioportal/CCLE), se observé que la presencia de mutaciones
inactivantes en SMARCA4 se correlacionaba significativamente con bajos niveles de
expresion de varias lisinas demetilasas, incluyendo la KDM6A y KDM6B (Figura 13a-b).
Estas observaciones fueron validadas posteriormente, tanto a nivel de proteina (Figura
13c) como de mRNA (Figura 13d). En concordancia con la baja expresion de KDM6A y
KDM6B, en las células SMARCA4def los niveles globales de la H3K27ac estaban
especialmente disminuidos, en comparacién con los de H3K27me3, mientras que los

niveles de EZH2 se mostraron muy similares en ambos grupos (Figura 13c).

SMARCA4 salvaje (H1299-wtSMARCA4) desencadend un incremento en la expresion
de KDM6A y de KDM6B, mientras que la re-expresion ectépica de la forma mutante
(H1299-mutSMARCAA4) reprimi6 los niveles de expresion estas dos proteinas (Fig. 14a-
b). Simultaneamente, y coherentemente con los datos anteriores, los niveles de EZH2
no se vieron afectados en ninguna de las dos condiciones (Figura 14b).

Por otro lado, se indujo la deplecién de SMARCA4 en un panel de lineas celulares
MYCamp mediante el uso de shRNA especificos (Figura 14c-d). Los resultados
mostraron que la deplecion de SMARCA4 reducia los niveles de expresion de ambas
KDM6s, tanto a nivel de proteina (Figura 14c) como de mRNA (Figura 14d). Estas
observaciones, en conjunto, indican que la funcidon de es necesaria para la activacion
de la expresion de KDM6A y KDM6B.
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Figura 13. La presencia de mutaciones en SMARCA4 se asocia a bajos niveles de KDM®6s. a,
Heatmap de los niveles de mRNA de las KDMs indicadas y de SMARCA4 en un panel de 179 lineas
celulares de cancer de pulmén (Cancer Cell Line Encyclopedia -CCLE en cBioportal). El Heatmap se
genero usando Software Genesis. b, Violin-plots que comparan los niveles de las KDMs indicadas en
los distintos grupos: SMARCA4def, MYCamp y Otras (wild type para SMARCA4 y para MYC). RPKMs
(lecturas por millén). Las barras muestran la media = DE. Prueba t de Student no pareada: ***P < 0.001;
**++P < 0.0001. ¢, Western blot de los niveles endégenos de las proteinas indicadas en distintas lineas
celulares de cancer de pulmoén. Se usé TUBULINA como control de carga de proteina total. d, PCR
cuantitativa en tiempo real de KDM6A y KDM6B (en relacion con ACTB) para comparar los niveles de
mRNA entre los distintos grupos indicados de lineas celulares de cancer de pulmén. Las barras
muestran la media + DE; las pruebas estadisticas se realizaron mediante estudios t de Student no
pareados. En los graficos de box-whisker, la banda horizontal dentro de la caja indica la mediana, los
bordes inferiores y superiores de la caja los percentiles 25-75 y los extremos indican los valores del
minimo al maximo. *P =0.032 (KDM6B) and *P =0.016 (KDM6A).
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Figura 14. Las células con un SMARCA4 funcional tienen niveles mas altos de KDM6s en
comparacién con las células con mutaciones inactivantes en dicho gen. a, PCR cuantitativa en
tiempo real de KDM6A y KDME6B (en relacion con ACTB) para comparar los niveles de mRNA en los
modelos celulares H1299-wtSMARCA4 y H1299-mutSMARCAA4 (doxiciclina, 1pug/mL; 72 h). Las barras
muestran la media + DE; las pruebas estadisticas se realizaron mediante estudios t de Student no
pareados. En los graficos de box-whisker, la banda horizontal dentro de la caja indica la mediana, los
bordes inferiores y superiores de la caja los percentiles 25-75 y los extremos indican los valores del
minimo al maximo. Se incluyeron cuatro y cinco réplicas bioldgicas para la determinacion de los niveles
de KDM6A y KDMB6B, respectivamente, en el modelo celular H1299. *P =0.029 (KDM6A) y *P =0.032
(KDM6B). b, Determinacion de los niveles proteicos de KDM6A y KDM6B mediante western blot en los
modelos celulares H1299-wtSMARCA4 y H1299-mutSMARCAA4 (doxiciclina, 1 pg/mL; 72 h) con o sin
tratamiento con SAHA. Se usa TUBULINA como control de carga. ¢, Western blots de los niveles de las
proteinas indicadas en las células indicadas infectadas con shNT y con dos shSMARCA4 distintos (#1,
#4). Se utiliz6 TUBULINA como control de carga. d, PCR cuantitativa en tiempo real de SMARCA4,
KDM6A y KDM6B (en relacién con ACTB) para comparar los niveles de mRNA en las células H69
infectadas con el shNT y con dos shSMARCAA4 diferentes (#1, #4). n=3 para cada gen y shRNA. Barras
de error, medias + DE de cada réplica. Prueba t de Student no apareada. *P =0.011; ***P =0.002; ****P <
0.0001.
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Con el propdsito de entender los efectos que provoca la restitucion de SMARCA4 sobre

la dinamica de las modificaciones de H3K27 a nivel de todo el genoma en el contexto

de los tratamientos con SAHA, realizamos la inmunoprecipitacion de la cromatina
seguida de secuenciacion (ChiP-seq) de SMARCA4, EZH2, H3K27ac y H3K27me3 en

el modelo inducible H1299- wt/mutSMARCA4.
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Figura 15. Efectos a nivel gendmico de la restitucién de SMARCA4 sobre la dinamica de H3K27.
a, Heatmaps de las distintas intensidades de ChlP-seq normalizadas, centradas * 2 kb alrededor de los
sitios de inicio transcripcional (TSS) de SMARCA4, H3K27ac, H3K27me3 y EZH2, en el modelo H1299.
b, Frecuencia de recuento de lecturas de heatmaps, en regiones de +2 kb centradas en el sitio de inicio
transcripcional (TSS) de los genes y en las condiciones indicadas en el modelo inducible H1299 (dox,
doxiciclina, 1pg/mL y SAHA 1uM, durante 72 h). ¢, Snapshots representativos de IGV de los perfiles de
ChiIP-seq en los locus seleccionados. El modelo inducible se basa en la utilizacion de H1299-
WISMARCA4 0 H1299-mutSMARCA4 tras la induccion de SMARCA4 (dox, doxiciclina, 1ug/mL; 72h)

con o sin tratamiento con SAHA (1uM, 72h).
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Como se muestra en la Figura 15a, no se observaron picos de SMARCA4 antes de la
induccién con doxiciclina, como cabia esperar dado que las células H1299 no expresan
proteina SMARCA4 (Figura 15a y Figura 15b). Por otro lado, la ocupacion global de la
forma salvaje y mutante de SMARCA4 fue similar en ambos casos, hecho que
demuestra que la ausencia del dominio que regula la actividad ATPasa de SMARCA4
no influye en su reclutamiento a la cromatina (Figura 15a-c y 16a).

La acumulacion de la marca H3K27ac sobre los promotores no se vio alterada tras la
restitucion de la actividad de SMARCA4 (Figure 16a), aunque se observo una asociacion
entre la ocupaciéon de SMARCAA4 y la presencia de H3K27ac, en al menos el 80% de los
promotores, tanto al expresar la forma salvaje como la mutante (Figura 16b). No
obstante, en las células con expresién de la forma SMARCA4 mutante, los picos de
H3K27ac eran mas discretos y de mayor intensidad. Ademas, la expresion ectépica de
SMARCA4 mutante se asocio a una reduccién de la distribucion de H3K27ac més alla
de los picos en los promotores, es decir, hacia el exdn 1y a lo largo del cuerpo del gen.
Este fendmeno ocurria en paralelo con un fuerte incremento de la union de EZH2 al
DNA (Figura 15b, c; Figura 16b). En conjunto, estos resultados indican que la
sobreexpresion de SMARCA4 mutante y disfuncional tiene un efecto dominante
negativo en la regulacién de las modificaciones en H3K27. Este incremento de la union
de EZH2 al DNA tras la expresion de SMARCA4 mutante estaria en consonancia con
hallazgos previos en los que la expresion ectépica de SMARCA4-inactivo permitiria la
ocupacion de los complejos PRC1y PRC2 en los promotores de las islas CpG a lo largo

de todo el genomal®l.

En la Figura 15a y 16a, podemos observar que, tras la administracion de SAHA, el
namero de promotores donde se reclutaba la forma ectépica de SMARCA4 se vieron
reducidos a la mitad, sin verse afectada la deposicidon global de H3K27ac. Se ha
descrito que SMARCAA4 no interacciona directamente con el DNA, pero si que reconoce
y se une a las lisinas acetiladas de las colas de las histonas H3 y H4 a través de su
bromodominio®®3. De este modo, la reduccién en la deposicion global de H3K27ac tras
el tratamiento con SAHA observada en las células con sobreexpresion de la forma
mutante de SMARCAA4, podria explicar la fuerte disminucion en la intensidad global de
los picos de SMARCA4 (Figura 15b).

Por el contrario, el tratamiento con SAHA incrementoé el reclutamiento de EZH2 al DNA
con el consiguiente aumento de la deposicion de la marca H3K27me3, con gran
intensidad en especial tras la expresion de SMARCA4 mutante, de manera coherente
con lo expuesto anteriormente. Aunque en las células con expresion de SMARCA4

salvaje también se observd un incremento en el reclutamiento de EZH2, el efecto fue
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mucho menos intenso, lo que se puede atribuir a la menor tasa de eliminacion de las
marcas H3K27me3 (Figura 15a-b). El hecho de que el SAHA aumente el reclutamiento
de EZH2 al DNAy los niveles de H3K27me3 podria ser un efecto de tipo compensatorio

para evitar altos niveles potencialmente perjudiciales de acetilacion de histonas.
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Figura 16. Efectos a nivel de todo el genoma tras la expresién de SMARCA4 salvaje y mutante
afuncional tras el tratamiento con SAHA y la dinamica de la modificacion de H3K27me3/Ac y la
ocupacion de EZH2. a, Anotaciones funcionales a nivel de todo el genoma para los picos generados
mediante el analisis de ChIP-seq. Los promotores se definen como las regiones + 2 kb alrededor del
TSS anotado. Los nimeros debajo de cada barra indican el nimero absoluto de picos en los promotores
para el ChiP-seq de cada proteina y condicion indicada. b, Diagramas de Venn que representan el
solapamiento de los picos de SMARCA4, H3K27ac y EZH2 en las células en las condiciones detalladas.
¢, Snapshots representativos del IGV de perfiles del ChIP-seq en los locus diana seleccionados,
realizados en el modelo inducible H1299. El modelo inducible se basa en la utilizacion de H1299-
WISMARCA4 0 H1299-mutSMARCA4 tras la induccién de SMARCA4 (dox, doxiciclina, 1ug/mL; 72h)
con o sin tratamiento con SAHA (1uM, 72h).
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SMARCA4 mostré capacidad de unién a los promotores de distintas KDMs, incluyendo
la KDM2B, KDM4B, KDM6A y KDM6B, entre otras, en paralelo a la presencia de un
enriquecimiento en H3K27ac. Sin embargo, también se pudo observar un fuerte
aumento concomitante de la ocupacion de EZH2 en esas mismas regiones, pero solo
en las células que expresaban la forma mutante de SMARCAA4 (Figura 15c).

Estos resultados apoyan la idea de que SMARCA4 regula la expresion de varias KDMs,
incluyendo KDM6A y KDM6B, a través de la ocupacion directa del promotor. Por
consiguiente, el aumento de EZH2 en el promotor de estos genes es consistente con
una falta de activacion transcripcional de estas KDMs en las células H1299-
MutSMARCA4 (Figura 14a-b).

4.3 La depleciéon de la KDM6B mimetiza la respuesta de las células deficientes en
SMARCAA4 al tratamiento con SAHA.

Para profundizar en la comprensidn de los mecanismos moleculares que subyacen a la
regulacién de KDM6A/B por SMARCA4 se llevé a cabo primero un analisis minucioso
de bases de datos publicas, observandose que los niveles de mRNA de KDM6B
estaban inversamente correlacionados con la ECso de sensibilidad al SAHA (Figura
17a). A continuacion, se decidié determinar si la deplecion de KDM6A/B incrementaba
la resistencia al SAHA en las células de cancer de pulmén MYCamp. Para ello se
selecciond una bateria de shRNAs especificos con la finalidad de disminuir la expresion
de KDM6A y KDM6B en distintas lineas celulares MYCamp (Figura 17b). Se observo
que, imitando el comportamiento de las células SMARCA4def, la deplecién de los
niveles de KDM6B disminuian la capacidad de reducir los niveles globales de la
H3K27me3 (Figura 17c) y la capacidad de inhibir el crecimiento celular (Figura 17d)
después del tratamiento con SAHA. Por el contrario, la deplecion de KDM6A no mostré

ningun efecto sobre estas caracteristicas.

Ademads, en las mismas células MYCamp, la administracion de un inhibidor especifico
de la actividad de las KDM6A/B, el GSK-J4, revirti6 la sensibilidad al SAHA de forma
dosis-dependiente (Figura 17e). La deplecion de KDM6s evitd, también, la capacidad de
disminuir H3K27me3 después de la administracion de SAHA (Figura 17c).

Estos resultados indican que la resistencia de las células SMARCAA4def a la inhibicién

del crecimiento por SAHA podria deberse a los bajos niveles de KDM6B.
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Figura 17. La depleciéon de KDM6B mimetiza la respuesta de las células SMARCA4def al SAHA.
a, Correlacion significativa entre los niveles de mRNA de KDM6B (secuenciacion de RNA de la base de
datos Sanger o datos de RT-QPCR de nuestro estudio actual) y ECso para SAHA (paneles superiores,
de www.cancerrxgene.org o paneles inferiores, de nuestros propios datos). Cada punto representa una
Unica linea celular tumoral. Andlisis de regresion lineal simple. *P < 0.05; n.s, no significativo. b, Western
blot representativo de los niveles de KDM6s en las lineas celulares indicadas infectadas con un shRNA
inespecifico (shNT) y con diferentes ShRNA para KDM6A y KDM6B. ¢, Western blot de los niveles de
H3K27me3 en las células infectadas con shNT, shKkDM6A (#63, #64) o shkDM6B (#676, #976), con y
sin tratamiento con GSK-J4 y/o SAHA durante 72h. d, Ensayos clonogenicos para las células H460
infectadas con shNT, shKDM6A (#63, #64) o shKDM6B (#676, #976) tratadas con SAHA durante 5 dias.
e, Curvas de viabilidad de las lineas celulares indicadas, medida mediante ensayos MTT, 5 dias
después del tratamiento con concentraciones crecientes de SAHA y con o sin co-tratadamiento con
GSK-J4 a distintas concentraciones. Los datos se presentan como media + DE de tres replicados
técnicos de dos experimentos distintos. A la derecha, tabla que indica el indice de combinacion (Cl) a
las concentraciones indicadas de GSK-J4 (Cl medio de dos experimentos independientes). Cl<1, Cl=1
y CI>1 indican sinergismo, efecto aditivo y antagonismo, respectivamente.

4.4 Las células con inactivacion en SMARCA4 son vulnerables a la inhibiciéon de
KDMG6A/B

Los bajos niveles intrinsecos, junto con la alteracién en la regulacion de KDM6A y

KDM6B en las células SMARCA4def, ademas de los defectos observados en la
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modificacion de H3K27me3, sugieren que estas células podrian ser particularmente
susceptibles a la inhibicién de la actividad de las KDM6s. Para explorar esta posibilidad,
se utilizo el inhibidor GSK-J4, que inhibe varias KDMs principalmente KDM6A y KDM6B.
Como se observa en la Figura 18a, el farmaco era toxico de manera casi especifica en
células portadoras de un SMARCAA4 disfuncional, con una ECsp cinco veces menor que
en las células MYCamp (Figura 18a). Para los estudios posteriores se decidié emplear
GSK-J4 a una concentracion de 1 uM, la cual se aproxima al valor medio de la EC50 de
las células MYCamp. Como se puede apreciar en la Figura 18b, la inhibicion de KDM6s
muestra un impacto evidente en el crecimiento celular en las células con inactivacion de
SMARCAA4.

A continuacion, se usaron dos shRNA contra SMARCA4 (#1 y #4) en tres lineas
celulares de cancer de pulmén con MYCamp. En comparacion con las células control,
la depleciébn de SMARCA4 redujo significativamente la ECsp, 0 que demuestra que
GSK-J4 es mas tbxico en las células tumorales que sin SMARCA4 funcional (Figura
18c).
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Figura 18. Las células SMARCA4def son vulnerables a la inhibicion de las KDM®6s. a, Distribucion
y media de los valores ECso para el tratamiento con GSK-J4 en los grupos celulares indicados. Los
valores son representativos de cada linea celular y de dos replicados independientes para cada una de
ellas. Prueba t de Student no pareada. b, Ensayos de colonias representativos para las células y
tratamientos indicados. c, Ensayo de viabilidad, mediante MTT, de las células indicadas infectadas con
un shRNA inespecifico como control (ShNT) o con dos shRNA contra SMARCA4 (#1 y #4) tras el
tratamiento con concentraciones crecientes de GSK-J4 durante 5 dias. Los datos se presentan como
media y DE de tres réplicas bioldgicas de dos experimentos distintos.
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GSK-J4 es un potente inhibidor de las KDM6s, pero se ha descrito que puede suprimir,
también, la actividad de otras KDMs'®’. Para determinar hasta qué punto los efectos
observados son especificos de las KDM6s se deplecion6 KDM6A y KDM6B en varias
lineas celulares. Los resultados mostraron una fuerte inhibicion del crecimiento en las
células SMARCA4def mientras que la proliferacion apenas quedaba afectaba en las
células MYCamp (Figura 19a). Asimismo, se observé que los niveles reducidos de
KDM6A, y en menor medida de KDM6B, en las células MYCamp mostraron un aumento
en la sensibilidad al GSK-J4 (Figura 19b-c).

En conjunto, estos resultados indican que la ausencia de SMARCA4 en células

tumorales genera sensibilidad a la inhibicion de KDM6s.
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Figura 19. Los niveles de KDM6s influyen en la vulnerabilidad de las células tumorales al
tratamiento con GSK-J4. a, Ensayos de colonias representativos para las células indicadas infectadas
con shNT, shKkDM6A (#63, #64) o shKDM6B (#676, #976). b, Ensayos de viabilidad mediante MTTs de
las lineas celulares indicadas, infectadas con un shRNA control (shNT) o con dos shRNA dirigidos contra
KDMG6A o KDM6B, tras el tratamiento con concentraciones crecientes de GSK-J4 durante 5 dias. Barras
de error, media + DE de los triplicados. c, Distribucién y media de la ECso de dos experimentos
independientes. Las lineas muestran la media + DE. Los P valores se calcularon mediante la prueba t
de Student pareada. *P < 0.05, *P < 0.01; **P < 0.001; ****P < 0.0001; n.s, no significativo.
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4.5 La sobreexpresion de KDM6A y KDMG6B revierte la sensibilidad a GSK-J4 en
células SMARCA4def

A partir de los hallazgos previos, los cuales indican que las células con deficiencia en
SMARCA4 son sensibles al tratamiento con GSK-J4, se decidié evaluar si el aumento
en los niveles de KDM6A y KDM6B per se revertian la sensibilidad a la inhibicién del
crecimiento inducida por GSK-J4. Para llevar a cabo este estudio, se indujo la
sobreexpresion estable de ambas proteinas en un conjunto de células SMARCA4def
(H1299, H841, DMS114 y A427) (Figura 20a). Tal y como se muestra en la Figura 20b-
c, la sobreexpresion tanto de KDM6A como de KDM6B, provocé un aumento en la ECso
en respuesta a GSK-J4 en todas las lineas celulares analizadas. Cabe destacar que
este efecto fue mucho més pronunciado tras la sobreexpresion de KDM6A.
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Figura 20. La sobreexpresion de KDM6s revierte la sensibilidad a GSK-J4. a Western blot que
muestra los niveles ectépicos y de sobrexpresion de KDM6A y KDM6EB en las células SMARCA4def
indicadas, que sobreexpresan las proteinas indicadas. VV, Vector vacio. b Ensayo de viabilidad mediante
ensayos de MTT de la linea celular H841, 5 dias después del tratamiento con concentraciones crecientes
de GSK-J4. Lineas, nimero de células viables en relacién con las células no tratadas. Los datos se
presentan como media + DE de tres replicados en dos experimentos distintos. ¢ Distribucion y media de
la ECso de dos experimentos independientes por cada una de las tres lineas celulares. Las lineas
muestran la media + DE. Los valores p se calcularon mediante la prueba t de Student pareada. **P =
0.0017; *P = 0.031.
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De forma adicional, se llevo a cabo la sobreexpresion simultanea de SMARCAA4 y de
KDM6A o KDM6B en las células H1299 (Figura 21a) y se llevaron a cabo MTTs para
medir la sensibilidad de los distintos modelos a GSK-J4 (Figura 21b). Tal y como se
muestra en las Figuras 21b-c, la sobrexpresion de SMARCAA4, por si sola, triplicé la ECso
de la linea celular (EC50 de 0.27uM vs 0.64uM), mientras que la sobrexpresion por de
KDM6A y KDM6B, la incrementé entre 4 y 5 veces (ECsp de 1.22uM y 1.23uM,
respectivamente). En ambos casos, la sobre expresion conjunta de SMARCA4 y KDM6A
o KDM6B indujo un fuerte incremento de la ECso con un valor casi el doble que el de la
sobreexpresion de SMARCAA4.

En conjunto, estos hallazgos apoyan que la vulnerabilidad de las células SMARCA4def
al tratamiento con GSK-J4 es, al menos en parte, debida a los niveles intrinsecamente
bajos de KDM6s.
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Figura 21. La expresion ectopica de SMARCA4 aumenta la resistencia a GSK-J4 mediada por la
sobreexpresion de KDM6A y KDM6B. a, Western blot de los niveles de KDM6s y SMARCA4 en las
células H1299 que sobreexpresan las proteinas indicadas. b, Viabilidad de las lineas celulares indicadas,
medida mediante ensayos MTT, 5 dias después del tratamiento con concentraciones crecientes de GSK-
J4. Los datos se presentan como media + DE de tres replicados en dos experimentos distintos. c,
Distribucion y media de la EC50 de tres experimentos independientes. Las lineas muestran la media *
DE. Los P valores se calcularon mediante la prueba t de Student pareada. **P = 0.0016; ***P = 0.0002;
***P < (0.0001.
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4.6 GSK-J4 induce la regresion tumoral en modelos in vivo de cancer de pulmon

con mutaciones inactivadoras en SMARCA4

Para validar aun mas los resultados previos y trasladarlos de lineas celulares a modelos
in vivo, evaluamos la capacidad del compuesto GSK-J4 para suprimir el crecimiento
tumoral en modelos murinos. Se implantaron subcutaneamente dos lineas celulares
deficientes en SMARCA4 (DMS114 y H841) y una linea MYCamp (DMS273) en la
espalda de los ratones (n=3 ratones por linea celular). Cuando los tumores alcanzaron
una fase de crecimiento exponencial, los ratones fueron eutanasiados y los tumores
fueron extraidos y fragmentados. Posteriormente estos tumores se implantaron de
forma ortotdpica en el parenquima pulmonar de otra cohorte de ratones para generar
tumores ortotépicos®. Los animales se asignaron aleatoriamente al grupo de

tratamiento o vehiculo.

Los resultados del tratamiento con GSK-J4 en los tumores ortotépicos implantados,
mostraron un efecto muy significativo en el aumento de la supervivencia de los ratones
implantados con tumores SMARCA4def (DMS114X y H841X) en comparacién con el
grupo control tratado con el vehiculo, mientras que por el contrario no se observo
diferencia alguna entre el grupo control y tratado en los animales implantados con
tumores MYCamp (DMS273X) (Figura 22a). Es muy importante destacar que, de
manera sorprendente, cinco de los ratones implantados con H841X y dos de los
implantados con DMS114X, y que fueron tratados con GSK-J4, sobrevivieron hasta el
final del experimento sin mostrar dificultades respiratorias ni otros sintomas asociados
a la progresion tumoral,a pesar de que se encontré una masa tumoral fibrética en el
momento de la eutanasia de los animales, lo que sugiere que el tratamiento con GSK-
J4 puede inducir la regresién tumoral casi total, en modelos in vivo de cancer de pulmén
con inactivacion genética en SMARCAA4.

Nuestro analisis histopatolégico de las masas tumorales revel6 la presencia de grandes
areas necroticas en los tumores de los ratones tratados con GSK-J4 en comparacion
con los tumores de los ratones tratados con el vehiculo (Figura 22b-c). La inhibicion de
la actividad de las KDM6s, responsables de la eliminacién de grupos trimetilo y dimetilo
de la H3K27me3, puede aumentar la acumulacion de esta marca vy, por lo tanto, llevar
a la represion de la expresién génica en las células tumorales tratadas con GSK-J4,
hecho que como consecuencia resulta finalmente en la inhibicion del crecimiento
tumoral. Consecuentemente con ello, el aumento en los niveles de H3K27me3
observado mediante inmunohistoquimica después del tratamiento con GSK-J4, nos
indic6 que el compuesto llegé de manera efectiva a los tumores modulando de esta

manera la actividad de las KDM6 en las células tumorales (Figura 22d)
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Figura 22. GSK-J4 induce la regresion tumoral de los tumores de pulmon deficientes en
SMARCAA4 in vivo. a, Curvas de Kaplan-Meier que muestran la supervivencia global de los grupos
tratados con GSK-J4 en comparacion con los grupos control de cada modelo de ratén con el tumor
implantado ortotdpicamente indicado. Paneles inferiores, nimero de ratones (n) y tiempos medios de
supervivencia para cada grupo. Se incluyen los P valores de la prueba two-sided log-rank (Mantel-Cox).
**P< 0,01; ***P< 0,0001; n.s., no significativo. b, Secciones representativas de H&E de los tumores de
las lineas celulares indicadas, tratados con GSK-J4 o vehiculo. En los paneles superiores, las regiones
tumorales estdn marcadas con circulos. Barras de escala, 2,5mm. Las zonas rosadas dentro de los
tumores indican necrosis. HE corazén, LU pulmén. Paneles inferiores, secciones representativas a
mayor aumento.Barras de escala, 50 um. ¢, Cuantificacion de las areas necroticas. Se indica la media
+ DE para cada grupo. El nimero de tumores fue n=4 en cada grupo VH y GSK-J4 para los ratones
DMS273X; n=4 en el grupo VH y n=5 en los grupos GSK-J4 para los ratones DMS114X; n=4 en el grupo
VH y n=6 en el grupo GSK-J4 para los ratones H841X. Prueba t de Student no pareada. ***P = 0,0006;
****pP < (0,0001. VH vehiculo. d, Inmunotinciéon representativa de H3K27me3. Barras de escala, 25um.
Tabla inferior: valoracion de la tincion H3K27me3 en los tumores DMS273X, H841X y DMS114X (tres
tumores por cada linea celular y condicion) tratados con vehiculo o GSK-J4. Valores: Bajo (valores de
intensidad 1y 2); alto (valores de intensidad 3 y 4). Test Two-sided Fisher’s Exact. *P < 0.05.
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Teniendo en cuenta su potencial aplicacion clinica, el hallazgo mas significativo que se
demuestra aqui, es la notable susceptibilidad de las células mutantes en SMARCA4 a
la inhibicion de las KDM6s, hecho que se evidenci6 tanto en cultivos celulares in vitro
como en modelos de raton con trasplantes ortotépicos de cancer de pulmén in vivo.
Debido a la alta frecuencia y al mal prondstico de los tumores mutantes en SMARCAA4,
el uso de GSK-J4 u otros compuestos similares podria tener un gran impacto en su

tratamiento clinico.

4.7 El tratamiento con GSK-J4 disminuye el crecimiento tumoral en ratones
implantados con tumores de ovario de célula pequefia (SCCOHT) deficientes en
SMARCA4

Con el objetivo de ampliar nuestros hallazgos trasladandolas en otros tipos de canceres,
decidimos usar modelos de carcinoma de ovario de célula pequefia de tipo
hipercalcémico (SCCOHT). EI SCCOHT es un tipo de cancer de ovario muy agresivo y
poco frecuente que presenta practicamente como Unica inactivacion genética la pérdida
de SMARCA4 en la practica totalidad de los casos'®®. Para este estudio, se crearon
xenoinjertos ortotépicos derivados de pacientes (PDOXs) a partir de los tumores
primarios de dos pacientes (OVA250 y OVA259), implantando los tumores directamente
del paciente de manera ortotopica en los ovarios de ratones's!. Utilizamos los PDOX
derivados en los ratones, en su primer pase, para derivar los cultivos celulares primarios
tumorales (OVA250L y OVA259L) (Figura 23d).

En estos modelos derivados de paciente, se confirmé la presencia de mutaciones
inactivantes bialélicas en SMARCAA4, asi como se confirm6 la ausencia de expresion de
la proteina tanto en las células tumorales derivadas de los dos pacientes como en los
PDOX (Figura 23a).

En los resultados mostrados en las Figuras 23b y 23c se encuentra la evaluacién de los
efectos del tratamiento con SAHA y GSK-J4 en los cultivos celulares primarios de
SCCOHT, incluyendo, como referencia, dos lineas celulares comerciales de carcinoma
epitelial de ovario con SMARCA4 funcional (OVCAR-3 y OVCAR-8). Se decidid utilizar
células de carcinoma de ovario como controles, ya que no se encuentran practicamente
lineas comerciales de SCCOHT, y las pocas que existen son deficientes en SMARCA4.
Se observé coherentemente con lo observado en lineas de cancer de Pulmén que el
tratamiento con GSK-J4 redujo de manera muy significativa la viabilidad celular, asi
como la capacidad clonogénica de las células OVA250L y OVA259L, mientras que las

lineas con SMARCA4 salvaje no se veian afectadas. Por otra parte, el tratamiento con
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SAHA no afect6 el crecimiento celular en ninguno de los tipos celulares deficientes en
SMARCA4 (SCCOHT) mientras si afecté el crecimiento de los controles (OVCAR-8).

A nivel de proteina se pudo observar que las lineas celulares OVA250L y OVA259L
presentaban niveles globales muy bajos de H3K27ac, incluso después del tratamiento
con SAHA (Figura 23e). También se observé que, de manera similar a lo que sucedio
en las células de cancer de pulmén, los niveles globales basales de H3K27me3

aumentaron tras la administracion de SAHA (Figura 23e).
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Figura 23. GSK-J4 reduce la viabilidad de los cultivos primarios de SCCOHT generados a partir
de tumores primarios derivados de pacientes. a, Cromatograma que muestra las alteraciones
bialélicas en SMARCA4, a nivel de DNA gendmico, presentes en los tumores de las dos pacientes de
SCCOHT. También se incluye un DNA de referencia normal. b, Ensayos de colonias representativos
para las células y tratamientos indicados. ¢, Ensayos de viabilidad mediante MTT, tras el tratamiento
con concentraciones crecientes de GSK-J4 durante 5 dias. Barras de error, media + DE de tres réplicas
distintas. d, Western blot de los niveles end6genos de las proteinas indicadas en las lineas tumorales
indicadas. Se utiliz6 TUBULINA como control de carga. Los tratamientos fueron de 48h, excepto 24h en
el caso de GSK-J4 para las células OVA250L. e, Representacion esquematica del desarrollo de los
modelos tumorales en ratones y lineas primarias desarrollados a partir del tumor OVA-250. Este modelo
ha sido creado con www.BioRender.com
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A continuacion, evaluamos el impacto del tratamiento con GSK-J4 en el crecimiento in
vivo del tumor OVA250X. Implantamos ortotdpicamente tumores primarios en los
ovarios de hembras de ratén nude y observamos que, tras el tratamiento con GSK-J4,
se provocaba una reduccion en el tamafio y en el peso de los tumores de los ratones
tratados en comparacion con los controles (vehiculo) (Figura 24a). Aunque las
diferencias de tamafio entre los grupos no alcanzaron significacion estadistica, por el
contrario, el examen histoldgico reveld la presencia de muy pocas células viables en los
tumores de los ratones tratados con GSK- J4.
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Figura 24. GSK-J4 reduce la viabilidad de las células tumorales de SCCOHT implantadas
ortotépicamente en ratones. a, Panel izquierdo, fotografias patolégicas macroscopicas de las
necropsias de los tumores ovaricos implantados en los ratones y resecados al final del experimento,
después de ser tratados con el vehiculo (n=5) o0 GSK-J4 (n= 7). Paneles de la derecha, volumen y peso
de cada tumor. Prueba t de Student no pareada. n.s. no significativo. b, Secciones representativas de
tincion H&E de los tumores del grupo de ratones tratados, tal y como se indica (n = 5 en cada grupo).
Las zonas rosadas del interior de los tumores indican fibrosis. Barras de escala, 2,5 mm; paneles
inferiores, ampliacion de las zonas indicadas (rectangulo); barra de escala, 50 um (arriba) y 25 pm
(abajo); panel inferior derecho, cuantificacién de las zonas fibréticas. Prueba t de Student no pareada.
Barras de error, media + DE de las distintas réplicas. ****P < 0.0001. c, Inmunotincién representativa de
H3K27me3 y de CASPASE-3 para los tumores OVA250X tratados con el vehiculo o GSK-J4. Barras de
escala, 25um.

En contraste con el modelo ortotépico de cancer de pulmén, en el modelo de OVA250X
se observo una muy abundante cantidad de tejido fibroso en lugar de necrosis. Esto
podria deberse a que los tumores OVA250X fueron derivados directamente de tumores

primarios de pacientes en lugar de las lineas celulares de cancer (Figura 24b). Por otro
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lado, el tratamiento con GSK-J4 en el modelo OVA250X, coherentemente con su funciéon
como inhibidor de las KDM6s, provocoé un aumento de los niveles de H3K27me3,
similarmente a lo observado en el modelo de cancer de pulmén. Ademas, se observo
un aumento de la actividad de la Caspasa 3, indicando la presencia de apoptosis, en los
ratones tratados con GSK-J4. de los tumores SCCOHT (Figura 24c).

4.8 La inactivacion genética en otro miembro especifico del complejo SWI/SNF

vulnerabilidad las células tumorales alainhibicion de KDM6A/6B

Desde un punto de vista epidemioldgico, las mutaciones inactivadoras en los distintos
miembros de los complejos SWI/SNF suelen mostrarse de forma mutuamente
excluyente (Figura 25a). En este estudio, se investigd si las mutaciones en otros
miembros del complejo SWI/SNF, ademas de SMARCA4, conferian, también,
sensibilidad a la inhibicion de KDM6 por GSK-J4. Dado que no todos los miembros del
complejo presentan mutaciones truncantes en cancer (Figura 25a), decidimos realizar
un analisis mediante la utilizacion de bases de datos (DepMap, =260 lineas celulares
de cancer) con la finalidad de comparar la expresién de los distintos miembros del
complejo SWI/SNF con mutaciones inactivantes, asi como la expresion de KDM6A y
KDMBG6B, en lineas celulares deficientes y proficientes en SWI/SNF (Figura 25b).

En ambos graficos se puede apreciar como la expresion de KDM6A y KDM6B tiende a
ser menor en lineas celulares de cancer con deficiencia en el complejo SWI/SNF, en
comparacion con las células de control (MYCamp y Otras). De manera mas especifica,
se ha podido observar que los niveles de expresién de KDM6B se muestran de forma
significativamente mas dependientes del estado genético de algunos miembros del
complejo SWI/SNF que los niveles de expresion de KDM6A (Figura 25b).

A parte de la correlacién de expresion de las KDM®6s, realizamos un extenso analisis de
cribado de dianas especificas para GSK-J4 (Figura 25c), evaluando la sensibilidad a
GSK-J4 en un panel de 105 lineas celulares de cancer disponible en la base de datos
DepMap. En este contexto, descubrimos que, del mismo modo que sucede en los
tumores deficientes para SMARCA4, GSK-J4 es especialmente téxico en lineas
celulares con inactivacion en SMARCB1 y BRD7. Para corroborar esta observacion,
llevamos a cabo una validacion in vitro mediante ensayos de viabilidad MTT en un panel
de distintas lineas celulares de cancer con inactivacion genética en diferentes
componentes del complejo SWI/SNF (Figura 25c).

Con el ensayo de MTT realizado, se confirm6 que, ademas de SMARCA4, las

mutaciones en BRD7 y SMARCBL1 son claramente susceptibles a la inhibicion de
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KDM6s, mientras que las mutaciones en otros miembros del complejo SWI/SNF no
mostraron diferencias significativas en comparacion con los modelos control, validando
asi nuestra observacion in silico previa (Figura 25c). Debido a su interaccion directa con
los nucleosomas, SMARCA4 y SMARCB1 son subunidades esenciales para la
funcionalidad del complejo. En este contexto, BRD7 también presenta dominios de union

de reconocimiento y unién al DNAS.
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Figura 25. Sensibilidad de otros miembros del complejo SWI/SNF a la inhibicion de KDM6A/B. a,
Oncoprint de la presencia de mutaciones truncantes en los miembros del complejo SWI/SNF en distintas
lineas celulares cancerigenas (informacion extraida de la base de datos www.depmap.org, n=168). b,
Correlacion entre los niveles de expresiéon de mMRNA de KDM6A y KDM6EB (informacion extraida de la
base de datos www.depmap.org, n=268) y la presencia de mutaciones inactivadoras en los genes que
codifican subunidades del complejo SWI/SNF en distintas lineas tumorales. Las lineas celulares se
seleccionaron en funcién de la presencia de mutaciones truncantes en una subunidad Unica y especifica
del complejo SWI/SNF (n=113), la amplificacién en genes de la familia MYC (n=55) y lineas celulares sin
mutacion en ningin miembro de SWI/SNF y sin amplificacién de MYC (n=100). Se incluyen los P valores
de la prueba no paramétrica de Krustal-Wallis de los gréficos. ¢, Panel izquierdo, distribucion y media del
cribado de dianas de la ECso de GSK-J4 de la base de datos www.depmap.org (n=103), en los grupos
celulares indicados portadores de mutaciones en distintos miembros del complejo SWI/SNF. Panel
derecho, distribucidon y media de la compilacion de la validacién in vitro de las ECso en un panel de n=50
lineas celulares comerciales de cancer. Cada punto representa la mediana de dos réplicas
independientes. d, Western blots representativos de los niveles globales de las proteinas y marcas de
histonas indicadas tras el tratamiento con SAHA en las células con mutaciones inactivadoras en
SMARCB1, BRD7, ARID1A y ARID1B. Se us6 TUBULINA como control.
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Ademas, se observo que, del mismo modo que sucede con las células SMARCAA4def,
el tratamiento con SAHA incentivé la acumulacién andmala de H3K27me3 en las lineas
celulares que se mostraron vulnerabilidad a la inhibicion de KDM6A/B (Figura 25d). Este
aumento inesperado indica un defecto especifico en la actividad desmetilasa encargada
de eliminar estas marcas represivas. Asimismo, esta acumulacion aberrante de
H3K27me3 podria ser un posible factor predictivo de la respuesta a GSK-J4 en lineas

celulares tumorales.

4.9 La re-expresion ectopica de SMARCBL1 reduce la muerte celular mediante la
up-regulacion de la KDM6A/6B e induce un fenotipo de diferenciacion endotelial,
promoviendo la parada del ciclo celular y senescencia

Dado el papel fundamental que desarrolla SMARCBL1 en la tumorigénesis de la mayoria
de los Tumores Rabdoides Malignos (MRT), en los que practicamente todos los casos
estan impulsados por la inactivacion genética de SMARCB1!!, decidimos continuar
nuestro proyecto profundizando en el estudio de la relacibn entre SMARCB1 y
KDM6A/6B. Los MRT son una forma poco comun pero altamente agresiva de tumores
sélidos pediatricos con una tasa de supervivencia global a 5 afios de tan solo el 23%.
Estos tumores pueden clasificarse principalmente en tumores teratoides/rabdoides
atipicos (AT/RTs), que se localizan en el cerebro, y MRTs extracraneales (ecMRTS),
que se pueden encontrar en una gran variedad de tejidos como el rifién, higado, pulmén

y tejidos blandos?!*2.

En primer lugar, restauramos la expresién ectdpica de SMARCB1 en dos lineas
tumorales mutantes para este gen: una linea celular de cancer de pulmén adulto
(SW1573) y un modelo tumoral rabdoide pediatrico (G401). Como podemos observar
en la Figura 26a, de forma similar a los tumores con inactivacion en SMARCA4, la re-
expresion ectopica de este componente central del complejo SWI/SNF induce la
recuperacion de los niveles de expresion de KDM6A y KDM6B, que se mostraban
reducidos tras el tratamiento con GSK-J4. Ademas, hemos observado que la expresion
de SMARCBL tiende a disminuir los niveles globales de H3K27me3, mientras que
aumenta los niveles de H3K27Ac tras el tratamiento con inhibidores de KDM6s.
Asimismo, como se puede apreciar en el ensayo clonogénico (Figura 26a), la presencia
de SMARCBLI reduce la sensibilidad de las células tumorales al tratamiento con GSK-

J4 induciendo la inhibicién de la proliferacién celular.
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Figura 26. Influencia de la reexpresion ectdépica de SMARCBL1 en la respuesta a GSK-J4. a,
Western blot de los niveles de las proteinas indicadas en los dos modelos celulares utilizados (Modelo
adulto de cancer de pulmon — SW1573 y modelo infantil de tumor rabdoide — G401) antes y después
de la recuperacion ectopica de SMARCBL1 y en funcién de la dosis de tratamiento con GSK-J4. Se uso
ACTINA control de carga de proteinas. b, Ensayos clonogénicos representativos para las lineas
celulares, con las condiciones y tratamientos indicados. VV, vector vacio.

Con lafinalidad de comprender los mecanismos moleculares subyacentes a la detencion
de la proliferacién celular y la resistencia a la inhibicion de KDM6 observada tras la
restauracion de SMARCB1, decidimos realizar la secuenciacién del RNA (RNA-seq) de
ambos modelos tumorales (pediatrico y adulto), tanto antes como después de la
restauracion del gen y con y sin ser tratadas con GSK-J4 (Figura 27). Tal y como se
muestra en el Heatmap de la Figura 27a, observamos que el impacto de SMARCBL1 en
la modificacién global de la expresion génica muestra un perfil bastante distinto entre el
modelo pediatrico y el adulto. Este hecho podria explicarse porque los tumores
rabdoides infantiles tienen genomas relativamente homogéneos en cuanto al estado
mutacional, siendo SMARCBL1 la principal mutacion conductora de estos tumores. Sin
embargo, ambos modelos comparten similitudes importantes en las principales vias
alteradas por SMARCB1 y GSK-J4.

Tal y como observamos en nuestros resultados previos, el tratamiento con GSK-J4
induce parada del ciclo celular y apoptosis (Figura 27b) en ambos modelos deficientes

para SMARCB1. Ademas, como se muestra en la ontologia génica (GO) de la Figura
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27c¢, en ambos modelos, pero especialmente en el modelo pediatrico, observamos que
SMARCBL1 por si solo induce un aumento en la expresion de genes implicados en la
angiogénesis y organizacion de la matriz extracelular, asi como una disminucion en las
vias de division celular, promoviendo la detencion del ciclo celular y desencadenando

marcadores de senescencia celular.

Estos procesos se observan también en combinacion con GSK-J4 (Figura 27d).
Interesantemente, en el modelo adulto no se observa parada del ciclo celular ante la
restauracion ectépica de SMARCBL1. Hecho que pudiera relacionar-se con la presencia
de mutaciones en SW1573 en el regulador del ciclo celular CDKN2A. En este contexto,
se ha descrito que SMARCB1 es un co-activador del factor oncogénico MYC,
promoviendo y estimulando su actividad*'>. Ademas, este factor se ha descrito, también,
como regulador critico de la agresividad en los tumores rabdoides con inactivacién para
SMARCB1%4, ademas de relacionarse con la senescencia inducida por oncogenes?*®s,
SMARCBI1 también se ha descrito como estabilizador de p53, a través de la regulacion
de MDM2, la cual promueve la degradacién de p53, promoviendo la progresion tumoral
en tumores deficientes para SMARCB1!!4. Interesantemente, p53 es un master
regulador del ciclo celular y apoptosis'®®, asi como la angiogénesis'®’ y la autofagia®*®,
a través de la interaccion con distintas vias de sefializacion que podrian ser de gran

interés para nuestra comprension de estos mecanismos.
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Figura 27. Perfil de expresién de RNAseq de larecuperacion ectopicade SMARCB1 y/o con GSK-
J4. a, Heatmap de los niveles de RNA total (RPKMs, lecturas/kb/millén) de las lineas celulares indicadas
y con las condiciones indicadas. b, Volcano plots representativos de los resultados del estudio Gene
Ontology (GO) obtenidos a partir del RNAseq para los p valores ajustados (pdaj) de los genes
significativamente enriquecidos que suben o bajan en las lineas y condiciones indicadas: G401 tratada
con GSK-J4 comparada con la linea sin tratar (G401+J4 vs G401) y SW1573 G401 tratada con GSK-J4
comparada con la linea sin tratar (SW1573+J4 vs SW1573). Los genes relacionados en cada
mecanismo se muestran coloreados segun la leyenda. c-d, Barras representativas para p valor ajustado
(pdaj) del estudio Gene Ontology (GO) para los genes significativamente enriquecidos que suben (UP,
rojo) o bajan (DOWN, azul) comparando las condiciones indicadas en la lineas indicadas: G401 y
SW1573 con re-expresion ectépica de SMARCB1 en comparacién con la linea parental (c) y G401 y
SW1573 con re-expresion ectépica de SMARCBL1 y tratamiento con GSK-J4 en comparacion con la
linea parental tratada (G401-SMARCB1+J4 vs G401+J4).Se indica el nimero de genes que cambian y
el mecanismo al cual estan relacionados. Volcano plots representativos de los resultados del estudio
Gene Ontology (GO). Se muestran los genes involucrados en cada mecanismo, segun la leyenda

indicada en b.
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En relacion con los resultados obtenidos previamente en el ensayo clonogénico (Figura

26b) y la firma de expresion del RNA-seq (Figura 27a-c), quisimos validar si el efecto

citostatico de SMARCB1 observado in vitro y la regulacion a la baja de genes

relacionados con el ciclo celular y la mitosis estaban relacionados con la induccion de

senescencia celular. Para ello, realizamos un ensayo de deteccion de la actividad de la

enzima B-galactosidasa, un clasico marcador de senescencia'®8, antes y después del

tratamiento con GSK-J4.
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Figura 28. SMARCB1 reduce la muerte celular promoviendo parada del ciclo celular y
senescencia. a, Distribucion y media del porcentaje de células senescentes, detectadas mediante un
ensayo de B-Galactosidasa, en las lineas celulares indicadas antes y después de la recuperacién de
SMARCBLI y el tratamiento con GSK-J4 (1uM; 72h). Cada punto representa una réplica biolégica. Las
barras de error muestran +/- DE de la media, los P valores se calcularon mediante la pruebat de Student
pareada. **P = 0.0039; ****P<0,0001; *P = 0,009. b, Ensayo de viabilidad celular detectada mediante
azul de tripano en distintas lineas celulares antes y después de la recuperacion de SMARCBL1 y el
tratamiento con GSK-J4 (1uM; 72h). Las barras de error muestran +/- DE de la media, los P valores se
calcularon mediante la prueba t de Student pareada. **P = 0.0062; *P = 0.0381; **P = 0.0054; **P =

0.0013, respectivamente.
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Este analisis se realizo utilizando un total de 4 modelos de cancer: 3 modelos de
tumores pediatricos, utilizando dos lineas celulares comerciales (G401 y A204), junto
con un cultivo primario rabdoide (T692L), obtenido a partir de la expansion de un PDOX
de un tumor primario de un paciente pediatrico con MRT, y una linea celular de cancer
de pulmon (SW1573) como modelo adulto. Como se puede apreciar en la Figura 28a,
la expresion ectopica de SMARCB1 provoc6 un aumento significativo en el porcentaje
de células senescentes, el cual se acentu6 aun mas después del tratamiento con GSK-
J4. De hecho, tras la apoptosis celular inducida por este tratamiento, solo quedaron
células vivas no senescentes. Este fendmeno fue mas evidente en los modelos
pediatricos que en el modelo adulto, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en
el analisis de expresion génica por RNA-seq, en donde, tras la restauracion ectépica de

SMARCRBI, solo se ve parada de ciclo en el modelo infantil (G401) (Figura 27c).

Ademas, para confirmar que las células que no proliferan tras la restauracién de
SMARCBLI1 seguian siendo viables, se realizdé un ensayo de viabilidad con Azul Tripano,
tal y como se muestra en la Figura 28b Los resultados de este ensayo, junto con los
obtenidos en el RNAseq (Figura 27d), confirmaron que, efectivamente, la expresion de
SMARCB1 permite a las células evadir la muerte celular tras el tratamiento con GSK-
Ja.

4,10 GSK-J4 desencadena fibrosis antitumoral y promueve efectos
antiangiogénicos en ratones implantados con tumores MRT con inactivacion en
SMARCB1

Finalmente, y con la finalidad de trasladar nuestras observaciones in vitro, llevamos a
cabo la validacion in vivo de los efectos de la inhibicion de KDM6 en tumores con
inactivacion en SMARCBL. Para ello, utilizamos modelos ortotdpicos de tumores soélidos
pediatricos (PDOX) de dos pacientes distintos con diagnostico de MRT: caso #1 y caso
#2. Ambos con deficiencia en SMARCB1 como principal alteracion promotora (Figura
29a). El primer caso se trata de una nifia de un mes de vida que presentaba una lesion
cutanea frontal, la cual se le identificd inicialmente como un hemangioma. A los 10
meses fue diagnosticada como MRT, y se le realiz6 una reseccion completa del tumor,
seguida de tratamiento quimioterapéutico. Sin embargo, a los 19 meses, la nifia sufrio
una recidiva metastasica pulmonar y, aunque fue operada, fallecié6 a los 20 meses
debido a la progresion del tumor. El segundo caso, se trata de un nifio de 8 meses, el

cual fue diagnosticado con MRT después de haber sido remitido por una masa hepatica.
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Se le inicio tratamiento antitumoral, pero fallecié a los 11 meses de edad debido a la
falta de respuesta y progresion del tumor.
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Figura 29. Modelos derivados de pacientes MRT. a, Representacion gréafica de los distintos modelos
tumorales in vivo desarrollados a partir de 2 pacientes pediatricos con MRT. b, Western blot que muestra
los niveles endégenos de SMARCBL1. Se utiliza H3 como control de carga proteica. c, Ensayos de
viabilidad y porcentaje de células viables de las lineas indicadas, medida mediante ensayos MTT, tras
el tratamiento con concentraciones crecientes de GSK-J4 durante 5 dias.

Generamos xenoinjertos ortotdpicos derivados de pacientes (PDOXs) utilizando el
tumor primario (T692X) y la metastasis (T744X) del caso #1, asi como el tumor primario
del caso #2 (T647X), implantando ortotépicamente el tumor en ratones. Utilizamos,
también, estos PDOXs en su primer pase, para derivar cultivos celulares primarios de
cancer del caso #1 (T692L y T744L) en su primera fase (Figura 29a). Empezamos
verificando la presencia de mutaciones inactivadoras en SMARCBL1 (Figura 29b) v,
posteriormente, realizamos ensayos de viabilidad en los dos cultivos primarios
generados, T692L y T711L, para verificar la sensibilidad de estas lineas al tratamiento
(Figura 29c). Ambos cultivos mostraron unas ECso similares a las de los grupos
celulares con deficiencia en SMARCA4 (ECsode 0.34uM y 0.47uM).

A continuacion, investigamos el efecto del tratamiento con GSK-J4 sobre el crecimiento
de los tres tumores in vivo. Como se muestra en el panel de la izquierda de la Figura
30a, los resultados demostraron que hubo una disminucion significativa del volumen
tumoral de los tumores T692X después de 7 ciclos de tratamiento con GSK-J4 en
comparacion con el grupo control (vehiculo) (Panel izquierdo Figura 30a). También se
observaron diferencias significativas de volumen y peso tumoral entre ambos grupos al

final del experimento. En el caso de la metastasis pulmonar (T744X), el grupo tratado
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con GSK-J4 mostré un incremento en la supervivencia media de casi el doble que el

grupo vehiculo (38 vs. 56 dias, respectivamente) (Fig. 30b).
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Figura 30. GSK-J4 promueve la regresion tumoral in vivo de los tumores MRT con deficiencia en
SMARCBLI. a, Panel izquierdo, variacion en el volumen de cada tumor del caso MRT#1 a partir del tumor
primario a lo largo de los dias. Prueba t de Student no pareada. **P=0.0011. Panel derecho, volumen y
peso de cada tumor al final del experimento (7 dias). Prueba t de Student no pareada. ***P=0.0002;
**P=0.0012. b, Curvas de Kaplan-Meier que muestran la supervivencia global del grupo tratado con GSK-
J4 en comparacion con el grupo control de los tumores ortotépicos derivados de la metastasis pulmonar
del caso 1 de MRT. Panel inferior, tabla con la supervivencia media para cada grupo indicados y P valores
de two-sided log-rank (Mantel-Cox). ¢, Panel izquierdo, volumen de cada tumor del caso MRT#2. Prueba
t de Student no pareada. **P=0.0067. Panel derecho, fotografias patolégicas macroscoépicas de la
necropsia de los tumores derivados de MRT#2 en los ratones tratados con vehiculo (n=4) o GSK-J4 (n=5).
Los tumores del grupo tratado estan marcados con una flecha.

En los resultados obtenidos del estudio in vivo del caso #2 (T647X), también pudimos
observar una disminucion significativa del volumen tumoral, tal y como se muestra en el
grafico de la Figura 30c. Ademas, interesantemente, tal y como se aprecia en la imagen
con tumores implantados en el higado de la Figura 30c, después del tratamiento con

GSK-J4 el tumor mostré una recesion casi completa.

A continuacién, procedimos a realizar un examen histopatolégico de los tumores
mediante la tincidn tricromica de Masson con la finalidad de examinar la fibrosis celular.

Como se muestra en el panel superior de la Figura 31a, y del mismo modo que pasaba
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en el RNAseq (Figura 27c y Figura Suplementaria 3c), observamos que tras el
tratamiento con GSK-J4 se induce un aumento de las fibras musculares (tincién roja) y
en el coldgeno (tincién azul) en las células SMARCBL1 deficientes, en comparacion con
el control (VEH), indicando un cambio en la capacidad de remodelacion de la matriz
extracelular. La cuantificacion de estos cambios en los tres tumores alcanzé la
significacion estadistica en los tres casos, tal y como se observa en la figura Figura 31b.
En estas mismas muestras tumorales, realizamos, también, el estudio
inmunohistoquimico de H3K27me3, con el objetivo de confirmar que el farmaco habia
alcanzado el tumor. Como se puede ver en las imagenes y en la cuantificacion, vimos
una clara diferencia entre ambos grupos de tumores, donde la marca H3K27me3 mostré
un notable incremento después del tratamiento con GSK-J4, corroborando su efecto

especifico en el tumor (Panel inferior Figura 31a).
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Figura 31. Anélisis histopatolégico de los tumores derivados de pacientes, con deficiencia en
SMARCB1, tratados con GSK-J4 in vivo. a, Secciones representativas de la tincion Tricromica de
Mansson (Panel superior) e inmunohistoquimica de H3K27me3 (Panel inferior) en los tumores PDOX
derivados de las células indicadas y tratados con GSK-4 o vehiculo. Triple tincion de Masson: rojo (fibras
musculares), azul (coldgeno) y negro (nucleos). Barra de escala: 25um b, Cuantificacion de las areas
fibréticas mediante la triple tincion de Masson. Prueba t de Student no pareada. Barras de error, media +
DE de los distintos replicados. ****P<0.0001; **P=0.0054; **P=0.0026. c, Cuantificacion de la sefial de
H3K27me3. Barras de error, media + DE de repeticiones. ****P<0.0001.
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Tras nuestros hallazgos obtenidos en el RNA-seq, llevamos a cabo Ila
inmunofluorescencia en nuestras muestras tumorales contra CD31 (un marcador de
células endoteliales) y aSMA (marcador de actina de musculo liso) para evaluar los
cambios en la fibrosis y la angiogénesis tras el tratamiento con GSK-J4 (Figura 32a).
Tras cuantificar CD31, encontramos una marcada reduccion en la formacion de vasos
sanguineos después del tratamiento. Sin embargo, en el caso#1, no pudimos cuantificar
aSMA, ya que las células tumorales derivan de un subtipo endotelial y aSMA es una
proteina constitutiva de su citoesqueleto que marcaba todo el tejido tumoral,
enmascarando los pericitos de los vasos sanguineos. Ademas, realizamos la
inmunofluorescencia Ki67 y la Caspase3 activada. La cuantificacion mostré una
disminucién en la proliferacion celular y una tendencia a la activacién de caspasas
después del tratamiento con GSK-J4. En conjunto, estos resultados sugieren que GSK-
J4 provoca efectos antitumorales y antiangiogénicos en las células SMARCB1

deficientes, hecho que conduce a la muerte celular (Figura 32b).
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Figura 32. Efectos antitumorales y antiangiogénicos de GSK-J4 en los tumores MRT con
deficiencia en SMARCBL1. a, Secciones representativas de inmunofluorescencia contra CD31 (canal
verde) y aSMA (canal rojo), junto con ambos canales fusionados, en los tumores indicados. VEH,
Vehiculo. Barra de escala: 25um. b, Prueba t de Student no pareada. Barras de error, media + DE de los
distintos replicados. ***P<0.0008; ns. no significativo; **P=0.0025.
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5. DISCUSION

Este estudio parte de una observacion previa de nuestro laboratorio, en el que las
células tumorales de cancer de pulmon que presentan amplificacion en el oncogén MYC
eran particularmente susceptibles a la inhibicion de la actividad de las histonas
deacetilasas, en concreto el SAHA. Desde que se descubrié la potente capacidad
antitumoral de este inhibidor epigenético se han realizado numerosos ensayos clinicos
en distintos tipos de tumores. El SAHA (o Vorinostat) ha sido aprobado aunque su efecto
antitumoral se limita, a dia de hoy, Unicamente a ciertos tipos de neoplasias

hematolégicaso®1%°,

La amplificacién génica de MYC es mecanismo mas frecuente de activacién de este
oncogén en cancer. La amplificacion de MYC se asocia a una mayor agresividad y
menor supervivencia'®®. Asi pues, en base a las observaciones del presente trabajo se
plantea la posibilidad de que, en pacientes de cancer cuyos tumores presentan
activacion genética en cualquiera de los genes de la familia MYC, el uso de HDACI, en
particular SAHA, podria constituir una opcidn terapéutica personalizada o de precision.
Ejemplos de estos tipos de cancer incluyen, entre otros, algunas leucemias,
neuroblastomas y canceres de pulmén de células pequefas, entre otros. Estos
resultados, estan respaldados por otros estudios independientes que también han

demostrado sensibilidad a estos inhibidores en el mismo contexto genético61:162,

El SAHA es un inhibidor que bloquea la actividad de las HDAC de clase | y Il de forma
no especifica, promoviendo un incremento en el estado de acetilacién global
favoreciendo asi la apertura de la cromatina y la activaciéon de la transcripcién'®2. Los
dominios activos en la cromatina se caracterizan por la presencia de distintas marcas
de activacion en la cola de las histonas como, por ejemplo, H3K27ac, H3K4mel y
H3K4me3, mientras que otras marcas como la H3K27me3 y la H2AK119ub se
encuentran relacionadas con estados de represion y silenciamiento de la
transcripcion'#15, En este trabajo, y de forma inesperada, se observé una acumulacion
aberrante de la marca represiva H3K27me3 tras la administracion de SAHA, sélo en
aquellas células tumorales con inactivacién genética en SMARCAA4, tanto las de cancer
de pulmdn como las de cancer de ovario. Estos mismos resultados se reprodujeron en
células de tumores infantiles rabdoides y tumores adultos de cancer de pulmén con
inactivaciéon en el gen SMARCBL1. Estas observaciones ponen de manifiesto la

existencia de deficiencias en los mecanismos encargados de regular esta marca
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represiva en tumores con inactivacion genética de ciertos miembros del complejo
SWI/SNF. Dicho de otro modo, debido a la competencia directa existente entre
diferentes moléculas responsables de la regulacion y el control de éstas dos marcas
antagonicas de activacion (H3K27ac) y represion (H3K27me3), este descubrimiento

revelaba una descompensacion en el equilibrio de estas marcas epigenéticas®.

Aunque se comprobé que la actividad metiltransferasa de EZH2 no estaba implicada en
la refractariedad al SAHA de las células con inactivacion en SMARCA4, no podemos
descartar por completo la posible implicacion de la actividad no catalitica de EZH2. En
este sentido estudios previos muestran que funciones no relacionadas con la actividad
metiltransferasa de EZH2 podrian afectar la supervivencia en células tumorales
mutantes para SWI/SNF*?2, De este modo, la utilizacion de inhibidores de la actividad
metiltransferasa de EZH2, como GSK-126, en un contexto genético dependiente
principalmente de la actividad no catalitica de EZH2, podria no lograr una supresion total
de la actividad oncogénica de EZH2, hecho que explicaria el por qué el crecimiento

tumoral no se ve afectado de manera dependiente del estado de SMARCAA4.

Ademas de todo ello llevamos a cabo andlisis exhaustivos de bases de datos
comparando diferentes lineas celulares con o sin mutaciones en las diferentes
subunidades del complejo SWI/SNF, junto con nuestras validaciones in vitro. Estos
analisis nos permitieron demostrar que la regulacién de los niveles de expresion de
KDM6A y KDM6B, asi como el de otras enzimas demetilasas de lisinas, dependia de la
presencia de actividad de SMARCA4 y de otros miembros del complejo SWI/SNF.
Ademads, los distintos experimentos llevados a cabo en los que bien se sobreexpresaba
o deplecionaba SMARCA4 o las KDM6s apoyaron que la transactivacion de KDM6A y
KDM6B se ve alterada en las células que carecen de SMARCA4 o SMARCB1
funcionales, lo que conduce a una fuerte disminucion en la regulacién basal de los
niveles de estas enzimas.

En el presente trabajo también se ha observado que las células con inactivacion
genética de SMARCA4 son incapaces de modular los niveles de expresion de EZH2 en
respuesta a SAHA, lo que apoya investigaciones previas99.110.163.164 Adema4s, se conoce
que la ausencia de SMARCB1 genera complejos BAF residuales que no pueden
competir con PRC2, resultando en un incremento de las marcas H3K27me3'13, Estos
hallazgos respaldan la nocion de que las células deficientes en SMARCA4 o0 SMARCBL1
pierden la capacidad de remodelacion de la cromatina, lo cual podria reflejarse en una
falta de adaptabilidad de la célula tumoral a cambios de expresion mediados por el

microambiente. Ello estaria de acuerdo con los resultados previos de nuestro grupo que
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muestran que las células tumorales con inactivacion de SMARCA4 son incapaces de
responder adecuadamente a la modulacion de la expresién génica en presencia de
estimulos externos como los retinoides y corticoides (referencia). Adicionalmente, y en
referencia a este mecanismo de desregulacion, se ha observado que, en lineas
celulares de tumores rabdoides deficientes en SMARCBLI, la expresion ectdpica de este
gen induce un incremento de la union de las subunidades de SWI/SNF en los sitios de
inicio de la transcripcion (TSS) de la cromatina, asi como un aumento en las marcas de
histonas asociadas a enhancers activos: H3K27ac y H3K4mel8. Este contexto de
represion transcripcional se ajusta a los resultados obtenidos en las células tumorales
con inactivacion en SMARCA4, donde observamos bajos niveles globales de H3K27ac
en comparacion con H3K27me3, caracteristica que se evidencid6 de manera muy
acentuada en los tumores tanto de SCCOHT, deficientes en SMARCA4, como en los
MRTs, deficientes en SMARCBI1.

Independientemente de que el dominio catalitico de la KDM6A y la KDM6B compartan
un alto grado de similitud en su secuencia, estas dos enzimas también desempefian
algunas funciones especificas y distintas entre si. La KDMG6A esta asociada
principalmente con la desmetilacion de H3K27me3 en los sitios de inicio transcripcional
de los genes HOX, tras recibir la célula estimulos pro-diferenciacion, mientras que la
KDMG6B esta implicada en procesos de angiogénesis e inflamacion entre otros procesos
fisiol6gicos®®. Por otro lado, mientras que la KDM6A se encuentra inactivada por
mutacién en una gran variedad de tumores, incluyendo distintos tipos de leucemias y
linfomas, cancer de mama, adenocarcinoma colorrectal, cAncer de pulmén de célula no
pequefia y glioblastoma, entre otros, la KDM6B parece no inactivarse genéticamente en
cancer. Ademas, es importante destacar que mutaciones en KDM6A, pero no en
KDM6B, han sido identificados como los responsables directos del sindrome de Kabuki
(KS), una enfermedad hereditaria poco frecuente que se caracteriza por la presencia de
trastornos neurolégicos, endocrinos y autoinmunes en nifios®. En referencia a estas
diferencias funcionales entre estos dos paralogos, en nuestros resultados observamos
que la deficiencia en KDM6B, pero no en KDMB6A, es la responsable de la refractariedad
de las células deficientes para SMARCA4 al SAHA. Esta deficiencia podria explicar,
también, la acumulacién global de H3K27me3 tras la inhibicién de las HDACs por SAHA.
Este hecho, es coherente con la funcion mas general de la KDM6B en la deposiciéon de
H3K27me3 en relacion con el de la KDM6A que es més puntual y especifico'®®. No se
puede descartar que estos fendmenos se expliquen también por la actividad no

catalitica, ya que ambas enzimas interactian con una gran diversidad de factores de
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transcripcion y vias de sefalizacion que dependen, en gran medida, del contexto

celularss,

El descubrimiento més relevante de este trabajo de tesis es la notable susceptibilidad
de las células tumorales que presentan inactivacion de los genes SMARCA4 o
SMARCB1 a la inhibicion de la actividad de KDM6A y la KDM6B, lo cual tiene
implicaciones clinicas relevantes. Esta vulnerabilidad se ha demostrado tanto in vitro, a
través de estudios en cultivos celulares, como in vivo, utilizando modelos de ratones con
trasplantes ortotopicos de células de cancer de pulmon, de SCCOHTs y MRTs derivados
de pacientes. Debido a la relativa alta frecuencia de estas alteraciones genéticas, al mal
prondstico con el que se asocian, y a la carencia de tratamientos, el posible uso del
GSK-J4 u otros compuestos similares, puedan tener un impacto muy significativo en la
supervivencia de estos pacientes. Esto puede ser de especial relevancia en el caso de
pacientes con SCCOHT con MRT ambos tumores muy agresivos que afectan a

personas muy jovenes!?3167,

Aungue la actividad antitumorall4%141.142 y antiinflamatoria'4®'4 de la inhibicién de
KDM6A y KDM6B mediante GSK-J4 se ha evidenciado en distintos tipos de tumores,
este farmaco aun no ha sido utilizado para ensayos clinicos. En modelos celulares y
animales, se ha observado un efecto antitumoral de GSK-J4, asociado preferentemente
a la inhibicién de KDM6B, en algunas leucemias y gliomas con mutaciones H3F3A68.169,
. Sin embargo, en nuestro caso se ha observado que la deplecion, tanto de KDM6A
como de KDM6B, afecta la viabilidad de las células con inactivacion en SMARCA4 al
mismo tiempo que revierte la refractariedad de las células MYCampl al tratamiento con
GSK-J4. Ademas, a esta Ultima observacion podemos afadir que la deplecion de
SMARCA4 en las células MYCampl promueve la sensibilidad de estas células a GSK-
J4. Por el contrario, la sobreexpresion de KDM6A, KDM6B o de SMARCA4 en las
células con inactivacion en SMARCA4, revierte la sensibilidad al tratamiento con GSK-
J4. Estas observaciones indican que la sensibilidad a la inhibicion de las KDM6s
depende del estado funcional de SMARCA4 y que, en un contexto genético de
inactivacion de SMARCA4, la inhibicién de la actividad de una de las dos demetilasas,
pudiera no ser compensada por la otra. Ademas, la restitucion de SMARCBL1 en células
deficientes revierte la sensibilidad al tratamiento con GSK-J4. En conjunto, estos
resultados indican que la supresion en el crecimiento observada tras la inhibicion de las

KDM6s es dependiente de un complejo SWI/SNF afuncional.
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La cantidad limitante de KDM®6s, debido a la falta de transactivacién y regulacién
mediada por SMARCA4 o SMARCBL1, parece subyacer a la toxicidad a la inhibicién de
las KDM6s. Se ha demostrado que las KDM6s aumentan la accesibilidad del complejo
SWI/SNF a la histona H3 y promueven la remodelacion de la cromatinal®®45, Ademas,
KDMB6A interacciona con SMARCA4 mediante el complejo MLL3/4-COMPASS-like, el
cual media la metilacion de otras marcas activadoras de la trascripcidén y antagénicas a
la H3K27me3 como la H3K4, facilitando asi la activacion de enhancers*%4142, Este hecho
podria explicar por qué la sobreexpresién de la KDM6A en células con inactivacién en
SMARCA4 promueve un incremento de la ECsg al tratamiento con GSK-J4. Aunque
hasta la fecha no se conoce ninguna interaccién directa de SMARCB1 con KDM6A/B,
tanto SMARCA4 como SMARCBL1 forman parte del ndcleo esencial de los complejos
BAF, ya que su acoplamiento directo a los nucleosomas es indispensable para llevar a
cabo la actividad remodeladora del complejo’®. SMARCA4 solo puede ser compensado
de manera parcial por SMARCA2 y esta presente en todos los complejos, mientras que
SMARCBL1 se encuentra ausente en los complejos no canonicos gBAF. Se ha descrito
que la pérdida de SMARCB1 genera complejos BAF residuales (no candnicos) que son
incapaces de competir con PRC2, dando lugar a un incremento aberrante de la
H3K27me3'13, De este modo, la pérdida de funcién de estas dos proteinas afecta a la
integridad del complejo SWI/SNF y su disociacion de la cromatina, generando un estado
disfuncional de los complejos, que impide la competicion directa con PRC2,
promoviéndose asi un estado de alta compactacion de la cromatina que conduce al
silenciamiento transcripcional, debido al impedimento de union de factores de

transcripcién, asi como RNA Pol Il, a los promotores de los genes en la cromatina.

Aunque nuestros hallazgos actuales se centran en la toxicidad del compuesto GSK-J4
en células con inactivacion en SMARCA4 y SMARCBL, es posible que sus efectos sean
MAas extensos, ya que observamos indicios de sensibilidad en las células con
mutaciones en BRD7, aunque se requeririan mas estudios para llegar a una conclusion
definitiva. Por ejemplo, del mismo modo que ocurria en las células deficientes para
SMARCA4 y SMARCBJI, las células con mutaciones inactivadoras en BRD7 también
mostraron un incremento en la H3K27me3 tras el tratamiento con SAHA. De este modo,
los errores en la regulacién de trimetilacién podrian servir como un biomarcador para
destapar potenciales vulnerabilidades a la inhibicion de las KDM6A/6B.

Finalmente, la recuperaciéon de SMARCBL1 en lineas deficientes induce la expresion
genes que promueven la diferenciacion celular, angiogénesis, organizacion de la matriz
extracelular, senescencia y que frenan la division celular. Estos procesos se incentivan

con el tratamiento con GSK-J4. En este contexto, SMARCB1 se ha descrito como un
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estabilizador de p53, a través de la regulacion de MDM2, la cual promueve la
degradacién de p53, promoviendo asi la progresion tumoral en tumores deficientes para
SMARCB1%4. Interesantemente, p53 es un regulador maestro del ciclo celular y
apoptosis'®®, asi como la angiogénesis!®’, a través de la interaccién con distintas vias
de sefalizacion que podrian explicar el mecanismo de muerte celular de estos tumores.
Los resultados obtenidos en esta tesis implican que la presencia mutaciones
inactivadoras en ciertos miembros del complejo SWI/SNF tiene un efecto “letal sintético”
con lainhibicién de las KDM6A y KDMG6B. Esta sinergia representa una gran oportunidad
para el desarrollo de medicina de precisidn, con el potencial de abordar una amplia
gama de tumores, pero sobre todo en tumores pediatricos que actualmente carecen casi

por completo de opciones terapéuticas.
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. CONCLUSIONS

SAHA treatment induces growth inhibition and the expected decrease of the
repressive mark H3K27me3, in cancer cells with genetic activation of the MYC-family
of oncogenes. As opposed to that, SMARCA4- and SMARCB1-deficient cells do not
show cell growth inhibition after treatment with SAHA while showing an aberrant

increase H3K27me3.

Treatment with the inhibitor of EZH2, GSK126 promotes a reduction of H3K27me3
in all the cancer cell tested but without affecting cell growth of SMARCA4-deficient

cells, indicating that EZH2 is not mediating the resistant to SAHA in these cells.

Regulation of the expression levels of KDM6A and KDM6B, among other KDMs,
depends on the activity of SMARCAA4 through direct promoter occupancy.

Levels of KDM6B account for the resistance of SMARCA4-deficient cells to growth
inhibition by SAHA, and hint at a more widespread role for KDM6B in the global

removal of H3K27me3.

The lack of SMARCA4 and SMARCB1 confers vulnerability to KDM6s inhibition in

cancer cells and this is due to defects in the levels and in the activity of KDM6s.

The GSK-J4 anti-tumoral effects observed in SMARCA4- and SMARCB1-deficient
cancer cells can be extended to animal models, in particular to mouse models with

orthotopically implanted lung cancer, SCCOHT and pediatric MRTSs.

The restitution of SMARCB1 expression in SMARCB1-deficient cells promotes an

endothelial cell-phenotype, cell cycle arrest and senescence.
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Tabla Suplementaria 1. Lista de cebadores para la secuenciacién de KDM6A, KDM6B, SMARCA4 y
SMARCB1.

Nombre Secuencia (5°-3’)
KDMG6A_F1 ATGAGTCTAGTTTAAAGCATTTTCAG
KDMG6A_F2 ATTAAATGCTACTTAAATGCAACTAG
KDM6A_F3 GGAGTTGCACAGGTAC
KDM6A_F4 GGTGGACAACAAGGC
KDMG6A_F5 TAAAAATGGCTTATCTAACAGTAGC
KDM6A_F6 TGACTAAACTTCCTGCTTTTG
KDM6A_F7 GCACGAAATATCAAGGTCTCAGATCCAAAGC
KDM6B_F1 AACGGAACTATGGAGCC
KDM6B_F2 CTCCAGCGTTTCACC
KDM6B_F3 AGGATTCTCACACCCC
KDM6B_F4 CCGCTGAAGGAGCCC
KDM6B_F5 CGAAGAGCCAGTCCC
KDM6B_F6 TGCCCAGCCCACACC
KDM6B_F7 GTGGAAGCGAGTGGC
KDM6B_F8 ACGAGCACTACTGGG
KDM6B_F9 AAGAAAATCGCTTACCAGGGC

SMARCB1-F1 ATGATGATGATGGCGCTGAGCAAGACC
SMARCB1-F2 ATGGGCCGAGACAAGAAGAGAACC
SMARCB1-R1 CTTCTGCCCATCGATCTCCATGT
SMARCB1-R2 TTACCAGGCCGGGGCCGTG
SMARCA4-E2F TGACCGTATGATTGTCCCTTG
SMARCA4-E2R CAGGACACCTCCAACAAGAAG
SMARCA4-E3F TCGAGCTTCTCTCGGGCAGC
SMARCA4-E3R CATCCTGTGGGAACCCAGGG
SMARCA4-E4F TGCCCTGTCTCAGAGTAGGAG
SMARCA4-E4R ACAGAGCACGGTCTGTCCAC
SMARCA4-ESF GGCCGCTGGTTAATAGGTGT
SMARCA4-E5R CCCTGACAAAGCTCATCTCAA
SMARCA4-E6F AGTGCCTCAAGCAGCTCAG
SMARCA4-E6R AAGGAGGTGTAGGCCAAGTG
SMARCA4-E7F ACTAGTGCCTGCCTCTCTCG
SMARCA4-E7R GGCTCTGCAGTGATTGAGTG
SMARCAA4-ESF TTAGCGGTGAAGCATGTGAC
SMARCA4-E8R AGGAACAAAGCAAACACAGC
SMARCA4-E9F TGGGATTACAGGCCAATATTCTA
SMARCA4-E9R AACTCCGAGCTGTGAAATGC
SMARCA4-E10F CAGTGCGCTTCTGGATTGAC
SMARCA4-E11R ACACCCTGGGATTCTCACC
SMARCA4-E12F ACAGTTGAGTGGGTGCTTCC
SMARCA4-E13R AGGAGACGGTCACAACACAC
SMARCA4-E14F CAGCACACATTCCAGGATAGG
SMARCA4-E14R GCTGAATGTCAGCTAGGGATG




SMARCA4-E15F
SMARCA4-E15R
SMARCA4-E16F
SMARCA4-E16R
SMARCA4-E17F
SMARCA4-E17R
SMARCA4-E18F
SMARCA4-E18R
SMARCA4-E19F
SMARCA4-E19R
SMARCA4-E20F
SMARCA4-E20R
SMARCA4-E21F
SMARCA4-E21R
SMARCA4-E22F
SMARCA4-E22R
SMARCA4-E23F
SMARCA4-E23R
SMARCA4-E24F
SMARCA4-E24R
SMARCA4-E25F
SMARCA4-E25R
SMARCA4-E26F
SMARCA4-E26R
SMARCA4-E28F
SMARCA4-E28R
SMARCA4-E29F
SMARCA4-E29R
SMARCA4-E30F
SMARCA4-E30R
SMARCA4-E31F
SMARCA4-E31R
SMARCA4-E32F
SMARCA4-E32R
SMARCA4-E33F
SMARCA4-E34R
SMARCA4-E35F
SMARCA4-E35R
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CGGCTGCACCTCTATGTGT
GGTCTGCCTGAGGTCTGAAG
CAGTAGAGGGTGGGATGTGG

TTAAGCCACCTCGTTTGTGG
ACAGTTTCTCTGCCCACTCG
GCATTCTCAGGTTCACTGTCC

GTCACTGGGCAGTTGCAG
GTAGGGGCTTTGGAGGAGAC
CTCTTCCACCTGGAGCCTTC
GCAGATGCAGACTCTCACCA

CCACATCCGCACCTTCTAGT

CTGGGACTGTGGGGAGAG

GGGGTCAGAGCTGGGTTC

CAGATCATGACCCGATGGT

CAACACCCACCCATCCAC
AAGAGCTGTCGAGGAGAAGC

GAGCACGAGCGGTGTGTG
CTGCCTTTGAAATTGGACAAC
GTGGGTGACGTCTGCTTAGG

AGGGAATGCCAGTGAGGAG
CTCAGAAGCAGGTGTTCCTTG
GGGTCCAAGACAATGTGGAG
GCACAGCACACCTCTCCAG
TCAGCCCACACTCCCTTTAC

CATTCAATCCTCGGCTTCTC
ATACCACCATGGGCACTAGG
GCCACTGAAAAATCGAGAGC
CCAAGGAAAGCATTTTGGAC
AGTCAAGCTGAAGGGAGAGC
TGTGCAGAGTCAGAGTGCAG
AACAATGTGGGAACCTGCTG
CCACACACCACAGCTCTCAG

TCCTCATAGGCACGAGGAAT
CATCAATTCAGAAGGGAAGGA
CTGTCCAGGGGCAACACAG
CAGGTCAAGCCTCAGCTTTC
CGGCCCACATCAGTGTTTTC
ATCTCAGCTCTGGAACGAGG
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SMARCAA4 deficient tumours are vulnerable to
KDM6A/UTX and KDM6B/JMJD3 blockade
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Despite the genetic inactivation of SMARCA4, a core component of the SWI/SNF-complex
commonly found in cancer, there are no therapies that effectively target SMARCA4-deficient
tumours. Here, we show that, unlike the cells with activated MYC oncogene, cells with
SMARCA4 inactivation are refractory to the histone deacetylase inhibitor, SAHA, leading to
the aberrant accumulation of H3K27me3. SMARCA4-mutant cells also show an impaired
transactivation and significantly reduced levels of the histone demethylases KDM6A/UTX
and KDM6B/JMJD3, and a strong dependency on these histone demethylases, so that its
inhibition compromises cell viability. Administering the KDM®6 inhibitor GSK-J4 to mice
orthotopically implanted with SMARCA4-mutant lung cancer cells or primary small cell
carcinoma of the ovary, hypercalcaemic type (SCCOHT), had strong anti-tumour effects. In
this work we highlight the vulnerability of KDM6 inhibitors as a characteristic that could be
exploited for treating SMARCA4-mutant cancer patients.
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ARTICLE

hromatin remodelling is one of the epigenetic processes that

is commonly disturbed in cancer, mainly through alterations

in the mammalian switch/sucrose non-fermentable (SWI/
SNF) complex. This complex modifies the structure of the chro-
matin by the ATP-dependent disruption of DNA-histone interac-
tions at the nucleosomes, thereby activating or repressing gene
expression. The various functions and components of the SWI/SNF
complex have been thoroughly reviewed elsewhere!2.

Alterations at genes encoding different components of the SW1/
SNF complex are present in a variety of tumour types and are thus
an important feature of cancer development3. The SMARCA4 (also
known as BRG1I) gene codes a core catalytic component of the SW1/
SNF complex that features a bromodomain and helicase/ ATPase
activity!2. Our own previous work produced the first evidence that
SMARCA4 is genetically inactivated in cancer and that SMARCA4
deficiency prevents the response to pro-differentiation stimuli in
cancer cells*~®. In lung cancer, SMARCA4 inactivation affects about
one-third of non-small cell lung cancers (NSCLCs) and pre-
ferentially occurs against a background of wild type MYC (either C,
L or N) or of members of the MYC-axis, such as MAX or MGA*-7.
This hints at the existence of an important network that connects
SWI/SNF and MAX/MYC functions. Mutations of SMARCA4 also
occur in other types of cancer, notably in the rare and very
aggressive small cell carcinoma of the ovary, hypercalcaemic type
(SCCOHT)8, in which SMARCA4 inactivation has been reported in
almost 100% of cases®~11.

The progress made towards understanding the role of chromatin
remodelling in cancer development highlights the great potential of
new epigenetic-based therapeutic strategies. With particular refer-
ence to SMARCA4, some previous studies have sought the vul-
nerabilities of SMARCA4-deficient tumours with a view to
exploiting them for cancer treatment. SMARCA4 and SMARCA2
are mutually exclusive catalytic subunits of the SWI/SNF complex,
and the inhibition of SMARCA?2 activity appears to be synthetic
lethal in cancer cells carrying SMARCA4-inactivating mutations, an
effect that could be explained by paralogue insufficiency!213, Fur-
ther, SWI/SNF-mutant cancer cells with a wild type KRAS back-
ground depend on the non-catalytic action of the histone
methyltransferase, EZH2!4. However, we currently know of no
small compounds that are capable of suppressing the ATPase or
non-catalytic functions of SMARCA2 and EZH2, respectively, so
these molecules are not yet suitable for use in therapeutic inter-
ventions. More recently, it has been proposed that cancer cells with
an inactive SMARCA4 may be susceptible to CDK4/6 inhibitors!>.

On the other hand, components of the SWI/SNF complex bind
to various nuclear receptors (e.g., oestrogen, androgen, glucocorti-
coid and retinoid receptors), thereby adapting the gene expression
programmes to the demands of the cell environment!¢-1°. We have
reported that SMARCA4 is required to promote cell growth inhi-
bition triggered by corticoids and retinoids in cancer cells® and that
such effects are enhanced by combination with the pan- histone
deacetylase (HDAC) inhibitor suberanilohydroxamic acid
(SAHA)?0. We observed that MYC-amplified but not SMARCA4-
mutant cancer cells were sensitive to these treatments.

Here, we show that cancer cells that lack SMARCA4 have a
defective regulation of H3K27ac/H3K27me3 and exhibit low levels
of KDMS6s, indicative of a deficient activity of these demethylases.
This forms not only the basis of the refractoriness to SAHA, but
also sensitises the cancer cells to inhibition of the demethylase
activity of KDM6s, heavily compromising their viability.

Results

Refractoriness to growth inhibition and increase H3K27me3
by SAHA in SMARCA4def cells. We studied the differential
response to SAHA in lung cancer cells with oncogenic activation

of MYC (hereafter referred to as MYCamp) with respect to those
with genetic inactivation of SMARCA4 (hereafter, SMARCA4-
def). The administration of SAHA was more effective at reducing
the growth of MYCamp cells than of SMARCA4def cells (mean of
half-maximum effective concentrations (ECsg) of 0.5 and 1.4 uM,
for each group, respectively) (Fig. 1a, b, Supplementary Fig. 1a).
Flow cytometric analysis showed that, in the MYCamp cells,
SAHA blocked cell cycle progression at the GO/G1 or SubGl
phases and increased apoptosis, whereas no changes were
observed in SMARCA4def cells (Supplementary Fig. 1b-d; Sup-
plementary Fig. 2). These effects were not influenced by lung
cancer histopathological subtypes, since they occurred in NSCLC
and SCLC types. The selective sensitivity to SAHA of MYCamp
cells was validated using publicly available datasets including
more than 750 cancer cell lines of different origin and genetic
background (Fig. 1c).

SAHA increases global histone acetylation, favouring an open
chromatin structure and promoting transcriptional activation?!.
Transcriptionally active chromatin domains are characterised by a
distinct array of histone marks, eg., H3K27ac, H3K4mel and
H3K4me3, whereas H3K27me3 and H2AK119ub are often found at
silent gene loci?>?3. We first tested the effects of SAHA in global
H3K27ac and H3K27me3, two different marks on the same residue,
but with opposite functions?223, As expected, SAHA triggered an
increase in global H3K27ac in all the cells, while we observed an
aberrant accumulation of H3K27me3 in the SMARCA4def cells,
rather than the expected decrease (Fig. 1d). To determine whether
this was due to a defective SMARCA4, we used H1299 cells, which
lack SMARCA4 expression owing to an intragenic homozygous
deletion, and restored wild type SMARCA4 (H1299-wtSMARCA4),
using a doxycycline-inducible system, as previously reported®. As a
control, we expressed a mutant form that lacked the ATPase domain
(p.Glu668_GIn758del)* (hereafter referred to as H1299-mutS-
MARCA4). Administration of SAHA did not affect global
H3K27me3 in the H1299-wtSMARCA4 cells, whereas the H1299-
mutSMARCA4 cells underwent an increase in H3K27me3 con-
comitantly with a decrease in global H3K27ac (Fig. le). A dominant
negative function of an overexpressed mutant SMARCA4 protein
may underlie this effect in the H1299-mutSMARCA4 cells. Thus, the
absence of a functional SMARCA4 induces defects in the dynamics
of the H3K27me3 mark, following administration of SAHA.

The net levels of H3K27me3 are dictated by the coordinated
action of histone methyltransferases (EZH2) and demethylases
(KDM6A and KDM6B)?3. The administration of SAHA did not
alter the levels of EZH2 in most SMARCA4def cells (except in the
H23 cells which showed an increase), indicating that over-
activation of the methyltransferase activity of EZH2 is unlikely to
account for the defects in H3K27me3 triggered by SAHA in these
cells (Fig. 1f; Supplementary Fig. 3a). In contrast, treatment with
SAHA alone reduced EZH2 levels in the MYCamp cells,
consistent with the fact that SAHA triggers inhibition of cell
cycle progression and increases apoptosis in cancer cells with this
genetic context. These effects were enhanced by the addition of
GSK126, an inhibitor of the enzymatic activity of EZH2. Previous
studies have shown that GSK126, alone or combined with HDAC
inhibitors, suppress the growth of the small cell carcinoma of the
ovary hypercalcaemic type (SCCOHT)?*2>. Here, the adminis-
tration of GSK126, alone or in combination with SAHA, did not
reduce the proliferation or viability of the SMARCA4def lung
cancer cells (Supplementary Fig. 3b-d), implying that EZH2
activity does not, by itself, cause the refractoriness to cell growth
inhibition by SAHA in SMARCA4def lung cancer cells.

Regulation of KDM6 expression by SMARCA4. The histone
demethylases KDM6A (also known as UTX) and KDM6B (also
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Fig. 1 SAHA reduces growth and H3K27me3 levels in MYCamp, but not in SMARCAA4def cancer cells. a Clonogenic assays of the indicated lung cancer
cells, untreated (vehicle) or treated with SAHA. NSCLC, non-small cell lung cancer; SCLC small cell lung cancer. b Distribution and mean of ECsq values for
treatment with SAHA in MYCamp (0.5 uM) and SMARCAA4def cells (1.4 uM) (from MTT assays for cell viability; Supplementary Fig. 1). Bars show mean
SD; two-sided unpaired Student's t-test. Values from two independent experiments per cell line are represented. In box-whisker plots, the horizontal band
inside box indicates the median, the bottom and top edges of the box 25th-75th percentiles and the whiskers indicate the min to max. ***P = 0.0002.
¢ Plot with the comparative half maximal effective concentration (ECsg) values for treatment with SAHA (vorinostat) in a panel of 758 cancer cell lines
(from www.cancerrxgene.org database), according to the presence of selected gene alterations, including amplification of MYC oncogenes and inactivation
of SMARCA4. d-f Representative western blots depicting global levels of the indicated proteins and histone marks (H3K27ac and H3K27me3) in the

indicated cells following treatment with SAHA (d), in the H1299-wtSMARCA4 and H1299-mutSMARCAA4 cell models after induction of SMARCA4 (dox,
doxycycline, Tug/mL; 72 h), with or without SAHA treatment at 24 and 48 h (e), or in the indicated cells following treatments with SAHA and SAHA plus

GSK126 (f). ACTIN, protein-loading control. A Source Data file is available for this figure.

known as JMJD3) have H3K27 as a substrate and play a central
role in the development of some types of tumours?3. Searching
the Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) we found significantly
lower levels of expression of several histone demethylases
(KDMs), including KDM6A and KDMG6B, in SMARCA4def
compared with MYCamp cells or with LC cells that are wild type
for SMARCA4 and MYC (Fig. 2a and Supplementary Fig. 4a).
The basal levels of EZH2 were similar in the different groups
(Fig. 2b; Supplementary Fig. 4b). We validated our observations
in a panel of LC cell lines at the mRNA and protein levels in
which, with few exceptions, SMARCA4def cells carry lower levels
of KDM6A and KDM6B, as compared to the MYCamp cells (Fig.
2b, ¢; Supplementary Fig. 4b). The same observations were made
in lung primary tumours (Supplementary Fig. 4c). Further, the
ectopic expression of the SMARCA4 wild type (H1299-
wtSMARCA4 cells), triggered an upregulation of KDM6A and
KDMBG6B, albeit subtle. An opposite effect was observed for the
mutant (H1299-mutSMARCA4 cells). The levels of EZH2 were
unaffected (Fig. 2d; Supplementary Fig. 4d). Conversely, in the

MYCamp cells, the depletion of SMARCA4 reduced the levels of
both KDM6s (Supplementary Fig. 4e). Finally, the analysis of the
changes in gene expression from publicly available databases
(Sanger CRISPR) support the down-regulation of several KDMs,
specially KDM6A and KDMG6B, following the knockout of
SMARCA4 using CRISPR/CAS9 in a panel of human cancer
cell lines (https://depmap.org/portal/depmap/) (Supplementary
Fig. 4f). Collectively, these observations indicate that a functional
SMARCAA4 is required to activate KDM6 expression.

To study the genome-wide effects of wild type and mutant
SMARCA4 and of SAHA on the dynamics of H3K27 modifica-
tion, we performed chromatin immunoprecipitation followed by
sequencing (ChIP-seq) of SMARCA4, EZH2, H3K27ac and
H3K27me3, in the H1299 cell model. No peaks were observed
for SMARCA4 before adding doxycycline, which is consistent
with the absence of SMARCA4 in these cells (Fig. 2e; Supple-
mentary Fig. 5a). The global occupancy of wild type and mutant
SMARCA4 was similar, indicating that ATPase activity does not
influence recruitment to the chromatin (Fig. 2e-g; Supplementary
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Fig. 5a, b). The H3K27ac deposition at promoters was not
affected following restitution of SMARCA4 activity (Fig. 2f).
However, in the SMARCA4 mutant cells, the H3K27ac peaks
were sharper and it was evident a reduction of H3K27ac
downstream of the peaks at promoters, in the gene body regions.
This was in parallel with a strong increase in EZH2 binding to the
DNA in SMARCA4 mutant-expressing cells (Fig. 2e, g;
Supplementary Fig. 5c). The latter observation suggests that the

4

overexpressed mutant protein has a dominant negative effect.
H3K27ac marks were present in at least 80% of the promoters
bound by SMARCA4 and some also showed EZH2 occupancy
(Fig. 2f; Supplementary Fig. 6a). The increase in EZH2 binding
following expression of the SMARCA4 mutant is consistent with
previous findings that ectopic expression of an SMARCA4-
inactive protein allows the occupancy of PRC1 and PRC2 in CpG
island promoters throughout the genome?.
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Fig. 2 SMARCAA4 regulates the levels of the KDM6s. a Violin plots comparing levels of the indicated KDMs in SMARCA4def (n = 31), MYCamp (n=37)
and other (wild type for SMARCA4 and for MYC) (n=110) lung cancer cell lines (from the Cancer Cell Line Encyclopedia—CCLE at cBioportal). RPKMs
(reads per million). Bars show mean + SD. Two-sided unpaired Student's t-test: ***P < 0.001; ****P < 0.0001. b Western blot depicting endogenous levels of
the indicated proteins in lung cancer cell lines. TUBULIN and ACTIN, protein-loading control. € and d Real-time quantitative PCR of KDM6A and KDM6B
(relative to ACTB) for comparing mRNA levels, for each individual cell line, among the indicated groups of lung cancer cell lines *P = 0.032 (KDM6B) and
*P=0.016 (KDM6A) (€), or in the H1299-wtSMARCA4 and H1299-mutSMARCA4 cell models (dox, doxycycline, 1ug/mL; 72 h). *P=0.029 (KDM6A)
and P=0.032 (KDM6B) (d). In box-whisker plots, the horizontal band inside box indicates the median, the bottom and top edges of the box 25th-75th
percentiles and the whiskers indicate the min to max. Four and five biological replicates were included for the determination of the KDM6A and KDM6B
levels, respectively, in the H1299 cell model. Bars show mean + SD. Two-sided unpaired Student's t-test, e Read count frequency of heatmaps, at £2 kb
regions centred on the transcriptional start site (TSS), of the indicated proteins and conditions in the H1299 cell model (dox, doxycycline, 1pg/mL and
SAHA TuM, for 72 h). f Venn diagrams representing overlap of SMARCA4, H3K27ac and EZH2 peaks in the indicated cells and under the stipulated

conditions. g Representative snapshots from IGV of ChIP-seq profiles at selected target loci performed in H1299 cell models. A Source Data file is available

for this figure.

The administration of SAHA reduced the number of
promoters recruiting SMARCA4 wild type by half, without
producing major changes in global H3K27ac deposition (Supple-
mentary Fig. 5a, b). SMARCA4 does not interact directly with the
DNA, but rather recognises and binds acetylated lysines within
histone H3 and H4 tails?’. Given this, the severe reduction of
global H3K27ac deposition observed in SMARCA4 mutant-
overexpressing cells following SAHA treatment, also shown by
western blot (Fig. le), could be the reason for the strong
reduction in the global intensity of the SMARCA4 peaks (Fig. 2e).
Conversely, the treatment with SAHA prompted the recruitment
of EZH2 to the DNA and the increase in H3K27me3 deposition
in promoter regions, in mutant and wild type SMARCA4-
expressing cells. However, the effect in the latter cell type was less
dramatic, and we attribute this to the slow rate of H3K27me3
removal (Fig. 2e; Supplementary Fig. 6a). The observation that
SAHA increases EZH2 recruitment and H3K27me3 deposition is
somewhat counterintuitive but may be a compensatory effect to
avoid detrimental high levels of histone acetylation.

SMARCA4 was bound to different KDMs, including KDM2B,
KDM4B, KDM6A and KDM6B, among others, in association with
H3K27ac. However, there was also a concomitant increase in
EZH2 occupancy in the SMARCA4 mutant-expressing cells
(Fig. 2g; Supplementary Fig. 6b). These results support the idea
that SMARCA4 regulates the expression of various KDMs,
including KDM6A and KDM6B, through direct promoter
occupancy. The increase in EZH?2 in the promoter of these genes
is consistent with a lack of transcriptional activation and even
some transcriptional repression of these KDMs in the H1299-
mutSMARCA4 cells (Fig. 2d; Supplementary Fig. 4d).

KDMB6B depletion mimics the response of SMARCAA4def cells
to SAHA. We wondered to what extent the lack of KDM6A or
KDMS6B regulation is involved in the greater H3K27me3 and
refractoriness to SAHA in the SMARCA4def cells, and whether
their relative contributions differ. First, we found that the mRNA
levels of the KDM6B were inversely correlated with the ECs, to
SAHA (Supplementary Fig. 7a). Next, using shRNAs, we down-
regulated KDM6A and KDM6B expression in different MYCamp
cells (Fig, 3a; Supplementary Fig. 7b), and noted that, mimicking
the behaviour of the SMARCA4def cells, the reduction in KDM6B
levels, but not of KDMG6A, suppressed the ability to inhibit cell
growth (Supplementary Fig. 7c) by SAHA. The depletion of
KDMS6B, but not KDM6A, also prevented SAHA from decreasing
overall levels of H3K27me3 deposition (Fig. 3b), hinting at a
more widespread role for KDM6B in the global removal of
H3K27me3. The administration of the small molecule compound
GSK-J4%8, a very specific inhibitor of KDM6A/KDMS6B, has
similar effects, reverting the sensitivity to SAHA in a dose-

dependent manner (Fig. 3¢, d) and prevented the SAHA-triggered
global decrease in H3K27me3 in both KDM6s-depleted cells
(Fig. 3b).

These findings suggest that a deficiency in KDM6B account for
the resistance of the SMARCA4def cells to growth inhibition
by SAHA.

Inhibition of KDM6A/B is toxic in SMARCA4def cancer cells.
We hypothesised that the low levels and impaired regulation of
KDM6s expression and the defects in H3K27 modification may
render SMARCA4def cells particularly susceptible to KDMé6s
inhibition. We tested the effects of GSK-J4 on the growth of our
panel of cancer cells and found that the drug was more toxic in
the SMARCA4def cells, with a five-fold lower ECs, than in the
MYCamp cells or in the lung cancer cells that are wild type for
both SMARCA4 and MYC (Fig. 4a, b; Supplementary Fig. 8a).
The greater sensitivity of the SMARCA4def cancer cells for GSK-
J4 is supported by studies available from databases (Supplemen-
tary Fig. 8b). For the next stage of the study, we chose to use
GSK-J4 at a concentration of 1uM (Fig. 4a). We depleted
SMARCA4 in three MYCamp cells and observed a decrease in the
ECs, for GSK-J4, which is further evidence that GSK-J4 is more
toxic in cancer cells with a non-functional SMARCA4 (Fig. 4c).
We also tested the effects of rescuing SMARCA4 on the response
to GSK-J4 using the H1299 cell model. Overexpression of the
mutant SMARCA4 increased sensitivity to GSK-J4 relative to the
restitution of wild type SMARCA4 (ECsg, 0.11 uM versus 0.2 uM)
(Supplementary Fig. 8¢, d). The toxicity was even greater in the
H1299-mutSMARCA4 than in the parental H1299 cells, sup-
porting the existence of a dominant negative effect of over-
expressing a SMARCA4-mutant protein.

GSK-J4 is a potent inhibitor of KDM6s but can also suppress
the activity of other KDMs, so we investigated how the low levels
of KDM6s suppress cell viability by depleting KDM6A- and
KDM6B. Downregulation of KDM6A or KDM6B inhibited the
growth of the SMARCA4-def cells without affecting the MYCamp
cells (Fig. 4d). In a large scale public CRISPR-based genetic screen
the effect of KDM6s knock down in cell survival of SMARCA4def
cancer cell was also observed (Supplementary Fig. 8e). Moreover,
the lower levels of KDM6A, and to a lesser extent of KDM6B, in
the MYCamp cells, sensitised the cells to the treatment with GSK-
J4 (Fig. 4e, f).

Overexpression of KDM6A and KDM6B in SMARCA4def cells
reverts sensitivity to KDM6A/B inhibition. Next, we aimed to
determine whether the increase in the levels of KDM6A and
KDM6B will revert the sensitivity of the cells to KDM6A/B
inhibition. To do that, we have stably overexpressed the two
different KDM6s in a panel of SMARCA4def cells (H1299, H841,
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Fig. 3 KDM6B depletion mimics the response of SMARCA4-deficient cells to SAHA. a Western blot depicting levels of KDM6s in H460 cells infected
with the non-target short hairpin (shNT) and with different shKkDM6A (#63 and #64) and shKkDM6B (#676, #976). b Western blot depicting levels
of H3K27me3 and cells infected with the shNT, shKDM6A (#63, #64) or shKDM6B (#676, #976) treated with GSK-J4 and/or SAHA for 72 h.

¢ Representative clonogenic assays for the indicated cells and treatments. d Viability of indicated cell lines, measured using MTT assays, 5 days after
treatment with increasing concentrations of SAHA and co-treated or not with GSK-J4 at different concentrations. Lines, number of viable cells relative to
the untreated cells. Data are presented as mean + SD from three replicate cell cultures in two experiments. ECsp, half-maximal effective concentration. On
the right, table presenting the combination index (Cl) at the indicated concentrations of GSK-J4 (average Cl from two independent experiments). Cl <1, Cl
=1and ClI >1 indicate synergism, additive effect, and antagonism, respectively. A Source Data file is available for this figure.

DMS114 and A427) (Fig. 5a). The overexpression of both
KDM6A and KDM6B increased the ECs, to GSK-J4 in all the cell
lines tested. This effect was stronger after overexpressing the
KDMB6A (Fig. 5b, c).

Furthermore, we simultaneously overexpressed SMARCA4 and
KDM6A or KDM6B in the H1299 cells (Fig. 5d) and measured
the effects in cell viability upon treatment with GSK-J4. Wild type
SMARCA4 increased the resistance to GSK-J4 mediated by
KDM6A and KDM6B overexpression (Fig. 5e, f).

Together, these findings imply that the lack of SMARCA4
confers vulnerability to KDM6s inhibition on cancer cells, and
that the intrinsically low levels of KDM6s, caused by the defective
function of SMARCA4, underpin these effects.

Anti-tumour effects of GSK-J4 in SMARCA4def lung cancer
orthotopic mouse models. We investigated the ability of the
GSK-J4 compound to suppress tumour growth in vivo. To this
end, we first grew two of the SMARCA4def (DMS114 and H841)
and one MYCamp (DMS273) cell lines subcutaneously into the
back of the mice (n =3 mice/cell line). Once the solid tumour
had entered the exponential growth phase, mice were euthanized,

and the tumours we minced into small fragments and orthoto-
pically implanted into the lungs of another cohort of mice?%2?, to
generate the orthotopic tumours. We randomly assigned the
animals, implanted with each of the tumours, to treatment or
vehicle groups of mice. Treatment with GSK-J4 strongly increased
the overall and median survival of the animals implanted with the
SMARCAA4def tumours (DMS114X and H841X) relative to their
matched vehicle group, whereas we found no differences between
vehicle and treated groups in the animals implanted with the
MYCamp tumours (DMS273X) (Fig. 6a). Remarkably, five of the
mice implanted with the H841X and two of those implanted with
the DMS114X and treated with GSK-J4 were alive at the end of
the experiment, but had to be sacrificed despite not having
respiratory difficulties or other symptoms associated with tumour
progression. Our histopathological examination of tumour mas-
ses revealed the existence of large areas of necrosis in the tumours
from GSK-J4-treated mice in comparison with the tumours from
the vehicle-treated mice (Fig. 6b, ¢; Supplementary Fig. 9). We
also used immunohistochemistry to determine the changes in the
levels of H3K27me3 in the tumour samples following treatment
with GKS-J4. We noted a significant increase in the levels of
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Fig. 4 SMARCAA4def cells are vulnerable to KDM6s inhibition. a Distribution and mean of half-maximal effective concentration (ECsg) values for GSK-J4
(MTT assays. Supplementary Fig. 6a) in the indicated groups of cells. Values, from each cell line and from two independent experiments are represented.
Two-sided unpaired Student'’s t-test. ****P < 0.0001. In box-whisker plots, the horizontal band inside box indicates the median, the bottom and top edges of
the box 25th-75th percentiles and the whiskers indicate the min to max. b Representative clonogenic assays for the indicated cells and treatments.

¢ Viability of the indicated cells infected with a short hairpin non-target (shNT) control or with two shRNAs targeting SMARCA4 (#1 and #4), measured
using MTT assays, after treatment with increasing concentrations of GSK-J4 for 5 days. Lines, number of viable cells relative to untreated cells. Data are
presented as mean and SD from three replicates and two experiments. d Representative clonogenic assays for the indicated cells infected with shNT,
shKDMG6A (#63, #64) or shKkDM6B (#676, #976). e Viability of the indicated cell lines, measured using MTT assays, infected with a non-target (shNT)
control or with two shRNAs targeting KDM6A or KDM6B after treatment with increasing concentrations of GSK-J4 for 5 days. Lines, number of viable cells
relative to the untreated cells. Error bars, mean = SD from triplicates. f Distribution and mean of the ECso from two independent experiments per each of
the three LC cell lines. Lines show mean + SD. P-values were calculated using paired two-tailed Student's t test. *P = 0.015; ****P < 0.0001; ns, not
significant. A Source Data file is available for this figure.

a very aggressive and rare type of ovarian cancer that features
inactivation of SMARCA4 in almost all cases®!1. Here, we gen-
erated patient-derived orthotopic xenografts (PDOXs) using the
primary tumours of two SCCOHT patients (OVA250 and
OVA259), by orthotopically implanting the tumour in the mouse

H3K27me3 in all the tumours treated with GSK-J4, suggesting
that the compound had effectively reached the tumours (Fig. 6d).

GSK-J4 reduces tumour growth in mice implanted with
SMARCA4def SCCOHT. As previously mentioned, SCCOHT is

NATURE COMMUNICATIONS | (2021)12:4319 | https://doi.org/10.1038/s41467-021-24618-3 | www.nature.com/naturecommunications


www.nature.com/naturecommunications
www.nature.com/naturecommunications

ARTICLE

a C
A A427
kDa EV KDMBA EV KDM6A EV KDMBA EV KDMGA % 0.87 N o H841
155- — — . ‘ st -KDMBA = . DMS114
= 0.61
48— | —— — — ‘_—-ACTIN v
7]
© 0.4 :
EV KDM6B EV KDM6B EV KDM6B EV KDM6B 08 .
200- — -— Sy ‘ —— KDVEB 2 I
0.2 ;g Iy
m—— [ — — | —— ‘_ a— ACTIN :
H1299 H841 DMS114  A427 0.0 Ay p” A
] © ©
= =
a a
4 4
b EV(ECsp021pM) EV (ECs,0.21 pM) e o EV (ECy0.27 pM)
KDMBA (ECs0.59 uM) KDMBB (ECy,0.44 M) " SMARCA4(ECs,0.64 uM)
0] { { 0] {} ! %
| i >
© o
> 401 40 &
ES kS '8 H1299
H841 N H841 0 . . - ~
0 T T T —= 0 T T T = -3 2 - 0 1
D0 — KOMER {ECey .23 )
Log GSK-J4 concentration [uM] —_ SMARCA4/KSE)N'|6AF2ECSO1.52 M)
d f g » }ﬁ\l
g 8 3 SR
2.0 > ] N
g = 2 @ EAN
< 3 = S *kkk :
33 3 = 15 e H1299 NS
¥ & & < 0 T T . ;
< < < > 5. 3 2 4 0 1
s © B B 5 1.01 - EV (EC50.27 )
3 ) : ‘ 0] : * KDMB6B (ECs,0.81 M)
185 et s s SMARCA4 s apn —— SMARCA4/KDMEB (ECs, 1.23 uM)
(@) 4
200- + LKDMGB g 05 - SRR I
> 804 kS 1
155 =~ ouea 00— =% { RS
52---L 5 :(r % % % % % f %
3} g
TUBULIN b E % g % > 40 .
£ ¥ ¥¥E S
7 3 2 H1299
o 3] o
14 o 0 T T
< < 3 -2 1
= =
» o

Log GSK-J4 concentration [uM]

Fig. 5 Overexpression of KDM6s reverts sensitivity to KDM6s inhibition. a \Western blot depicting levels of ectopic KDMés and KDM6B in the indicated
SMARCAA4def cells overexpressing the indicated proteins. EV Empty vector. b Example of viability of H841 cell line, measured using MTT assays, 5 days
after treatment with increasing concentrations of GSK-J4. Lines, number of viable cells relative to the untreated cells. Data are presented as mean = SD
from three replicate cell cultures in two experiments. ECsq, half-maximal effective concentration. ¢ Distribution and mean of the EC5o from two
independent experiments per each of the three LC cell lines. Lines show mean * SD. P-values were calculated using paired two-tailed Student's t test. **P =
0.0017; *P =0.031. d Western blot depicting levels of KDMés and SMARCA4 in the H1299 cells overexpressing the indicated proteins. e Viability of
indicated cell lines, measured using MTT assays, 5 days after treatment with increasing concentrations of GSK-J4. Lines, number of viable cells relative to
the untreated cells. Data are presented as mean + SD from three replicate cell cultures in two experiments. f Distribution and mean of the EC5g from three
independent experiments. Lines show mean £ SD. P-values were calculated using paired two-tailed Student's t test. **P =0.0016; ***P = 0.0002; ****P <

0.0001; A Source Data file is available for this figure.

ovary30. We used the PDOXGs, in their first pass, to derive primary
cancer cell cultures (OVA250L and OVA259L). We confirmed
the presence of biallelic inactivating mutations at SMARCA4 and
the lack of protein in the two patients’ tumour cells and PDOXs
(Fig. 7a; Supplementary Fig. 10a). First, we tested the effects of the
SAHA and GSK-J4 compounds in the primary cultures and
included, as a reference, two commercial epithelial ovarian car-
cinoma cell lines (OVCAR-3 and OVCAR-8), which are wild type
for SMARCA4 (https://cancer.sanger.ac.uk/cell_lines). Treatment
with GSK-J4 strongly suppressed cell viability and clonogenic

capability, exclusively in the OVA250L and OVA259L cells,
whereas SAHA did not affect cell growth (Fig. 7b, c). The levels of
induced cleavage at poly-(ADP-ribose) polymerase 1 (PARPI)
were increased in the SMARCA4def cells indicating apoptosis
(Supplementary Fig. 10b). It was puzzling to observe that the
OVA250L and OVA259L cells had extremely low levels of global
H3K27ac, even after treatment with SAHA. Similar to what
happened in the lung cancer cells, the global basal levels of
H3K27me3 were increased after administration of SAHA
(Fig. 7d).
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Next, we investigated the influence of GSK-J4 treatment on the
growth of the OVA250 tumour in vivo. We orthotopically
implanted primary tumours, either treatment-naive or derived
from mice previously treated with cisplatin (CDDP) (see the
“Methods” section for further details), in the ovary of female nude
mice to generate the OVA250X and OVA250XR tumours,
respectively (Fig. 7e; Supplementary Fig. 10c-f). We observed a

GS s

*k

reduction in the size and weight of the tumours from mice treated
with the GSK-J4 inhibitor in the OVA250X model (Fig. 7f).
Although the differences did not reach statistical significance,
histological examination revealed the presence of a few viable
tumour cells in the tumours from mice treated with GSK-J4.
These tissues contained a large amount of fibrosis, instead of the
necrosis observed in the lung cancer orthotopic model, possibly
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Fig. 6 GSK-J4 induces tumour regression of SMARCAA4def lung tumours in vivo. a Kaplan-Meier curves showing overall survival for GSK-J4-treated
compared with vehicle control groups of each indicated orthotopically implanted mice model. Panels below, number of mice (n) and mean survival times for
each group of treatment and cell line. P-values from the two-sided log-rank (Mantel-Cox) test of the plots are included. **P < 0.01; ****P < 0.0001. n.s., not
significant. b Representative sections of haematoxylin and eosin (H&E) staining of tumours from the indicated cells, from mice treated with either GSK-J4 or
vehicle. Upper panels, tumour regions are marked within circles. Scale bars, 2.5 mm. The pink areas inside the tumours indicate necrosis. HE heart, LU lung.
Bottom panels, representative sections, at higher magnification, of tumours from the indicated cells and treatments. Scale bars, 50 um. ¢ Quantification of
necrotic areas. Mean + SD are indicated for each group. The number of tumours, each from a different individual, were n = 4 in each VH and GSK-J4 treated
groups for the DMS273X mice; n =4 in the VH and n =5 in the GSK-J4 groups, for the DMS114X mice and n = 4 in the VH and n = 6 in the GSK-J4 groups,
for the H841X mice. Two-sided unpaired Student's t-test. ***P = 0.0006; ****P < 0.0001. VH vehicle. d Representative immunostaining of H3K27me3 in
tumours from the indicated cells and treatments. Scale bars, 25 um. Below, distribution of H3K27me3 staining among tumours (three tumours per cell line
and condition) from the DMS273X, H841X and DMS114X tumours treated with vehicle or GSK-J4. Low (intensity values 1and 2); high (intensity values 3 and
4) (Supplementary Table 6). Two-sided Fisher's Exact test. *P < 0.05. A Source Data file is available for this figure.

because the OVA250X was derived from a primary tumour and
not from cancer cell lines (Fig. 7g). Similar to what was observed
in the lung cancer mouse models, the GSK-J4 treatment triggered
an increase in H3K27me3 (Fig. 7h). Further, the levels of caspase
3, indicative of apoptosis were increased in the SMARCAdef
tumours in those mice treated with GSK-J4 (Fig. 7h). Next, we
generated the OVA250XR tumours to determine the benefits of
GSK-J4 in tumours that have been pre-treated with CDDP, the
standard treatment for SCCOHT. The morphology of the
OVA250XR tumours was similar with that of the primary
tumour and of the OVA250X (Supplementary Fig. 10e). The
OVA250XR showed greater refractoriness to CDDP than did
OVA250X (Supplementary Fig. 10f). The treatment with GSK-J4
significantly decreased tumour growth in the OVA250XR. Taken
together, these observations demonstrate that the KDM6s
inhibitor could constitute a therapeutic option for SCCOHT
patients even after they have become resistant to CDDP
(Supplementary Fig. 10g-i).

Discussion

Here, we present evidence that cancer cells carrying oncogenic
MYC are susceptible to growth inhibition by treatment with the
HDAC inhibitor, SAHA. HDAC inhibitors, including SAHA,
have come to be recognised as biologically active compounds of
value for treating cancers, although their use is currently limited
to some haematological malignancies3!. Our current findings
indicate that the pre-selection of patients with tumours in which
any of the MYC family of genes have been genetically activated
will have better response rates to SAHA, which suggests that
SAHA could be used to treat neuroblastomas and lung cancers,
among other types of cancer, in which the MYC genes are
amplified.

Second, we found that lung or ovarian cancer cells with inac-
tivated SMARCA4 not only were refractory to the growth sup-
pression triggered by SAHA, but also aberrantly accumulated
H3K27me3 following the administration of this inhibitor. The
levels of global H3K27ac were low in the SMARCA4def cells, a
characteristic that was accentuated in the SCCOHT cells. We
ruled out a central role for EZH2 methyltransferase activity in the
refractoriness to SAHA in these cells, although the dependency
on a non-catalytic role for EZH2 cannot be completely dis-
counted, as it is known to affect the survival of the SWI/SNF-
mutant cancer cells!4. Additionally, we demonstrate that the
transactivation of several lysine demethylases (KDM:s), including
KDM6A and KDMS6B, is impaired in cells that lack SMARCA4,
leading to a downregulation of basal KDM6s. This, coupled with
inability of these cells to modulate the levels of EZH2 expression
in response to SAHA and, in keeping with other
knowledge®10-20, is evidence that defective chromatin remodel-
ling in SMARCAA4def cells promotes a closed chromatin structure
and a transcriptionally rigid scenario that maintains the

refractoriness of these cells to the appropriate modification of
gene expression upon different stimuli.

Despite the high degree of sequence similarity in the catalytic
domain of KDM6A and KDM6B, these two enzymes have also
some specific roles’?2. KDM6A is mainly associated with the
demethylation of H3K27me3 at the transcriptional start sites of
the HOX genes upon differentiation stimuli, whereas KDM6B is
involved in inflammation and other, general physiological
processes32, Furthermore, KDM6A, but not KDM6B, is respon-
sible for Kabuki syndrome (KS), an infrequent, inherited disease
that is characterised by neurological, endocrine and autoimmune
disorders33. Here, we found that a deficiency in KDM6B is
responsible for the refractoriness to SAHA in SMARCAA4def cells.
Further, a deficiency in KDM6B also accounts for the global
increase in H3K27me3 upon administration of SAHA, which is
consistent with a broader role for KMD6B in H3K27me3
deposition than that of KDM6A34, Non-catalytic activities have
been proposed for the KDM6s which may also account for some
of these differences®2.

Considering its potential clinical applicability, the most rele-
vant finding presented here is the great vulnerability of the
SMARCAA4def cells to KDM6s inhibition, which was evident in
cell culture and in mouse models with orthotopic transplants of
lung cancer cells and SCCOHTs. Their frequency and poor
prognosis mean that the use of GSK-J4 or similar compounds can
have a great impact on the treatment of SMARCA4-mutant
tumours. Likewise, SCCOHT is an aggressive carcinoma with
rhabdoid characteristics and, though infrequent overall, pre-
dominantly affects young women®-11. Our current results, which
show that GSK-J4 strongly suppresses its growth in vivo,
emphasises the huge potential of KDM6s inhibitors in treating
this disease, which otherwise has very limited treatment options
and, consequently, a dismal prognosis. Currently, there is only
limited, preclinical information about the use of KDM6s inhibi-
tors in cancer treatment. Anti-tumorigenic activities of GSK-J4
have been shown in some leukaemias and in gliomas with H3F3A
mutations, both of which are attributable to the inhibition of
KDM6B3>36, In our case, the depletion of either KDM6A or
KDMG6B affected the viability of SMARCA4def cells, suggesting
that, in this context, the depletion of either of them cannot be
compensated. A limiting amount of KDM6s, due the lack of
SMARCA4-mediated transactivation and regulation, seems to
underlie the toxicity to the KDM6 inhibitor, GSK-J4, in SMAR-
CAd4def cells. It has also been shown that the KDM6s enhance the
accessibility of the SWI/SNF complex to H3 and promote chro-
matin remodelling3”-38 which may also contribute to the strong
dependency of SMARCA4def cells, which rely only in the
SMARCA2-dependent SWI/SNF complex, on these demethylases
for survival. Despite our current findings about the toxicity of the
GSK-J4 compound in SMARCA4def cells, the effects could be
broader, and cancer cells in which other members of the SWI/
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SNF-complex or of related pathways are genetically inactivated,
may also be vulnerable to this inhibitor.

Methods

Cancer cell cultures. The cell lines NCI-H841, NCI-H23, NCI-H82, NCI-H69,
NCI-H157, NCI-H1975, NCI-H2170, NCI-H460, NCI-H1963, NCI-H446,
DMS114, NCI-H727, NCI-H228, NCI-H128 and NCI-H1299 cell lines are from
the American Type Culture Collection (ATCC). The DMS273 cell line is from the
European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC). The Lul65 cells
were obtained from the RIKEN Cell Bank (Japan). The cells were grown under
recommended conditions and maintained at 37 °C in a humidified atmosphere of
5% CO,/95% air. The cell lines were authenticated by genotyping for TP53 and
other known mutations. All cell lines used in this study were mycoplasma-free.

h  Vehid

 H3K27me23.

CASPASE 3

Genomic DNA and total RNA were extracted by standard protocols. One primary
lung cancer cell line PCD11 was derived from malignant pleural effusions®. Two
primary cancer cell lines cultures were derived from orthoxenografts/PDOXs
generated in nude mice from two primary tumours of two SCCOHT patients
(OVA250L and OVA259L) that were obtained from Bellvitge Hospital and the
Catalan Institute of Oncology (ICO) with the approval of the Ethical Committee
(CEIC Bellvitge). Ethical and legal protection guidelines of human subjects,
including informed consent, were followed. Fresh orthoxenografts/PDOXs grown
in the mouse ovaries were collected when mice were sacrificed at passage #1, then
minced with sterile scalpels. Single cells and clumps were transferred to cell culture
plates and maintained in DMEM supplemented with 10% FBS plus 50 U/mL
penicillin and 50 mg/mL streptomycin under standard culture conditions. When
cell colonies with epithelial cell morphology were observed, cells were trypsinized
and expanded. Both primary cell lines were considered established after >6
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Fig. 7 GSK-J4 reduces cancer cell viability of SCCOHT orthotopically implanted in mice. a Chromatogram depicting changes in SMARCA4, at the genomic
DNA level, in the SCCOHTSs of two patients. The alterations were biallelic, confirming the complete inactivation of SMARCA4. A normal reference DNA is also
included. b Representative clonogenic assays for the indicated cells and treatments. ¢ Percentage of viable cells of the indicated cells, measured using MTT
assays, after treatment with increasing concentrations of GSK-J4 for 5 days. Lines show the number of viable cells relative to the total number at O h. Error
bars, mean = SD from three replicates. ECsq half-maximal effective concentration. d Western blot of the endogenous levels of the indicated proteins and
cancer cells. TUBULIN, protein-loading control (48 h treatments, except 24 h in the GSK-J4 for the OVA250L cells). e Schematic representation of different
models and treatments in mice developed from the OVA-250 tumour. SCCOHT small cell carcinoma of the ovary, hypercalcemic type. CDDP cisplatin. Figure
schematics were generated using https://smart.servier.com/ (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/). f Left panel, gross pathological photographs
at necropsy of the ovarian tumours that arose in mice treated with vehicle (n=5) or GSK-J4 (n = 7). Right panels, volume and weight of each tumour. Two-
sided unpaired Student's t-test. n.s. not significant. g Representative sections of H&E staining of tumours from the group of mice treated as indicated (n =5 in
each group). Pink areas inside the tumours indicate fibrosis. Scale bars, 2.5 mm; Lower panels, magnification of the areas indicated (rectangle); scale bar, 50
um (above) and 25 um (below); Lower right panel, quantification of fibrotic areas. Two-sided unpaired Student'’s t-test. Error bars, mean + SD from replicates.
****P < 0.0001. h Representative immunostaining of H3K27me3 and of CASPASE-3 for OVA250X tumours treated with vehicle or GSK-J4. Scale bars, 25 um.
The quantification of the immunostaining is provided in Supplementary Table 6. A Source Data file is available for this figure.

passages in vitro. Specific informed consent was obtained from all patients for
tumour implantation into mice, and the study was approved by the IDIBELL Ethics
Committee (No. AAALAC-1155).

Antibodies and western blots. The following primary antibodies were used for
western blots: anti-TUBULIN, T6199 mouse (1/10,000, Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA); anti-Beta-ACTIN, 13854 (1/20,000 Sigma Aldrich); anti-SMARCA4
493608 (1:1000, Cell Signaling Technology); anti-EZH2 5246S (1:1000, Cell Sig-
naling); anti-H3K27ac D5E4 (1:1000, Cell Signaling) anti-H3K27me3 07-449
(1:1000, Cell Signaling); anti-UTX (KDM6A) D3Q1I (1:1000, Cell Signaling); anti-
KDM6B (JMJD3) #3457 (1:1000, Cell Signaling) for western blots or anti-KDM6B
(JMJD3) ab38113 (Abcam) for immunostaining (see also Supplementary Table 1).
For western blots, whole-cell lysates were collected in a buffer containing 2% SDS
50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 10% glycerol and protease inhibitor cocktail (Roche
Applied Science). Protein concentrations were determined using a Bio-Rad DC
Protein Assay kit (Life Science Research). Equal amounts of lysates (20 ug) were
separated by SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane that was
blocked with 5% nonfat dry milk. Membranes were incubated with the primary
antibody overnight at 4 °C, then washed before incubation with species-appropriate
IRDye 680CW (925-68022) or IRDye 800CW (925-32213) fluorescent secondary
antibodies (1:10,000 LI-COR, NE, USA) for 1 h at room temperature. Membrane
imaging was performed on the Odyssey Li-Cor CLx i software: Image Studio
Lite v5.2.

Quantitative RT-PCR. To assess mRNA levels of the KDMs in different cells qPCR
analysis was performed. 1 pg of total RNA was reverse-transcribed using Super-
Script™ II reverse transcriptase (Invitrogen) and Random primers (Promega),
according to the manufacturers’ instructions. QRT-PCR was performed in a
Quantstudio Real-Time PCR (Quantstudio Design & Analysis v1.5.1) instrument
using SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Three biological
replicates were carried out. Primer sequences are provided in the Supplementary
Table 2.

Treatments and shRNAs. Chemicals were obtained from the following sources:
SAHA, suberoyl anilide hydroxamic acid (Cayman Chemical Company, Ann
Arbour, MI, USA); GSK-J4 (Shelleckchem); GSK-126 (Cayman Chemical Com-
pany). shRNAs against SMARCA4, KDM6A and KDM6B were purchased from
SIGMA-MISSION (LentiExpressTM Technology, Sigma-Aldrich) as a glycerol
stock of five pLKO plasmids carrying specific ShRNA sequences. A non-target
shRNA (shNT) (Sigma MISSION shRNA non-mammalian control SHC002) was
used as a control. The lentiviruses were generated within the 293T packaging cells.
Oligonucleotide sequences are provided in the Supplementary Table 3.

Flow cytometry. The cells were collected with PBS and the cell suspension was
transferred into the tubes, containing 70% ethanol, and fixed for 2 h. Cells were cen-
trifuged, ethanol was decanted and cells were suspended in 5 mL PBS, and then treated
with 1 mL propidium iodide (PI)/Triton X-100 staining solution (PI/Triton X-100
staining solution with RNase A, freshly made (to 10 mL of 0.1% (v/v) Triton X-100
(Sigma) in PBS add 2 mg DNase-freeRNase A (Sigma) and 200 pl of 1 mg/mL PI) for
30 min at room temperature. Flow cytometry experiments for detecting PI emission
were performed in BD FACSCanto II Cell Analyzer (Becton, Dickinson) and the data
analysis was performed using DNA content frequency histogram deconvolution soft-
ware (FACSDiva v6.1.2). The visualisation graphs were prepared with FlowJo software
version 7.6.

Cell growth analysis and calculation of EC5o and Cl. For cell viability assays, cell
lines were incubated in 96-well plates. Before harvesting, cells were treated for

5-7 days with the indicated concentrations of each compound (SAHA, GSK-J4,
GSK-126) or combinations. For the assays, 10 uL of a solution of 5 mg/mL MTT
[3-(4,5)-dimethylthiazol-2-yl)—2,5-diphenyltetrazolium bromide] (Sigma Chemi-
cal Co.) was added. After incubation for 3 h at 37 °C, the medium was discarded,
the formazan crystals that had formed were dissolved in 100 pL of lysis buffer (50%
N-N-dimethylformamide in H,O, 20% SDS, 2.5% glacial acetic acid, NaOH 5 mol/
L, pH 4.7), and absorbance was measured at 596 nm. Results are presented as the
median of at least two independent experiments performed in triplicate for each
cell line and for each condition. For ECs calculations, cells were treated with each
drug and their various combinations for 5 days. Estimates of EC5, were derived
from the dose response curves. To assess the drug concentration effect and to
calculate the combination index (CI), cells were plated in 96-well plates and
incubated with a concentration of SAHA ranging from 0.07 to 10 uM (0.07, 0.15,
0.3, 0.6, 1.25, 2.5, 5.0 and 10 uM), and the same for GSK-J4 for 5 days. MTT assays
were performed and the ECs, was determined by fitting the dose-response curve
utilising the CompuSyn software. The CI values for each dose and the corre-
sponding effect level were calculated. The CI offers a quantitative definition for
drug combinations in which CI<1, CI=1 and CI > 1 indicate synergism, an
additive effect, and antagonism, respectively.

For clonogenic assays, the plates were seeded with 5000 cells from each cell line,
then treated with SAHA (1 uM), GSK-J4 (1 uM) or GSK-126 (1 uM) for 5 days.
Cells were stained with crystal violet solution (0.5% Crystal Violet in 25% of
methanol).

ChIP-sequencing. For ChIP, cells were grown in P-150 cm cell dishes and fixed
with 1% methanol-free formaldehyde (Thermo Scientific) for 10 min at room
temperature, then quenched by 125 mmol/L glycine for 15 min at room tem-
perature, washed with ice-cold PBS twice and centrifuged at 200 x g, 4 °C for 5 min.
The pellet was resuspended in 1 mL of cell lysis buffer (10 mmol/L Tris-HCI, 10
mmol/L NaCl, 0.5% NP-40, protease inhibitor) and kept at 4 °C, rotating for 30
min. After centrifugation, the pellet was resuspended in 1 mL of nuclear lysis buffer
(1% SDS, 10 mmol/L EDTA, 50 mmol/L Tris-HCI pH 8.0, protease inhibitor) and
kept at 4 °C for 60 min. After another centrifugation, the lysate was sonicated with
a Covaris M220 instrument to yield chromatin fragments of an average size of
0.25-1.00 kb, and then frozen at —20 °C for 30 min. The chromatin was thawed on
ice and centrifuged at 2500 x g. For each ChIP reaction, 60 uL of Magna ChIP™
Protein A + G Magnetic Beads (Merck Millipore) was used in accordance with the
manufacturer’s protocol. Before addition of the sheared chromatin to the beads,
Triton X-100 and Na-deoxycholate was added to a final concentration of 10% each.
1% of the chromatin volume was used for input. At least two independent ChIP
experiments were performed.

Immunoprecipitated chromatin was deep-sequenced in the Genomics Unit of
the Centre for Genomic Regulation (CRG, Barcelona, Spain) using the Illumina
HiSeq 2500 system and HiSeq Control Software (HCS) 2.2.68 software (Illumina).
Briefly, library preparation included end-repair, generation of dA overhangs,
adapter ligation, size selection and removal of non-ligated adapters by agarose gene
electrophoresis and amplification (18 cycles) before loading the samples into the
sequencer.

For ChIP-sequencing data analysis, reads were aligned to the human reference
genome hg38, using Bowtie v1.2.2, with default parameters and disallowing multi-
mapping (-m 1)#0. PCR duplicates were removed using PICARD (http://
broadinstitute.github.io/picard/). Ambiguous and multi-mapped reads were
discarded. Peaks were called using MACS2 v2.1.14!. To avoid false positives, peaks
were discarded if they were present in the ChIP-seq of SMARCA4 in the
SMARCA4-deficient cells. Genomic peak annotation was performed with the R
package ChIPpeakAnno v3.15, considering the region +2 kb around the TSS as the
promoter®2. All analyses considered peaks overlapping with promoter regions,
unless otherwise specified. Peak lists were then transformed to gene target lists.
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For heatmap and intensity plot representation of ChIP-seq signal, bedgraph files
were generated using the makeUCSCfile function in HOMER with default
parameters normalising for differences in sample library size, and BigWig files were
generated using the function bedGraphToBigWig from UCSC. Heatmaps were
derived using the functions computeMatrix, in a window of +2 kb around the
centre in the TSS, and plotHeatmap from deepTools* (version 3.5).

Construction of expression vectors and infections. The complete KDM6A
cDNA (NM_021140.4) was PCR-amplified, from a retrotranscribed human RNA
pool (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) using Phusion High-Fidelity
DNA Polymerase (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) following standard
protocols. The cDNA fragments were cloned into the pLVX-IRES-ZSGreen vector
(Clontech), between the XhoI and NotI endonuclease restriction sites, following the
manufacturer’s instructions. For the KDM6B, the complete KDM6B coding region
(ENSG00000132510.10) was PCR-amplified, from a human DNA pool (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) using Phusion High-Fidelity DNA Poly-
merase (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), following standard protocols.
The fragment was cloned into the pPCDNA4/TO vector (Invitrogen), between the
Kpnl and Xhol endonuclease restriction sites, following the manufacturer’s
instructions. The KDM6A and KDM6B inserts were then Sanger-sequenced. All
the primers used are listed in Supplementary Tables 4 and 5. For KDM6A ectopic
expression, the cells were infected with lentiviruses derived from the pLVX-IRES-
ZSGreen vector and then selected by sorting GFP positive cells, using an BD
FACSArea (Becton, Dickinson). For KDM6B ectopic expression, the cells of
interest were transfected with a pCDNA4/TO-KDM6B construct and clones
expressing KDM6B were selected with Zeocin (InvivoGen) and pooled.

Generation of orthotopic tumour models and treatments. Male and female
athymic nu/nu mice (ENVIGO) aged 4-5 weeks were maintained in a sterile
environment before use in the lung cancer orthotopic experiments. Female athymic
nu/nu mice (ENVIGO), 4-6 weeks old, were used for the ovarian cancer orthotopic
studies. The animals were housed in individually ventilated cages on a 12-h
light-dark cycle at 21-23 °C and 40-60% humidity. Mice were allowed free access
to an irradiated diet and sterilised water. All animal experiments were approved by
the IDIBELL Ethical Committee under protocol 9111 approved by the Government
of Catalonian, AAALAC accredited Unit 1155, and performed in accordance with
guidelines stated in the International Guiding Principles for Biomedical Research
Involving Animals, developed by the Council for International Organizations of
Medical Sciences (CIOMS). To generate orthotopic lung tumour xenografts the cell
lines were injected subcutaneously into the back of the mice (n =3 mice/cell line).
Once the solid tumour had entered the exponential growth phase, mice were
sacrificed, the tumour was isolated under sterile conditions, and the non-necrotic
areas were selected and minced in small fragments of 2-3 mm?. These were then
orthotopically implanted in the lung parenchyma?®2°. On day 15, the mice were
randomised and intraperitoneally treated with GSK-J4 (50 mg/kg/day for each
mouse) or corresponding vehicle only. For the lung orthotopic models, in most
cases the animals were sacrificed when they displayed serious respiratory difficulty,
which was subsequently confirmed to be associated with lung tumour growth.

Orthoxenografts or PDOXs of SCCOHT were generated. The primary tumour
specimens for the two primary SCCOHT samples were freshly obtained at Hospital
Universitario de Bellvitge (Hospitalet de Llobregat, Barcelona, Spain). The study
was approved by the Institutional Review Board, and written informed consent was
obtained from both patients. The orthotopic ovarian tumours were engrafted in
mice, following an established protocol®(. Briefly, non-necrotic tissue pieces (2-3
mm?) from resected carcinoma were selected and placed in DMEM (BioWhittaker)
supplemented with 10% FBS and penicillin/streptomycin at room temperature.
Under isofluorane-induced anaesthesia, animals were subjected to a lateral
laparotomy, their ovaries exposed, and tumour pieces anchored to the ovary
surface with prolene 7.0 sutures. Tumour growth was monitored 2 or 3 times per
week and when the tumour had reached a sufficient size, it was harvested, cut into
small fragments, and transplanted into between two and four new animals.
Engrafted tumours (named OVA250X) at early mouse passages were cut into 6-8
mm? pieces and stored in liquid nitrogen in a cryopreservation solution of 90% FBS
and 10% dimethyl sulfoxide, awaiting subsequent implantation.

To generate the cisplatin-resistant ovarian xenograft mouse model,
orthotopically engrafted OVA250X tumours at passage#1 were allowed to grow (n
=3 mice) until palpable intra-abdominal masses were noted. Cisplatin was i.v.-
administered to the animals (cycle #1, 3, 5 mg/kg dose) for 3 consecutive weeks
(days 0, 7 and 15; cycle#1 of treatment) (Supplementary Fig. 9b). Post-cisplatin
tumours at relapse were harvested and engrafted in new animals. This process of
cisplatin treatment was repeated up to four times by treating tumour-bearing mice
with stepwise-incremental doses of cisplatin: cycle #2, 4 mg/kg; cycle #3, 5 mg/kg
and cycle #4, 5 mg/kg (see Supplementary Fig. 9b). Cisplatin-resistant tumours
were obtained (OVA250XR). At doses higher than 3.5 mg/kg, signs of cisplatin
induced some toxicity that were ameliorated by 2 days administration of saline
containing 5% glucose. Mice were transplanted with fragments of OVA250X and
OVA250XR tumours, and when tumours reached a homogeneous palpable size
were randomly allocated into the treatment groups (n = 3-7 mice/group): (i)
Placebo; (ii) GSK-J4 (50 mg/kg) and (iii) cisplatin (3.5 mg/kg); drugs were
administered once a day, 5 days per week, for 4 consecutive weeks. Animals were

sacrificed on day 21 of treatment, and their ovaries dissected out and weighed.
Representative fragments were either frozen in nitrogen or fixed and processed for
paraffin embedding.

Histopathology and immunostaining. For histological analysis, tumours were
fixed and embedded in paraffin. Necrosis/fibrosis were morphological assessed
after staining with haematoxylin and eosin (H&E), using standard protocols, and
then examined by light microscopy in a blinded fashion. For immunostainings, 4-
um-thick paraffin-embedded sections of lung and ovarian tumour samples were
deparaffinized overnight at 62 °C and then immersed in xylene. Samples were
rehydrated and, after microwaving with Tris/EDTA pH 9.0 for antigen retrieval,
endogenous peroxidase was inhibited with a 3% hydrogen peroxide solution,
blocked in 10% goat serum and incubated with primary antibodies overnight at 4 °
C (Supplementary Table 1). HRP-conjugated polyclonal goat (anti-mouse and anti-
rabbit) secondary antibodies (NeoStain ABC Kit, NeoBiotech) were used in 1-h
incubations at room temperature. Labelling detection was done using an
ImmPACT DAB Peroxidase (HRP) Substrate kit (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA), and tissue sections were counterstained with haematoxylin. Once
dehydrated in an ethanol battery and cleared in xylene for 1h, samples were
mounted with coverslips with DPX mounting medium (Merck Millipore, Darm-
stadt, Germany). Sections were evaluated under a Leica DM1000 microscope by
two independent observers in a blind fashion. Areas of necrosis/fibrosis were
quantified using Photoshop (version 2021). The scoring criteria for determining
H3K27me3 staining were based on the staining intensity (four categories, 1-4)
(Supplementary Table 6). The mean of values from three independent evaluators
was determined.

Statistical analysis. Student’s t-tests, EC5, calculations, Kaplan-Meier estimates
and log-rank (Mantel-Cox) test were performed using Prism software (GraphPad
Prism 9). Values of P <5% were considered statistically significant. The statistical
methods used for each analysis are specified in the figure legends.

Reporting summary. Further information on research design is available in the Nature
Research Reporting Summary linked to this article.

Data availability

The ChIP-seq raw data obtained in this study has been uploaded to the Gene Expression
Omnibus-GEO (NCBI), under accession number GSE155129. Uncropped western blot
images are also present in a Source Data file. Databases/Datasets used in the study were:
cBioPortal for Cancer Genomics, Cancer Cell Line Encyclopedia-CCLE (https://www.
cbioportal.org/study/summary?id=ccle_broad_2019), COSMIC-Catalogue of Somatic
Mutations in Cancer (https://cancer.sanger.ac.uk/cell_lines), DepMap Portal-Cancer
Dependency Map (https://depmap.org/portal/achilles/), Genomics of Drug Sensitivity in
Cancer database (https://www.cancerrxgene.org/compound/Vorinostat/1012/overview/
ic50, https://depmap.org/portal/compound/GSK-J4?tab=dependency). The authors
declare that other data supporting the findings of this study are provided in the
Supplementary Information/Source Data file. Source data are provided with this paper.
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Supplementary Fig.1. SAHA reduces growth in MYCamp, but not in SMARCAA4def cancer cells. a,
Representative examples of effects on cell viability, measured using MTT assays, in the indicated cell lines
after treatment with increasing concentrations of SAHA for 5 days. ECso, half maximal effective concentration.
Error bars, means £ SD of three replicates. b, SAHA induced G1 phase arrest in the cell cycle, in MY Camp but
not in SMARCAA4def cells. Cell cycle distribution was obtained by PI staining and flow cytometry analysis in
cells following treatment with 0.5 uM of SAHA for 48hrs. ¢, Bar graphs depicting the percentage of the
indicated cell in each of the cell cycle phases with and without SAHA treatment. d, Western blotting depicting
the cleavage of PARP in the indicated cells, following the treatment with SAHA or vehicle. A Source Data file

is available for this figure.
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Supplementary Fig.2. Gating strategy for cell cycle analysis of stained MYCamp and SMARCAA4def cells
with Propidium iodide (PI) as per Supplementary Figure 1b. The gaiting strategy is based on first morphology
of viable cells (excludes cell death) > singlets cells (excludes doublets) > P1 staining (DNA content estimation).
First FACS plot represent relative size (FSC-A) and complexity (SSC-A) of lung cancer cells. Second plot
represent FSC-A and FSC-H parameters indicating singlets cells to exclude doublets. Third panel show PI-A
and PI-W parameters to detect DNA content of stained cells with Propidium lodide (PI). Next FACS plot and
histogram showing the defined gates to identify SubG1, GO0-G1, S and G2-M phase and the associated

percentage.
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Supplementary Fig.3. GSK126, alone or in combination with SAHA, do not affect proliferation or
viability in SMARCAA4def cells a, Western blot depicting the levels of EZH2 in the indicated cancer cells,
following SAHA treatment. ACTIN, protein-loading control. b, ¢, Effects on cell viability, measured using
MTT assays, in the indicated cell lines after treatment with increasing concentrations of GSK-126 (b) or of
SAHA and 1 pM of GSK-126, for 5 days (c). ECso, half maximal effective concentration. Values from two
independent experiments per cell line are represented. Error bars, means + SD of three replicates. **, P < 0.01;
**** P < 0.0001. d, Representative clonogenic assays for the indicated cells and treatments. A Source Data

file is available for this figure.
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Supplementary Fig. 4. SMARCAA4def cells carry lower levels of KDM6A and KDM6B, as compared to
the MYCamp cells. a, Heatmap depicting mRNA levels (RPKMs, reads/kb/ million) of the indicated KDMs
and of SMARCA4 from a panel of 179 lung cancer cell lines (from Cancer Cell Line Encyclopedia-CCLE at

cBioportal; https://www.cbioportal.org/). RPKMs (reads per million). The heatmap was generated using the

Software Genesis. d b, Western blot depicting endogenous levels of the indicated proteins in lung cancer cell
lines. ACTIN and TUBULIN, protein-loading controls. The H228 cells do not have KDMG6A protein due to a
genetic inactivating alteration at the KDMG6A gene. ¢, Plot comparing the mRNA levels of the indicated KDMs
of the SMARCA4-low expressing and SMARCAA4-high expressing tumors (lung primary adenocarcinomas

from TCGA, Nature 2014 (https://www.cbioportal.org/). Each dot represents a single tumor. Bars show mean

+ SD. Two-sided unpaired Student’s t-test. **, P =0.01; **** P < 0.0001.d, Determination of protein levels of
KDM6A, KDM6B and EZH2 by western blot in the H1299-wtSMARCA4 and H1299-mutSMARCA4 cell
models (dox, doxycycline, 1 pg/mL; 72 h) with or without SAHA treatment for 72 h. Bars show mean £ SD.
Two-sided unpaired Student’s t-test. e, Upper panel, western blots depicting levels of indicated proteins in the
indicated cells infected with the shNT and with different ShSMARCA4 (#1, #4) (see Ref. 7 for more
information). Lower panel, real-time quantitative PCR of SMARCA4, KDM6A and KDMG6B (relative to ACTB)
for comparing mRNA levels in the H69 cells infected with the ShANT and with two different ShSSMARCA4 (#1,
#4). n=3, for each gene and shRNA. Error bars, means + SD of replicates. Two-sided unpaired Student’s t-test.
*, P=0.011; ***, P =0.002; **** P <0.0001. f, Analysis of the changes in the expression levels of the indicated
transcripts from a panel of 242 genomically characterized human cancer cell lines after knockout of SMARCA4
using CRISPR/CAS9 (Sanger CRISPR). Data and statistics are available at the Depmap portal

(https://depmap.org/portal/depmap/). A Source Data file is available for this figure.
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Supplementary Fig. 5. Genome-wide effects of wild type and mutant SMARCA4 and of SAHA on the
dynamics of H3K27 modification and on EZH2 occupancy. a, Heatmaps of normalised ChIP-seq intensities,
centred + 2 kb around the transcriptional start sites (TSS), of SMARCA4, H3K27ac, H3K27me3 and EZH2, in
the H1299 cell model. b, Genome-wide functional annotations for peaks generated by ChIP-seq analyses.
Promoters are defined as the regions + 2 kb around the annotated TSS. Numbers below each bar indicate the
absolute number of peaks at promoters called for the ChIP-seq of each indicated protein and condition. c,
Representative snapshots from IGV of ChIP-seq profiles at selected target loci, performed in the H1299 cell
model. H1299-wtSMARCA4 or H1299-mutSMARCA4 cell models after induction of SMARCA4 (dox,

doxycycline, 1 pg/mL; 72 h) with or without SAHA treatment (1 uM, 72 h).
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Supplementary Fig. 6. Venn diagrams showing shared occupancies and examples of snapshots for the
different ChlP-sequencing experiments. a, Venn diagrams of the overlap of SMARCA4, H3K27ac and EZH2
peaks in the H1299 cell model. b, Representative snapshots from IGV of ChlP-seq profiles at selected target
loci, performed in the H1299 cell model. H1299-wtSMARCA4 or H1299-mutSMARCAA4 cell models after

induction of SMARCAA4 (dox, doxycycline, 1 pg/mL; 72 h) with or without SAHA treatment (1 uM, 72 h).
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Supplementary Fig. 7. Lower levels of KDM6A and KDMG6B in the SMARCAA4def cells and shRNAs, to
downregulate KDM6A and KDMG6B expression in different MYCamp cells. a, Significant correlation
between mMRNA levels of KDM6B (RNA-sequencing from the Sanger database or RT-QPCR data from our
current study) and ECso (half maximal effective concentration) for SAHA (upper panels, from

www.cancerrxgene.org or lower panels, from our own data). Each dot represents a single cancer cell line.

Simple linear regression analysis. *, P < 0.05; n.s, not significant. b, Western blots depicting levels of the
indicated proteins in the indicated cells infected with the sShNT and with different ShKDM®6 (#60, #61, #62, #63
and #64) and shKDM6B (#676, #976, #75 and #77). ¢, Clonogenic assays for the H460 cells infected with
shNT, shKDM6 (#63, #64) or sShKDM6B (#676, #976) treated with SAHA for 5 days. A Source Data file is

available for this figure.


http://www.cancerrxgene.org/

% cell viability relative to control

GSK-J4 sensitivity AUC (Prism

o

Supplementary Fig.8

SMARCA4def cells MYCamp cells Othercells ——
I H82 H460 H446 DMS273
50+
ECgy 2.7 UM ECgy 1.3 UM i
0 T T T +
{ I 11T H69 H2170 H522 H841

oyt

ECy,: 0.82 uM

DMS114

)4

)

H1703

EC.y 2.07 M
1 1

-2

ECg,: 0.43 uM
2 . H727
ECg, 1.96 uM ECg,. 0.98 uM
o 1 3 2 41 o 1 a3 2 1 1

Log GSK-J4 concentration [uM]

e KDM4A
GSK-J34 [uM] KDM4B
0 0.5 1
H1299 -
KDM4C
= o po—o
() — -
o 1.5 — KDMSA L
a H1299-WtSMARCA4 S
% N A KDM5B ‘
2 1.0 :
3 , , A ;
3 i H1299-mutSMARCA4 oo
o :
£ i
é 0.5 - KDM6A o @ dow
=] @ SMARCA4def (n=44)
o ® MyCamp (n=23) KDM6B
0.04 © Others (n=446) |
-0.5
2 120 120
1) i 7 Gene Effect (CERES) CRISPR
= 100 —— <\ 1004 dp 1t . (Sanger)
= ; 100+ i B g
o_ 801 } } 80
>2 b
ZE 60-1 60| P
3O 40 40 :
> 204 — WtSMARCAA4 (dox-) N WISMARCA4 (dox+) .
o —— SMARCA4def (dox-) —— SMARCA4def (dox+) i
© 0 I I ] T 0 I I T ?
© -3 -2 -1 0 1 -3 -2 -1 0 1

Log GSK-J4 concentration [uM]



Supplementary Fig. 8. GSK-J4 induces cell growth inhibition of SMARCAA4def lung cancer cells. a,
Examples of the effects on cell viability, measured using MTT assays, after treatment with increasing
concentrations of GSK-J4 in the indicated lung cancer cell lines. Lines, percentage of viable cells relative to the
total number at O h. Error bars, means = SD of three replicates. b, Analysis of the sensitivity to the GSK-J4 drug
in a panel of 750 genomically characterized human cancer cell lines using the PRISM (Profiling Relative
Inhibition Simultaneously in Mixtures) technology. Each dot represents a single cancer cell line. In box-whisker
plots, the horizontal band inside box indicates the median, the bottom and top edges of the box 25th—75th
percentiles and the whiskers indicate the min to max. Two-sided unpaired Student’s t-test.*, P= 0.032 in both
cases; n.s, not significant. Data available at the Achilles project at the depmap portal

(https://depmap.org/portal/achilles/). c-d, clonogenic (c) and cell viability (MTT) (d) assays in the H1299-

WtSMARCA4 or H1299-mutSMARCAA4 cell models before and after induction of SMARCA4 (doxycycline, 1
pg/mL; 5 days) treated with GSK-J4. Lines, percentage of viable cells relative to the total number at O h. Error
bars, mean + SD of three replicates. e, Dependency of different cancer cell lines for each of the indicated KDM

from the Achilles project at the depmap portal (https://depmap.org/portal/achilles/). Blue, SMARCA4def cell

lines (n=13); Red, MYCamp cell lines (n=25) and grey (n=204), cancer cell lines that are wild type for both
SMARCA4 and MYC. Two-sided unpaired Student’s t-test. *, P < 0.05; n.s, not significant. In box-whisker
plots, the horizontal band inside box indicates the median, the bottom and top edges of the box 25th—75th

percentiles and the whiskers indicate the min to max. A Source Data file is available for this figure.
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Supplementary Fig. 9. GSK-J4 induces tumour regression of SMARCA4def lung tumours in vivo
Representative sections of H&E staining of the indicated tumours developed from the indicated lung cancer
cells grown in nude mice (lung orthotopic implantation of small solid fragments of engrafted cell lines
previously grown subcutaneously), treated with GSK-J4 or vehicle. Left panels, scale bars, 2.5 mm.

Magnification as indicated (5%, 10x and 20x panels; scale bars, 100 um, 50 pm and 25 pum, respectively).
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Supplementary Fig. 10. In vivo establishment of paired cisplatin-resistant SCCOHT xenografted tumour
and effect of cisplatin and GSK-J4 treatments. a, Western blot to show presence or absence of SMARCA4
in the indicated ovarian cancer cells. b, Western blot depicting the cleavage of PARP in the indicated cells,
following the different treatments or vehicle. TUBULIN, protein-loading control. ¢, The experimental approach
used for cisplatin (CDDP)-resistant tumour generation combines: (i) iterative cycles of cisplatin treatment (3
doses of cisplatin administered by i.v. injection on days 0, 7 and 15); (ii) successive increase of administered
doses through four cycles applied to different mice. Lateral laparotomy was conducted in isofluorane-
anaesthetised mice. The ovary was mobilised and small tumour pieces of primary tumour were anchored on the
mouse ovarian surface with prolene 7.0 sutures. Engrafted OVA250X tumours grew as large solid masses,
usually to 1,000-1,500 mm?® in diameter, which determined the time of sacrifice. Figure schematics were

generated using https://smart.servier.com/ (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/). d, Representative

H&E staining, from at least five different tumours of each group, reveals a similar morphology between primary
SCCOHT and paired engrafted OVA250X. Top panels, scale bar 500 um, middle panels scale bar, 200 pum.
Bottom panels scale bar, 50 um. e, Gross pathological photographs at necropsy (top panels) and representative
H&E staining (bottom panels) of the OVA250X and OVA250XR tumours, from at least five different tumours
of each group. Scale bar, 50 um. f, Measure of the weight of each of the tumours from mice treated with vehicle
(VH) (n=3) or cisplatin (CDDP) (n=3). *, P =0.046 (OVA250X) and *, P =0.018 (OVA250XR); Error bars,
means + SD of replicates. g, Left panel, gross pathological photographs of all ovarian tumours that developed
in the mice treated with vehicle (VH) (n=3), cisplatin (CDP) (n=3) or GSK-J4 (n=5). Right panels, volume and
weight of each tumour. *, P =0.036 in both cases; n.s, not significant. h, Representative H&E staining of
OVA250XR tumours, from at least five different tumours of each group, treated as indicated. Scale bar, 100
um (upper panels) and 25 um (lower panels). i, Quantification of necrotic areas from the tumours from mice
treated with vehicle (VH) (n=3) or cisplatin (CDDP) (n=3) or GSK-J4 (n=5). *, P =0.044; All tests are two-

sided unpaired Student’s t-testn.s, not significant. A Source Data file is available for this figure.
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Supplementary Table 1. List of antibodies used. WB, western-blot; IHC, immunohistochemistry; ChlP,

chromatin immunoprecipitation

: : : Dilution Vil Dilution
Protein Reference  Supplier Technique unt
(WB) (IHC)
(ChlIP)
#3457 Cell signalingWB 1:1000
KDM6B/IMJDS3 ab38113 Abcam WB & IHC 1:1000 1.50
KDM6A/UTX #33510 Cell signalingWB & IHC 1:1000 1:100
H3K27me3 07-449 Sigma m‘g &ChiP-seq& 1.1000 | 2ug 1:100
H3K27ac ab4729 Abcam mg &ChlP-seq & 4.1400 2ug 1:100
EZH2 #5246 Cell signaling WB & ChliP-seq 1:1000 2ug
SMARCA4 #49360 Cell signaling WB & ChliP-seq 1:1000 2ug
ACTIN A2228 Sigma WB 1:10000
TUBULIN 200-301-880S Rockland WB 1:10000
PARP #9542 Cell signaling WB 1:1000
CASPASE-3 #9668 Cell signaling IHC 1:1000 1:100
Donkey anti-rabbit 1IgG IRI_Dye 800CW 926-32213 Li-Cor WB 1:10000
fluorescent secondary antibody
Donkey anti-mouse IgG IR_’Dye 680LT 926-68022 Li-Cor WB 1:10000
fluorescent secondary antibody
Supplementary Table 2. List of primers used for the quantitative RT-PCRs.
s o3 s oy Scale .
Gene Forward (5’-3’) Reverse (5’-3’) (umols) Supplier
ACTB GGCATCCTCACCCTGAGGTA AGGTGTGGTCGGAGATTTTC | 0.025 Sigma
GUSB CTGTACACGACACCCACCAC GATGAGGAACTGGCTCTTGA | 0.025 Sigma
KDM1A/LSD1 GCCATGGTGGTACAGGTCTA TGGCCAGTTCCATATTTACA 0.025 Sigma
KDM2A CGGATAGTTGAGAAAGCCAT CTCTTTGGTGGGCCTCTGTA 0.025 Sigma
KDM3A ACCTGCAGTTATTCTTCAGC | TAATGCCAGTCCTATGCCAT 0.025 Sigma
KDM4A/IJMJID2A CCTCACTGCGCTGTCTGTAT HCCAGTCGAAGTGAAGCACAT | 0.025 Sigma
KDM4B/JMJD2B GATCTCCATGGACGTGTTCG | CGTTTCCGGTGAGACCTGCC | 0.025 Sigma
KDM4C/IMJID2C GGCATAGGTGACAGGGTGTG  CGGGGACCAAACTCTGGAAA | 0.025 Sigma
KDM4D/IJMJD2D CGGGATCTGCACAGATTATC  AGTTTCTGAGGAGGGCGACC | 0.025 Sigma
KDM5A GGTTTCTTAAGGTGGCAAGT | TTCTTTTGTACTGTTCCCTA 0.025 Sigma
KDM5B AGCTTTTCTCAGAATGTTGG | GCAGAGTCTGGGAATTCACA @ 0.025 Sigma
KDM5C GGGTTTCTAAAGTGTAGATC ' CCCACACATCTGAGCTTTAG 0.025 Sigma
KDMBA/UTX GTCCGAGTGTCAACCAACTG TGAGAGTCCTGGAGTAGGAG | 0.025 Sigma
KDM6B/IJMJID3 CTCAACTTGGGCCTCTTCTC A GCCTGTCAGATCCCAGTTCT 0.025 Sigma
Supplementary Table 3. References for the shRNAs
Name Clone ID Vector Target gene Supplier
#60 TRCNO0000107760 pLKO.1 KDMG6A Sigma
#61 TRCNO0000107761 pLKO.1 KDMG6A Sigma
#63 TRCNO0000107763 pLKO.1 KDMG6A Sigma
#64 TRCNO0000107764 pLKO.1 KDMG6A Sigma
#r7 TRCNO0000236677 pLKO.1 KDM6B Sigma
#78 TRCNO0000236678 pLKO.1 KDM6B Sigma
#676 TRCNO0000236676 pLKO.1 KDM6B Sigma
#976 TRCNO0000359976 pLKO.1 KDM6B Sigma


https://portals.broadinstitute.org/gpp/public/clone/details?cloneId=TRCN0000107761

Supplementary Table 4. List of primers used for the cloning of KDM6A and KDM6B.

Scale

,_ H) ,- ]

Gene Forward (5°-3’) Reverse (5’-3’) (umols)

KDMBA ZT:Z'?%%QFEC?QSESSGQI%%CC%%T 22aaaaaaGCGGCCGCTCAAGATGAGGCG | () o5 Sigma
COTAG GATGGTAATGGAGGAGCTAATG : 9

KDM6B tttttttGGTACCGCCGCCACCATGC | ttttttt CTCGAGTCATCGCGACGTGCTGGCT 0.025 Siama
ATCGGGCAGTGGACCCTCCAG GGGG ' 9

Supplier

Supplementary Table 5. List of primers used for the sequencing of KDM6A and KDM6B.

Gene Forward (5’-3’) (E:]‘lei) Supplier
KDM6A ATGAGTCTAGTTTAAAGCATTTTCAG 0.025 Sigma
KDM6A ATTAAATGCTACTTAAATGCAACTAG 0.025 Sigma
KDM6A GGAGTTGCACAGGTAC 0.025 Sigma
KDMG6A GGTGGACAACAAGGC 0.025 Sigma
KDM6A TAAAAATGGCTTATCTAACAGTAGC 0.025 Sigma
KDM6A TGACTAAACTTCCTGCTTTTG 0.025 Sigma
KDM6A GCACGAAATATCAAGGTCTCAGATCCAAAGC  0.025 Sigma
KDM6B AACGGAACTATGGAGCC 0.025 Sigma
KDM6B CTCCAGCGTTTCACC 0.025 Sigma
KDM6B AGGATTCTCACACCCC 0.025 Sigma
KDM6B CCGCTGAAGGAGCCC 0.025 Sigma
KDM6B CGAAGAGCCAGTCCC 0.025 Sigma
KDM6B TGCCCAGCCCACACC 0.025 Sigma
KDM6B GTGGAAGCGAGTGGC 0.025 Sigma
KDM6B ACGAGCACTACTGGG 0.025 Sigma

KDM6B AAGAAAATCGCTTACCAGGGC 0.025 Sigma



Supplementary Table 6. Distribution of H3K27me3 staining among tumours (three replicates per cell line and condition) from the DMS273X, H841X,
DMS114X and OVA250X tumours treated with vehicle or GSK-J4. Low (intensity values 1 & 2); high (values 3 & 4).

H3K27me3 H3K27me3 H3K27me3 H3K27me3 H3K27me3
. . i . i . ) Mean- Mean- Categories  Categories
Replicate Vehicle GSK-J4 Vehicle GSK-J4 Vehicle GSK-J4 Vehicle GSK-J4 Vehicles GSK-J4

R1 1 3 1 2 1 1 1 2 Low Low

DMS114X R2 2 4 2 3 2 3 2 3.3 Low High
R3 2 4 2 4 2 4 2 4 Low High

R1 1 3 1 3 1 3 1 3 Low High

HB841X R2 3 4 3 3 3 3 3 3.3 High High
R3 2 4 2 4 2 3 2 3.6 Low High

R1 2 3 1 2 1 2 1.3 2.3 Low Low

DMS273X R2 1 3 2 3 2 3 1.6 3 Low High
R3 2 4 2 3 2 4 2 3.6 Low High

R1 2 3 1 3 2 3 1.6 3 Low High

OVA250X R2 2 4 1 4 2 4 1.6 4 Low High
R3 2 3 2 4 3 4 2.3 3.6 Low High
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