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Resumen

El transcrito 1 de adenocarcinoma pulmonar asociado a metastasis (MALAT1) es un RNA largo
no codificante (IncRNA) con multiples funciones fisioldgicas que esta involucrado en procesos
patoldgicos tales como enfermedades cardiovasculares, neuroldgicas u oncoldgicas. En el caso
de las patologias linfoproliferativas, este IncRNA ha sido poco estudiado y en muchos casos se
desconoce su implicacion clinica y funcional. En esta tesis se estudiard el impacto clinico y
bioldgico de MALATI1 en la leucemia linfatica crénica (CLL), en el linfoma folicular (FL) y en el
linfoma de células de manto (MCL). Concretamente, en CLL y FL una expresion elevada de
MALATI estd asociada a un peor prondstico y a un comportamiento mas agresivo. En CLL, este
comportamiento es independiente de otros factores prondsticos conocidos (estatus
mutacional de IGHV o variable EpiCMIT) y no esta relacionado con alteraciones genéticas. Por
otra parte, la expresion de MALATI1 se correlaciona con la de genes involucrados en vias
relacionadas con el microambiente. De esta manera, la expresion de este IncRNA en esta
patologia podria estar mediada por el microambiente tumoral en los ganglios linfaticos,
mientras que sus niveles no varian significativamente entre este tejido y sangre periférica. En
FL, el IncRNA se relaciona con genes implicados en vias moleculares asociadas con la
patogénesis de esta enfermedad, como por ejemplo la proliferacidn celular. Por el contrario,
en el caso de MCL, los altos niveles del IncRNA estdn asociados a un prondstico mas favorable.
Esto podria ser debido a la relacion de MALATI1 con una menor proliferacidn, tal y como queda
patente al considerar la asociacidon entre este IncRNA y la firma de proliferacién con efecto
prondstico MCL35.

De esta manera y, en base a los resultados obtenidos, se puede concluir que MALAT1 podria
ser utilizado como biomarcador prondstico y podria ser considerado como una posible diana
terapéutica en las patologias analizadas.

Por otra parte, el IncRNA antisentido de MALAT1, denominado TALAM1, también juega un
papel similar en MCL. Concretamente vy, tal y como sucedia con MALATI, estd implicado en un
mejor prondstico y con una menor proliferacidn celular. No obstante, a pesar de las similitudes
funcionales entre ambos IncRNAs, también existen algunas diferencias, sugiriendo que los dos
IncRNAs pueden tener funciones particulares en una misma patologia.



Abstract

The Metastasis Associated Lung Adenocarcinoma Transcript 1 (MALAT1) is a long non-coding
RNA (IncRNA) involved in multiple physiological functions and pathological processes such as
cardiovascular, neurological or oncologic diseases. In lymphoproliferative disorders, this
IncRNA hasn’t been extensively studied and its biological and clinical role is not well
understood. In this thesis, the biological and clinical role of MALAT1 in chronic lymphocytic
leukemia (CLL), follicular lymphoma (FL) and mantle cell lymphoma (MCL) has been studied.
Specifically, a high MALAT1 expression is associated with a poor prognosis and a clinically
aggressive behaviour in CLL and FL. In CLL, this behaviour is independent of other known
prognosis factors (IGHV mutational status or EpiCMIT variables) and is not related with genetic
alterations. Moreover, MALAT1 expression correlates with gene expression of
microenvironment-related pathways. Thus, the IncRNA expression in this disease would be
mediated by the tumour microenvironment in the lymph node, while there are no significant
differences in the IncRNA levels between this tissue and peripheral blood. In FL, MALAT1 is
related to genes of molecular pathways involved in the pathogenesis of this disease, such as
cell proliferation. On the other hand, high MALATI1 levels are associated with a favourable
prognosis in MCL. This could be due to the association of the IncRNA with a less proliferative
phenotype, as shown by considering the relation between MALAT1 and the proliferation
signature (MCL35), used as prognostic biomarker in MCL.

Therefore, it can be concluded that MALAT1 could be used as a prognostic biomarker and be
considered as a potential therapeutic target in the studied neoplasms.

Moreover, the MALAT1 antisense IncRNA, called TALAM1, also plays a similar role in MCL,
regarding its association with a better prognosis and a diminished cell proliferation. However,
despite the functional similarities between these IncRNAs, there are also some differences that
suggest that both IncRNAs could have specific roles in the same pathology.



Lista de abreviaturas

BCR: Receptor de células B
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1.1. Diferenciacion de células B y linfoma no-Hodgkin

Las células B se definen como unidades anatdmicas que expresan receptores de
inmunoglobulinas (lg) con capacidad para identificar epitopos de antigenos (LeBien y Tedder,
2008) y cuya funcionalidad es relevante en la respuesta inmune adaptativa. El desarrollo de las
células B se puede dividir en dos fases, la etapa de maduracion y la de diferenciacién. En la
primera fase, las células madre hematopoyéticas (HSCs) se dividen y diferencian
progresivamente en los siguientes tipos celulares: progenitores multipotentes, progenitores
linfoides comunes (CLP), células B progenitoras (pro-B), células B precursoras (pre-B), células B
inmaduras, células B de transicion y, por ultimo, células B naive maduras (Figura 1). Este
proceso se inicia en la médula ésea y, mediante el desplazamiento por el torrente sanguineo,
finaliza en los tejidos linfaticos secundarios (Mak et al., 2014). En las etapas iniciales, las células
tienen capacidad multipotente y son precursoras de células B, T, natural killer (NK) y diferentes
poblaciones de células dendriticas (Malcolm et al., 2016). El proceso mas relevante de la fase
de maduracién es el reordenamiento del locus de la inmunoglobulina (LeBien y Tedder, 2008).
En primer lugar, se produce el reordenamiento de los segmentos D y J de la cadena pesada en
el cromosoma 14, formando las células pro-B. A continuacién, se une el segmento V, se forma
la cadena pesada (Seifert et al., 2013) y, mediante el complejo receptor de células pre-B (pre-
BCR), finaliza la actividad enzimdatica encargada de los reordenamientos de esta cadena (Pieper
et al., 2013) de forma que no pueda reordenarse el otro alelo del gen IGH (exclusidn alélica)
(Boyle et al., 2014). Posteriormente, se establecen las células pre-B y los segmentos J y V del
gen de la cadena ligera kappa se recombinan en el cromosoma 2. En este proceso pueden
desarrollarse eventos de recombinacidn que no son productivos, lo que da lugar a la
recombinacidn de la cadena ligera lambda en el cromosoma 22 (Seifert et al., 2013). Estas
recombinaciones permiten un amplio abanico de anticuerpos con especificidad para mas de
5-10% antigenos (Pieper et al., 2013). A continuacion, se forman las células B inmaduras, las
cuales presentan una cadena ligera y pesada que pueden producir un receptor de células B
(BCR). Finalmente, tras un proceso en el que se analiza la autoreactividad de las células,
aquellas que presentan un BCR funcional se convierten en células B naive maduras (Seifert et
al., 2013).

En la etapa de diferenciacion, se lleva a cabo la activacion de las células B naive maduras
mediante antigenos especificos y se forman células B de memoria y células plasmaticas (Mak
et al., 2014). En concreto, en esta etapa las células B interaccionan con células T auxiliares y se
trasladan al centro germinal (GC) (Malcolm et al., 2016), el cual se divide en la zona oscura
(donde se produce una rapida division de células B) y la zona clara (agrupacion de células
dendriticas foliculares, células T auxiliares foliculares y células B) (Seifert et al., 2013). En la
primera zona se producen hipermutaciones somaticas (SHM) que se caracterizan por
mutaciones puntuales en las regiones variables de Ig, mientras que en la zona clara tienen
lugar recombinaciones de cambio de clase (CSR) que modifican la funcionalidad de los
anticuerpos (Boyle et al., 2014; Malcolm et al., 2016). Estos procesos, asociados a la rotura de
las dos cadenas de DNA como consecuencia de la funcion de la desaminacion de citidina
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inducida por activacion (AID) (Boyle et al., 2014), son el mecanismo responsable de generar la
elevada heterogeneidad de reacciones con antigenos (Malcolm et al., 2016). Finalmente v, tras
estos procesos, las células B se diferencian en células plasmdticas o células B de memoria y
abandonan el GC (Seifert et al., 2013).
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Figura 1: Resumen del proceso de desarrollo de células B y del origen de linfomas de células B (Malcolm
et al, 2016).

La generacion de anticuerpos, no obstante, también se puede producir independientemente
de la interaccién con las células T. Esta respuesta inmunitaria, que es mas rdpida, se produce a
partir de mitdégenos, proteinas poliméricas o polisacaridos (Mak et al., 2014) que estimulan el
receptor Toll-like (TLR) o el BCR respectivamente (Seifert et al., 2013). No obstante, mediante
este proceso se generan anticuerpos poco heterogéneos debido a un menor nimero de SHM o
CSR (Mak et al., 2014).

Hay que destacar que el desarrollo de células B es un proceso complejo que para que se lleve a
cabo requiere la colaboracién de numerosos elementos como quimiocinas, citocinas o factores
de transcripcidn. Estos ultimos son particularmente relevantes y destacan el factor de
transcripcién B temprano tipo 1 (EBF1), E2A o la caja emparejada 5 (PAX5) (Mak et al., 2014;
Seifert et al., 2013). Por otra parte, la activacion de BCR estd implicada en la sefializacién de
varias vias celulares. Por ejemplo, BCR interactia con moléculas como la tirosina cinasa del
bazo (SYK), la cual fosforila la fosfatidil-inositol 3-cinasa (PI3K) que permite la agrupacion de
moléculas como la tirosina cinasa de Bruton (BTK), AKT o la fosfolipasa Cy (PLCy). Otras vias de
sefializacion celular en las que la funcionalidad de BCR es relevante serian proteinas cinasas
activadas por mitégenos/cinasas reguladas por sefiales extracelulares (MAPK/ERK), el factor
nuclear kappa B (NF-kB) o la molécula diana de la rapamicina en mamiferos (mTOR), las cuales
estdn implicadas en procesos bioldgicos como la proliferacion y supervivencia de las células B
(Figura 2) (Seda y Mraz, 2015).
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Figura 2: Vias de sefializacién influenciadas por la activacion de BCR. Adaptado de
(Efremov et al., 2020).

Las diferentes etapas del proceso de desarrollo de células B pueden estar involucradas en la
promocidn de las neoplasias de células B (Boyle et al., 2014) (Figura 1). De esta manera, debido
a las caracteristicas intrinsecas de SHM o CSR, estos procesos pueden favorecer el desarrollo
de estas neoplasias. Ademas, es destacable que estas patologias presentan propiedades de la
fase de desarrollo de la que derivan (Seifert et al., 2013).

Los linfomas no-Hodgkin (NHL) son un tipo de patologias linfoproliferativas que derivan de
precursores de células B o T, células B o T maduras (Sapkota y Shaikh, 2021) o células NK
(Pratap y Scordino, 2019) y que se pueden desarrollar tanto en areas ganglionares como
extraganglionares (Singh et al., 2020). La mayoria de los pacientes que padecen estas
enfermedades presentan una edad que oscila entre los 65 y los 74, con una edad media de 67
afos (Sapkota y Shaikh, 2021) y, en los paises occidentales, los linfomas de células B son
mucho mas habituales que los de células T (85% frente a un 15% respectivamente). Estas
patologias son muy heterogéneas ya que abarcan mas de 50 subtipos (Pratap y Scordino, 2019)
con unas caracteristicas genéticas, clinicas, epidemiolégicas, etioldgicas e inmunofenotipicas
especificas. Entre los subtipos mas representativos destacan: leucemia linfatica crénica (CLL),
linfoma folicular (FL), linfoma de células de manto (MCL), linfoma de Burkitt (BL), linfoma de
células B grandes (DLBCL), linfoma de zona marginal (MZL), linfoma primario del sistema
nervioso central y linfoma de células T (Sapkota y Shaikh, 2021).

1.2. Leucemia linfatica crénica

La leucemia linfatica cronica (CLL) es el tipo de leucemia que mas cominmente desarrollan los
individuos adultos en occidente, con una incidencia anual de 4,9 casos por cada 100.000
habitantes (Delgado et al., 2020). La edad media de diagndstico es de unos 72 afios vy
Unicamente en un 10% de los casos totales se diagnostica en menores de 55 afios (Eichhorst et
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al., 2021). Esta enfermedad se manifiesta predominantemente en hombres y, previamente a
su desarrollo, tiene lugar un estado pre-maligno denominado linfocitosis monoclonal de
células B (MBL) (Delgado et al., 2020). La CLL es heterogénea desde un punto de vista bioldgico
y clinico (Bosch y Dalla-Favera, 2019) ya que hay pacientes en que transcurre de forma
indolente sin necesidad de terapia, otros que padecen recaidas (Strati et al., 2018) y en un 2-
10% de los casos evoluciona, fundamentalmente, a DLBCL (transformacién de Richter), que
presenta un perfil clinico mas agresivo (Delgado et al., 2020), lo que se asocia a una menor
supervivencia (Eichhorst et al., 2021). Por afiadidura, la enfermedad es heterogénea desde un
punto de vista génico, ya que las caracteristicas genéticas difieren entre pacientes y entre las
células de un mismo paciente. Por otra parte, los factores genéticos inciden en la probabilidad
de desarrollar esta patologia. Concretamente, la posibilidad de que familiares también
padezcan CLL es entre 2-8 veces mayor (Delgado et al., 2020).

1.2.1. CLL: Biologia y genética

La CLL se caracteriza por el incremento de células B pequefias, maduras y monomarficas que
expresan CD5 y CD23 en tejidos como la sangre, los ganglios linfaticos, la médula ésea vy el
bazo (Swerdlow et al., 2017). Se cree que la enfermedad se inicia en células madre
hematopoyéticas o en células B maduras (Bosch y Dalla-Favera, 2019) y en esta patologia se
producen alteraciones genéticas tales como pérdidas neutrales de heterocigosidad en el
numero de copias (en un 4% de los pacientes) (Gunnarsson et al., 2011), variantes de un solo
nucledtido (sSNVs) (Landau et al., 2015) y alteraciones en el nimero de copias (en un 90% de
los casos) (Gunnarsson et al., 2011). Se han descrito delecciones en 6q21, pérdida de 14qg o
aumento en 2p y 8g24 (Swerdlow et al., 2017), aunque las anomalias mds destacadas en
regiones cromosomicas serian la trisomia 12 y las delecciones 13q, 17p o 11q (Delgado et al.,
2020). Esta ultima afecta a entre el 10-18% de los pacientes, los cuales presentan un peor
prondstico. Esta regidn contiene la localizacion del gen mutado en la ataxia telangiectasia
(ATM), de la misma manera que dell7p lo hace del gen proteina tumoral p53 (TP53). Esta
ultima deleccién, presente en un 3-6% de los casos, se asocia con un peor prondstico. La
trisomia 12 representa el 10-16% de los casos diagnosticados, aunque su efecto prondstico no
es tan manifiesto como en los casos anteriores. La dell3q se identifica en un porcentaje
elevado de casos, concretamente en un 55% de los pacientes, los cuales tienen un prondstico
mas favorable (Déhner et al., 2000; Gunnarsson et al., 2011). Esta deleccion abarca a DLEU1,
DLEU2 y MIR15A-MIR16-1 y se conjetura que seria un evento temprano del desarrollo de esta
enfermedad (Bosch y Dalla-Favera, 2019).

Es destacable que las diferentes alteraciones genéticas que se pueden producir se categorizan
en conductoras (drivers) o pasajeras. Las primeras hacen referencia a aquellas mutaciones que
estdn implicadas directamente en el desarrollo de la enfermedad, mientras que las segundas
se producen de forma aleatoria sin presentar una ventaja directa en el proceso patogénico
(Kaur, 2018). En CLL y, mediante analisis de secuenciacion, se han descrito mutaciones drivers
recurrentes en varios genes, entre los que se incluyen NOTCH1, MYD88, TP53, ATM, POT],
SF3B1, ARID1A, CHD2, RPS15, FBXW?7, IKZF3, ZMYM3, PTPN11, ZNF292, MAP2K2, DIS3, DICER1,
NSD y ZC3H18 entre otros (Knisbacher et al., 2022; Puente et al., 2015). Estas mutaciones
pueden afectar al pronéstico (Brieghel et al., 2020) y son frecuentes en mayor o menor medida
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en funcién de las caracteristicas de los pacientes (alteraciones en MYD88 se observan
mayoritariamente en pacientes jévenes) o del estado de la enfermedad (mutaciones en SF3B1,
POT1 o ATM son comunes en pacientes que no presentan una enfermedad estable y TP53,
BIRC3, MAP2K1 o NOTCH1 se encuentran habitualmente en casos con un comportamiento
clinico agresivo). Otras mutaciones relevantes son las subclonales o aquellas que
exclusivamente se encuentran en algunas células tumorales. Estas estdn implicadas en la
progresion de la enfermedad, en un comportamiento clinico mas agresivo y se manifiestan en
estados tardios de la enfermedad (Delgado et al., 2020). Mediante las mutaciones en los genes
mencionados anteriormente, en esta patologia estan implicadas diversas vias como
sefializacion MAPK/ERK (en la que estan alterados genes como BRAF, KRAS, NRAS, TRAF3,
GNB1, PTPN11, MAP2K1) y MYC (FBXW?7, MGA), entre otras (Brieghel et al., 2020; Delgado et
al., 2020; Landau et al., 2015). Asi mismo, se han descrito modificaciones frecuentes en vias
celulares implicadas en la regulacién del ciclo celular (ATM, TP53, MGA, CCND2, CDKN1B,
CDKN2A), en inflamacion (BIRC3, DDX3X, MYD88, TRAF3) en apoptosis (BIRC3, TP53), en la
respuesta al dafio del DNA (ATM, POT1, TP53, CCND2), en la remodelacion de la cromatina
(ZMYM3, CHD2, SETD2, ASXL1, ARID1A, SYNE1, HIST1H1B, HISTIH1E, BAZ2A, IZKF3, SETD1A,
KMT2D), en el metabolismo y splicing de RNA (SF3B1, U1, ZNF292, DDX3X, XPO1, RPS15, NXF1,
MED12, FUBP1, CNOT3) y en la sefializacién de Notch (NOTCH1, FBXW?7), de NF-kB (BCOIR,
BIRC3, EGR2, IRF4, NFKBIE, TRAF2, TRAF3, NKAP, NFKB2) y del TLR y BCR (BCOR, TLR2, MYDS8S,
IRAK1, KLHL6, PAX5, IRF4, CARD11) (Figura 3) (Brieghel et al., 2020; Delgado et al., 2020;
Landau et al., 2015; Puente et al., 2015).

Senalizacion

del BCR
Se,
Ui,
s
oy n ety
R
KIMLE  TIRZ
PAXS MYDES
CARDIL1 IRF4
. SF38I W2
Metabolismo ¥y yoor  poxax
splicing de RNA  gpsis aeps
NG NG T NN\
™ " Respuesta al
Sedalizacid dano del DNA
Lzacwon S
— AT et e e o ATM - POTY ] oy
NE-kB UK ..1. X X X DEGD IPS3 COND2 de Notch
BCOIR IRFs NOTCHT
BIRC3 NFRBIF ”;‘H:’ij
EGR2 TRAF2 (Wil Amw covor S
e B TPSI CONNIE
’ MGA COKN2A
4 v
Regulacion
ciclo celular
Actividad MYC
FEAW7
AMGA
BIRCT MYDSS
DDX3X TRAES
Inflamacion

Figura 3: Alteraciones genéticas y bioldgicas en CLL. Basada en (Bosch y Dalla-Favera, 2019).



Introduccion

En relacion al BCR, que lo conforman inmunoglobulinas y las subunidades CD79a/b, tiene una
funcién relevante en el proceso tumoral de CLL (Delgado et al., 2020). Asi, estd involucrado en
el desarrollo y progresion de esta patologia y las vias celulares en las que esta implicado se
relacionan con procesos bioldgicos tales como la proliferacién y la supervivencia celular
(Haselager et al., 2020). De esta manera y, dada su relevancia, se han desarrollado terapias
contra la sefializacidn de este receptor (Herman et al., 2014). Asi mismo, el estado mutacional
del gen de la regidén variable de la cadena pesada de la inmunoglobulina (IGHV) tiene
relevancia clinica ya que la presencia de mutaciones en el gen IGHV (<98% de identidad con la
linea germinal) (M-CLL) se asocian a un mejor prondstico en comparacién con la ausencia de
mutaciones en este gen (298% de identidad con la linea germinal) (U-CLL) (Bosch y Dalla-
Favera, 2019; Swerdlow et al., 2017). Los pacientes definidos como M-CLL representan un 50-
70% del total de casos diagnosticados, mientras que los U-CLL son 30-50% (Swerdlow et al.,
2017). En este ultimo caso, presentan BCR polireactivos (Haselager et al., 2020) y, en
comparacién con los casos M-CLL, destacan por un nimero menor de mutaciones somaticas,
un mayor numero de genes drivers alterados y de reordenamientos génicos
(cromotripsis/cromoplexia) (Puente et al., 2015) y tienen una predisposicion mayor a una
evolucién clonal (Bosch y Dalla-Favera, 2019). Asi mismo, los dos subtipos establecidos
presentan diferentes alteraciones en el nimero de copias (Knisbacher et al.,, 2022) y se
considera que derivarian de etapas distintas del proceso de diferenciacion de las células B. Asi,
los U-CLL tendrian una procedencia de pre-centro germinal y, por el contrario, de post-centro
germinal en el caso de M-CLL (Delgado et al.,, 2020). Es remarcable que se han definido
marcadores del estado mutacional de IGHV tales como la proteina de 70Kd asociada a zeta
(ZAP-70). Esta tiene valor desde un punto de vista clinico ya que se asocia con factores con
valor prondstico tales como la B, microglobulina y con un comportamiento clinico mas
agresivo (Liu, Y. et al., 2018). Por otra parte, predominantemente en M-CLL se han descrito
reordenamientos en BCL2 [t(14;18)(g32;q21)] (Delgado et al., 2020). Es destacable que este
reordenamiento es singular ya que en CLL se observan pocas translocaciones en genes Ig
(Puente et al., 2015). Asi, otros ejemplos de reordenamientos que ocurren en CLL serian BCL3
[t(14;19)(932;913)] 0 BCL11A [t(2;14)(p16;932)] (Delgado et al., 2020).

Otro aspecto con relevancia en CLL seria la presencia de un repertorio tanto en la cadena
pesada como ligera de las inmunoglobulinas (Stamatopoulos et al., 2005). Un ejemplo seria
IGLV3-21, en el que ademas se han identificado mutaciones (R110) que se asocian a un
comportamiento clinico mas agresivo en comparacion con casos M-CLL que no presentan esta
alteracion (Maity et al., 2020). Asi mismo, en aproximadamente un 30% de los pacientes con
CLL se han detectado estereotipos, que se caracterizan por presentar inmunoglobulinas del
BCR con una gran similitud. Es destacable que los diferentes estereotipos establecidos cuentan
con un comportamiento clinico y un perfil citogenético diverso (Baliakas et al., 2014).

Otro factor a tener en cuenta seria el denominado como proliferative drive. Este se relaciona
con un peor comportamiento clinico, con una proliferacién celular mayor y con alteraciones
genéticas. Asi mismo, se vincula con genes implicados en mTOR, fosforilacién oxidativa
(OXPHOS) o MYC (Lu et al., 2021). No obstante, hay aspectos que aun se desconocen con
respecto al proliferative drive y probablemente pueda existir una relacidn con la estimulacién
de las células de CLL por parte del microambiente.
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1.2.2. CLL: Microambiente

En el desarrollo de esta enfermedad también es relevante el microambiente. Las células
tumorales requieren de moléculas como ligandos de la superficie celular, citocinas (como
quimiocinas) y moléculas de adhesién para comunicarse con el microambiente. De esta
manera y, tal y como se muestra en la Figura 4, las células de CLL pueden relacionarse con
células T, células de tipo nodriza (NLC) y células del estroma (Delgado et al., 2020), las cuales
estdn implicadas en la patogénesis de CLL y en procesos como la migracion, la resistencia a la
terapia, la proliferacidon y la supervivencia celular (van Attekum et al., 2017). En el caso
concreto de las células del estroma de la médula 6sea (BMSC), se ha descrito su implicacion en
la supervivencia y viabilidad celular (Severin et al., 2019; Xu, Z. et al., 2018). Del mismo modo,
las células NLC también favorecen este ultimo proceso bioldgico (Boissard et al., 2016). Es
relevante que las células tumorales también tienen la capacidad de modificar el
microambiente para que les sea mas propicio. Por ejemplo, exosomas que derivan de CLL
estdn implicados en un fenotipo inflamatorio y en la proliferacién y migracidon de células
estromales (Paggetti et al., 2015). Por otro lado, en esta patologia también se han descrito
altos niveles de células T auxiliares foliculares (Tg) (las cuales se relacionan con la expresion de
CD40L o IL-21) (Wu, X. et al., 2021) y de células T reguladoras (Tgeg). Al comparar células T CD4*
de individuos sin patologias o con CLL, se observan discrepancias en el patron de expresion de
genes relacionados con la inmunidad como por ejemplo CD40, IRF7, CD80, CD86, LY96, TLR1,
TLR7, CXCR3, CCR4, IL1R e IL23A, entre otros (De Matteis et al., 2018). Por afadidura, una baja
ratio de células T CD4/CD8 se relaciona con una menor supervivencia (Elston et al., 2020).
Otras moléculas como la interleucina 4 (IL-4), IL-10, el ligando 2 de la quimiocina con motivo C-
C (CCL2), CCL3, CCL4, ligando 12 de la quimiocina con motivo C-X-C (CXCL12) o el interferdn
gamma también forman parte de la sefializacién derivada de las células tumorales o del
microambiente (van Attekum et al.,, 2017). En el caso de IL-4, se asocia con niveles mas
elevados de viabilidad celular, de la Ig M de superficie (slgM) y de CD79B, por lo que estaria
relacionada con la sefalizaciéon del BCR (Aguilar-Hernandez et al., 2016). Por otra parte, la
comunicacion que se establece con el microambiente también depende de receptores como
CD40 y TLR (que estan involucrados en la activacion de MAPK/ERK, PI3K/AKT/mTOR y NF-kB)
(Haselager et al., 2020). Ademds, cabe destacar que se ha descrito un comportamiento
diferencial entre las células ubicadas en el microambiente y aquellas células que se encuentran
en circulacion (Dadashian et al., 2019). Asi, la sefializacion de BCR, TLR o NF-kB entre otros, se
regula diferencialmente entre células de los ganglios linfaticos o de sangre periférica
(Dadashian et al., 2019; Herishanu et al., 2011). Asi mismo, se ha determinado que es en los
ganglios linfaticos donde mayoritariamente se produce la proliferacion de las células tumorales
(Herishanu et al., 2011), mientras que la formacién celular en sangre periférica y en la médula
6sea es menor (Herndon et al., 2017). No obstante, las células tumorales recirculan entre los
ganglios linfaticos y la sangre periférica tal y como queda reflejado al considerar la expresion
de CD5 y del receptor 4 de la quimiocina con motivo C-X-C (CXCR4). Asi, las células que
abandonan los ganglios linfaticos presentan un patrén CXCR4“™CD5”®™ el cual se va
modificando en la sangre periférica hasta que reingresan a los ganglios con un perfil
CXCR4""cD5%™ (Calissano et al., 2011). Asi mismo, CXCR4 se ve influenciado por el BCR, cuya
activacion reduce los niveles de este receptor (Vlad et al., 2009). Por ultimo, se han descrito
alteraciones en vias de sefializaciéon como BCR (Haselager et al., 2020), NF-kB (Liu, Z. et al,,
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2011) o JAK2/STAT3 (Severin et al., 2019). Este hecho es destacable ya que estas vias tienen un
papel relevante en CLL. A modo de ejemplo, se ha descrito que NF-kB esta implicado en la
produccién del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Farahani et al., 2005) y que
promueve la produccién de IL-6, fomentando la fosforilacion del transductor de sefial y
activador de la transcripcién 3 (STAT3) (Rozovski et al., 2017). Por otra parte, este factor de
transcripcién también es fosforilado por el miembro 5A de la familia Wnt (Wnt5a), el cual
puede promover altos niveles del receptor huérfano 1 similar a tirosina cinasa (ROR1), la
fosforilacién de miembros de la via NF-kB tales como p65 y IkBa y, ademas, se relaciona con la
secrecion de IL-6, IL-8, CCL2, CCL3, CCL4 y CXCL1 (Chen, Yun et al., 2019).

Figura 4: Interaccion de CLL con el microambiente. Modificado de (Delgado et al., 2020).

1.2.3. CLL: Aspectos epigenéticos

Desde un punto de vista epigenético, las alteraciones que se observan en CLL se podrian
clasificar en modificaciones en la cromatina, en histonas o en la metilacion del DNA
(Xanthopoulos, 2019). En este ultimo caso, el patron de metilacion que se establece es
bastante estable en el tiempo y en sangre periférica y en ganglio linfatico se observa un perfil
analogo. Por otra parte, se han descrito metilaciones que se desarrollan en CLL pero que
también se han identificado en células B normales (Mansouri et al., 2018). El genoma de CLL
presenta regiones donde puede estar hipometilado (dreas de unidon de factores de
transcripcién (Xanthopoulos, 2019) como TCF3, el factor nuclear de células T activadas (NFAT)
o EGR, entre otros (Delgado et al.,, 2020)) o hipermetilado (regiones con TATA-box)
(Xanthopoulos, 2019). De forma predominante, se observan hipometilaciones en CLL (Mallm et
al.,, 2019) y, por ejemplo, se ha descrito que genes como TCL1A, BCR, LFNG, NOTCH, TCF7,
RASGRF1 o VAV2 pueden estar hipometilados en esta patologia (Pei et al., 2012). Por otra
parte, se han descrito hipermetilaciones en genes como SH3 con multiples dominios repetidos
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de anquirina 1 (SHANK1) (Loi et al., 2019), ITGA4 (Attia et al., 2020) HOXA13, HOXD8, HOXD11,
FOXD3, IRX1, ID4, SFRP1, SLIT2, BNC1, EBF3 y NR2F2, entre otros (Pei et al., 2012). En base a la
metilacion del DNA, los pacientes con CLL se pueden clasificar en células B de memoria (m-
CLL), células B naive (n-CLL) o intermedias (i-CLL). Esta clasificacidon se basa en una firma de
metilacién a partir de la cual se seleccionaron 5 CpG que se sitlan en el area intergénica del
cromosoma 14 y en las regiones que abarcan a SCARF1, B3GNTL1, CTBP2 y TNF. Estos
elementos manifiestan un grado de metilacion del DNA que no varia sustancialmente en el
tiempo. Asi mismo, se determind que n-CLL y m-CLL presentan, respectivamente, un perfil
epigenético acorde a células B del centro pre-germinal y de células de memoria. Por el
contrario, la contrapartida normal de las i-CLL es desconocida (Queirds et al., 2015). Estos
subgrupos, ademas, difieren desde un punto de vista bioldgico o clinico. Asi, n-CLL presenta un
comportamiento clinico mas agresivo, se relaciona preferentemente con casos U-CLL y con
alteraciones en genes drivers como NOTCH1, NFKBIE o TP53. En el caso de m-CLL, es mas
indolente, generalmente se asocia a M-CLL y destaca por delecciones en 13q. Por ultimo, i-CLL
presenta un prondstico intermedio en comparacidn con los anteriores, se encuentra tanto en
U-CLL como en M-CLL y se han descrito aberraciones genéticas en la subunidad 1, factor de
splicing 3b (SF3B1) o delecciones en 11qg (Delgado et al., 2020). Asi mismo, los casos i-CLL
presentan altas tasas de la alteracion IGLV3-21%"° la cual se relaciona en este subgrupo con
una mayor cantidad de genes drivers mutados y con un peor prondstico (Nadeu et al., 2021).
De esta manera, el prondstico intermedio de i-CLL podria deberse a la consideracidén conjunta

R10 por otra parte, una variable epigenética

de casos alterados o no con respecto a IGLV3-21
recientemente establecida es la denominada MITosis acumulativas determinadas
epigenéticamente (EpiCMIT). Esta variable da informacidn respecto al nimero de divisiones de
células mitéticas, no muestra alteraciones en relacion con las diferentes etapas del ciclo celular
y puede ser utilizada como reloj mitdtico. Otras variables relacionadas serian aquellas
designadas como EpiCMIT-hypo y EpiCMIT-hyper, asociadas con el aumento o disminucién de
metilacion respectivamente. En CLL estas dos variables se encuentran correlacionadas y en
esta neoplasia, ademas, EpiCMIT estd implicado en un comportamiento clinico mas agresivo y
se relaciona con 23 mutaciones genéticas/aberraciones cromosdmicas tales como NOTCHI,
TP53, SB3B1, ATM o BIRC3. Es remarcable que esto ultimo se puede establecer en subgrupos
concretos de CLL (Duran-Ferrer et al., 2020).

Otros elementos que pueden ser metilados en CLL son los retrotransposones (Barrow et al.,
2020) o los RNAs cortos conocidos como microRNAs o miRNAs. Asi, por ejemplo, se han
descrito metilaciones en miRNAs con funciones anti-tumorales tales como miR-9-3 o miR-
34b/c (Wang, L. Q. et al.,, 2013, 2014). Hay que destacar que las metilaciones del DNA se
producen mas frecuentemente en U-CLL y que las firmas de metilaciéon pueden resultar utiles
en la practica clinica con respecto a pacientes M-CLL (Xanthopoulos, 2019). Asi mismo,
modificaciones como 5-mCyt (indicador de metilacién del DNA), 5-hmCyt o 5-CaCyt
(marcadores de demetilacidon) tienen efecto prondstico (Bagacean et al.,, 2017). Otro
argumento que apoya la relevancia de estas modificaciones es que en muestras de individuos
sanos se han identificado caracteristicas de células de CLL, como alteraciones en el patréon de
metilacién y en la expresidn génica, varios afios antes de que la enfermedad sea diagnosticada
(Georgiadis et al., 2017). Por otra parte y, de forma general, los patrones de metilacion son
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similares entre MBL y CLL o entre el tiempo previo o posterior a iniciar la terapia (Kretzmer et
al., 2020).

Otras modificaciones descritas en CLL son aquellas que afectan a la cromatina. Asi,
modificaciones en los nucleosomas en regiones promotoras provocan que la cromatina sea
menos accesible (Mallm et al., 2019). No obstante, una cromatina mas accesible y activa
podria tener algun tipo de papel en aquellos casos con un peor prondstico. También hay que
tener en consideracion los cambios de novo en la cromatina. Asi, regiones de la cromatina
activas de novo destacan por un elevado nimero de elementos de unidn a factores de
transcripcién como NFAT, FOX o el factor de células T/factor potenciador linfoide (TCF/LEF). Es
destacable que, desde un punto de vista clinico, aquellos procedimientos bioldgicos destinados
a limitar la expresion de estos factores de transcripcion serian relevantes. Asi mismo, se ha
descrito que en casos n-CLL la cromatina presenta un perfil distintivo (Beekman et al., 2018) y
se han identificado diferencias entre CLL y células B normales con respecto a estados de
cromatina (Mallm et al., 2019) y super-enhancers (Pastore et al., 2019). Otras modificaciones
epigenéticas a tener en consideracidon son las mutaciones en genes remodeladores de la
cromatina. Estas son poco habituales y destacan en CHD2 (en aproximadamente un 6% de los
pacientes) y en el dominio de interaccion rico en AT 1A (ARID1A) (en un 2% de los casos)
(Knisbacher et al., 2022).

Por otra parte, se ha descrito que diversos modificadores de histonas estan implicados en un
peor prondstico en CLL, como la lisina demetilasa 4B (KDM4B), KDMA4C, el potenciador de
Zeste homoélogo 2 (EZH2) (Xanthopoulos, 2019) o SETD2 (Mansouri et al., 2018). Este ultimo se
encuentra mutado en menos del 1% de los pacientes con CLL (Knisbacher et al., 2022) y esta
alteracion se produce en las primeras etapas del desarrollo de esta patologia (Mansouri et al.,
2018). En el caso de EZH2, su expresion es elevada en U-CLL y estd implicado en la
supervivencia celular (Papakonstantinou et al., 2016). Ademas, se ha descrito que la histona
desacetilasa 6 (HDAC6) se encuentra sobreexpresada en CLL y que su inhibicién estd
relacionada con una mayor supervivencia. Asi mismo, una menor expresiéon de HDAC6 en
lineas celulares se relaciona con el arresto del ciclo celular (Maharaj et al., 2018). Por otra
parte, se han identificado desregulaciones en HDAC3, HDAC8, HDACY vy la sirtuina 5 (SIRT5)
(Mallm et al., 2019) y los RNA mensajeros (mRNA) de SIRT1, HDAC1 y HDAC7 se encuentran en
altos niveles en esta patologia al contrario de lo que sucede con los mRNA de HDAC2 y P300.
Del mismo modo, se ha identificado en CLL una alta metilacién de H3K9 y una menor
acetilacién de las histonas H3 y H4 (Zhou, K. et al., 2017).

De esta manera, la caracterizacion de las modificaciones epigenéticas que se producen en CLL
abre la puerta a nuevas terapias o a un mejor conocimiento de éstas. Asi, por ejemplo, se ha
descrito que el inhibidor de BTK /brutinib, puede causar ademds modificaciones en la
cromatina y estd relacionado con una reduccién de H3K27ac, H3K27me3 y EZH2
(Xanthopoulos, 2019).
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1.2.4. CLL: Sintomatologia, diagndstico y tratamiento

La mayoria de los pacientes son diagnosticados con esta enfermedad sin presentar sintomas al
realizar una analitica rutinaria. Los que presentan alguin tipo de sintomatologia pueden
padecer cansancio, pérdida de peso, fiebre, sudores nocturnos y un tamafio mayor de los
ganglios linfaticos (linfadenopatia), del higado y del bazo (hepatoesplenomegalia) (Strati et al.,
2018).

Esta enfermedad se diagnostica en base a un hemograma y a partir de muestras de sangre
periférica. Mas concretamente, se ha determinado la necesidad diagndstica de la deteccion de
>5000 linfocitos B/uL en sangre periférica durante un minimo de 3 meses. Estos linfocitos son
pequefios, con escaso citoplasma y nucleo denso sin nucléolos. Asi mismo, se pueden detectar
otras células como prolinfocitos o sombras de Gumprecht (Hallek, 2019). Es destacable que,
para completar el diagndstico, se precisa de un andlisis mediante citometria de flujo y el
examen de la expresiéon de CD20, CD79b, CD5 y CD23, lo que permite discriminar entre otros
tipos de linfomas (Strati et al., 2018).

Existen varios métodos para clasificar a los pacientes en funcién del prondstico. El sistema mas
atil en la actualidad es el indice prondstico internacional de CLL (CLL-IPI) (Hallek, 2019) que
incluye el estado mutacional y clinico, la edad, la determinacién de B, microglobulina y
mutaciones en TP53 o dell7p (Hallek et al., 2018). Este indice categoriza en 4 grupos
prondsticos (bajo, intermedio, alto y muy alto) con diferentes supervivencias globales a los 5
anos (93.2, 79.3, 63.3 y 23.3% respectivamente) (Hallek, 2019). Por otro lado, los pacientes se
pueden clasificar en tres grupos prondsticos tal y como se muestra en la Tabla 1, en funcién de
los sistemas de estratificacion clinica Rai y Binet (Eichhorst et al., 2021). La clasificacién Rai
tiene en consideracion el perfil hematoldgico y la exploracion fisica del paciente y Binet, en
concreto, las dreas con ganglios linfaticos de 21 cm de diametro y la manifestacién de anemia
o trombocitopenia. Esta Ultima clasificacion tiene en cuenta la afectacidon de cabeza, cuello,
axilas, ingle, bazo e higado palpable (Hallek et al., 2018).

Tabla 1: Caracteristicas de los grupos prondsticos segun la clasificacion Rai y Binet (Hallek et al., 2018).

Grupo prondstico Caracteristicas
Bajo riesgo (estadio 0) Linfocitosis.
. T — - -
Rai Riesgo intermedio (estadio 10 2) infocitosis, ganglios afectadog esplenomegaliay
hepatomegalia.
. . Anemia (hemoglobina (Hb) < 11 g/dL) o
Alto riesgo (estadio 3 0 4) trombocitopenia (plaquetas < 100 x 10°/L).
> > 9lLy<23
Estadio A Hb >10 g/dL, plaquetas 2100 x 10°/Ly < 2 areas
agrandadas.
Binet > > 9 > regi
Estadio B Hb =10 g/dL, plaquetas =100 x 10°/L y 3 > regiones
afectadas.
Estadio C Hb <10 g/dL y/o plaquetas < 100 x 10°/L.

El tratamiento de esta enfermedad es variado y se aplica en funcidn de las caracteristicas de
los pacientes, el estado mutacional de IGHV, el perfil genético (alteraciones en TP53 vy
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del(17p)) (Eichhorst et al., 2021) o el valor CLL-IPIl. De esta manera, a aquellos pacientes que
estdn categorizados como de bajo riesgo no se les prescribird tratamiento, el cual se
dispensara en caso de que muestren signos de una patologia activa o sintomatica (Hallek,
2019). Esta se considera como tal cuando los pacientes manifiestan alguno de los sintomas que
se muestran a continuacion: insuficiencia medular progresiva, esplenomegalia o adenopatia
progresiva, reacciones autoinmunes, afectacidon sintomdtica de tejidos no ganglionares,
aumento de linfocitos de minimo un 50% en 2 meses o periodo de duplicacidn de linfocitos
inferior a 6 meses o manifestar astenia, fiebre, pérdida de peso o sudoracion nocturna (Hallek
et al., 2018). De igual forma, en caso de recaida, a los pacientes se les administrard
tratamiento en el caso de que manifiesten una sintomatologia activa (Eichhorst et al., 2021).
Entre los agentes terapéuticos que se pueden administrar se incluyen la monoterapia con
agentes alquilantes (Clorambucilo/Bendamustina), agentes contra la via de sefializacion del
BCR (/brutinib/Acalabrutinib), inhibidores de BCL2 (Venetoclax) o PI3K (I/delalisib) (Hallek,
2019), trasplante de células madre (Eichhorst et al.,, 2021) y terapia con células CAR-T o
anticuerpos monoclonales anti CD20 (fosfoproteina que expresan las células B maduras)
(Rituximab/Obinutuzumab), entre otros. Asi mismo, también se puede emplear una
combinacion de los diferentes agentes terapéuticos (Hallek, 2019). No obstante, a pesar de
todos estos tratamientos, actualmente la CLL se considera una enfermedad incurable (Bosch y
Dalla-Favera, 2019).

1.3. Linfoma folicular

El linfoma folicular (FL) es el linfoma indolente con mayor prevalencia y el segundo teniendo
en consideracion todos los linfomas de tipo no-Hodgkin (Dada, 2019). Su incidencia es mayor
en paises occidentales, especialmente en mujeres (Swerdlow et al., 2017) y la edad media en
el momento del diagndstico es de aproximadamente unos 60 afios. La enfermedad es
heterogénea desde un punto de vista clinico, con pacientes a los que no es necesario dispensar
un tratamiento y otros en los que la enfermedad evoluciona a otra mas agresiva como es el
linfoma difuso de células B grandes (transformacion histoldgica) (Fowler, 2019). Este evento
tiene una incidencia anual del 2-3% de los casos y tiene como consecuencia un peor prondstico
(Huet et al., 2018). La predisposicion a esta enfermedad depende de determinadas
circunstancias como, por ejemplo, presentar un elevado peso corporal, padecer el sindrome de
Sjogren o si familiares han sido diagnosticados con algun linfoma no-Hodgkin, entre otros
(Fowler, 2019).

1.3.1. FL: Aspectos genéticos y epigenéticos

El FL se caracteriza por la transformacion maligna de células B de centro germinal (centrocitos
y centroblastos) que mantienen un crecimiento folicular (Dada, 2019). Se manifiesta
especialmente en ganglios linfaticos, pero también puede afectar al bazo, médula ésea y
sangre periférica (Swerdlow et al., 2017). Un 85% de los pacientes presentan la translocacion
t(14;18) que causa la sobreexpresion de BCL2, el cual esta implicado en la inhibicion de la
apoptosis (Sugimoto y Watanabe, 2016). Esta translocacion se origina en la médula dsea,
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cuando las células presentan caracteristicas de célula pre-B, pero son necesarios eventos
adicionales para desarrollar esta patologia (Huet et al.,, 2018). Otras translocaciones
observadas que involucran genes de inmunoglobulinas, aunque menos frecuentes, serian
1(2;18) que afecta a la cadena ligera kappa y t(18;22) que repercute en la cadena lambda
(Pratap y Scordino, 2019). Desde un punto de vista genético, el FL puede presentar cambios en
el niumero de copias genémicas o sSNVs (Lackraj et al., 2018). Se han descrito trisomias en los
cromosomas X, 7, 12 y 18 (Pratap y Scordino, 2019) y desregulaciones como mutaciones en
catepsina S (CTSS) (con una incidencia del 8%) (Pastore et al., 2015), en OCT2 (en el 8% de los
pacientes) (Li, H. et al., 2014) y en la proteina 3 inducida por TNF-a (TNFAIP3) (en un 11% de
los casos) (Okosun et al., 2014). También se producen alteraciones en el miembro 14 de la
superfamilia del ligando del factor de necrosis tumoral (TNFRSF14), CARD11 y el factor
potenciador de miocitos 2B (MEF2B) (en un 32%, 12% y 10% de los casos respectivamente)
(Pastore et al., 2015). Las mutaciones en la proteina C de unién a GTP relacionada con Ras
(RRAGC) se desarrollan en aproximadamente un 17% de los pacientes con FL pero en un bajo o
nulo porcentaje en la mayoria de neoplasias sélidas o hematolégicas (Okosun et al., 2016). El
gen linfoma de células B 6 (BCL6) es un represor de la transcripcion génica que se puede
encontrar alterado (Lackraj et al., 2018) y que esta relacionado con la viabilidad celular y el
crecimiento tumoral (Valls et al., 2017). Esta asociado con un peor prondstico y se expresa en
todos los pacientes con FL, aunque esta expresion puede quedar restringida a sdlo unas
cuantas células del tumor (Dada, 2019). Asi mismo, podria ser considerado relevante desde un
punto de vista epigenético ya que se le ha atribuido, entre otras, una funcién en la reunién de
HDAC3s (Huet et al., 2018). Paralelamente, se ha descrito que tiene la capacidad de inhibir a
NOTCH?2 (Valls et al., 2017). Por otra parte, genes de la familia NOTCH estan alterados en esta
patologia con una incidencia individual del 4% (Krysiak et al., 2017). También se han descrito
en FL mutaciones en el factor regulador del interferén 8 (IRF8) con una prevalencia del 13%, en
BTG2 en un 9% de los casos, en PIM1 en un 11% (Krysiak et al., 2017), en supresores de la
sefializacion por citocinas 1 (SOCS1) en un 8% de los pacientes (Okosun et al., 2014) y entre un
11-23% de casos FL o transformados presentan alteraciones en STAT6 (Pasqualucci et al., 2014;
Yildiz et al., 2015). Esta ultima molécula esta relacionada con funciones de supervivencia y en
aquellos casos en que se encuentra alterada (con mutaciones que se producen principalmente
en el dominio de unién con DNA), las proteinas STAT6 pueden tener una ubicacién nuclear
(Yildiz et al., 2015). Ademas, se ha identificado su forma fosforilada en pacientes con FL (Rawal
et al., 2013). De esta manera, se pondria de manifiesto la desregulacién de la via JAK-STAT en
esta patologia (Lackraj et al., 2018). Respecto a la sefializacién del BCR, se han descrito
alteraciones genéticas en esta via con una incidencia de aproximadamente un 45% (Krysiak et
al., 2017). Asi mismo, también se han identificado mutaciones en unidades implicadas en la via
de sefializacion de mTORC1 (Okosun et al., 2016).

Por otra parte, las alteraciones epigenéticas, que se producen en las etapas iniciales del
proceso tumoral, también son relevantes en esta enfermedad (Dobafio-Lopez et al., 2021).
Estas modificaciones son participes de que las células se encuentren en un estado de centro
germinal y estan involucradas en la regulacion de la transcripcion (Lackraj et al., 2018). Asi,
destacan aberraciones en genes remodeladores de la cromatina como ARID1A (Pastore et al.,
2015) y se producen alteraciones en enzimas modificadoras de histonas como la histona-lisina
N-metiltransferasa 2D (KMT2D), la proteina de unidn a la proteina de unién a elementos de
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respuesta al AMPc (CREBBP), EP300 o EZH2. Las mutaciones en el supresor tumoral CREBBP se
encuentran en un 52-70% de los pacientes con FL (Krysiak et al., 2017; Pastore et al., 2015),
estdn involucradas en la acetilacidn andmala de H3K27 (Huet et al., 2018) y se relacionan con
un peor comportamiento clinico (Krysiak et al., 2017). En el caso de EZH2, esta implicada en la
di- y trimetilacion de H3K27 (Dobafio-Lépez et al., 2021) y se encuentra mutada en un 22% de
los casos (Pastore et al., 2015). Las alteraciones en EZH2 se relacionan con un mejor prondstico
y con una expresion diferencial de genes implicados en proliferacion celular (Huet et al., 2017).
En cuanto a KMT2D, esta alterada en el 60-79% de los casos (Krysiak et al., 2017; Pastore et al.,
2015) y esta involucrada en la metilacion de H3K4, en la funcionalidad de diversos genes del
proceso de desarrollo de células B (Lackraj et al., 2018) y es capaz de regular las células T
auxiliares foliculares (Brisou et al., 2018). Ademads, se han identificado mutaciones en BCL7A
(Krysiak et al., 2017) y en un 27% de los pacientes en HIST1H1 B-E (predominantemente sin
sentido o missense) (Li, H. et al., 2014). Por ultimo, es destacable que en esta patologia y, de
igual forma que en CLL, el DNA se encuentra preferentemente hipometilado (Lackraj et al.,
2018).

1.3.2. FL: Microambiente

La interaccion de las células tumorales con el microambiente (Figura 5) es relevante para el
desarrollo de esta enfermedad desde un punto de vista biolégico y clinico (Sugimoto vy
Watanabe, 2016). Asi, se ha determinado que el prondstico de los pacientes se ve afectado por
el contenido no tumoral (Dobafio-Lépez et al., 2021). Ademas, la relevancia de este entorno
gueda patente al cultivar las células de FL ya que éstas necesitan la sefializacién del
microambiente para poder crecer y desarrollarse (Lackraj et al., 2018).

Las células tumorales pueden relacionarse con diferentes tipos celulares como los macréfagos,
las células mesenquimales estromales, las células dendriticas foliculares o diferentes
subpoblaciones de células T como, por ejemplo, las células T auxiliares foliculares (Tgy)
(Dobafio-Lépez et al., 2021; Sugimoto y Watanabe, 2016). Estas ultimas sobreexpresan genes
como TNF, la linfotoxina alfa (LTA), interferon gamma (IFNG), IL-2 y CD40LG, entre otros.
Ademas, expresan en alto grado PD-1 vy la citocina /L-4 (Amé-Thomas et al., 2012). En concreto,
IL-4 esta implicada en la expresion de CXCL12, el cual favorece la migracién y la adhesion de las
células tumorales (Pandey et al., 2017). Por otra parte, estas células T expresan BCL6 y CXCR5
(Amé-Thomas et al., 2012) y segregan las citocinas IL-17, Thl, Th2 y Th17 (Sugimoto vy
Watanabe, 2016). Las células T, también son responsables de forma indirecta de la secrecion
por parte de las células B del ligando 22 de quimiocinas CC (CCL22), el cual a su vez promueve
el reclutamiento de las células T reguladoras (Dobafo-Lopez et al., 2021). Estas ultimas células
se encuentran en elevados niveles en relacidn a otras neoplasias (Le et al., 2016) y expresan
FOXP3 (Amé-Thomas et al., 2012) y sobreexpresan o secretan elevados niveles de IL-16, IL-10,
la proteina-4 asociada al linfocito-T citotoxico (CTLA-4), TNFRSF18, CXCL13 y CCL4
(Nedelkovska et al., 2016). Otras células T descritas son las células reguladoras foliculares (Tg),
las cuales se relacionan con elevados niveles de FOXP3, PRDM1, ICOS y CXCR5 y con una
actividad no tumorogénica (Amé-Thomas et al., 2012).
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Los macréfagos son células que estdn presentes en el microambiente y que se pueden
diferenciar o polarizar en M1 (inflamatorios y anti-tumorales) o M2 (anti-inflamatorios y pro-
tumorales). Los macréfagos M1 se caracterizan por la expresion de moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) (Najafi et al., 2019), asi como por la generacion de
citocinas como TNFaq, IL-1, IL-6 e IL-12. Por el contrario, los macréfagos M2 se caracterizan por
altos niveles de IL-10 y arginasa y bajos de IL-12 y las moléculas del MHC (Dobafio-Lépez et al.,
2021). Estos macrofagos pueden modificar su fenotipo a uno M1 y viceversa, mediante
alteraciones en las caracteristicas del microambiente por lo que, en el caso descrito, podria
suponer una estrategia terapéutica (Zhou, J. et al., 2020). La relevancia de estas células en FL
queda patente al cultivar células de este tipo de linfoma con monocitos, ya que éstos
diferencian hacia un fenotipo de macréfago M2, el cual contribuye a la viabilidad celular y a la
angiogénesis. Asi mismo, mediante otros modelos in vivo, se determind que los macrdéfagos
también estan implicados en el crecimiento y en la diseminacion celular (Valero et al., 2021).
Un fenotipo muy cercano a los macréfagos M2 son los macréfagos asociados a tumores (TAM).
Estos tipos de macréfagos inducen inestabilidad genética y estan involucrados en procesos
bioldgicos como el crecimiento tumoral mediante la sefalizacidon de factores de crecimiento,
de quimiocinas o de interleucinas como IL-10. Asi mismo, estan implicados en la angiogénesis y
la inmunosupresion y contribuyen al proceso metastasico e invasivo de las células tumorales
(Li, Chunxiao et al., 2021). Concretamente en FL, los TAM expresan la enzima inmunosupresora
IL411 (Carbonelle-Puscian et al., 2009) y elevados niveles de IL-15 (Epron et al.,, 2012). No
obstante, es remarcable que este tipo de macréfagos son tipos celulares complejos con un
fenotipo variable. Asi, por ejemplo, en un estudio con muestras de carcinoma renal
identificaron 17 tipos de TAM diferentes (Chevrier et al., 2017). De esta manera y, debido a
todo lo detallado anteriormente, los TAM son relevantes en FL desde un punto de vista clinico
(Sugimoto y Watanabe, 2016).

Las células mesenquimales estromales también estan implicadas en la patogénesis de FL. En un
proceso mediado por CCL2, reclutan monocitos y, ademas, intervienen en el proceso de
polarizacion a TAM y en el crecimiento celular (Guilloton et al., 2012). Asi mismo, se ha
descrito que estas células expresan elevados niveles de CXCL12 (Pandey et al., 2017). Otros
elementos del microambiente de FL son las células dendriticas foliculares, de las que se ha
descrito que alteran el transcriptoma y estan implicadas en procesos bioldgicos como la
angiogénesis o la adhesion celular (Matas-Céspedes et al., 2014). Ademas, altos niveles del
receptor alfa de estrégeno en estas células dendriticas, estan implicados en un
comportamiento clinico mas indolente (Ohe et al., 2020). Por otra parte, la induccion de
citocinas como CCL22 y CCL17 puede derivar de la interaccidn entre células tumorales y células
Ty (Rawal et al.,, 2013). Tanto estas citocinas como IL-8, el factor de crecimiento de
hepatocitos, el receptor antagonista de IL1-1 (IL-1RA), CXCL9, IL-2R e IL-12 han sido detectados
en altos niveles en el suero de estos pacientes. En cuanto a la implicacién en el prondstico,
CXCL9, IL-1RA, IL-2R, IL-12 y CCL22 estan relacionados con un prondstico inferior (Mir et al.,
2015; Rawal et al., 2013). Asi mismo, en comparacién con los individuos control, se han
descrito elevadas concentraciones séricas de IL-6, IL-7, IL-13, TNFa, VEGF, PDGF o IL-10 en FL y,
esta Ultima, se asocia a un peor prondstico (Labidi et al., 2010). El mismo comportamiento
clinico se vincula a la ausencia de expresién de CD4" en los foliculos (Mondello et al., 2021).
Por contra, se ha identificado que altos niveles de células T CD8" infiltrantes estan relacionados
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con un mejor prondstico (Sugimoto y Watanabe, 2016). Asi mismo, otro marcador de buen
prondstico descrito seria una elevada concentracion sérica de TGF-B (Labidi et al., 2010).

El microambiente también puede promover el desarrollo de esta enfermedad a través de la
evasion del sistema inmune (Sugimoto y Watanabe, 2016). Este proceso bioldgico puede
producirse mediante mutaciones somaticas y la regulacidon de genes implicados en el sistema
inmune, entre otros (Dobafio-Lopez et al.,, 2021). En concreto, en FL se encuentran
sobreexpresados genes relacionados con la evasion del sistema inmune tales como: TIMPI,
CCL2, TIGIT, CTLA4, IDO1, VEGFA, CD163, CSF1, IL6ST, LGALS3, MRC1, LGALS1, ICOS, IL10,
PDCD1, SOCS3, CCL22, MCL1, CD274, JAK2, HAVCR2, LAG3, IDO2, PDCD1LG2, PTGS2 y GDF1
(Laurent et al., 2015). Por otra parte, se ha descrito que el punto de control inmunoldgico
denominado inmunoglobulina de células T y dominio ITIM (TIGIT) es expresado por células
CD4" Ty CD8" T. Este elemento tiene funciones prondsticas ya que bajos niveles de células
CD3'TIGIT' se asocian a la sensibilidad a la terapia y los pacientes con elevados niveles de
CD3"/CD4"/CD8" y TIGIT' presentan una peor supervivencia (Yang, Z.-Z. et al., 2020).

Finalmente, desde un punto de vista clinico, y tal y como se ha indicado con anterioridad, los
diferentes elementos del microambiente pueden afectar al prondstico. No obstante, en
algunos casos hay discrepancias sobre su comportamiento clinico en esta patologia. Esto
podria ser debido, entre otros motivos, a diferencias en el tratamiento administrado. Un
ejemplo de este fendmeno se encontraria en un estudio que describe que en pacientes a los
que se les ha dispensado un tratamiento basado en quimioterapia, los niveles elevados de
TAM se relacionan con un peor comportamiento clinico. Sin embargo, se obtiene el
comportamiento opuesto al tratar a los pacientes con R-CHOP (Sugimoto y Watanabe, 2016).
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Figura 5: Interaccidn entre el microambiente y las células tumorales en FL. Adaptado de (Dobafio-Lopez
etal, 2021).
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1.3.3. FL: Sintomatologia, diagnéstico y tratamiento

La enfermedad se manifiesta mediante el agrandamiento de alguin ganglio linfatico (incluyendo
las dreas cervicales y abdominales) y otras presentaciones clinicas como fiebre, sudores
nocturnos, astenia o pérdida de peso (Kaur, 2021). También pueden presentar signos de
esplenomegalia y es frecuente la afectacién de la médula ésea (Freedman, 2018).

El diagndstico se lleva a cabo a partir de biopsias de tejido, generalmente ganglio linfatico
(Freedman, 2018), y la caracterizacién inmunohistoquimica se basa en CD20, CD43, CD5, CD19,
CD10, BCL2 y BCL6. La evaluacién se complementa con un hemograma, el analisis de la lactato
deshidrogenasa (LDH) y la determinacién de infecciones viricas (Kaur, 2021). El linfoma
folicular se clasifica en funcidon del nimero de centroblastos por campo de alto aumento en:
grado 1 (0-5 / folicular pequefio), grado 2 (6-15 / folicular mixto) y grado 3 (>15 / célula grande
folicular, clasificdndose en 3a si disponen de centrocitos o en 3b si cuentan con laminas
exclusivamente de centroblastos). Esta categorizacién es relevante clinicamente ya que los
pacientes con mayor grado presentan un peor prondstico (Freedman, 2018) y la terapia difiere
entre aquellos con grado 1-3a y los diagnosticados con grado 3b. De igual modo, existen otras
herramientas clinicas para estratificar a los pacientes con FL como la clasificacién de Lugano
(Dada, 2019). Esta tiene en consideracién los siguientes cuatro estadios: |: Afectacién de un
ganglio linfatico o varios cercanos. Incidencia extraganglionar aislada. Il: Minimo dos areas
ganglionares comprometidas en un lado del diafragma. Incidencia extraganglionar adyacente.
III: Afectacion ganglionar en los dos lados del diafragma o en un lado y alteraciéon esplénica. IV:
Areas extraganglionares diseminadas (Cheson et al., 2014). Por otro lado, el indice prondstico
internacional de FL (FLIPI) se basa en 5 factores clinicos tales como la edad, el estadio Ann
Arbor, las areas ganglionares afectadas y los valores tanto de hemoglobina como de lactato
deshidrogenasa. Asi, se establecen 3 grupos con diferentes grados de supervivencia: bajo
riesgo, intermedio y alto riesgo (Solal-Céligny et al., 2004).

En cuanto a la terapia, ésta se aplica en funcion de la carga tumoral, el estadio clinico y las
caracteristicas de los pacientes. Asi, aquellos con una carga tumoral baja o que no presentan
sintomatologia activa pueden no ser tratados (Luminari et al., 2020). La enfermedad se
desarrolla con frecuentes recaidas aunque también puede remitir sin necesidad de
tratamiento (Dada, 2019). Las terapias que se aplican son variadas e incluyen radioterapia,
anticuerpos anti CD20, radioinmunoterapia o trasplante de células madre, entre otras. Asi
mismo, una combinacidn de terapias también puede ser utilizada (Freedman, 2018). Por otra
parte, debido a la gran influencia del microambiente en FL, se han planteado tratamientos que
pretenden reducir la interaccién con el microambiente al alterar la funcidn de las moléculas de
la superficie celular, asi como otros que modulan el sistema inmune (Sugimoto y Watanabe,
2016). Del mismo modo, se estan realizando estudios que estdn enfocados en reprimir la
expresion de moléculas con actividad epigenética (Luminari et al., 2020). No obstante, a pesar
de estos tratamientos la enfermedad no remite completamente (Kaur, 2021), exceptuando en
algunos casos en que se desarrolla en pacientes jovenes. Sin embargo, actualmente la
esperanza de vida se puede situar aproximadamente hasta en 19 afios (Freedman, 2018).
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Es destacable que el conocimiento sobre esta enfermedad se va actualizando constantemente.
Asi, en la clasificacion de 2016 de la Organizacion Mundial de la Salud se definieron 4 nuevas
categorias de FL (Freedman, 2018): neoplasia folicular in situ (ISFN) (baja progresién y
alteraciones limitadas en el nimero de copias cromosdmicas), FL de tipo duodenal (comparte
propiedades con un FL de bajo grado localizado y ISFN y se asocia con un comportamiento
clinico indolente), linfoma de células B grandes con reordenamiento de IRF-4 (presenta un
crecimiento folicular, difuso o ambos y de forma general manifiestan reordenamientos en
Ig/IRF4 y BCL6 pero no en BCL2. Predomina en nifios y jovenes) y FL de tipo pediatrico (PTFL)
(foliculos grandes con predominancia de centros foliculares blastoides. Generalmente son
localizados y no muestran reordenamientos en BCL2, BCL6 y MYC) (Swerdlow et al., 2016).

1.4. Linfoma de células de manto

El linfoma de células de manto (MCL) es una neoplasia linfoide que presenta una prevalencia
del 5-8% entre los linfomas diagnosticados (Ruan, 2019). Sus caracteristicas son heterogéneas
desde un punto de vista patolédgico y bioldgico (Jares et al.,, 2012). Habitualmente, esta
categorizado como agresivo, aunque también se puede desarrollar de forma mas indolente.
Predomina en hombres (Swerdlow et al., 2017), la edad media de diagndstico es de 68 afios
(Jain y Wang, 2019) y la de supervivencia de 3-7 afios (Navarro Matilla y Garcia-Marco, 2015).

1.4.1. MCL: Biologia y genética

Este linfoma presenta células de pequeiio o mediano tamafio que son monomarficas y con un
contorno nuclear irregular. Afecta a los ganglios linfaticos, la médula ésea, la sangre periférica,
el bazo y el tracto gastrointestinal (Swerdlow et al., 2017) y se suele iniciar debido a la
translocacion t(11;14)(q13;932), que se origina cuando las células se encuentran en la fase pre-
B. No obstante, es en las etapas finales del proceso de desarrollo de las células B donde este
linfoma acaba de desarrollarse y de obtener sus caracteristicas distintivas (Jares et al., 2012).
Esta translocacion tiene como consecuencia la sobreexpresiéon de ciclina D1 y alteraciones en
el normal funcionamiento del ciclo celular (Ruan, 2019). No obstante, la sobreexpresion de la
ciclina D1 no puede promover por si sola el proceso tumorogénico, por lo que son necesarios
otros eventos complementarios (Jares et al., 2012). Asi, esta patologia depende también de
factores como aberraciones gendmicas, anomalias en la respuesta al dafio del DNA, asi como
de la comunicacion con el microambiente (Jain y Wang, 2019).

Respecto a la expresidn de ciclina D1, ésta interacciona con la cinasa dependiente de ciclina 4
(CDK4)/CDK6 vy fosforila el supresor tumoral retinoblastoma 1 (Rb1) y activa el factor de
transcripcién E2F. A continuacion, se produce el cambio a la fase S del ciclo celular (Jares et al.,
2012). Este hecho promueve la proliferacion celular (Roué y Sola, 2020). Asi mismo, se han
identificado funciones complementarias de la ciclina D1. Asi, respecto al ciclo celular, también
estaria relacionada con la regulacion de genes en las fases G1/S y G2/M (Demajo et al., 2021).
En relacion a la ciclina D1 que se localiza en el citoplasma, ésta esta implicada en procesos de
migracion e invasion en lineas celulares de MCL y se puede conjeturar que la diferente
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distribucidn celular de esta proteina se relaciona con funciones celulares distintas (Body et al.,
2017). Por otra parte, se ha descrito que esta proteina esta implicada en la actividad de Pol Il
Mediante este mecanismo, se produce una menor expresion transcriptémica (Albero et al,,
2018). Finalmente, hay que hacer mencion al hecho de que en esta patologia se pueden
promover elevadas cantidades de ciclina D1 mediante procesos diversos como por ejemplo, la
amplificacidn del alelo translocado o alteraciones génicas en las regiones 3’ 0 5" no traducidas
(Bea'y Amador, 2017).

No obstante, a pesar de lo descrito anteriormente en cuanto a la relevancia de la ciclina D1 en
el proceso tumoral de MCL, es destacable que existen unos pocos casos en que no se expresa
esta proteina, pero que en cambio presentan una sobreexpresion de ciclina D2 o D3. En estos
casos, las caracteristicas clinicas y génicas son comparables a aquellos que expresan ciclina D1
(Ruan, 2019). Asi mismo, expresan el factor de transcripcion SRY-Box 11 (SOX11) (Jain y Wang,
2019). SOX11 es considerado un oncogén y se expresa en un elevado porcentaje de MCL, pero
no en la mayoria de linfomas de células B o en los linfocitos normales. Este factor de
transcripcién esta implicado en la proliferacion celular, la comunicacidon con el microambiente
(Puente et al., 2018), la modulacién del ciclo celular y el desarrollo de células B, entre otros. En
este ultimo proceso biolégico, por ejemplo, en el que intervienen PAX5 y BCL6, se ha descrito
la interaccion de SOX11 con sus regiones reguladoras (Bea y Amador, 2017). Por otra parte, se
ha descrito su implicacién en la sefializacion de la via del BCR (Kuo et al., 2018). La activacion
de STAT3, un miembro de la via JAK-STAT, se vincula generalmente con una menor expresion
de este factor de transcripcion, el cual es capaz de regular la viabilidad celular (Mohanty et al.,
2019). Asi mismo, SOX11 también desempefia una funcion en la angiogénesis, para la cual
requiere la expresion de PDGFA (Palomero et al., 2014). Por consiguiente, queda patente que
SOX11 es relevante en esta patologia, lo que se corrobora al observar su comportamiento
clinico. De esta manera, los pacientes que tienen MCL SOX11- presentan un mejor prondstico
en comparacion con aquellos SOX11+ (Fernandez et al., 2010). De hecho, la negatividad de
SOX11 define un subtipo de MCL generalmente indolente que se describird mds adelante (ver
apartado 1.4.3).

MCL destaca por un elevado numero de alteraciones genéticas (Puente et al., 2018). Asi,
presenta aberraciones como reordenamientos cromosémicos (cromotripsis y cromoplexias)
(Nadeu et al., 2020) y ganancias (39, 7p, 8q, 10p, 11q, 12q, 189...) o pérdidas (1p, 2q, 6q, 8p,
9p, 9q, 10p, 11q, 13q, 15q, 17p...) en regiones concretas del genoma (Nadeu et al., 2020;
Veloza et al., 2019). De esta manera, un cariotipo complejo se relaciona con un peor
prondstico (Swerdlow et al., 2017). En esta enfermedad y, mediante secuenciacidn del genoma
completo (WGS), se han hallado pocas mutaciones somaticas (1,2 por Mb) en comparacién con
otras neoplasias. Empleando la secuenciacién del exoma completo (WES) se han detectado de
media 20 mutaciones por caso. En un 90% de los casos se detectan alteraciones en el nimero
de copias (Bea et al., 2013) y en un 60% alteraciones con pérdida neutral de heterocigosidad
(Swerdlow et al., 2017). Entre los genes que se encuentran mutados destaca TP53, con una
incidencia de aproximadamente un 28% (Bea et al., 2013). Esta alteracion esta implicada en
anomalias en el ciclo celular, en la proliferacion y en la muerte celular y se relaciona con un
prondstico desfavorable (Jain y Wang, 2019). Las mutaciones en ATM también son relevantes
en MCL ya que este gen activa p53 tras el dafio al DNA (Ruan, 2019). ATM, que esta mutado en
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un porcentaje elevado de pacientes (un 55% aproximadamente), se encuentra en la regién
11921—q23, de igual forma que el gen BIRC3, el cual habitualmente se halla mutado (Bea et al.,
2013). Otras anomalias relevantes consisten en la deleccion en 9p, que afecta a la expresién
del inhibidor de la cinasa 2A dependiente de ciclina (CDKN2A), de la misma manera que las
alteraciones de MYC en 8qg24. En ambos casos, estas alteraciones se relacionan con un peor
prondstico (Swerdlow et al., 2017). Por otra parte, otras alteraciones conocidas serian CCND1,
MEF2B, TLR2, NOTCH2, NOTCH1, B2M, UBR5, KCNC2, KIAA1671, PCSK2, TNRC6B, TRPM6,
ABCA3 (Bea et al., 2013), RB1, SP140, BM1, CDKN1B, SMARCB1, BCOR, (Nadeu et al., 2020)
TRAF2, MAP2K14, CARD11 y BTK (Jain y Wang, 2019), entre otras. Por otra parte, se ha
descrito una expresion elevada de genes como RAN, POLE2, SLC29A2 y TNFRSRF10B los cuales,
con excepcion de este Ultimo que esta implicado en un mejor prondstico, se relacionan con
una menor supervivencia (Hartmann et al., 2008). Es destacable que estas mutaciones se
producen mdas comunmente cuando la enfermedad ha progresado o después de una recaida
en comparacion con aquellos pacientes que aun no han iniciado un tratamiento (Hill et al.,
2020). También es relevante que el patrén mutacional es diferente entre los casos SOX11+ vy
los SOX11-. Asi, en los casos SOX11+ se ha identificado un mayor porcentaje de alteraciones en
el niumero de copias y se han detectado mutaciones en ATM, NSD2, MLL2 y MEF2B que no se
producen en casos SOX11-. No obstante, no hay diferencias con respecto a la cantidad de
mutaciones somaticas (Bea et al., 2013).

Las aberraciones genéticas descritas estdn relacionadas con alteraciones en procesos
bioldgicos tales como la proliferacion, el ciclo celular, la respuesta al dafio al DNA y la
supervivencia celular, entre otros (Veloza et al., 2019) (Figura 6). En este ultimo caso, se han
descrito alteraciones en genes antiapoptdticos y proapoptédticos como BCL2 y BCL2L11
respectivamente (Jares et al., 2012). También se han identificado aberraciones en el caso de
CDK4, CDK2, RB1 y MDM?2, los cuales desarrollan diferentes funciones en el ciclo celular
(Delfau-Larue et al., 2015; Hernandez et al., 2005). Por ultimo, se han identificado alteraciones
en la expresion de TLR (Roué y Sola, 2020) y en vias de sefializacion como PI3K/AKT/mTOR,
JAK/STAT o Wnt. En concreto y, a modo de ejemplo, se ha descrito la expresion desregulada de
AKT y mTOR y mutaciones que disminuyen la expresién de SOCS1 (un inhibidor de la via
JAK/STAT), entre otros (Jares et al., 2012).
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Figura 6: Procesos bioldgicos alterados y aberraciones genéticas en MCL.

1.4.2. MCL: Epigenética y microambiente

Desde un punto de vista epigenético se ha descrito que entre los diferentes casos de MCL
existe heterogeneidad en la metilacion del DNA. Tanto el tipo de célula (definida segun la
etapa del proceso de desarrollo de células B de la que deriva) como la variable EpiCMIT, estdn
implicados en las diferencias observadas respecto a esta modificacién epigenética (Nadeu et
al., 2020). Tal y como sucedia en CLL, las variables EpiCMIT-hypo y EpiCMIT-hyper se
relacionan linealmente entre ellas. Ademads, aquellos casos con un elevado indice de
proliferacion Ki-67 se relacionan con altos valores de la variable EpiCMIT (Duran-Ferrer et al.,
2020). Por otra parte, se han identificado elevados niveles de la proteina DNA metiltransferasa
1 (DNMT-1) en modelos celulares de MCL (Li, X.-Y et al., 2017) y aquellos casos con un alto
numero de CpG hipermetiladas se relacionan con una menor supervivencia, presentan mas
aberraciones cromosdmicas y expresan genes vinculados con el ciclo celular (Enjuanes et al.,
2013). Asi mismo, el perfil de metilacién puede variar en determinados casos de MCL
afectados por mutaciones en ciertos genes. Ademas, estos cambios estdn asociados con un
peor prondstico. Por afiadidura, la activacién de novo de un enhancer localizado a cierta
distancia de SOX11 parece tener una funcién en la expresién de este factor de transcripcion en
MCL (Queirds et al., 2016). Los niveles de SOX11 también estan regulados por HDAC1 y HDAC2,
los cuales se unen a ciclina D1. Asimismo, esta ultima molécula se relaciona con la acetilacién
de histonas (Mohanty et al., 2019). Finalmente, en esta patologia también se han identificado
alteraciones en genes remodeladores de la cromatina o en enzimas modificadoras de histonas
tales como SMARCA4 (Jain y Wang, 2019), WHSC1 (o NSD2) (Bea et al., 2013) o en KMT2D. En
este ultimo caso, estan relacionadas con una supervivencia inferior (Ferrero et al., 2020). Por

21



Introduccion

otro lado, EZH2 se expresa en algunos pacientes, los cuales presentan un peor prondstico
(Martinez-Baquero et al., 2021).

El microambiente también tiene un papel relevante en esta patologia. Las células tumorales se
comunican con su entorno a través de factores como quimiocinas y moléculas de adhesion,
entre otros (Puente et al., 2018). Se ha descrito que las células estromales de la médula ésea,
las cuales secretan BAFF, estan implicadas en la supervivencia de las células tumorales. Asi
mismo, el cultivo conjunto de estos dos tipos de células aumenta la secrecidn de esta proteina
(Medina et al., 2012). En el caso de los monocitos, el co-cultivo con las células tumorales
favorece la polarizacion a macréfagos con un fenotipo M2 y la viabilidad de las células MCL
(Papin et al., 2019). Por otro lado, existe una expresion diferencial de genes entre muestras
procedentes de sangre y de ganglios linfaticos y se ha descrito que, en estos ultimos, destacan
genes implicados en proliferacion, dafio al DNA y comunicacién con el microambiente. Asiy, a
modo de ejemplo, se ha identificado una elevada expresion de firmas génicas del BCR y NF-kB
en este tejido (Saba et al.,, 2016). Con respecto a SOX11, este factor de transcripcién estd
involucrado en la expresion de factores relevantes en el microambiente como CXCR4 y la
cinasa de adhesion focal (FAK) (previamente descrita como implicada en las vias de
sefializacion de PI3K/AKT y ERK1/2 y en procesos como la invasion o la metastasis) (Balsas et
al., 2017). Asi mismo, los casos SOX11+ presentan niveles inferiores de células T CD4" en
comparacion con los casos SOX11-y niveles superiores de células FOXP3" intratumorales y una
expresion diferencial de genes relacionados con la inmunidad (Balsas et al., 2021). En MCL, en
comparacion con casos control, también se han identificado altas concentraciones de citocinas
como IL-12, sIL-2Ra, CXCL9, CXCL10, IL-1RA, IL-8, CCL3 o CCL4 (Sonbol et al., 2014). Asi mismo,
se ha descrito que IL-6, que esta implicada en la fosforilaciéon de STAT3, es capaz de limitar la
funcién apoptdtica de diferentes agentes terapéuticos (Zhang, L. et al., 2012). Finalmente, los
componentes del microambiente también muestran una asociacién con el prondstico. Asi,
altos niveles de IL-17A, sIL-2Ra, IL-8, CCL4, del nimero absoluto de monocitos y de la ratio
FOXP3/CD3 se relacionan con un peor prondstico. De igual forma a como sucede con bajos
niveles de IL-2 y de células T CD4" (Assis-Mendonca et al., 2021; Sonbol et al., 2014; Zhang, X-Y.
et al., 2016).

1.4.3. MCL: Sintomatologia, diagnéstico y tratamiento

El comportamiento clinico de los pacientes diagnosticados con MCL es heterogéneo ya que
éstos pueden ser asintomaticos o bien manifestar sintomas como linfadenopatia, citopenia o
esplenomegalia (Jain y Wang, 2019).

El diagnodstico de esta enfermedad se realiza a partir de sangre, una biopsia/aspiracion de la
médula dsea, ganglios linfaticos u otros tejidos y analisis moleculares e inmunofenotipicos. El
perfil fenotipico de este linfoma presenta expresion de CD5, CD20, CD19, slgM/sIgD y ciclina
D1, mientras que CD10 y CD23 son negativos (Jain y Wang, 2019; Navarro Matilla y Garcia-
Marco, 2015).

Desde un punto de vista histoldgico, los pacientes con MCL pueden presentar una morfologia
clasica (aproximadamente el 90% de los casos) o una citologia blastoide (alrededor de un 10%)
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(Ruan, 2019). La morfologia cldsica se distingue por la presencia de células pequefias o
medianas, con nucleos irregulares, cromatina condensada y limitado citoplasma (Veloza et al.,
2019). En el perfil blastoide, que esta asociado a un peor prondstico, se pueden diferenciar las
variantes pleomorficas (de gran tamafio, con cromatina dispersa y una morfologia nuclear
irregular) y bldasticas (nucleos con forma redondeada, reducido citoplasma y cromatina
dispersa) (Dreyling et al., 2018; Veloza et al., 2019). Las variantes clasicas y blastoides también
difieren desde un punto de vista genético o epigenético (Bea et al., 2013; Enjuanes et al.,
2013). Asi, los pacientes con perfil blastoide presentan mds frecuentemente alteraciones en
p53 en comparacién con los casos con morfologia cldsica (Slotta-Huspenina et al., 2012). De la
misma manera, las mutaciones en NOTCH1 y NOTCH2 son mas habituales en los casos
blastoides (Bea et al., 2013). Estos ultimos también presentan un mayor nimero de CpG
hipermetiladas en comparacién con los casos cldsicos (Enjuanes et al., 2013). Es destacable
que en algunos pacientes se produce la transformaciéon de una histologia a otra v,
mayormente, ocurre desde una morfologia cldsica a una blastoide (Dreyling et al., 2018). Otra
variante histoldgica descrita es la de células pequefias, que se caracteriza por linfocitos de
reducido tamafio y nucleos redondeados (Kimura et al.,, 2011; Veloza et al.,, 2019). Esta
morfologia estd asociada generalmente a negatividad de SOX11 y a un buen prondstico
(Kimura et al., 2011).

Considerando el perfil clinico y, en funcién de las alteraciones en SOX11, los pacientes con MCL
se pueden clasificar en convencionales o nodales (cMCL), los cuales son SOX11+, o bien
leucémicos no nodales (nnMCL), que son SOX11-. En el primero de los casos se caracterizan
por una afectaciéon nodal (Fernandez et al., 2010), con reordenamientos del gen IGHV no
mutado, alteraciones genéticas frecuentes y un prondstico desfavorable. En el caso de nnMCL,
con una incidencia entre el 10-20% de los casos, presentan un comportamiento clinico con
esplenomegalia y relacionado con un buen pronéstico, las alteraciones génicas son poco
habituales (Jain y Wang, 2019) y habitualmente se manifiestan hipermutaciones en IGHV. No
obstante, alteraciones genéticas complementarias pueden alterar el perfil clinico hacia uno
mas agresivo (Ruan, 2019). Es destacable, que en relacion al grado de mutacién en el gen
IGHV, las dos entidades clinicas derivarian de diferentes fases del proceso de desarrollo de
células B. Asi, el cMCL proviene de una célula que no ha estado en contacto con el GC,
mientras que sucederia lo contrario en el caso de nnMCL (Veloza et al., 2019) (Figura 7).
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Figura 7: Perfil histoldgico y clinico y progresién de MCL (Roué y Sola, 2020).

Respecto a la determinacidn del prondstico de los pacientes, generalmente se emplea el indice
prondstico internacional de MCL (MIPI), que estratifica en tres grupos de riesgo: bajo,
intermedio y alto. Por otro lado, la variable Ki-67% (derivada de biopsias de tejidos no
medulares) también es informativa desde un punto de vista prondstico y un valor superior al
30% establece un riesgo elevado (Jain y Wang, 2019).

Esta enfermedad es por lo general incurable y su tratamiento depende de las caracteristicas de
cada paciente como la edad o las morbilidades asociadas. A los pacientes sintomaticos se les
administra un tratamiento tras el diagndstico (Ruan, 2019), mientras que éste se puede
demorar durante algun tiempo en aquellos pacientes con enfermedad estable no sintomatica.
Las recaidas son frecuentes en esta enfermedad y el tratamiento es variado e incluye
guimioterapia con anticuerpos monoclonales anti CD20 o trasplante de células madre segun la
edad del paciente (Roué y Sola, 2020). Asi mismo, es relevante que en los ultimos afios se han
establecido estudios clinicos con nuevos tratamientos independientes de la quimioterapia
como inhibidores de BTK, BCL2, PI3K (Ruan, 2019) o del proteosoma, asi como terapia CAR-T
(Roué y Sola, 2020).

1.5. RNA largo no codificante

Los RNA largos no codificantes (IncRNAs) son moléculas de RNA de una longitud superior a los
200nt que no codifican proteinas (Statello et al., 2021). No obstante, a pesar de esta extendida
definicion, recientemente se han descrito IncRNAs capaces de codificar péptidos, como es el
caso de LINCO0467 y el micropéptido ASAP (Ge et al.,, 2021), el IncRNA MIR155HG vy el
micropéptido miPEP155 (Niu et al., 2020) o LINC00665 y el micropéptido CIP2A-BP (Guo,
Binbin et al., 2020), entre otros. En general la expresion de los IncRNAs es baja, lo que se
vincula a modificaciones represivas de histonas (Statello et al., 2021) y estan poco conservados
evolutivamente, siendo una excepcién unos pocos IncRNAs (Slack y Chinnaiyan, 2019).
Principalmente tienen una ubicacién nuclear y pueden presentar especificidad por tejidos
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(Amodio et al., 2018), células o patologias (Balas y Johnson, 2018). No obstante, también se ha
descrito su ubicacién en ribosomas (van Heesch et al., 2014), en mitocondrias y exosomas,
relacionandose en este Ultimo caso con funciones epigenéticas y en el caso de las mitocondrias
con el metabolismo y la supervivencia celular. En varios aspectos son similares a los mRNA ya
gue ambos se componen de exones y, aunque la cantidad es menor en los IncRNAs, su longitud
es superior (Statello et al., 2021). Ademas, de forma habitual, se transcriben mediante la RNA
polimerasa |l, presentan una caperuza 5’, una cola 3’ poliadenilada y son susceptibles a
procesos de splicing (Balas y Johnson, 2018). No obstante, las sefales de splicing son mas
débiles y el punto de empalme 3’ y el punto de ramificacidn se encuentran ubicados en puntos
distantes, lo que contribuye a la localizacién nuclear de estas moléculas. En esto ultimo
también estan involucrados los reguladores de splicing y los factores nucleares (Statello et al.,
2021). En funcién de su ubicacién se pueden clasificar en intergénicos (/incRNA) (entre dos
genes codificantes), bidireccionales (en sentido contrario al de un determinado gen
codificante) (Balas y Johnson, 2018), antisentido (localizado en la cadena contraria de un gen
codificante vy, en el caso de que no se sobreponga completamente con este gen, se considera
un transcrito antisentido natural (Amodio et al., 2018)) o superposicién de sentidos (se solapa
en el mismo sentido con intrones y/o exones de genes codificantes) (Balas y Johnson, 2018).
No obstante, el conocimiento sobre los IncRNAs se va ampliando continuamente y se van
estableciendo diversos criterios para catalogar estas moléculas (Wuy Du, 2017).

1.5.1. Funciones moleculares, fisioldgicas y patolégicas de los IncRNAs

Los IncRNAs desarrollan numerosas funciones en diferentes contextos biolégicos mediante
multiples mecanismos moleculares. Asi, estas moléculas pueden actuar en cis (localizacion
proxima a su lugar de transcripcidn) o en trans (localizacidn lejana, tanto desde un punto de
vista génico como anatdmico, a su lugar de transcripcién) (Slack y Chinnaiyan, 2019) y entre las
funciones que llevan a cabo destacan las de guia, andamios dindmicos y moléculas decoy
(Figura 8), las cuales pueden ser desarrolladas por un mismo IncRNA en funcién de las
necesidades celulares. El primero de los casos hace referencia al cambio de ubicacién de
proteinas reguladoras o enzimdticamente activas hacia otras regiones de interés (Balas y
Johnson, 2018). Algunos ejemplos serian Fendrr (dirige al complejo represivo polycomb (PRC2)
hasta determinadas regiones génicas) (Sweta et al., 2019) o HOTAIR (guia a PRC2 al locus
HOXD). La funcion como andamios dinamicos abarca el funcionamiento del IncRNA como base
a la que se unen moléculas como enzimas y cofactores formando complejos de
ribonucleoproteinas (RNP) (Balas y Johnson, 2018). Por ejemplo, se ha observado que ANRIL
desarrolla esta funcion para WDR5 y HDAC3 (Zhang, C. et al., 2020) y mamRNA actia como
andamio permitiendo la regulacién entre Mmil y Mei2 (Andric et al., 2021). Por ultimo,
ejercen como moléculas decoy al interaccionar y alterar el normal funcionamiento de
proteinas (Ju et al., 2019). Asi, interactian con elementos como factores de transcripcion y
proteinas cataliticas y de uniéon a RNA (Balas y Johnson, 2018). Un ejemplo seria el IncRNA
SOX1-0OT V1 que modula SOX1 al unirse a HDAC10 e impedir otras vinculaciones de esta
proteina (Xi et al.,, 2022). Otra funcién relacionada con la anterior seria la de secuestrar
microRNAs especificos, consiguiendo asi alterar la funcionalidad de este tipo de RNAs (Amodio
et al., 2018). Asi, TRPM2-AS puede desempenfiar esta funcion en el cancer gastrico (Xiao et al.,
2020) y ZEB1-AS1 la lleva a cabo en el cancer colorectal (Wu, G. et al., 2020). Es destacable que
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moléculas como los microRNAs pueden actuar modulando a los IncRNAs, los cuales a su vez
son capaces de comportarse como precursores de microRNAs (Zhang, Xiaopei et al., 2019).
Finalmente, se ha descrito que los IncRNAs estan involucrados en la regulacién de la expresién
génica al participar en la formaciéon de un bucle de cromatina (Sweta et al., 2019).

Scaffold
Guide Ribonucleoprotein complex
. . @ 2 Y Decoy .
Chromatin modiying  ASUPEY — 2 IncRNA

\‘_—“
" IncRNA &

/;TEEN A IncRNA mechanisms of action G
Chromatin looping IncRNA sponging miRNA
Polll . IncRNA as miRNA Q)

Z) precursor 3 "':,‘\m_‘ e
Mediatormy, ; IncRNA {H/ miRNA
— _IncRNA ncRNA J

wy
E N 1111]
miRNAs

Figura 8: Mecanismos de accion de los IncRNAs. Modificado de (Sweta et al., 2019).

Los IncRNAs también pueden desarrollar otras funciones como por ejemplo alterar la
localizacion de cromosomas (Statello et al., 2021) o intervenir en la union de las cromatidas
hermanas (Marchese et al., 2016). Asi mismo, la inhibicién del IncRNA NORAD se relaciona con
anomalias cromosOmicas (Lee, S. et al., 2016) y bajos niveles del IncRNA EPB41L4A-AS1
modifican la localizacién celular de HDAC2 (Liao et al., 2019). Por otra parte, pueden estar
implicados en la generacién de un tipo de RNA pequefio de interferencia (siRNA) (Fan, Yourong
et al., 2016).

Los IncRNAs también estan implicados en la regulacién de la expresion génica desde un punto
de vista epigenético, transcripcional, post-transcripcional, traduccional o post-traduccional
(Zhang, Xiaopei et al., 2019). Se relacionan tanto con DNA y RNA como con proteinas y varios
IncRNAs pueden participar en la modulacion de un determinado gen (Statello et al., 2021). De
esta manera, los IncRNAs desarrollan numerosas funciones, entre las que se encuentran la
modulacién de la metilacidn o acetilacidon de histonas. En el primer caso, esto se puede llevar a
cabo a través de la mediacidon de histonas metiltransferasas o demetilasas y de complejos
modificadores de la cromatina. En el segundo caso, pueden regular la expresién génica a
través de la modulacidn de histonas acetiltransferasas o desacetilasas (Zhang, Xiaopei et al.,
2019). Asi, se ha descrito que el IncRNA HEAL esta implicado en el reclutamiento de p300
(Chao et al., 2019) y que HOXA-AS2 tiene la capacidad de interaccionar con EZH2, SUZ12 y
RbAp48, subunidades del PRC2 (Yang, X. et al., 2021). Los IncRNAs también pueden intervenir
en la metilacién del DNA al interrelacionarse con metiltransferasas de DNA (Zhang, Xiaopei et
al.,, 2019). Asi, por ejemplo, NEAT1 interacciona con la DNA metiltransferasa 1 (DNMT1) y
regula la expresion de p53, cGAS y STING (Ma, F. et al.,, 2020). Por otra parte, el IncRNA
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PYCARD-AS1 puede establecer una interaccion con DNMT1 y G9a y se relaciona con la
recoleccion de estas moléculas (Miao et al., 2019).

Este tipos de RNAs, ademas, pueden mediar en el silenciamiento génico (por ejemplo, XIST
tiene la capacidad de inhibir la expresién de diversos genes) (Statello et al., 2021) o intervenir
en la transcripcidn al vincularse con factores de transcripcién (Zhang, Xiaopei et al., 2019). Un
ejemplo de esta funcion la desarrolla MEG3 que interacciona con SOX2, permitiendo la
transcripcién de la proteina morfogénica dsea 4 (BMP4) (Zhuang W. et al., 2015). Por otra
parte, pueden tener una funcidn inhibitoria con respecto a la interaccién entre el promotor y
los factores de transcripcion, tal y como realiza BADLNCR1 (Cai, H. et al., 2020) y se ha descrito
que pueden regular la accesibilidad a la cromatina (Fujita et al., 2020). Asi mismo, otro ejemplo
de IncRNA que interviene en la transcripcidn seria MTA2TR (Zeng et al., 2019). En cuanto a las
modificaciones post-transcripcionales, se pueden llevar a cabo a partir de la interaccién con
determinadas proteinas modificando el proceso de splicing de mRNA. Asi mismo, estdn
implicados en el proceso de degradacion de los mRNAs (Statello et al., 2021). Por ultimo, los
IncRNAs también pueden estabilizar los mRNAs tal y como sucede, por ejemplo, con el IncRNA
PTB-AS (Zhu, L. et al., 2019). Del mismo modo, TRPM-AS desarrolla esta funcion a través de la
intervencién de la proteina de unién a RNA TAF15 (Pan, L. et al., 2020).

Por otro lado, en el proceso de la traduccidon también se han descrito diversas funciones de los
IncRNAs. Por ejemplo, GAS5 es capaz de establecer conexiones con elementos del complejo de
inicio de la traduccidn (Zhang, Xiaopei et al., 2019), PYCARD-AS1 puede alterar el proceso de
ensamblaje de los ribosomas (Miao et al.,, 2019) y GCAT1, GMAN y EMS median en la
traduccion de p27, efrina Al y p53 respectivamente (Li, D. et al., 2021; Wang, C. et al., 2022;
Zhuo et al.,, 2019). A nivel post-traduccional, los IncRNAs estan relacionados con procesos
como fosforilaciones, acetilaciones o ubiquitinaciones. Asi, HOTAIR interacciona con ligasas de
ubiquitina y sus substratos lo que conlleva a la pérdida de integridad de estos ultimos (Zhang,
Xiaopei et al., 2019). GBCDRInc1 tiene una funcién represora con respecto a la ubiquitinacion
de la fosfoglicerato cinasa 1 (PGK1) (Cai, Q. et al., 2019), Ln-DC regula la fosforilacién de STAT3
(Wang, Pin et al., 2014) y MITA2TR esta involucrado en la desacetilacion de HIF-1a (Zeng et al.,
2019). Finalmente, los IncRNAs pueden participar en otras modificaciones post-traduccionales
como la sumoilacién (Liu, C. et al., 2020).

Los IncRNAs estan relacionados con multiples funciones fisioldgicas por lo que alteraciones en
su expresion se relacionan con diversas patologias (Statello et al., 2021). Se ha descrito que
participan en la embriogénesis (Wu y Du, 2017) y en el funcionamiento del sistema
cardiovascular, adiposo, inmune y nervioso entre otros. De esta manera y, a modo de ejemplo,
estdn involucrados en enfermedades como Huntington, esclerosis amiotréfica lateral,
Alzheimer o Parkinson (Statello et al., 2021). Asi, en este ultimo caso, se ha descrito una
elevada expresion del IncRNA RMST, el cual se correlaciona con TNF-a e IL-1B y se ha
determinado que la inhibicién de este IncRNA tiene funciones antiapoptdticas (Chen, C. et al.,
2022). Ademas, se ha identificado la desregulacién de IncRNAs en alteraciones neuroldgicas o
del neurodesarrollo como la epilepsia del I6bulo temporal o el trastorno del espectro autista
(Cai, Xiaodong et al., 2020; Taheri et al., 2021). Por otra parte, se ha descrito que el IncRNA
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Synage esta involucrado en el desarrollo del cerebelo y en la generacién y funcionalidad de
sinapsis (Wang, F. et al., 2021).

Estas moléculas también intervienen en el desarrollo muscular. Asi, ZFP36L2-AS esta implicado
en la diferenciacion de mioblastos (precursores de las fibras musculares) y en una menor
proliferacidon de estas células (Cai, Bolin et al., 2022). Por otra parte, la inhibicién de Cytor se
relaciona con una disminucién en el didmetro de las fibras musculares y en la masa muscular
(Wohlwend et al., 2021). Ademas, se ha descrito la desregulacidon de IncRNAs en la distrofia,
hipertrofia y atrofia muscular (Sweta et al.,, 2019) y, por ejemplo, esta Ultima se asocia a
elevados niveles de Inc-ORA en un modelo animal (Cai, R. et al., 2021).

Respecto a las células reproductoras, los ovocitos que dan lugar a embriones de alta calidad
suelen presentar altos niveles de AK124742. Asi mismo, los niveles del IncRNA son mas altos en
mujeres embarazadas en comparacion con aquellas que no lo estan (Li, Juan et al., 2015). En
referencia a las células reproductoras masculinas, al inhibir el IncRNA Rbakdn en modelos
animales se producen alteraciones en los testiculos y en la viabilidad celular de espermatocitos
(Liu, W. et al., 2021).

En relacion con el sistema vascular, numerosos IncRNAs se expresan en el proceso de la
eritropoyesis (Alvarez-Dominguez et al., 2014). En el caso de enfermedades cardiovasculares
como la insuficiencia cardiaca crdnica, H19 se encuentra en bajos niveles y este IncRNA se
relaciona con una menor hipertrofia cardiaca (Wang, H. et al., 2022). Por otra parte, estas
moléculas se encuentran desreguladas en la enfermedad de la arteria coronaria (Tang y Wang,
2020) y, en modelos animales de infarto de miocardio, se han detectado altos niveles del
IncRNA KCNQ10T (Wang, Yanbin et al., 2019). También se ha observado la implicacion de los
IncRNAs en la regeneracién cardiaca. Asi, por ejemplo, este proceso biolégico se induce con
bajos niveles del IncRNA CAREL en modelos in vivo (Cai, Benzhi et al., 2018).

Con respecto al metabolismo y sus enfermedades asociadas, IncRNAs como HOTAIR, MEG3,
MIAT, XIST, PANDA, GAS5, PLUTO, THRIL o SALRNA1 se encuentran desregulados en la
diabetes de tipo 2 (Sathishkumar et al., 2018). En modelos celulares, IncRNA-p3134 regula la
viabilidad de las células B y los niveles de PI3K, p-AKT y mTOR, los cuales estan implicados en la
via de la insulina (Ruan et al., 2018). Asi mismo, en trastornos como la aterosclerosis se han
descrito alteraciones en la expresién de estas moléculas (Zhu, X. et al., 2019), las cuales
también estan involucradas en la actividad de las células endoteliales (Zhao, D. et al., 2020).
Los IncRNAs también son relevantes en la regulacién del tejido adiposo. Se expresan tanto en
el tejido adiposo marrén como en el blanco (Chen, Jiantao et al., 2015) y se ha descrito la
implicacion de los IncRNAs AC092159.2 y Pincl en la diferenciacion de adipocitos (Yuan et al.,
2019; Zhu, E. et al., 2019). En este ultimo caso, esto se desarrolla mediante la regulaciéon de la
metilacion de PPAR-y2 (molécula crucial en el proceso de diferenciacién) por parte de Pincl
(Zhu, E. et al., 2019). Por ultimo, los IncRNAs también pueden influir en el metabolismo del
colesterol (Li, Chuanwei et al., 2019) y de la glutamina, asi como en la glicdlisis (Liao et al.,
2019), entre otras muchas funciones descritas.
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Asi mismo, los IncRNAs también tienen un papel en el sistema inmune. Se ha identificado la
desregulacion de diferentes IncRNAs en enfermedades como la artritis reumatoide (Shui et al.,
2019), el sindrome de Guillain-Barré (Gholipour et al., 2021) o la esclerosis multiple (Zhang, F.
et al., 2017). Por otra parte, se ha descrito la implicacién del IncRNA HOXA-AS3 en la regulacion
de vias de sefalizacidn vinculadas al proceso inflamatorio como por ejemplo NF-kB (Zhu, X. et
al., 2019) y que la inhibicién del IncRNA-CD160 en células T CD8" tiene como consecuencia
unos mayores niveles de secrecion de las citocinas inflamatorias interferén gamma y TNF-a
(Wu, J. et al., 2020). Los IncRNAs también regulan la diferenciacién de células mieloides y de
células Ty se vinculan con la renovacién de las HSCs. Asi, por ejemplo, LncHSC-2 se relaciona
con genes como la proteina leucemia promielocitica (PML) e inositol 1,4,5-trifosfato 3-cinasa B
(ITPKB), involucrados en el mantenimiento de HSC y el desarrollo de células T respectivamente.
Asi mismo, genes como la integrina subunidad beta 2 (/TGB2) y TNF también se han
relacionado con este IncRNA (Luo et al., 2015). Paralelamente, se ha descrito la implicacién de
este tipo de RNAs en la diferenciacidon de macréfagos (Ahmad et al., 2020) y en la viabilidad de
células dendriticas (Zhuang, L. et al., 2018). Por otra parte, en la diferenciacién de células Thl o
Th2 intervienen IncRNAs como linc-MAF-4 (Zhang, F. et al.,, 2017) y HULC se correlaciona
positivamente con células Tges (Zhao, J. et al., 2015). Ademas, en el proceso de desarrollo de
las células B se ha descrito la expresién de IncRNAs como, por ejemplo, MYB-AS1, SMAD1-AS1
y LEF1-AS1, que son IncRNAs antisentido de los factores de transcripcion MYB, SMAD1 vy el
factor de unidén al potenciador linfoide 1 (LEF1), respectivamente (Petri et al., 2015). Por otra
parte, los diferentes subtipos de linfocitos presentan patrones de expresion diferencial de los
IncRNAs (Ranzani et al., 2015).

Finalmente, este tipo de RNA es relevante en la patogénesis del cdncer, en el que se ha
descrito su expresion desregulada (Balas y Johnson, 2018). En concreto, en diversas neoplasias
linfoides se observa un patrén de expresion de los IncRNAs diferente en comparacién con
células B normales (Gholami et al., 2021) y, por ejemplo, al comparar pacientes con leucemia
linfobldstica aguda e individuos control se observan diferencias en el grado de expresién de
casi 400 IncRNAs (Xia, Jing et al., 2022). Estas moléculas, ademas, tienen la capacidad de
modular el microambiente tumoral e intervienen en procesos como la migracion, la invasién
(Gholami et al., 2021), la proliferacion, el metabolismo (Statello et al., 2021), el ciclo celular, la
supervivencia y la inmunidad, entre otros y se asocian con genes relevantes en estos
mecanismos (Balas y Johnson, 2018). Asi mismo, estan relacionados con p53 o MYC, factores
con una gran relevancia en el proceso tumoral. De esta manera, el IncRNA DINO es capaz de
estabilizar a p53, MEG3 puede regular la actividad de p53, CCATI-L esta implicado en la
modulacién de MYC y se ha descrito la coamplificacién de PVT1 y MYC (Statello et al., 2021).
Por otra parte, MIR503HG regula la ciclina D1 en el cancer de pulmén (Xu, S. et al., 2020) y la
inhibicién del IncRNA RP11-624L4.1 tiene como consecuencia la desregulacion de las proteinas
CDK4, CDK®, ciclina D1, Rb y E2F1 (Zhou, L. et al., 2020). En esta patologia, los IncRNAs pueden
verse afectados tanto por modificaciones epigenéticas como genéticas (Amodio et al., 2018).
De este modo, en el primero de los casos se han detectado hipermetilaciones en CRNDE en CLL
(Subhash et al., 2016), metilaciones en el promotor de GAS5 en el cancer de mama triple
negativo (Li, Juntao et al.,, 2019) o alteraciones en enhancers de diferentes IncRNAs en el
cancer de mama, tales como acetilaciones y metilaciones (Zhao, Hongying et al., 2021).
Respecto a las aberraciones genéticas, destacan delecciones o ganancias en determinadas
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regiones. En el caso de HOTAIR, por ejemplo, se han descrito polimorfismos de nucledtido
simple (SNP) en su secuencia (Amodio et al., 2018). Asi mismo, los IncRNAs estdan modulados
por determinadas vias celulares (Katsushima et al., 2016; Zhang, Hong et al., 2022) o estdn
involucrados en la regulacion de vias como MAPK/ERK, Wnt/B-catenina, NF-kB (Gholami et al.,
2021) o PI3K/Akt. Este el caso de HOTAIR, que modula esta Ultima via y promueve alteraciones
en la proliferacién celular (Yan, Y. et al., 2016). Por otra parte, en modelos de carcinoma
hepatocelular se ha descrito que mTORC1 es capaz de regular las diferentes isoformas de
NEATI1, entre otros IncRNAs (Zhang, Hong et al., 2022).

Es remarcable que debido a su heterogeneidad, los IncRNAs pueden desempefiar funciones
como supresores tumorales (BGL3, DLEU1/2, GAS5, MEG3, PTENPI1..), como oncogenes
(ANRIL, BCAR4, HOTAIR, HULC, NEAT1, PVT1, TUGI1, XIST, MALAT1...) (Balas y Johnson, 2018) o
como ambos en funcién del escenario bioldgico (Slack y Chinnaiyan, 2019). Hay que destacar
que MALATI1 presenta caracteristicas poco habituales y estd implicado en numerosos procesos
celulares y patoldgicos por lo que a continuacién se describird en mas profundidad.

1.6. MALAT1

El transcrito 1 de adenocarcinoma pulmonar asociado a metastasis (MALAT1), es un IncRNA
identificado por varias denominaciones como transcrito abundante enriquecido en nucleo 2
(NEAT2), HCN, LINCO0047, NCRNA0O0047 o PRO2853 (Zhang, X., Hamblin, M. H. et al., 2017). Se
localiza en el cromosoma 11g13.1 en seres humanos y en el 19gA en el caso de ratones. En la
primera de estas especies su extension es de unos 8,744 Kb (GRCh38/hg38), mientras que en la
segunda es de 6,983 Kb (GRCmM38/mm10) (Arun et al., 2020). Fue descrito por primera vez en
el afio 2003 a raiz de un estudio con pacientes con cancer de pulmdn, donde se observd que
existia una relacién entre el IncRNA y el proceso metastdsico (Ji, P. et al., 2003). Los seres
humanos y los ratones comparten regiones génicas similares de este IncRNA, lo que podria
sugerir que son relevantes para los atributos de este IncRNA (Xu, C. et al., 2011). Asi mismo,
MALATI destaca por su secuencia altamente conservada entre vertebrados (Arun et al., 2020),
especialmente en 33 especies de mamiferos (Zhang, X., Hamblin, M. H. et al., 2017). Este
hecho es de especial relevancia ya que pone de manifiesto una posible implicacién de este
IncRNA en el proceso evolutivo (Li, Z.-X. et al., 2018).

MALATI se genera a partir del proceso molecular que se muestra representado en la Figura 9.
En una region proxima al extremo 3’ de MALATI se localiza una estructura tRNA que es
procesada mediante RNAsaP y RNAsaZ, formando un fragmento conocido como RNA
citoplasmatico pequefio asociado a MALAT1 (mascRNA). Este fragmento, de unos 61
nucledtidos, es exportado al citoplasma, no se puede aminoacilar, presenta un tiempo de vida
media breve y se encuentra conservado entre diferentes especies (Wilusz et al., 2008). Por
otra parte, se genera un transcrito de MALATI que se localiza en el nucleo, concretamente en
los cuerpos nucleares (Zhang, X., Hamblin, M. H. et al., 2017) y cuyo extremo 3’ (que no
experimenta un proceso de poliadenilacion) forma una estructura de triple hélice, que es
practicamente exclusiva de este IncRNA (Arun et al., 2020), y que le confiere proteccién frente
a la degradacidn por parte de exonucleasas. El tiempo de vida media de MALATI1 es variable en
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funcién del tipo celular analizado (Zhang, X., Hamblin, M. H. et al., 2017). Este IncRNA también
se ha detectado en vesiculas extracelulares (Wang, T. et al., 2022) y en el citoplasma (Li, 2022)
y presenta diferentes isoformas y sitios de inicio de la transcripcion en determinados
escenarios bioldgicos (Arun et al., 2020).
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Figura 9: Procesamiento de MALATI1 (Zhou, Q. et al., 2021).

Hay que hacer mencidn a la localizacidn del transcrito antisentido natural TALAM1 (transcrito
TALAM1, RNA antisentido de MALAT1) en el locus de MALATI, con el que conforma un loop
regulatorio positivo tal y como se muestra en la Figura 10. TALAM1 contribuye en la escisién
del extremo 3’ de MALATI, el cual por su parte esta implicado en la transcripcion celular y en
la estabilidad (determinada al analizar el tiempo de vida media) de TALAM1 (Zong et al., 2016).
Asi mismo, un estudio determind que la accién combinada de TALAM1 y MALATI tenia una
mayor repercusion en relacién a la capacidad de las células de proliferar, migrar e invadir en
un modelo de ratén o en una linea celular de cancer de mama (Gomes et al., 2019). Por otra
parte, otro estudio ha determinado que TALAMI1 se encuentra altamente expresado en el
cancer de vejiga (Bian et al., 2022). Finalmente, hay que destacar que se conoce muy poco de
este IncRNA y de su funcion ya que existen muy pocos estudios al respecto.
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Figura 10: Loop regulatorio positivo entre MALAT1 y TALAM1 (Zong et al., 2016).

1.6.1. Funciones moleculares, fisiolégicas atoldgicas de MALATI1

MALATI se asocia con diferentes funciones celulares. Entre éstas, es de especial relevancia su
implicacion en la transcripcion al interactuar con factores de transcripcidén y coactivadores
transcripcionales como LTB3, FOX0O1, PC2 y HMGA2, entre otros y mediante la interrelacién
con regiones de genes en transcripcion. Asi mismo, puede regular la expresion génica a través
de otra de las funciones altamente descritas del IncRNA y que corresponde a la de RNA
enddgeno competitivo (ceRNA) o secuestrador de miRNAs (Amodio et al., 2018; Arun et al,,
2020). De esta manera y, mediante los elementos de reconocimiento de miRNA (MRE),
disminuye la actividad de miRNAs (Amodio et al., 2018). Por otra parte, estd involucrado en los
mecanismos de splicing de pre-mRNA. Este mecanismo se asocia con los cuerpos nucleares
(que contienen factores de splicing de pre-mRNA) en los que se ubica MALATI. Este IncRNA
interacciona con factores de splicing como las proteinas serina/arginina (SR) y modula su
fosforilaciéon (Arun et al., 2020; Zhang, Xiaopei et al., 2019). Un ejemplo de estas moléculas
serian el factor de splicing 1 rico en serina y arginina (SRSF1), SRSF2 o SRSF3 (Zhang, X,
Hamblin, M. H. et al.,, 2017). Paralelamente, estos factores también son relevantes para la
localizacién celular de MALAT1 ya que la inhibicion de determinados factores de splicing
podria alterar la normal ubicacién de este IncRNA (Amodio et al., 2018). Por ultimo, MALAT1
también puede regular la expresién o actividad de genes, proteinas, IncRNAs o vias de
sefializacion tal y como se mostrard a lo largo de este apartado.

MALATI se expresa en una gran variedad de érganos humanos, especialmente en pancreas y
pulmén (Ji, P. et al., 2003) y estd implicado en multiples funciones tanto patoldgicas como
fisiologicas (Zhang, X., Hamblin, M. H. et al.,, 2017). De esta manera, se ha descrito la
implicacion de MALAT1 en diferentes enfermedades cardiovasculares. Concretamente,
pacientes que han sufrido un infarto agudo de miocardio manifiestan una expresion elevada
de este IncRNA, el cual esta implicado en la muerte celular de los cardiomiocitos (Gong et al.,
2019). Paralelamente, MALAT1 se expresa en mayor medida en individuos que padecen
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enfermedades coronarias en relacidon con aquellos que no las sufren (Qiu y Sun, 2020) y se
encuentra sobreexpresado en mujeres gestantes con hipertensién (Ou et al., 2020).

En el caso de la regeneraciéon hepdtica, MALAT1 es capaz de regular el ciclo celular y la
proliferacidn de células hepaticas (Li, Cuicui et al., 2017). Respecto a patologias que afectan al
higado, se han descrito altos niveles de MALAT1 en individuos con fibrosis hepatica (Wang, T.
et al., 2022) y en el higado de modelos de ratones obesos. Ademas, la inhibicion del IncRNA en
modelos celulares tiene como consecuencia una reduccién de los niveles de la proteina
SREBP1c (factor de transcripcién que se activa mediante la insulina) y de la acumulacién
lipidica derivada del tratamiento con palmitato (que permite generar un escenario de alto
contenido de acidos grasos). Finalmente, se ha sugerido la relacion de MALAT1 con la
esteatosis hepdtica (Yan, C. et al., 2016).

Teniendo en consideracidon su gran implicacion en el cancer de pulmdn, no es de extrafiar que
MALATI1 también esté asociado con otras patologias pulmonares. Asi, los niveles del IncRNA se
encuentran elevados en la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (Hu, T.-J. et al., 2020) y
en niflos con neumonia por micoplasma. En esta ultima, ademas, se ha descrito la correlacion
positiva entre este IncRNA e IL-8 y TNF-a. Por afadidura, se ha determinado que existe una
relacidn entre la actividad pro-inflamatoria de MALAT1 y NF-kB (Gu, H. et al., 2020). En el caso
del COVID-19, los niveles de este IncRNA son superiores en relacién a individuos sin patologias
(Abbasi-Kolli et al., 2022).

En relacidon con el sistema neuronal, este IncRNA estd involucrado, por ejemplo, en el
desarrollo dendritico y en la formacién de sinapsis (Zhang, X., Hamblin, M. H. et al., 2017).
También se ha descrito su asociacion con patologias neuroldgicas. Asi, bajos niveles de
MALATI se relacionan con una menor extension de infarto cerebral (Guo, D. et al., 2017). No
obstante, estos resultados son contradictorios con otros estudios que muestran el
comportamiento opuesto (Zhang, X., Tang, X. et al., 2017). Por otra parte, en individuos que
padecen un trastorno de consumo de alcohol, la expresién de este IncRNA se encuentra
aumentada en regiones cerebrales tales como el cerebelo, el hipocampo y el tronco encefilico
(Zhao, M. et al.,, 2018) vy, por el contrario, en modelos animales de dolor neuropatico la
expresion de MALATI es inferior (Meng et al., 2019). En referencia a enfermedades como el
desorden bipolar, este IncRNA se expresa menos en comparacion con individuos sanos
(Shirvani Farsani et al., 2020) y, en modelos de lesidn cerebral, bajos niveles de MALATI1 se
relacionan con una peor funcidn cognitiva (Liu, Han et al., 2022). Por otra parte, una menor
expresion de MALATI1 se asocia con una mayor apoptosis de células de Miiller (implicadas en
funciones neuronales y de la retina) y con alteraciones en la vision (Yao et al., 2016).

Se ha descrito que este IncRNA tiene un papel en la modulacidn de células endoteliales. Asi, la
inhibicién de MALATI1 provoca una mayor migracion de este tipo de células, una reduccion en
la recuperacién del flujo sanguineo y una menor proliferacion. Esto ultimo probablemente se
deba a alteraciones en el ciclo celular ya que, al inhibir la expresion de este IncRNA, se
aumentan los niveles de genes como p21 o p27Kipl y se altera la composicién de la etapa S
(Michalik et al., 2014). Por otra parte, fomenta la autofagia tanto en células endoteliales del
cerebro (Li, Zhijun et al., 2017) como en macréfagos (Ma, Z. et al., 2019). MALATI1 también
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regula la diferenciacién osteogénica y osteocladstica de células madre mesenquimales de la
médula d6sea y de monocitos/macréfagos respectivamente. En este contexto, este IncRNA
actla como secuestrador de miR-124-3p y es capaz de modular IGF2BP1, el cual se ha descrito
previamente en el osteosarcoma (Li, 2022). MALAT1, ademas, esta implicado en la formacién
del tejido muscular ya que se ha determinado que una disminucién en su expresién provoca
una menor proliferacion de mioblastos y una inferior expresién de miogenina (molécula
implicada en la diferenciacion) (Watts et al., 2013). No obstante, otro estudio contradice esta
ultima observacion y determina que bajos niveles de este IncRNA se relacionan con una mayor
expresion de miogenina y con la diferenciacién de mioblastos (Chen, X. et al., 2017).

En relacién con el metabolismo, se ha descrito la capacidad de MALATI1 para regular la
acumulacién lipidica y el colesterol en modelos celulares y alteraciones en los niveles de este
IncRNA se relacionan con desérdenes como la aterosclerosis (Liu, L. et al., 2020). Asi mismo,
MALATI1 se vincula con la patogenia de la diabetes ya que se han descrito altos niveles de este
IncRNA en pacientes con esta patologia (Alfaifi et al., 2021). Ademas, regula la secrecién de la
insulina mediante PDX-1 (Ding et al., 2020) y la sensibilidad a esta hormona ya que, al suprimir
la expresidn de este IncRNA, se reducen los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS), de
fosforilacién de la cinasa N-terminal de c-Jun (JNK), se aumentan los niveles de NRF2/ARE y se
promueve la sefalizacion de Akt (Chen, Jingshu et al.,, 2018). Por otro lado, una menor
expresion de MALATI se relaciona con bajos niveles de la proteina de unién a acidos grasos 4
(FABP4), de la lipoproteina lipasa (LPL) (ambos marcadores del proceso adipogénico) y de
PPAR-y, lo que indicaria que este IncRNA participa en la adipogénesis (Han, J. et al., 2021).

Otras patologias en las que se han descrito unos niveles desregulados de MALATI serian el
sindrome de ovario poliquistico o la enfermedad de Crohn, en los que los niveles de MALAT1
son inferiores (Li, Yan et al., 2022; Li, Ying et al., 2021) o la endometriosis, en la que se han
descritos elevados niveles de este IncRNA en el tejido endometrial ectépico (Liang, Z. et al.,
2017). En el caso de la colitis ulcerativa, este IncRNA se encuentra sobreexpresado en relacion
al grupo control de individuos sanos. Ademads, los altos niveles de MALATI1 inducen una
elevada expresion del IncRNA ANRIL y ambos IncRNAs se relacionan con una menor
supervivencia celular en modelos in vitro (Zhu y Xie, 2020).

Respecto al sistema inmune, este IncRNA estd relacionado con la cicatrizacion de heridas ya
que, en modelos animales, una reduccidon de este proceso bioldgico se relaciona con una
menor expresion de MALATI. Esta reduccidén en los niveles del IncRNA también provoca la
alteracion de la expresion de moléculas como MMP9, fibronectina y colageno I/Ill (Liang, Z.-H.
et al.,, 2020). En pacientes con lupus eritematoso sistémico, MALATI se encuentra
sobreexpresado (Yang, H. et al., 2017). Asi mismo, en esta patologia existe una correlacién con
la 2’-5’-oligoadenilato sintetasa 2 (OAS2), OAS3 y OASL en determinados tipos celulares, las
cuales estan involucradas en la regulacién de la expresién de TNFa e IL-1B (Gao et al., 2020).
En referencia a la esclerosis multiple, los niveles de MALAT1 son mas elevados respecto a los
individuos control (Shaker et al., 2019). En el caso de la artritis reumatoide, la inhibicion de
este IncRNA estd implicado en la alteracion de los niveles de expresion de la caspasa-3y 9 o
BCL2, de la via de sefializacion PI3K/AKT y del proceso apoptdtico (Pan, F. et al., 2016).
MALAT1 también esta involucrado en la inflamacidon ya que la inhibicion del IncRNA en
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macrofagos se relaciona con una mayor diferenciacidon a un fenotipo M2 y con bajos niveles de
citocinas pro-inflamatorias (Cui et al., 2019). No obstante, otros estudios han determinado que
al disminuir los niveles de MALATI1 se promueve un fenotipo M1. Asi mismo, la inhibicién de
este IncRNA aumenta la proliferacidn y diferenciacién de determinadas células T (Masoumi et
al., 2019) y disminuye los niveles de IL-10 y Maf en determinados tipos celulares (Hewitson et
al., 2020). Paralelamente, se ha descrito que se encuentra altamente expresado en modelos de
células progenitoras tempranas (Ma, X.-Y. et al., 2015). En pacientes con sepsis, los niveles
plasmaticos de MALATI1 son mayores en comparacion con individuos sanos. Asi mismo, su
expresion se correlaciona con IL-8, IL-17, TNF-a y proteina C-reactiva (CRP), entre otras y altos
niveles se asocian con un peor prondstico (Geng et al., 2019).

Sin embargo, a pesar de lo detallado anteriormente, varios estudios reflejan que la inhibicién
de MALAT1 en modelos animales no altera la fisiologia, el desarrollo ni la histologia. Esto
podria ser debido a que, en un estado fisioldgico, existen otros mecanismos que desarrollan las
mismas funciones que MALATI1 vy, por lo tanto, la actividad derivada de este IncRNA resultaria
redundante (Arun et al., 2020). No obstante, la relevancia bioldgica de este IncRNA es un
hecho, tal y como queda de manifiesto en los numerosos procesos fisiolégicos y patoldgicos en
los que participa.

Finalmente, la expresién desregulada de MALAT1 estd implicada activamente en diversos tipos
de cancer, por lo que se mostrara en el siguiente apartado qué se conoce sobre su funcién en
esta patologia.

1.6.2. MALATI1 en cancer

MALATI estd relacionado con numerosos tipos de cdncer tal y como se observa en diversos
ejemplos en la Tabla 2. Este IncRNA normalmente se encuentra sobreexpresado (1,5 - 10 veces
en funcién del tipo de tumor o del progreso de la enfermedad) o genéticamente alterado
(translocaciones, alteraciones en el numero de copias, mutaciones puntuales,
inserciones/delecciones...) y generalmente estd asociado a un peor comportamiento clinicoy a
una respuesta negativa a la terapia (Arun et al., 2020). Asi mismo, se relaciona con otros
parametros clinicos y bioldgicos tales como el estadio clinico y la localizacién y el tamafio del
tumor (Li, Z.-X. et al., 2018).

MALATI1 regula e interviene en las diferentes caracteristicas distintivas (o hallmarks) del
cancer, en procesos tumorales tales como la proliferaciéon, migracién e invasion celular, la
angiogénesis o la muerte celular, entre otros y en determinadas vias de sefalizacién celular (Li,
Z.-X. et al., 2018). Asi, por ejemplo, este IncRNA modula procesos relevantes del metabolismo
energético como la glicdlisis o rutas metabdlicas como la gluconeogénesis (Malakar et al.,
2019) y se ha determinado que su inhibicion disminuye los niveles de la piruvato cinasa M1/2
(PKM?2), proteina implicada en la glicdlisis (Mu et al., 2022). Por otra parte, se ha descrito que
MALATI1 se vincula con la via de union de extremos no homadlogos alternativa (A-NHEJ) lo que
lo relacionaria con la inestabilidad gendmica (Hu, Y. et al.,, 2018). Asi mismo, MALATI
promueve la actividad de la telomerasa y la elongacién de los telémeros (Wu, M. et al., 2016) y
una menor expresion del IncRNA se relaciona con la senescencia (Lin, N. et al., 2019), por lo
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que estaria implicado en el mantenimiento de la inmortalidad celular. En el caso del carcinoma
de células escamosas de eséfago, bajos niveles de MALATI1 se asocian con una mayor
expresion de componentes fosforilados de la via ATM-CHK2 (y con la activacion de dicha via),
lo que supondria una implicaciéon de este IncRNA en el ciclo celular (Hu, L. et al., 2015). Esto
también se observa en el mieloma multiple, en el que se produce el arresto celular en G1 y una
menor expresion de las ciclinas D1 y E al inhibir este IncRNA (Liu, Hui et al., 2017). Por otra
parte, se ha descrito que la expresién de MALATI se relaciona de forma inversa con respecto a
la de p53 (Tano et al.,, 2018) y que, en el mieloma multiple, modula tanto la proliferacion
celular como la via Hippo-YAP (Sun, Y. et al., 2019). En el carcinoma renal, MALATI regula el
crecimiento tumoral y la via PI3K/AKT (Li, Zhong et al., 2019) y se ha descrito una correlacion
entre la fosforilacién de componentes de esta via y la expresiéon de MALATI1 en el carcinoma
gastrico (Zhu, K. et al.,, 2019). De esta manera, MALAT1 regula tanto supresores del
crecimiento tumoral como la proliferacién celular. Este IncRNA también esta relacionado con
la inmunidad celular y la regulacidon del microambiente (Li, Z.-X. et al., 2018). Asi, por ejemplo,
MALATI se correlaciona con IL-6 y la via NF-kB (Wang, Z. et al., 2021) y modula indirectamente
el ligando de muerte programada 1(PD-L1) (molécula implicada en la inmunosupresion)
(Wang, Q.-M. et al., 2019). Por otra parte, MALAT1 puede evadir la muerte celular regulando
procesos celulares como la autofagia o la apoptosis. En el cancer colorectal, este IncRNA
modula la autofagia (Si et al., 2019) y lo mismo sucede en el cancer gdastrico mediante la via de
sefializacion AKT/mTOR (Wang, Z. et al., 2021). Con respecto a su implicacion en la apoptosis,
si se inhibe la expresidn de este IncRNA en el mieloma multiple se produce la muerte celular
mediada por Bax, BCL2 y caspasas (Liu, Hui et al., 2017) y, en cancer de colon, MALATI1 regula
la via Wnt/B-catenina alterando el proceso apoptdtico (Zhang, J. et al., 2020). Otras vias que
también regula este IncRNA son JAK2/STAT3, tal y como se ha identificado en el cancer de
ovarios (Sun, Q. et al., 2019) o IKKa/NF-kB en el cancer de higado (Ji, D.-G. et al., 2018). Por
otra parte, este IncRNA puede mediar en la angiogénesis tal y como sucede en el cancer de
mama (Huang, X.-J. et al., 2018) o en osteosarcoma. En este Ultimo caso en concreto,
mediante la regulacion del factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGFA) (Vimalraj et al.,
2021). MALATI1 también estd involucrado en el proceso metastasico e invasivo. Asi, este
IncRNA esta implicado en la transicidn epitelio-mesénquima (EMT) (mecanismo observado en
el cancer cervical) o regula los niveles de pequefas proteinas enriquecidas en prolina (SPRR)
las cuales también estan involucradas en este mecanismo patogénico (Li, Z.-X. et al., 2018). De
esta manera, en el cancer de es6fago, MALATI estd implicado en la alteracion de los niveles de
EZH2 vy, por consiguiente, del proceso de EMT (Chen, M. et al., 2018). Paralelamente, en el
carcinoma hepatocelular se ha descrito que el proceso metastasico estd regulado por MALAT1
al modular la via MAPK/ERK (Xie et al., 2021). También se ha descrito la relacién entre esta via
y MALATI1 en el cancer de vesicula biliar (Wu, X.-S. et al., 2014). En el caso del cancer gastrico,
este IncRNA se relaciona con la via PI3K/AKT y con procesos tumorales como la migracién e
invasion (Dai et al., 2020). Por el contrario, estos procesos estdan mediados por MALAT1 y la via
Whnt/B-catenina en el cancer de ovario (Guo, C. et al., 2018).
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Tabla 2: Funcion de MALATI en diversos tipos de cancer (Amodio et al., 2018; Zhao, M. et al., 2018).

Tipo de cancer

Funciones bioldgicas y clinicas de MALAT1

Bibliografia

Cancer de pulmodn

BAJA expresion causa MENOR metdstasis, migracion,
proliferacion y crecimiento tumoral.
Asociado a un peor prondstico y a resistencia a la terapia.

(Feng et al., 2019)
(Gutschner et al., 2013)
(Ji, P. et al., 2003)
(Schmidt et al., 2011)
(Shen, L. et al., 2015)

Cancer de laringe

BAJA expresién causa MENOR viabilidad, proliferacidn,
migracion, invasion y MAYOR apoptosis y arresto ciclo
celular.

Asociado a un peor prondstico y a resistencia a la terapia.

(Jiang et al., 2019)
(Xu, E. et al., 2020)

Cancer de
esofago

BAJA expresion causa MENOR proliferacidn, crecimiento
tumoral, migracidn, invasiéon, EMT y MAYOR arresto ciclo
celulary apoptosis.

Asociado a un peor prondstico y correlacionado con estadio
clinico.

(Cao et al., 2015)
(Chen, M. et al., 2018)
(Hu, L. et al., 2015)
(Li, Q. et al., 2020)
(Wang, W. et al., 2016)

Cancer gastrico

BAJA expresion causa MENOR migracion, invasion,
metdstasis, crecimiento y proliferacién celular y MAYOR
apoptosis y arresto celular.

Asociado a un peor prondstico y a resistencia a la terapia.

(Dai et al., 2020)
(Lee, N. K. et al., 2017)
(Li, Yue et al., 2017)
(Okugawa et al., 2014)
(Xia, H. et al., 2016)
(zhu, K. et al., 2019)

Cancer colorectal

ALTA expresidn causa MAYOR crecimiento celular,
tumorogénesis, metastasis, migracion, invasion, autofagia y
MENOR apoptosis.

Asociado a un peor prondstico.

(Ji, Q. et al., 2014)
(Si et al., 2019)
(Xu, C. etal., 2011)
(Yang, M.-H. et al., 2015)
(Zheng et al., 2014)

Céancer
pancreatico

BAJA expresion causa MENOR proliferacidn celular,
migracion, invasion, EMT, autofagia, angiogénesis y MAYOR
arresto ciclo celular y apoptosis.

Asociado a un peor prondstico y a resistencia a la terapiay
relacionado con estadio clinico y tamafio del tumor.

(Jiao et al., 2014)

(Jiao et al., 2015)

(Li, L. et al., 2016)
(Liu, Pingping et al., 2017)

(Pang et al., 2015)

Céancer de higado

BAJA expresion causa MENOR viabilidad celular,
proliferacidn, invasion migracién, metastasis y MAYOR
apoptosis y autofagia.

Asociado a un mayor riesgo de recaida tras un trasplante.

(Fan, L. et al., 2020)
(Ji, D.-G. et al., 2018)
(Lai et al., 2012)
(Peng et al., 2020)
(Xie et al., 2021)

Cancer de
vesicula biliar

BAJA expresion causa MENOR viabilidad, proliferacién,
migracion, invasion, crecimiento tumoral y MAYOR
apoptosis.

Asociado a un peor prondstico.

(Lin, N. et al., 2019)
(Wang, S.-H. et al., 2016)
(Wu, X.-S. et al., 2014)

Carcinoma renal

BAJA expresion causa MENOR proliferacidn, invasion,
migracion, EMT, crecimiento tumoral y MAYOR apoptosis.
Asociado a un peor prondstico.

(Hirata et al., 2015)
(Li, Zhong et al., 2019)
(Zhang, Hai-min et al., 2015)

Cancer de vejiga

BAJA expresion causa MENOR proliferacion, motilidad,
metdstasis, invasion y MAYOR apoptosis.
Asociado a un peor prondstico y relacionado con el grado
histoldgico, el estadio tumoral y resistencia a la terapia.

(Fan, Yu et al., 2014)
(Han, Yonghua et al., 2013)
(Li, Chao et al., 2017)
(Liang, Tiejun et al., 2021)
(Liu, Peihua et al., 2019)

Céancer de
prostata

BAJA expresion causa MENOR migracidn, invasion, EMT,
crecimiento tumoral y MAYOR apoptosis.
Asociado a un peor prondstico.

(Chang et al., 2018)
(Hao et al., 2020)
(zhang, D et al., 2021)

Cancer de mama

BAJA expresion causa MENOR proliferacion, migracion,
invasién y angiogénesis.
Asociado a un peor prondstico y a resistencia a la terapia.

(Huang, X.-J. et al., 2018)
(Wang, Yanyan et al., 2020)
(Yue et al., 2020)
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Tabla 2 (continuacion): Funcién de MALATI en diversos tipos de cancer (Amodio et al., 2018; Zhao, M.

etal., 2018).

Tipo de cancer

Funciones bioldgicas y clinicas de MALAT1

Bibliografia

Cancer de ovario

BAJA expresidn causa MENOR proliferacién, migracion,
invasion y MAYOR arresto ciclo celular, apoptosis y
sensibilidad a quimioterapia.

Asociado a un peor prondstico y relacionado con el estadio
tumoral.

(Bai et al., 2018)
(Chen, Q. et al., 2016)
(Guo, C. et al., 2018)
(Lin, Q. et al., 2018)
(Sun, Q. et al., 2019)
(zhou, Yanging et al., 2016)

Cancer cervical

BAJA expresion causa MENOR proliferacién, viabilidad,
crecimiento celular, invasion y MAYOR apoptosis.
Asociado a un peor prondstico, con el tamafio del tumory
con resistencia a la terapia.

(Guo, F. etal., 2010)
(Liang, Tian et al., 2021)
(Shen, F. et al., 2019)
(Wang, N. et al., 2018)
(Yang, L. et al., 2015)

Osteosarcoma

BAJA expresion causa MENOR proliferacién, invasion,
migracion, metastasis y MAYOR apoptosis y arresto ciclo
celular.

Asociado a un peor prondstico y correlacionado con el
tamafio del tumor y el estadio clinico.

(Cai, Xianyi et al., 2016)
(Chen, Yong et al., 2018)
(Dong et al., 2015)
(Gao y Lian, 2016)
(Huo et al., 2017)
(zhao, Hui et al., 2022)

Melanoma

BAJA expresion causa MENOR proliferacidn, invasion,
migracidon y MAYOR apoptosis.
Asociado a un peor prondstico.

(Luan et al., 2016)
(Wang, Pan et al., 2020)

Retinoblastoma

BAJA expresion causa MENOR viabilidad, migracidn,
invasién, EMT, crecimiento tumoral, autofagia y MAYOR
apoptosis.

(Huang J. et al., 2018)
(Wang, L. et al., 2020)
(zhao, Y. et al., 2021)

Cancer cerebral

BAJA expresion causa MENOR crecimiento celular,
migracion, invasion, EMT, autofagia y MAYOR apoptosis.
Asociado a un peor prondstico y a resistencia a la terapia.

(Chen, Wei et al., 2017)
(Ma, K. et al., 2015)
(Ma, R. et al., 2020)
(Xiang et al., 2016)

Mieloma multiple

BAJA expresion causa MENOR viabilidad celular, invasion,
glicdlisis, proliferacién y MAYOR apoptosis y arresto ciclo
celular.

Asociado a un peor prondstico.

(Gu, Y. etal., 2017)
(Handa et al., 2017)
(Liu, Hui et al., 2017)
(Liu, N. et al., 2020)
(Sun, Y. et al., 2019)

Leucemia
mieloide aguda

BAJA expresion causa MENOR proliferacidon, migraciony
MAYOR apoptosis y sensibilidad a la terapia.
Asociado a un peor prondstico.

(Hu, N. et al., 2019)
(Huang, J.-L. et al., 2017)
(Sheng et al., 2021)

Leucemia BAJA expresién causa MENOR proliferacién y MAYOR (Pouyanrad et al., 2019)
linfoblastica apoptosis. (Song et al., 2020)
aguda Asociado a un peor prondstico y sobreexpresado en recaida.

Teniendo en cuenta todo lo anterior y las caracteristicas intrinsecas de MALATI (expresion en
tejidos y fluidos corporales, tiempo de vida media largo...), este IncRNA podria ser un buen
candidato para ser utilizado como biomarcador prondstico. No obstante, su utilizacion como
biomarcador diagndstico podria ser mds problematico debido a la dificultad que puede existir
en su uso como marcador especifico de tumor ya que este IncRNA se expresa en un gran
numero de tejidos (Li, Z.-X. et al., 2018). A esto se suma el hecho de que MALATI1 también se

encuentra desregulado en otras patologias, por lo que serian necesarios datos adicionales para
poder establecer un diagndstico preciso.

Este IncRNA, ademads, podria tener relevancia desde un punto de vista terapéutico. Por una
parte, MALAT1 se ha relacionado con una baja respuesta a la radioterapia o con
quimioresistencia (Li, Z.-X. et al., 2018). Asi, en modelos in vitro, MALAT1 se relaciona con la
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resistencia a los compuestos terapéuticos doxorubicina (Yue et al., 2020), gemcitabina (Chen,
Wenvyu et al., 2022) o sorafenib (Fan, L. et al., 2020). Asi mismo, en lineas celulares de cancer
de ovario, la inhibicién de MALAT1 y de la via celular de Notchl estdn relacionados con una
mayor eficacia del farmaco cisplatino (Bai et al., 2018). Por otra parte, podrian establecerse
tratamientos contra este IncRNA (Arun et al., 2020). Esto se sustenta en diferentes estudios in
vivo en los que, tras inhibir el IncRNA MALATI1, se ha observado un menor tamafio y peso del
tumor en modelos de cédncer de prdstata (Hao et al., 2020), una disminucion de metdstasis en
modelos de carcinoma renal (Li, Zhong et al., 2019) y, en modelos del carcinoma de células
escamosas de eséfago, un menor crecimiento del tumor (Hu, L. et al., 2015). De esta manera,
moléculas como microRNAs sintéticos (Zhao, M. et al., 2018), siRNAs (Arun et al., 2020) o
oligonucledtidos antisentido (ASO) (que interaccionan con RNA nuclear y citoplasmatico)
(Amodio et al., 2018) pueden constituir la base para terapias basadas en la inhibicidon de
MALATI.

Sin embargo, a pesar de todo lo detallado anteriormente, hay ambigliedad en cuanto a la
funcién de MALATI en céncer. De esta manera, en esta patologia también se ha descrito una
menor expresion de MALAT1, asi como su implicacion en la disminucion de la proliferacion, el
crecimiento celular y la invasidon (Sun y Ma, 2019). Asi, por ejemplo, se ha descrito que
MALATI inhibe el proceso metastdsico en el cancer de mama (Kim et al., 2018). En cancer
colorectal se correlaciona con el supresor tumoral homodlogo de fosfatasa y tensina (PTEN) y
una disminucion en los niveles de MALATI tiene como resultado una mayor migracion e
invasién (Kwok et al., 2018). En pacientes con carcinoma hepatocelular reseccionado, una
elevada expresion de MALATI estd implicada en un mejor prondstico (Sonohara et al., 2017).
En células de glioma, altos niveles de este IncRNA se relacionan con una menor capacidad
invasiva y proliferacién celular (Han et al., 2016). Por ultimo, un analisis in silico identificé a
MALAT1 como un factor de buen prondstico en el cancer de vejiga, de pulmédn, en el
melanoma y en la leucemia mieloide aguda (Guo, L. et al., 2021). Es remarcable, no obstante,
que las referencias a la actividad de MALAT1 como supresor tumoral son notablemente
escasas. Actualmente se desconoce a que es debida esta ambivalencia, pero podria ser que
MALATI1 actuase como un oncogén o como un supresor tumoral en funcién de condiciones
especificas tales como el tipo de tumor o de tejido. No obstante, no se puede descartar que
pueda ser debido a factores metodoldgicos (Sun y Ma, 2019).

1.6.3. MALATI1 en neoplasias linfoides

A pesar de que existe una gran informacién relativa a la funcionalidad de MALAT1 en
neoplasias sélidas y en algunas neoplasias hematoldgicas (Zhao, M. et al., 2018) (Tabla 2), hay
poca informacion sobre su papel en neoplasias linfoides. De esta manera, existen pocos
estudios en los que se analice la implicacion de MALATI en estas patologias. En concreto, se
han descrito las siguientes evidencias sobre el papel de MALATI1 en estas neoplasias:

En pacientes con DLBCL se ha escrito que el silenciamiento de MALAT1 promueve una menor
supervivencia celular, modificaciones del ciclo celular y una disminucién de la capacidad
migratoria (Li, L.-J. et al.,, 2017). Asi mismo, secuestra a mir-195 lo que tiene como
consecuencia la modificacién de la expresion de PD-L1 y, ademas, participa en la modulacién

39



Introduccion

de EMT mediante la via Ras/ERK. Se encuentra sobreexpresado en DLBCL en comparacidn con
tejidos no tumorales de ganglio linfatico (Wang, Q.-M. et al., 2019) y en el linfoma difuso de
células B grandes gastrointestinal primario (PGI-DLBCL), altos niveles de este IncRNA se asocian
con una peor supervivencia global y libre de progresion (Qjan et al., 2021). En contraposicion a
estos hallazgos, a partir de un meta-analisis se ha establecido que altos niveles de MALATI1 se
relacionan con un mejor prondstico (Wang, Yumin et al., 2016).

En CLL, MALATI1 se encuentra sobreexpresado en comparacion con el grupo control (Ahmadi et
al., 2018). No obstante, estos resultados son contradictorios con otros estudios, en los que no
se observan diferencias significativas entre estos grupos (Isin et al., 2014). Otra referencia a
CLL se encuentra en un meta-analisis en el que se describe que MALATI se relaciona con una
peor supervivencia global (Wang, Yumin et al., 2016).

En el caso de MCL, los niveles de MALAT1 son mas elevados en relacidén con los de individuos
sin patologias. Asi mismo, altos niveles de MALAT1 se han visto asociados con una
supervivencia global mas breve y con un peor prondstico. Ademas, se ha descrito que el
silenciamiento de este IncRNA en lineas celulares tiene como consecuencia un aumento de la
apoptosis, la parada del ciclo celular y una disminucion de la viabilidad celular. Del mismo
modo, se ha determinado que MALATI interacciona con EZH2, regula la actividad de
H3K27me3 y reduce la expresion de CDKN1A/p21 y CDKN1B/p27 (Wang, X. et al., 2016). Por
otra parte, se ha determinado que en un modelo celular en el que el crecimiento de MCL esta
inhibido, los niveles de MALAT1 son inferiores (Huang, D. et al., 2022).

De esta manera, teniendo en consideracién la relevancia de MALATI1 en el desarrollo tumoral y
al hecho de que existen pocos estudios sobre la funcion biolégica y clinica de este IncRNA en
neoplasias linfoides (los cuales en mdas de una ocasién resultan ser contradictorios), es de
interés ampliar el conocimiento existente sobre MALATI1 en estas patologias.
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El objetivo principal de esta tesis consiste en determinar la relevancia del IncRNA MALATI1 en
neoplasias linfoides de células B pequefias (CLL, FL y MCL) y del IncRNA TALAM1 (MCL) desde
un punto de vista prondstico y bioldgico.

Para desarrollar este objetivo general se han establecido otros objetivos secundarios que se
han subdividido en funcién del tipo de neoplasia que se ha estudiado:

Objetivo 1 - Leucemia linfatica crénica (CLL):

1.1- Analizar el valor prondstico de MALAT1 en una serie de pacientes de CLL (N=266) con
datos de expresidn por RNA-seq y su relacion con otros factores genéticos o
moleculares con efecto prondstico conocido (alteraciones en genes
drivers/aberraciones cromosdmicas, estado mutacional de IGHV o variables EpiCMIT).

1.2- Examinar in silico la implicacién de la desregulacién de la expresion de MALATI1 en vias
moleculares relevantes en CLL y en el desarrollo tumoral y determinar sus posibles
diferencias de expresidon en diferentes compartimentos anatémicos.

Objetivo 2 - Linfoma folicular (FL):

2.1- Analizar el impacto prondstico de la expresidon relativa de MALAT1 en una serie de
pacientes con FL de grados 1-3A (N=61) mediante RT-qPCR y evaluar la relacidn de este
IncRNA con otros factores con relevancia clinica.

2.2- Examinar in silico las vias celulares en las que MALAT1 estd implicado, en casos de FL
con datos publicos de expresidn por microarray.

Objetivo 3 - Linfoma de células de manto (MCL):

3.1- Determinar el valor prondstico de MALAT1/TALAM1 en series independientes de datos
de expresidon por microarray en muestras de MCL (ganglio linfatico N=79 / sangre
periférica N=44).

3.2- Analizar la expresion diferencial de MALAT1/TALAMI1 en funcién de factores
prondsticos conocidos o subtipos histolégicos en muestras de MCL.

3.3- Examinar in silico la implicacion de MALAT1/TALAM1 en la proliferacion celular de
MCL.
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3.1. Casos de estudio

Los analisis que se llevaron a cabo se realizaron a partir de datos o muestras de pacientes
diagnosticados con CLL, FL o MCL. Estos tienen diversos origenes:

Los casos de CLL, cuyos datos clinicos se muestran en la Tabla 3, proceden de un estudio
previamente publicado del Consorcio Internacional del Genoma del Cancer (ICGC) (Puente et
al., 2015). Estos datos de RNA-seq se obtuvieron a partir de muestras recogidas previamente al
tratamiento y estdan compuestos por 266 casos diagnosticados con CLL y 25 con MBL. Los datos
de microarray de CLL provienen de resultados previamente depositados en GEO,
concretamente de GSE21029 (N=17) (Herishanu et al., 2011).

Las muestras de FL proceden de la coleccién hematopatolégica del biobanco del Hospital Clinic
de Barcelona-IDIBAPS. Para el estudio de la asociacidon clinica de MALATI, se analizaron 61
casos de muestras fijadas en formalina e incluidas en parafina (FFPE) que abarcan los subtipos
FL1-3A y que han sido tratados con R-CHOP. Los datos clinicos de esta serie se muestran en la
Tabla 4. Por otra parte, se estudiaron datos de microarray de FL obtenidos de GSE107367
(N=23) (Pangault et al., 2010).

Respecto a MCL, se analizaron datos de microarrays que se obtuvieron de los estudios
GSE70910 (Saba et al., 2016), GSE93291 (Scott et al., 2017) y GSE79196 (Navarro et al., 2017).
En este ultimo caso, formado integramente por muestras obtenidas a partir de sangre
periférica, se dispone de informacién clinica parcial de los 44 casos. Asi, 18 casos son SOX11+
(41%) y 26 SOX11- (59%), 14 son clasicos, 2 son pleomoérficos/blasticos, 4 corresponden a
célula pequefia y del resto no se dispone de informacion. Respecto a las muestras de
GSE93291, éstas han sido obtenidas de ganglios linfaticos tumorales. Este estudio engloba dos
subseries y se optd por analizar aquella con un tamafio muestral mayor (79 casos,
originalmente descritos en Rosenwald et al., 2003). Tanto en GSE93291 como en GSE79196 se
dispone de informacién de seguimiento. En el caso de GSE70910, 15 muestras tienen su origen
en sangre periférica (de las cuales 3 son blastoides), 4 provienen de ganglios linfaticos
purificados (2 de ellas son blastoides) y 34 proceden de ganglios linfaticos no purificados (4 de
ellas identificadas como blastoides).

Tabla 3: Datos clinicos de los casos de CLL analizados.

Categorizacion Casos (N=266)
Edad (afios) Promedio (Rango) 62 (28-87)
Género Masculino (%) / Femenino (%) 174 (65) /92 (35)
Clasificacién Binet A/B/C/No definido (%) 239/17/9/1 (90/6/3/0)
Estatus mutacional IGHV M-CLL (%) / U-CLL (%) 164 (62) / 102 (38)
Pacientes tratados N2 (%) 157 (59)
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Tabla 4: Datos clinicos de la serie de FL.

Categorizacion Casos (N=61)
Género Masculino (%) / Femenino (%) 21 (34) / 40 (66)
Grado histolégico FL1-2 Ne (%) 46 (75)
LDH sérico elevado N2 (%) 16 (27)
B, microglobulina elevada N2 (%) 27 (47)
Pacientes tratados N2 (%) 61 (100)

3.2. Extracciéon de RNA y RT-qPCR

La extraccién de RNA de muestras FFPE de FL se realizé segun las instrucciones del kit "Allprep
DNA/RNA FFPE kit” (Qiagen) o mediante una extraccion automatizada (muestras
subministradas externamente). Todas las muestras fueron cuantificadas mediante Qubit y
presentaban un Dv200 (determinado mediante TapeStation4200) superior a un 35%. La
transcripcién inversa se llevd a cabo segln el procedimiento establecido en el kit "High-
capacity cDNA Reverse transcription kit" (Applied Biosystems). Es decir, a 252C/10’, 372C/120’
y 859C/5’. Para el andlisis de esta serie de FL se utilizé una cantidad de 90ng de RNA.

La reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR) se llevd a cabo en el termociclador
Step One Plus (Applied Biosystems) utilizando PowerUp'™ SYBR™ Green Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Los primers utilizados han sido disefiados especificamente para el
analisis de muestras de FFPE, es decir, asegurando que los amplicones fuesen <90b. Los
primers enddgenos (beta-actina (ACTB), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y
proteina zeta de activacion de tirosina 3-monooxigenasa/triptéfano 5-monooxigenasa
(YWHAZ)) han sido escogidos ya que se habian utilizado con anterioridad en estudios con
muestras de linfomas de células B (Potashnikova et al., 2015; Yagi et al., 2013). Las secuencias
de los primers forward (F’) o reverse (R’) empleadas son las siguientes:

MALATI1: F' 5'-CCCCTTCCCTAGGGGATTTCA-3' R’ 5'-AAGCCCACAGGAACAAGTCC-3'
ACTB: F’ 5'-CCAACCGCGAGAAGATGAC-3' R’ 5'-TAGCACAGCCTGGATAGCAA-3'
GAPDH: F 5'-AGGTGAAGGTCGGAGTCA-3' R’ 5'-CAACAATATCCACTTTACCAGAGTTAA-3'

YWHAZ: F 5'-CAAAGACAGCACGCTAATAATGCA-3' R’5'-TCAGCTTCGTCTCCTTGGGTA-3'

Estos primers fueron disefiados y sintetizados originalmente en formato Delta Assays (F' + R'
en un solo tubo) por Fluidigm. Las cantidades de primers en la reaccién de qPCR fueron
optimizadas mediante el uso de curvas patrones de 4 logs. La reacciéon de qPCR que se llevé a
cabo es la que se muestra a continuacion: 5ul de SYBR green, 1ul de la muestra a analizar,
300nM de los primers F'+R’ MALAT1, GAPDH y ACTB o 700nM en el caso del primer F'+R’
YWHAZ, hasta un volumen final de 10ul con agua. Las condiciones del termociclador fueron las
siguientes: 502C/2’, 95°C/2’ y 40 ciclos de 95°C/15” + 60°C/1’. La curva de disociacion se
programo segln: 952C/15”, 602C/1’ y 952C/15”. La serie se normalizé empleando los 3 primers
endogenos segln lo establecido en la bibliografia (Vandesompele et al, 2002). La
cuantificacidon de la expresidn relativa se realizdé mediante el software ExpressionSuite y las
muestras se normalizaron con un calibrador de RNA humano de referencia universal
(Invitrogen).
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3.3. Andlisis in silico

3.3.1. Datos de microarray

Los datos de microarray (HGU133Plus2 Affymetrix) se normalizaron mediante la metodologia
de RMA empleando Transcriptome Analysis Console (Applied Byosistems). En estas
plataformas existen diferentes sondas para un mismo gen, por lo que se promediaron
(collapse) los diferentes valores con NetworkAnalyst (Xia, Jianguo et al., 2015). En el caso de
los IncRNAs de estudio, para determinar en qué cadena hibridan se partié de la informacion de
la base de datos de Affymetrix (Nettaffx) y se promediaron por separado los valores de las
sondas correspondientes a MALAT1 (cadena positiva) (1558678 s_at, 223940 x_at,
224558 s at, 224567 x_at, 224568 x_at y 226675 s at) y a TALAMI1 (cadena negativa)
(223577 _x_at, 223578 x_at, 227510 x_at, 228582 x_at, 231735_s_at). Dos sondas fueron
excluidas (223579_s_at y 224559 at) debido, respectivamente, a que hibrida en varios lugares
del genoma o a que se localiza muy préxima al extremo 3'.

3.3.2. Andlisis de asociaciones clinicas

Los datos de microarrays en MCL, de RNA-seq en CLL o de expresion relativa en FL, se
correlacionaron, respectivamente, con aquellos referentes a la supervivencia global (0S), el
tiempo hasta el tratamiento (T7T) o la supervivencia libre de progresidon (PFS). El tiempo de
seguimiento fue calculado a partir de la fecha de obtencidon de la muestra. Para dividir los
datos en dos grupos con las mayores diferencias pronosticas en funcién de la expresion de los
IncRNAs, se utilizé MaxStat (entorno R). En el analisis de las muestras de CLL y MCL, se impuso
la restriccion de que el grupo de menor tamafio no fuese inferior al 20% del nimero total de la
serie. Para la representacién grafica se utilizaron curvas de Kaplan-Meier mediante la
aplicacion  survivApp, desarrollada en Shiny (basada en el entorno R,
https://ferrannadeu.shinyapps.io/survivApp/). A partir de los modelos de Low-Rank (para OS y
PFS) o Gray (para TTT), se evalud la asociacion clinica de los IncRNAs de estudio. Por otra parte,
los analisis de regresién de Fine-Gray o Cox se emplearon para determinar la independencia de
los pardmetros estudiados respecto a otros factores prondsticos. En todos los casos se
establecié un valor de p<0,05 para determinar la significancia estadistica.

3.3.3. Analisis de GSEA y Metascape

A partir de los datos de RNA-seq o del valor promediado de MALAT1 y TALAM1 obtenido
mediante microarray, se llevé a cabo el estudio de GSEA y Metascape. Este se inicia a partir del
cdlculo, mediante la funcién de Excel, de la correlacién de Pearson entre el IncRNA de estudio y
el resto de genes. A partir del valor obtenido por cada gen, se calcula la T-student y el valor p.
A continuacion, se calcula el valor p ajustado (valor estadisticamente significativo corregido
para comparaciones multiples) mediante la herramienta web
(https://tools.carbocation.com/FDR). Los genes significativos fueron ordenados en listas de
mayor a menor correlacion de Pearson y, de manera independiente para las correlaciones
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positivas y negativas, fueron analizados mediante Metascape (andlisis Express) (Zhou, Yingyao
et al.,, 2019). De esta manera se obtuvieron las vias moleculares enriquecidas positiva y
negativamente respecto al IncRNA de estudio. Este mismo tipo de resultado se obtuvo al
emplear el andlisis de enriquecimiento de conjunto de genes (GSEA v3.0) (Mootha et al., 2003;
Subramanian et al., 2005). En este caso, se realizd el andlisis contra las firmas génicas
agrupadas en el conjunto de C2 de MSigDB, la cual fue extendida especificamente para incluir,
entre otras, firmas de CLL descritas como sobrerrepresentadas en los ganglios linfaticos
(Dadashian et al., 2019; Herishanu et al., 2011).

3.3.4. Firma de proliferacion MCL35

La firma génica MCL35 ha sido descrita en una serie de casos con MCL a partir de muestras de
ganglio linfatico y permite estratificar el comportamiento clinico de los pacientes con esta
patologia en funcién del nivel de proliferacion celular (Scott et al., 2017). Con el fin de validar
su valor prondstico en la subserie de 79 casos escogida para evaluar el impacto clinico de
MALAT1 y TALAM1 en muestras de ganglio linfitico de MCL, se realizd en primer lugar
un analisis de cluster de los datos de expresidn de los genes de la firma MCL35. Este analisis se
llevd a cabo mediante la herramienta TIGR (TMeV4), empleando las opciones Average dot
product y Complete linkage, a partir de los datos de expresién normalizados por Z-score. Tras
comprobar que la firma de MCL35 mantenia su valor prondstico en la subserie de estudio se
analizd, finalmente, la correlacion lineal entre la expresion de los IncRNAs y los valores
promedio de los dos grupos de genes incluidos en la firma MCL35 y cuya relacién con la
proliferacién celular es positiva (13 genes) o negativa (4 genes).

3.3.5. Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos se han realizado principalmente empleando SPSS Statistics v17, R
v.4.0.3 y Graphpad Prism v7. Los resultados graficos se han obtenido mediante este ultimo. La
comparativa entre dos grupos de muestras se realizé mediante T-student o prueba T apareada.
Esta ultima, cuando el mismo caso ha sido analizado en dos condiciones diferentes. La
asociacion entre dos variables se determind mediante correlacidon Pearson, Spearman o Tau-b
de Kendall. La relacidn lineal entre dos variables se evalué mediante regresion lineal o scatter
plots. Se establecié un valor de p<0,05 para definir la significancia estadistica.
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4.1. Objetivo 1 - Leucemia linfatica crénica

4.1.1. Andlisis del valor pronéstico de MALAT1 en CLL

Este estudio se desarrolld a partir de una serie de datos de RNA-seq de 266 CLL y 25 MBL. En
primer lugar, se evalud las diferencias de expresion de MALATI1 entre los dos grupos. Tal y
como se observa en la Figura 11A, la expresion de este IncRNA es significativamente mas
elevada (p<0,001) en los casos CLL que en MBL. Este hecho podria ser indicativo de la
relevancia de MALATI en la patogenia de CLL. A continuacidn, teniendo en cuenta la existencia
de diferentes grupos de CLL con distinto comportamiento clinico, se evalud las diferencias de
expresion de MALATI en funcién del estado mutacional del gen IGHV (M/U-CLL) o del estatus
epigenético (m/n/i-CLL) (Figuras 11B y 11C). En este caso, no se observaron diferencias
significativas (p=0,498 en IGHV, 0,656 para m-CLL vs i-CLL o n-CLL y 0,893 para n-CLL vs i-CLL).
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Figura 11: Expresion de MALATI en CLL y MBL (A), en los casos CLL subdivididos segun el estado
mutacional de IGHV (B) o el grupo epigenético (C).
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No. at risk:
MALAT7BAIO201 122 86 67 37 18 3 1 1 1 0 MALAT18AJ0201 182 160 130 85 51 13 7 3
MALATIALTO 5 20 15 13 9 6 1 1 0 0 0 MALATIATOG5S 59 53 48 34 23 13 10 6

Resultados

La relevancia clinica de MALAT1 en CLL se evalué a partir de los datos de expresion del IncRNA
(N=266). De esta manera y, mediante el empleo de MaxStat para determinar el punto de corte
6ptimo, se establecieron dos grupos (alta o baja expresién de MALATI1) con las mayores
diferencias prondsticas. En base a estos dos grupos se generaron las graficas de supervivencia
de Kaplan-Meier que se muestran en la Figura 12.
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Figura 12: Curvas de TTT (A) y OS (B) en funcidén de la expresion de MALAT1 en CLL.

El grupo con una elevada expresién de MALATI presenta un TTT inferior en comparacion a los
que presentan una baja expresion (Figura 12A). Esto indicaria que la expresiéon de MALATI se
asocia con un comportamiento mads agresivo en CLL. No obstante, no se observaron diferencias
prondsticas teniendo en consideracion los valores de OS y empleando el mismo punto de corte
6ptimo que con TTT (Figura 12B). Tampoco se observaron diferencias significativas en OS al
emplear el punto de corte éptimo para esta variable de supervivencia (p=0,335, resultado no
mostrado).

A continuacidén, se evalud el impacto de la expresiéon de MALATI1 en muestras de pacientes de
CLL segun el estado mutacional del gen IGHV o del grupo epigenético. En todos estos
subgrupos, los casos se dividieron en funcién de los grupos establecidos anteriormente con
MaxStat en base a la expresion de MALATI (alta o baja). En la Figura 13 se muestra que altos
niveles de MALATI se asocian, de forma significativamente estadistica, con un peor prondstico
independientemente del grupo epigenético. Asi mismo, este comportamiento se observa en
los casos M-CLL pero no en aquellos U-CLL. Los datos estadisticos detallados se encuentran en
las Tablas suplementarias 1y 2 (ver apéndice).
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Figura 13: Curvas de TTT en funcidn de la expresion de MALATI1 en los subgrupos definidos segun el
estado mutacional de IGHV (A) o el grupo epigenético (B).

Es destacable que estos resultados son concordantes con aquellos que se obtienen si
Unicamente se tienen en consideracién los casos que han sido clasificados como Binet A
(N=239) (Figura 14A). Este mismo resultado se obtiene al subdividir los casos en funcion del
estado mutacional de IGHV y teniendo en consideracion Unicamente los casos Binet A. Por el
contrario, al analizar los datos de este subgrupo prondstico seguin el grupo epigenético, se
observa que i-CLL no mantiene la significancia. Esto probablemente se deba a que el subgrupo
i-CLL con alta expresion de MALATI1 Unicamente contiene 6 casos, por lo que con un tamafio
muestral tan bajo no se consigue alcanzar la significancia (Figuras 14B y 14C). Los datos
estadisticos obtenidos se encuentran en las Tablas suplementarias 3 y 4. Por otra parte, se
evalud el valor pronéstico de la expresiéon de MALATI1 como variable continua y se determiné
que era significativo para TTT (Hazard ratio (HR)=1,32; 95% intervalo de confianza (Cl): 1,18-
1,48; p<0,0001) pero no para OS (HR=1,05; 95%Cl: 0,89-1,24; p=0,561). Asi mismo, mediante
un andlisis multivariante de regresion, se pudo determinar que el valor prondstico de MALAT1
para TTT es independiente de los factores prondsticos anteriormente considerados como el
estatus mutacional de IGHV, los subgrupos epigenéticos y Binet A (Figuras 15Ay 15B).
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Figura 14: Curvas de TTT en funcién de la expresion de MALATI en

los casos clasificados como Binet A

(A) y en los subgrupos definidos segun el estado mutacional de IGHV (B) o el grupo epigenético (C) en

casos Binet A.
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Expresion MALAT1

U-CLL vs M-CLL
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| L 0.00036
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Figura 15: Analisis de regresién multivariante considerando el valor prondstico de MALATI1, de IGHV, de

Binet A (A) y de los grupos epigenéticos (B). En este ultimo, se ha considerado m-CLL como referencia.

A continuacién, se consideraron posibles asociaciones de la expresion de MALATI1 con otros

factores con valor prondstico en CLL como alteraciones en genes drivers, aberraciones
cromosémicas o variables EpiCMIT. En la Tabla 5 se observa que, mediante un andlisis de
distribucion T-student, no existen diferencias significativas tras el ajuste del valor p con

respecto a la expresion de MALATI1 y la presencia o no de mutaciones en genes drivers o

aberraciones cromosémicas (tanto individualmente como la suma total por cada paciente).

Para este andlisis Unicamente se tuvieron en consideracidon aquellas alteraciones que se

encuentran presentes en 4 pacientes o mas.
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Tabla 5: Analisis de distribucion segun la expresion de MALAT1 y las mutaciones en genes drivers o
las aberraciones cromosdmicas en CLL.

Genes drlvers/’ab(.erracwnes N2 de casos alterados Valor p Valor p ajustado
cromosomicas
ARID1A 6 0,912 1,000
ASXL1 4 0,025* 0,450
ATM 18 0,155 0,930
ATRX 5 0,531 0,896
BCOR 4 0,411 0,965
BIRC3 5 0,826 1,000
BRAF 4 0,864 1,000
CCND2 4 0,915 1,000
CHD2 17 0,959 1,000
DDX3X 7 0,930 1,000
del0g24_NFKB2 7 0,692 1,000
delllq 27 0,060 0,810
del13q14 134 0,016* 0,432
dell4dq 13 0,492 0,916
del14q32_TRAF3 5 0,311 1,000
dell7p_TP53 11 0,235 1,000
dell8p 5 0,946 1,000
del20p 6 0,955 1,000
del2gq37_SP100 4 0,122 0,824
del3p21_SETD2 5 0,262 1,000
del4qg35 5 0,414 0,860
del6ql5_ZNF292 9 0,963 1,000
del8p 6 0,330 1,000
EGR2 5 0,951 1,000
FUBP1 4 0,546 0,867
gain2pl6 13 0,280 1,000
gain3g26 7 0,543 0,889
gain5g35 5 0,668 1,000
gain8q23_q24 10 0,411 1,000
IGLL5 9 0,848 1,000
IGLV321 17 0,156 0,842
KLHL6 7 0,999 0,999
MED12 4 0,378 1,000
MGA 8 0,507 0,883
MYD88 10 0,952 1,000
NFKBIE 5 0,411 1,000
NOTCH1 30 0,921 1,000
NXF1 4 0,414 0,894
PAX5 30 0,002* 0,108
POT1 8 0,966 0,984
PTPN11 4 0,486 0,937
RPS15 4 0,759 1,000
SF3B1 24 0,115 0,887
SPEN 4 0,432 0,864
SYNE1 7 0,413 0,929
TP53 10 0,168 0,825
tri12 40 0,568 0,876
tril8 4 0,108 0,972
tri19 4 0,108 1,000
Ul_pos3 10 0,333 1,000
XPO1 5 0,345 1,000
ZMYM3 4 0,500 0,900
ZNF292 10 0,877 1,000
N2 de genes por pac!ente (<2) 95 0,410 1,000
N2 de genes por paciente (>2) 171
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Gain: ganancia. Del: deleccién.

Las alteraciones con una incidencia inferior a 4 casos no fueron analizadas. Entre éstas se encuentran:
ANKHD, BAX, BAZ2A, BRCC3, CARD11, CD79A, CD79B, CDKN1B, CDKN2A, CHEK2, CNOT3, CREBBP,
del15915_MGA, del15q26_CHD?2, dellq42, del6p21_NFKBIE, DNAJC11, DYRK1A, ELF4, EWSR1, FAM5O0A,
FBXW?7, FSIP2, gain17qg25, gain4q33_q34, gain6bp25_IRF4, GNB1, HIST1H1B, HIST1IHI1E, IKZF3, IRAK1,
IRF4, KIAA0947, KMT2D, KRAS, LUC7L2, MAP2K1, MED1, NFKB2, NKAP, NRAS, PIM1, POLR3B, SAMHD]1,
SETD1A, SETD2, SKIV2L2, TLR2, TRAF2 TRAF3, XPO4 y ZC3H18.

Seguidamente se evalud la correlacidn global entre la expresion de MALATI1 y las diversas
variables EpiCMIT por cada subgrupo epigenético mediante diferentes métodos estadisticos
(Pearson, Spearman y Tau-b de Kendall) (Tabla 6) asi como la posible relacion lineal entre
ambos parametros (Figura 16A). No se observé una relacion significativa entre la expresion del
IncRNA y estas variables epigenéticas y lo mismo sucedia al considerar los grupos previamente
establecidos en funcién de la expresién de MALATI1 (Figura 16B). Por lo tanto, y en base a
estos resultados, se puede considerar que el valor prondstico de MALATI no estd relacionado
con los factores analizados, los cuales presentan un efecto prondstico previamente establecido
en CLL.

Tabla 6: Correlacién Pearson, Spearman y Tau-b de Kendall y su respectivo valor de significancia,
entre la expresion de MALATI1 y las variables EpiCMIT.

i-CLL EpiCMIT Global EpiCMIT Hyper EpiCMIT Hypo
Pearson 0,169 -0,204 0,182
Valor p 0,311 0,218 0,274
Spearman 0,061 -0,177 0,086
Valor p 0,718 0,289 0,606
Tau-b de Kendall 0,044 -0,127 0,067
Valor p 0,697 0,263 0,555

m-CLL EpiCMIT Global EpiCMIT Hyper EpiCMIT Hypo
Pearson 0,035 0,094 0,028
Valor p 0,687 0,282 0,750
Spearman 0,021 0,085 0,020
Valor p 0,806 0,330 0,820
Tau-b de Kendall 0,015 0,055 0,013
Valor p 0,802 0,345 0,820

n-CLL EpiCMIT Global EpiCMIT Hyper EpiCMIT Hypo
Pearson -0,135 0,019 -0,089
Valor p 0,208 0,857 0,409
Spearman -0,195 0,046 -0,131
Valor p 0,068 0,669 0,222
Tau-b de Kendall -0,127 0,032 -0,082
Valor p 0,079 0,655 0,254
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Figura 16: Correlacion lineal entre la expresion de MALATI1 y las variables EpiCMIT y su
correspondiente valor p y R’ (A). Distribucion de los valores de las categorias EpiCMIT en funcion del
grupo de expresion de MALATI por cada grupo epigenético (B).
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Para descartar que los resultados obtenidos pudieran estar relacionados con mutaciones en
MALATI1, se evaluaron las aberraciones genéticas en una serie parcial de los pacientes
previamente analizados. Unicamente 6 casos de los 150 con informacién gendmica
presentaban mutaciones (Tabla 7). Tres de éstas se encuentran préximas en una region que
abarca menos de 150 pares de bases. No obstante, es dificil evaluar su impacto funcional ya
que esta regidn en particular estd poco conservada. Ademads, no parecen tener un nexo comun
ya gue no estan relacionadas con la expresion de MALATI1 u otros pardmetros. Por otra parte,
existen dos casos con alteraciones en el nimero de copias con pérdida neutral de
heterocigosidad afectando a la regiéon 11q (Tabla 8). De esta manera, estas observaciones
parecen indicar que las mutaciones observadas no afectan al comportamiento clinico de
MALATI.

Tabla 7: Casos de CLL y MBL con mutaciones en MALATI.

Caso | Estatus Expresion Grupo de
D IGHV CLL/MBL | Cromosoma Mutacién ID Posicion R A de MALAT1 expresion de
(RPKM) MALAT1
4 M-CLL CLL 11 MU50278 65268291 C T 402,89 Baja expresion
29 M-CLL CLL 11 MU46099400 | 65267323 G A 1994,79 Alta expresién
306 U-CLL CLL 11 MU54122965 | 65272844 G T 318,16 Baja expresion
477 M-CLL CLL 11 MUS52150538 | 65266874 T C 352,04 Baja expresion
776 M-CLL CLL 11 MU47469818 | 65267004 T C 716,34 Alta expresién
832 M-CLL MBL 11 MU57294312 | 65267021 A AT 369,58 Baja expresion
R: Nucledtido de referencia. A: Nucledtido alterado.
Tabla 8: Casos de CLL con pérdida neutral de heterocigosidad.
CIaI;o E;‘:T_It;s Cromosoma Bandas Inicio Final dizxz:sl:i:;"l exc;rr:,:ic:’):ile
(RPKM) MALAT1
155 U-CLL 11 gq13.1-925 | 63739503 | 134946516 1118,27 Alta expresioén
1533 U-CLL 11 ql2.3-925 | 62249955 | 134946516 324,88 Baja expresion

4.1.2. Analisis in silico de las vias moleculares potencialmente alteradas en
CLL por MALAT1 y su expresion en compartimentos anatémicos

Para establecer la implicacién de MALATI1 en las vias oncogénicas involucradas en CLL, se
dividieron los datos de expresion de este IncRNA en sangre periférica en funcién del grupo
epigenético y se realizd un analisis de enriquecimiento de vias moleculares mediante la
aplicacion de la herramienta web Metascape. En este andlisis se consideraron por separado los
genes correlacionados positiva y negativamente con la expresién de MALATI1 y sélo se tuvieron
en cuenta las vias moleculares recogidas en la base de datos Reactome. En las Tablas
suplementarias 5 y 6 se muestran las vias enriquecidas de forma significativa que se
obtuvieron. Como resultados mas destacados, se observa una correlaciéon positiva con vias
relacionadas con la proliferacion celular, las cuales son comunes entre algunos de los
subgrupos epigenéticos. También se observa un enriquecimiento positivo en vias implicadas
en supervivencia y que estan relacionadas con el microambiente como MAPK (Mittal et al.,
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2014) o en moléculas como IL-10 o IL-4 de las que previamente se ha referido su relevancia en
esta patologia o su vinculacién con el microambiente (Alhakeem et al, 2018; Guo, Benchang et
al., 2016; Rossmann et al, 2002). De la misma manera, se realizd un analisis andlogo
subdividiendo los datos en funciéon del estado mutacional de IGHV. En este caso también
destaca un enriquecimiento positivo en vias relacionadas con la proliferacidn celular y MAPK
asi como con la via PI3K, la cual estd implicada en la actividad tumoral de CLL y en la
modulacién de su microambiente (Hanna et al., 2019). En la Figura 17 se observa de forma
sintetizada las vias enriquecidas positivamente que se han obtenido y que han sido
consideradas mas relevantes. Con respecto a los genes correlacionados negativamente, éstos
también se relacionarian con vias vinculadas al fenotipo tumorogénico, aunque esto sucede en
menor grado. Ademads, estos genes estarian involucrados en vias que apoyarian el efecto
prondstico observado como, por ejemplo, aquellas relacionadas con la traduccién de
proteinas. Esto se basa en estudios previos que han determinado que genes vinculados a este
proceso bioldgico y a los ribosomas se asocian con un mejor comportamiento clinico en CLL
(Durig et al, 2003). En las Tablas suplementarias 7 y 8 se muestra la lista completa de vias
enriquecidas tanto positiva como negativamente con significancia estadistica.
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Figura 17: Vias mds relevantes enriquecidas positivamente que derivan de genes

correlacionados significativamente con MALATI en funcidn del subgrupo de CLL.

Asimismo, en estos mismos dos subgrupos de CLL se realizd un analisis adicional de
enriquecimiento de vias de sefalizacién mediante GSEA empleando la base de datos de firmas
C2, extendida con firmas descritas con anterioridad (entre las que se incluye la de Dadashian
(2019)) y que integran genes diferencialmente expresados en los ganglios linfaticos respecto a
su patron de expresion en sangre periférica. Es de especial interés que se demostré el
enriquecimiento positivo estadisticamente significativo respecto a la firma genética de genes
sobreexpresados en los ganglios linfaticos. Debido a que el impacto clinico de Ia
sobreexpresion de MALAT1 parece no tener un origen genético, estos Ultimos resultados
apoyan la hipétesis que éste podria deberse al efecto del microambiente.

Finalmente, se examinaron datos de microarray obtenidos a partir del estudio GSE21029
(Herishanu et al., 2011) y, mediante un analisis de distribucién apareado, se comparé la
expresion de MALAT1 en muestras de CLL procedentes de sangre periférica o ganglio linfatico.
Tal y como se observa en la Figura 18, no se obtienen diferencias significativas (p=0,097) con
respecto a la expresion del IncRNA en ambos tejidos.
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Figura 18: Diferencias de expresién de MALATI1 entre
sangre periférica y ganglio linfatico en CLL.

4.2. Objetivo 2 - Linfoma folicular

4.2.1. Analisis del valor prondstico de MALAT1 en FL

En el caso de FL, para determinar la implicacidn clinica de MALAT1 y, a partir de los resultados
de expresidon relativa obtenidos mediante RT-gPCR de la serie de 61 pacientes, se
establecieron dos grupos en funcién de la expresion (alta o baja) del IncRNA en funcion del
punto de corte dptimo determinado con MaxStat. En la Figura 19A se observa como niveles
elevados de MALATI1 se correlacionan con una PFS inferior. No obstante, no se observan
diferencias significativas teniendo en consideracion el valor de OS (Figura 19B) o la
transformacion histolégica (Figura 19C). De esta manera, y tal y como sucedia con CLL,
MALATI esta relacionado con una mayor agresividad en esta patologia.
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Figura 19: Curvas de PFS (A), OS (B) y transformacion histolégica (C) en funcion de la expresion de
MALATI1 en FL.

A continuacién, se evalué la relacién entre los niveles de expresién de MALAT1 y otros factores
previamente descritos con factor prondstico. Tal y como se observa en la Tabla 9, no existen
diferencias significativas entre los subgrupos definidos en funcion de la expresion de este
IncRNA y variables como Ki-67 o el indice FLIPI.

Tabla 9: Relacidn entre la expresion de MALATI y factores con relevancia clinica en FL.

Baja expresion | Alta expresion Todos los Valor p
MALAT1 MALAT1 pacientes
Grado histologico 1-2, N2 (%) 37 (74) 9(82) 46 (75) 0,59
indice Ki-67 >30%, N2 (%) 28 (64) 4 (40) 32 (59) 0,17
FLIPI alto riesgo, N2 (%) 14 (29) 1(9) 15 (25) 0,18
Respuesta completa, N2 (%) 9(18) 5 (46) 14 (23) 0,05
PFS, % a 10 aiios (95% ClI) 67 (55-82) 35 (16-76) 61 (50-75) 0,01
0S, % a 10 ainos (95% Cl) 89 (81-99) 76 (55-100) 86 (78-96) 0,24
Riesgo transformacién
histolégica, % a 10 afios (95% C1) | > (0,7-12.5) | 16,1(2,3-41,4) | 6,7 (2,1-14,9) 0,12

Cl: intervalo de confianza.

4.2.2. Analisis in silico de las vias moleculares potencialmente alteradas en
FL por MALAT1

Para determinar como MALATI1 puede interferir en la patologia de FL, se determinaron los
genes que se correlacionan positiva y negativamente con este IncRNA y se analizaron las
correspondientes vias enriquecidas (y pertenecientes a la base de datos Reactome) mediante
el estudio con la herramienta web Metascape partiendo de los datos de GSE107367 (Pangault
et al., 2010). Entre los resultados obtenidos destacan vias enriquecidas positivamente como
MAPK, BCR, VEGF (el cual se ha descrito previamente asociado a un peor prondstico en FL
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(Labidi et al., 2010)), asi como vias implicadas en la proliferacion celular (Figura 20). De esta
manera, en base a este estudio, y a falta de corroborarlo en modelos in vitro, estos resultados
indicarian que MALATI podria ser un factor relevante en el desarrollo de esta patologia. En las
Tablas suplementarias 9 y 10 se muestran todas las vias de sefalizacidon estadisticamente
significativas obtenidas.
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Figura 20: Vias implicadas en el ciclo celular y en la tumorogénesis derivadas de genes
correlacionados positivamente con MALATI en FL.

4.3. Objetivo 3 - Linfoma de células de manto

4.3.1. Analisis del valor prondstico de MALAT1y TALAM1en MCL

En MCL se analizé el impacto clinico de la expresién de MALAT1 y TALAM1 en dos series
independientes obtenidas a partir de los datos publicados de estudios que incluian muestras
procedentes de ganglios linfaticos (GSE93291 (Scott et al.,, 2017)) o de sangre periférica
(GSE79196 (Navarro et al., 2017)). En ambos casos y, por cada IncRNA, se establecieron dos
grupos en funcidn de su expresiéon mediante el uso de MaxStat. Tal y como se observa en la
Figura 21 en las dos series de datos, niveles elevados tanto de MALAT1 como de TALAM1 estan
asociados con un tiempo de supervivencia mayor y, por lo tanto, con un mejor prondstico. Es
relevante que este comportamiento se observa independientemente del tipo de tejido del que
derivan las muestras.
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Figura 21: Curvas de OS a partir de los datos de GSE93291 (Scott et al., 2017) (A) y GSE79196 (Navarro
et al,, 2017) (B) en funcion de la expresion de MALAT1 y TALAM1 en MCL.

4.3.2. Evaluacion de la relacion de MALAT1 v _TALAM1 con factores
pronosticos o subtipos histolégicos de MCL

En el caso de la serie analizada previamente procedente de sangre periférica se disponia de
informacién clinica adicional y se determind que no existian diferencias significativas entre los
niveles de expresiéon de MALAT1 y TALAMI1 vy otros factores prondsticos conocidos como
SOX11, TP53, CDKN2A o alteraciones en el numero de copias (Tabla 10). EI mismo
comportamiento se obtuvo al considerar los diferentes grados histoldgicos de esta patologia
(Figura 22). Al analizar otra serie de casos suplementarios correspondientes al estudio
GSE70910 (Saba et al., 2016), que incluye tanto muestras de ganglio linfatico como de sangre
periférica, se observd que los niveles de los IncRNAs tampoco difieren significativamente (tras
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el calculo del valor de p ajustado) entre los distintos tipos de tejido de estudio o entre los

diferentes grados histolégicos (Figura 22).

Tabla 10: Diferencias de expresion de MALAT1 y TALAM1 en funcidn de factores prondsticos en MCL.

Factor Grupos comparados (N) Valor p MALAT1 | Valor p TALAM1
SOX11 SOX11+ (N=26) / SOX11- (N=18) 0,244 0,210
TP53 WT (N=27) / Mut_del (N=14) 0,622 0,456
CDKN2A WT (N=37) /Del (N=5) 0,633 0,972
Alteracién nimero de copias <5 (N=22) / =5 (N=20) 0,609 0,612

WT: wild-type, sin alteraciones. Mut_del: mutacién y deleccion. Del: deleccion
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Figura 22: Diferencias de expresién de MALAT1 y TALAM1 en funciéon del grado histoldgico en
MCL en la serie GSE79196 (Navarro et al., 2017) (A) y GSE70910 (Saba et al., 2016) (B).
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4.3.2. Asociacion de la expresion de MALAT1 y TALAM1 con firmas génicas
relacionadas con la proliferacién celular y el BCR

Para determinar la implicacion de los IncRNAs en la proliferacién celular, se analizé la
expresion de MALAT1 y TALAM1 en relacién con la firma de proliferacion MCL35 con efecto
prondstico (Scott et al., 2017). En primer lugar, se determiné el valor prondstico de esta firma
génica en la subserie de estudio (ver metodologia) a partir de los datos de expresion
normalizados por Z-score. Se estratificacion los pacientes en tres clusteres (#A, B y C) en
funcién de su pronéstico, siendo #A el grupo mas indolente y #C el mas agresivo (Figura 23) y
se establecieron dos grupos de genes asociados negativa (cluster 1) o positivamente (cluster 2)
con la proliferacion celular (Figura 24). Es destacable que se han podido establecer grupos
analogos de clusteres en relacion con el estudio original (Scott et al., 2017).
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Figura 23: Curvas de OS de los grupos prondsticos
establecidos en funcion de la firma de proliferacién MCL35.
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Figura 24: Grupos y clusters establecidos en funcidn de la firma de proliferacion MCL35.

63



Expresion MALAT1

Expresion MALAT1

Resultados

A continuaciéon, se analizd la asociacidn lineal entre los datos de expresion de MALATI1 vy
TALAM1 y los clusteres de genes (promedio de los grupos de genes establecidos) (Figura 25).
La expresion de los IncRNAs se asocid positivamente con aquellos genes relacionados con una
menor proliferacién. De igual manera, TALAM1 se asocia negativamente con los genes
relacionados con una mayor proliferacion. No obstante, esta relacion lineal no alcanza la
significacidn estadistica en el caso de MALATI.
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Figura 25: Relacion entre la expresion de MALAT1y TALAM1 y los clusteres 1y 2.

Finalmente, para ahondar en la funcién de MALAT1 y TALAM1 en MCL, se analizd la relaciéon
entre estos IncRNAs y la firma de BCR previamente establecida (Saba et al., 2016). Se ha
descrito que esta firma se asocia con la proliferacién y con un peor prondstico en MCL. A partir
de los datos de GSE70910 (Saba et al., 2016), las muestras de sangre periférica se dividieron en
funcion del alto (N=7) o bajo grado (N=8) de la firma de BCR y se analizé la expresion de los
IncRNAs en estos grupos. En esta serie y, tal y como se observa en la Figura 26, las muestras
con un bajo grado de la firma de BCR, presentan una mayor expresion de MALATI (p=0,008).
No obstante, no se observan diferencias con respecto a TALAM1.
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Figura 26: Expresion de MALAT1 y TALAM1 en funcidn de la firma de BCR.
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Los resultados obtenidos ofrecen evidencias sobre la relevancia clinica de MALAT1 en las
neoplasias linfoides estudiadas ya que, en las series de pacientes disponibles, se ha
determinado que este IncRNA tiene efecto prondstico en CLL, FL y MCL.

En CLL, los niveles elevados de MALATI1 se asocian clinicamente con parametros de mayor
agresividad, particularmente, con un TTT significativamente mds corto de los pacientes. No
obstante, no se observa una relacion significativa respecto a OS a diferencia de estudios
previos (Wang, Yumin et al., 2016). Esta disparidad podria ser debida a diferencias en el
tratamiento subministrado o en el nimero total de casos analizados. Por otra parte, el efecto
prondstico observado en MALATI se mantiene teniendo en consideracidon los subgrupos
clinicos y moleculares en los que se clasifica esta enfermedad (estado mutacional de IGHV,
grupo epigenético y grado de Binet) por lo que se podria utilizar como biomarcador prondstico
en CLL adicionalmente a las estratificaciones clinicas existentes, a excepcion de los casos U-
CLL, en los que no se observa una utilidad prondstica significativa de este IncRNA. No obstante,
este ultimo hallazgo podria ser debido a que el grupo U-CLL no incluye Unicamente casos n-
CLL, sino también una pequefia proporciéon de i-CLL (N=10) y m-CLL (N=2), por lo que la
integracion de estos subgrupos (especialmente m-CLL que tiene un comportamiento clinico
opuesto a n-CLL) podria alterar estadisticamente el resultado. Otra excepcidn se encuentra en
los casos Binet A con respecto al subgrupo i-CLL, donde el bajo nimero de muestras no
permite establecer un resultado definitivo. Hay que tener en consideracién que el efecto
prondstico observado respecto a MALAT1 se podria respaldar en los andlisis de
enriquecimiento de vias moleculares que se han realizado, en los que este IncRNA se
correlaciona positivamente con genes involucrados en vias asociadas a la proliferacién celular
o implicadas en la actividad tumoral tales como MAPK o PI3K. Por otra parte, la vinculacion
negativa del IncRNA con vias asociadas a la traducciéon y a los ribosomas también podria
contribuir al comportamiento clinico observado.

Por otro lado, el valor prondstico de MALAT1 en CLL no estd relacionado con otros factores
prondsticos como las aberraciones cromosémicas o el nimero de mutaciones en genes drivers,
asi como con la variable EpiCMIT. El valor prondstico de MALATI tampoco esta relacionado
con las mutaciones genéticas que afectan a la region de MALATI1, ya que se observan pocos
casos mutados y no parece haber un nexo comun entre éstos y los niveles de expresion de este
IncRNA. Este hecho contrasta con otros tipos de tumores sélidos en los que se ha identificado
la mutacion de este IncRNA en un porcentaje mas elevado de casos (Kandoth et al., 2013). De
esta manera y, descartando un origen genético, la expresion de MALAT1 podria estar
modulada por otros factores como el microambiente. Esta afirmacion se sustenta al considerar
la relacidn positiva, en muestras de sangre periférica, de MALATI1 con genes implicados en vias
relacionadas con el microambiente tales como la sefializacion de IL-4 (Rossmann et al, 2002),
asi como con firmas de expresidon génica previamente relacionadas con células de CLL
obtenidas de los ganglios linfaticos en comparacién con las células obtenidas de sangre
periférica (Dadashian et al., 2019). Por otra parte, también se ha identificado que los niveles de
MALATI1 en CLL son similares en sangre y en ganglio linfatico. De esta manera, estos resultados

67



Discusién

sefialarian que los niveles de MALATI1 en sangre periférica podrian representar un marcador
subrogado de la activacién de las células de CLL en el microambiente de los ganglios linfaticos.
En este sentido, la falta de correlacion entre los niveles de MALATI vy las variables EpiCMIT
podria indicar que este IncRNA se relaciona con el indice proliferativo inducido por el
microambiente, mas que con la historia proliferativa de las células de CLL, definida en funcién
de las variables EpiCMIT (Duran-Ferrer et al., 2020). No obstante, aunque estas observaciones
abren la puerta al uso como biomarcador en la practica clinica de este IncRNA, los datos
aportados son limitados. Por este motivo, se requiere un futuro estudio mas amplio que
permita determinar tanto la implicacidon del microambiente en la funcionalidad de MALATI1 en
CLL, como su aplicacién para mejorar el manejo clinico de los pacientes con esta patologia.

Respecto a FL se observa que, de forma similar a como sucede en CLL, MALATI1 estd asociado a
un comportamiento mas agresivo ya que una elevada expresion del IncRNA se relaciona con
una PFS mas corta. No obstante, en este caso la expresion de MALATI no se relaciona con
otros factores clinicos conocidos como, por ejemplo, el indice de proliferacién Ki-67 o el indice
FLIPI. Ademas, en base al estudio realizado, el impacto clinico de este IncRNA podria deberse a
su correlacion con genes asociados a vias de sefializacion que estan involucradas en
proliferacién y en el desarrollo tumoral como MAPK, VEGF o BCR. No obstante, y debido a la
heterogeneidad de esta patologia y al nimero de casos analizados, se requiere un estudio mas
amplio basado en modelos celulares para poder establecer una conclusion definitiva con
respecto a estos ultimos resultados.

En el caso de MCL, al contrario de lo que sucedia en FL y CLL, MALAT1 se asocia a un
prondstico mas favorable ya que niveles elevados de este IncRNA estan relacionados con un
tiempo de supervivencia mds largo. Este comportamiento, que también se obtiene con el
IncRNA antisentido TALAM1, se observa independientemente del tipo de muestra (sangre
periférica o ganglio linfatico) del que se han obtenido los datos. El valor prondstico de estos
IncRNAs parece no estar relacionado con otros factores prondsticos conocidos o del subgrupo
histolégico en MCL. No obstante, debido al bajo nUmero muestral, estos resultados deben ser
corroborados en una serie independiente.

La relacion entre MALAT1 y un comportamiento clinico y biolégico mas indolente se ha
descrito previamente en otras neoplasias como el cancer colorectal (Kwok et al., 2018), el
cancer de mama (Kim et al., 2018), el carcinoma hepatocelular (Sonohara et al., 2017) o DLBCL
(Wang, Yumin et al., 2016). A pesar de ello, se requieren estudios adicionales para poder
establecer en qué contexto especifico el efecto prondstico habitual de MALATI se ve alterado.
Por el contrario y, en contraste con los resultados obtenidos en esta tesis, un estudio previo en
MCL (Wang, X. et al., 2016) ha descrito un peor prondstico asociado a la expresion de MALATI.
Estas diferencias podrian ser debidas al hecho de que en ese estudio se analiz6 un menor
numero de muestras o que la falta de informacién clinica y bioldgica aportada en esa serie
enmascare una poblacidn con caracteristicas particulares que no sea comparable con las
cohortes estudiadas en esta tesis. No obstante, los resultados que se han obtenido a lo largo
de este estudio que respaldan la relacidn de MALATI1 con un mejor comportamiento clinico en
MCL son varios. Entre éstos, se incluyen los andlisis de supervivencia en series independientes
en los que se ha establecido la asociacién de este IncRNA con un mejor prondstico. Asi mismo,
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el valor clinico de este IncRNA podria ser debido, en parte, a su relacion con una menor
proliferacién celular, la cual es un factor que previamente se ha asociado con la agresividad en
este linfoma (Hoster et al., 2016). Esto se sustenta en la relacidon encontrada entre MALATI (y
también TALAM1) y la firma de proliferacion MCL35, de tal manera que se ha identificado una
correlacidn positiva entre los niveles de este IncRNA y los genes de esa firma asociados con
una baja proliferacion (Scott et al., 2017). Por ultimo y, en base a la serie estudiada, se ha
establecido una relacién inversa entre la expresion de MALATI y una firma de genes
relacionados con el BCR aplicada por Saba y colaboradores (2016) y que estd asociada con una
peor supervivencia global y libre de progresidn. No obstante, la validacidn de estos resultados
y de esta hipdtesis requerira la realizacion de estudios adicionales.

A pesar de que las diferencias prondsticas de MALATI en las distintas neoplasias estudiadas
podrian ser debidas a la relacion del IncRNA con determinados genes o con vias celulares
involucradas en la proliferaciéon, seria necesario un estudio mas profundo a nivel funcional
para conocer exactamente como MALATI incide en estas vias y provoca un comportamiento
clinico diverso dependiendo de la enfermedad linfoproliferativa.

Hay que destacar que en la mayoria de los analisis en los que se han evaluado las
caracteristicas de MALAT1 o TALAM1 se observa un comportamiento analogo entre ambos
IncRNAs. No obstante, los resultados difieren al analizar la relacion de estos IncRNAs con la
firma de proliferacién MCL35 y la firma génica relacionada con el BCR. Estudios previos han
determinado la existencia de un loop regulatorio positivo entre los dos IncRNAs (Zong et al.,
2016) por lo que cabria esperar que el impacto clinico y biolégico de estas moléculas fuese
similar. Los analisis realizados en los que se han obtenido diferentes comportamientos entre
ambos IncRNAs podrian deberse a que la baja expresion de TALAM1, en comparacion con la de
MALATI, interfiera en alguno de los resultados. Otro motivo podria ser la existencia de una
funcién desconocida de TALAM1 en la que, bajo determinadas condiciones, su actividad fuese
independiente de la de MALATI. De esta manera, es necesario un estudio mas amplio para
tener un conocimiento exacto sobre la funcionalidad independiente de TALAM1, asi como de
la adecuacién de su uso de forma individual como biomarcador en MCL.

En resumen, los resultados obtenidos permiten definir a MALAT1 como un posible candidato
para su uso como biomarcador prondstico en estas enfermedades linfoproliferativas.
Concretamente, en MCL podria ser empleado tanto en muestras de sangre periférica como de
ganglio linfatico. Asi mismo, el hecho de que este IncRNA sea tan relevante en las patologias
analizadas, sugiere que la implicacién clinica de MALAT1 en otros tipos de linfomas no
estudiados hasta la fecha también podria ser significativa. Finalmente, estos resultados abren
las puertas a estudiar la utilidad de este IncRNA como diana terapéutica en CLL, FL y MCL.
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A partir de los resultados obtenidos en el desarrollo de esta tesis, y que se han mostrado
previamente, se establecen las siguientes conclusiones:

- MALATI tiene efecto prondstico en neoplasias linfoides tales como CLL, FL y MCL.
Concretamente, es un factor de mal prondstico en CLL y FL y de buen prondstico en MCL
(tanto en muestras de sangre periférica como de ganglio linfatico).

- En CLL, su funcidn prondstica no estd asociada a otros factores previamente establecidos
con capacidad prondstica como el estado mutacional de IGHV, las mutaciones en genes
drivers o las aberraciones cromosomicas, los subgrupos epigenéticos o las variables
EpiCMIT.

- La agresividad de CLL vinculada a MALAT1 parece no estar relacionada con las
alteraciones genéticas, pero podria depender del microambiente. No obstante, se
requiere un estudio adicional para confirmar esta hipdtesis.

- En MCL, el efecto prondstico de MALAT1 y TALAM1 no esta condicionado por alteraciones
genéticas o por el subgrupo histolégico y podria ser debido, en parte, a la relacién de los
IncRNAs con genes implicados en una menor proliferaciéon celular.

- A pesar de la modulacién de MALATI1 por parte de TALAM1, no siempre se obtienen
resultados idénticos en ambos casos, lo que podria indicar que las funciones de estos
IncRNAs estan disociadas en determinadas condiciones. Asi mismo, es necesario el
desarrollo de futuros estudios para determinar si, de forma individual, TALAM1 puede ser
apropiado para ser usado como biomarcador en MCL.

- MALATI es un candidato de interés para su uso como biomarcador prondstico en CLL, FLy
MCL. En concreto, en CLL permitiria una mejor estratificacion del prondstico favoreciendo,
potencialmente, una valoracién no invasiva de la respuesta de las células tumorales a la
estimulacion del microambiente.
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Datos estadisticos de los andlisis de supervivencia de CLL

En estas tablas suplementarias se muestran los datos estadisticos detallados obtenidos en el
analisis de supervivencia en el estudio de CLL.

Tabla suplementaria 1: Valor estadistico de las comparaciones por pares en el analisis de supervivencia
segun el estado mutacional en CLL.

MALAT1 B/M-CLL | MALAT1 A/M-CLL | MALAT1B/U-CLL | MALAT1 A/U-CLL
MALAT1 B/M-CLL 0 0,001 <0,001 <0,001
MALAT1 A/M-CLL 0,001 0 0,017 0,006
MALAT1 B/U-CLL <0,001 0,017 0 0,158
MALAT1 AJ/U-CLL <0,001 0,006 0,158 0
A: alto. B: bajo.

Tabla suplementaria 2: Valor estadistico de las comparaciones por pares en el analisis de supervivencia
segun el grupo epigenético en CLL.

MALAT1 | MALAT1 MALAT1 | MALAT1 | MALAT1 MALAT1
B/m-CLL | A/m-CLL B/i-CLL A/i-CLL B/n-CLL A/n-CLL
MALAT1 B/m-CLL 0 0,010 0,026 <0,001 <0,001 <0,001
MALAT1 A/m-CLL 0,010 0 0,712 0,066 0,001 <0,001
MALAT1 B/i-CLL 0,026 0,712 0 0,038 <0,001 <0,001
MALAT1 A/i-CLL <0,001 0,066 0,038 0 0,967 0,389
MALAT1 B/n-CLL <0,001 0,001 <0,001 0,967 0 0,001
MALAT1 A/n-CLL <0,001 <0,001 <0,001 0,389 0,001 0
A: alto. B: bajo.

Tabla suplementaria 3: Valor estadistico de las comparaciones por pares en el analisis de supervivencia
segun el estado mutacional en los casos Binet A de CLL.

MALAT1 B/M-CLL | MALAT1 A/M-CLL | MALAT1B/U-CLL | MALAT1 A/U-CLL
MALAT1 B/M-CLL 0 0,001 <0,001 <0,001
MALAT1 A/M-CLL 0,001 0 0,032 0,023
MALATI1 B/U-CLL <0,001 0,032 0 0,241
MALAT1 A/U-CLL <0,001 0,023 0,241 0
A: alto. B: bajo.

Tabla suplementaria 4: Valor estadistico de las comparaciones por pares en el analisis de supervivencia
segun el grupo epigenético en los casos Binet A de CLL.

MALAT1 | MALAT1 | MALAT1 | MALAT1 | MALAT1 | MALAT1
B/m-CLL | A/m-CLL B/i-CLL A/i-CLL B/n-CLL | A/n-CLL
MALAT1 B/m-CLL 0 0,009 0,213 0,014 <0,001 <0,001
MALAT1 A/m-CLL 0,009 0 0,281 0,458 0,003 <0,001
MALAT1 B/i-CLL 0,213 0,281 0 0,137 <0,001 <0,001
MALAT1 A/i-CLL 0,014 0,458 0,137 0 0,442 0,220
MALAT1 B/n-CLL <0,001 0,003 <0,001 0,442 0 0,001
MALAT1 A/n-CLL <0,001 <0,001 <0,001 0,220 0,001 0
A: alto. B: bajo.
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Apéndice

Andlisis de TALAM1 en CLLy FL

En CLL y FL se han realizado analisis paralelos a los de MALAT1 con el fin de determinar el
comportamiento del IncRNA TALAM1 en estas patologias.

En el caso de CLL, la expresion de este IncRNA es practicamente nula en el andlisis de RNA-seq,
lo que podria ser debido al procedimiento metodoldgico en relacidn a poliA+. Por el contrario,
a partir del analisis de los datos disponibles en GSE21029 (Herishanu et al., 2011), se
determind que de forma andloga a como sucedia con MALATI, la expresién de TALAMI no

difiere significativamente (p=0,508) entre muestras de ganglio linfatico y de sangre periférica
(Figura suplementaria 1).
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Figura suplementaria 1: Expresiéon de TALAMI en
muestras de sangre periférica y ganglio linfatico en CLL.

En el caso de FL y el andlisis mediante RT-qPCR, los primers no se disefiaron para evaluar
especificamente la expresion de TALAM1. Con respecto al analisis de los datos de microarray
de GSE107367 (Pangault et al., 2010), no se obtuvieron suficientes genes con valor
significativamente estadistico para poder analizar la implicacidon del IncRNA en las diferentes
vias moleculares. Esto podria ser debido, en parte, a la menor expresion del IncRNA en

comparacion con MALATI, asi como al hecho de no disponer de un nimero muestral extenso
en este andlisis.
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Licencia CC BY-NC 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/legalcode):
Figura 4, Delgado et al.,, 2020 (https://doi.org/10.3324/haematol.2019.236000). Modificado
(ver articulo original).
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Vias celulares enriquecidas de genes correlacionados

positiva o

negativamente con MALAT1

Tabla suplementaria 5: Vias enriquecidas de genes correlacionados positivamente con MALATI en casos

m/i/n-CLL. Se muestran sélo las vias moleculares significativas e integradas en la base de datos Reactome.

m-CLL

Description LogP Log(g-value) | InTerm_InList
Membrane Trafficking -29,841 -25,962 137/634
Vesicle-mediated transport -28,692 -25,029 140/673
Cell Cycle -27,400 -23,993 140/692
Signaling by Rho GTPases, Miro GTPases and RHOBTB3 -22,494 -19,212 134/723
Signaling by Rho GTPases -21,985 -18,738 131/707
Metabolism of RNA -21,085 -17,964 125/673
Diseases of signal transduction by growth factor receptors and second messengers -20,733 -17,650 94/433
Cell Cycle, Mitotic -19,975 -16,935 109/561
M Phase -18,531 -15,600 88/418
Intra-Golgi and retrograde Golgi-to-ER traffic -18,327 -15,442 57/202
Transcriptional Regulation by TP53 -17,993 -15,136 80/365
RHO GTPase cycle -15,975 -13,276 87/449
Golgi-to-ER retrograde transport -15,612 -12,931 42/133
Processing of Capped Intron-Containing Pre-mRNA -13,693 -11,183 56/244
Mitotic Metaphase and Anaphase -13,677 -11,173 55/237
Mitotic Prometaphase -13,483 -10,984 50/204
Mitotic Anaphase -13,172 -10,702 54/236
Cell Cycle Checkpoints -11,710 -9,374 59/294
RHO GTPase Effectors -11,152 -8,843 62/327
Factors involved in megakaryocyte development and platelet production -10,509 -8,281 40/168
mRNA Splicing - Major Pathway -10,449 -8,227 42/183
Asparagine N-linked glycosylation -10,112 -7,932 57/304
COPI-dependent Golgi-to-ER retrograde traffic -10,107 -7,932 29/99
Resolution of Sister Chromatid Cohesion -9,959 -7,823 33/126
mRNA Splicing -9,824 -7,713 42/191
Separation of Sister Chromatids -9,270 -7,220 41/191
Chromatin modifying enzymes -9,007 -6,977 51/274
Chromatin organization -9,007 -6,977 51/274
Regulation of TP53 Activity -8,243 -6,322 35/160
Mitotic Spindle Checkpoint -7,976 -6,078 28/113
Hemostasis -7,789 -5,912 86/621
Amplification of signal from the kinetochores -7,660 -5,803 25/96
Amplification of signal from unattached kinetochores via a MAD2 inhibitory signal -7,660 -5,803 25/96
Transport to the Golgi and subsequent modification -7,568 -5,724 37/185
ER to Golgi Anterograde Transport -7,041 -5,277 32/154
MAPK family signaling cascades -6,887 -5,138 52/325
Kinesins -6,825 -5,095 18/59
EML4 and NUDC in mitotic spindle formation -6,443 -4,757 26/117
RHO GTPases Activate Formins -6,416 -4,735 29/140
Regulation of TP53 Activity through Phosphorylation -5,528 -3,943 21/92
G2/M DNA damage checkpoint -5,293 -3,734 21/95
MHC class Il antigen presentation -4,957 -3,433 24/123
COPI-mediated anterograde transport -4,855 -3,346 21/101
G2/M Checkpoints -4,764 -3,270 29/168
MAPK1/MAPK3 signaling -4,749 -3,257 42/286
RAF/MAP kinase cascade -4,622 -3,150 41/280
DNA Double-Strand Break Repair -4,386 -2,952 28/167
Processing of DNA double-strand break ends -3,073 -1,887 17/98
HDR through Single Strand Annealing (SSA) -2,903 -1,752 9/37
HDR through Homologous Recombination (HRR) or Single Strand Annealing (SSA) -2,749 -1,637 20/132
Presynaptic phase of homologous DNA pairing and strand exchange -2,730 -1,622 9/39
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HATSs acetylate histones -2,724 -1,617 21/142
Homology Directed Repair -2,517 -1,445 20/138
Homologous DNA Pairing and Strand Exchange -2,494 -1,426 9/42
HDR through Homologous Recombination (HRR) -2,448 -1,391 12/67
i-CLL

Description LogP Log(g-value) | InTerm_lInList
NGF-stimulated transcription -10,435 -6,772 10/39
Nuclear Events (kinase and transcription factor activation) -9,636 -6,177 11/61
Interleukin-10 signaling -9,562 -6,155 10/47
Signaling by NTRKs -7,844 -4,737 13/134
Signaling by NTRK1 (TRKA) -7,643 -4,566 12/115
Chemokine receptors bind chemokines -7,322 -4,376 9/59
Signaling by Receptor Tyrosine Kinases -6,691 -3,920 23/521
Signaling by Interleukins -6,363 -3,673 21/462
Cytokine Signaling in Immune system -5,374 -2,910 25/715
Class A/1 (Rhodopsin-like receptors) -5,254 -2,827 16/335
GPCR ligand binding -5,117 -2,712 19/467
G alpha (i) signalling events -4,898 -2,561 15/318
Peptide ligand-binding receptors -4,316 -2,152 11/201
Signaling by GPCR -4,070 -1,983 22/704
Purinergic signaling in leishmaniasis infection -3,544 -1,582 4/26
Cell recruitment (pro-inflammatory response) -3,544 -1,582 4/26
Interleukin-4 and Interleukin-13 signaling -3,379 -1,472 7/108
n-CLL

Description LogP Log(q-value) | InTerm_lInList
Metabolism of RNA -33,288 -29,704 138/673
Processing of Capped Intron-Containing Pre-mRNA -27,600 -24,141 72/244
Vesicle-mediated transport -25,933 -22,526 125/673
Membrane Trafficking -25,656 -22,373 120/634
Cell Cycle -23,245 -20,030 122/692
Cellular responses to stress -21,725 -18,618 126/757
Cellular responses to stimuli -21,490 -18,450 127/771
Cytokine Signaling in Immune system -21,009 -17,990 120/715
Diseases of signal transduction by growth factor receptors and second messengers -19,334 -16,404 85/433
Transport of Mature Transcript to Cytoplasm -18,217 -15,332 34/84
Cell Cycle, Mitotic -17,958 -15,088 97/561
Adaptive Immune System -16,896 -14,125 116/763
M Phase -16,463 -13,725 78/418
mRNA Splicing - Major Pathway -16,316 -13,608 48/183
Transport of Mature mRNA derived from an Intron-Containing Transcript -15,984 -13,338 30/75
HIV Infection -15,620 -13,022 54/234
mRNA Splicing -15,513 -12,929 48/191
Cellular response to heat stress -15,406 -12,830 32/89
Regulation of HSF1-mediated heat shock response -15,158 -12,596 28/69
Class | MHC mediated antigen processing & presentation -14,724 -12,194 70/377
HIV Life Cycle -14,496 -11,986 41/152
Signaling by Interleukins -14,453 -11,958 79/462
Late Phase of HIV Life Cycle -14,445 -11,958 39/139
SUMOylation -14,423 -11,942 46/188
Antigen processing: Ubiquitination & Proteasome degradation -13,060 -10,648 59/309
SUMO E3 ligases SUMOylate target proteins -12,959 -10,556 43/182
Intra-Golgi and retrograde Golgi-to-ER traffic -12,551 -10,176 45/202
Mitotic Prometaphase -12,390 -10,023 45/204
Asparagine N-linked glycosylation -12,297 -9,939 57/304
SUMOylation of DNA damage response and repair proteins -11,913 -9,604 26/77
Transport of Mature mRNAs Derived from Intronless Transcripts -11,520 -9,237 19/42
Viral Messenger RNA Synthesis -11,294 -9,043 19/43
Transport of the SLBP Dependant Mature mRNA -10,997 -8,778 17/35
ISG15 antiviral mechanism -10,912 -8,712 24/72
Transport of Mature mRNA Derived from an Intronless Transcript -10,674 -8,500 18/41
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Antiviral mechanism by IFN-stimulated genes -10,638 -8,472 25/80
Mitotic Metaphase and Anaphase -10,590 -8,429 46/237
Transport of the SLBP independent Mature mRNA -10,121 -8,010 16/34
Mitotic Anaphase -10,107 -7,998 45/236
RNA Polymerase Il Transcription Termination -9,914 -7,836 22/67
NS1 Mediated Effects on Host Pathways -9,842 -7,777 17/40
Transport of Ribonucleoproteins into the Host Nucleus -9,743 -7,686 15/31
NEP/NS2 Interacts with the Cellular Export Machinery -9,743 -7,686 15/31
Host Interactions of HIV factors -9,649 -7,600 31/130
Export of Viral Ribonucleoproteins from Nucleus -9,259 -7,250 15/33
Vpr-mediated nuclear import of PICs -9,259 -7,250 15/33
SUMOylation of ubiquitinylation proteins -9,226 -7,222 16/38
Transport to the Golgi and subsequent modification -9,034 -7,054 37/185
Rev-mediated nuclear export of HIV RNA -9,034 -7,054 15/34
SUMOylation of SUMOylation proteins -9,034 -7,054 15/34
ER to Golgi Anterograde Transport -8,932 -6,970 33/154
Nuclear Pore Complex (NPC) Disassembly -8,818 -6,868 15/35
Regulation of Glucokinase by Glucokinase Regulatory Protein -8,635 -6,703 14/31
Defective TPR may confer susceptibility towards thyroid papillary carcinoma (TPC) -8,635 -6,703 14/31
mRNA 3'-end processing -8,633 -6,702 19/58
Interactions of Vpr with host cellular proteins -8,611 -6,684 15/36
Interactions of Rev with host cellular proteins -8,611 -6,684 15/36
SUMOylation of RNA binding proteins -8,544 -6,621 17/47
MAPK family signaling cascades -8,243 -6,345 51/325
Nuclear import of Rev protein -8,199 -6,308 14/33
Golgi-to-ER retrograde transport -8,115 -6,233 29/133
SUMOylation of DNA replication proteins -7,953 -6,088 16/45
tRNA processing in the nucleus -7,926 -6,066 18/57
SUMOylation of chromatin organization proteins -7,777 -5,934 20/71
Nuclear Envelope Breakdown -7,777 -5,934 17/52
sNRNP Assembly -7,636 -5,828 17/53
Metabolism of non-coding RNA -7,636 -5,828 17/53
Separation of Sister Chromatids -7,559 -5,757 35/191
Glycolysis -7,028 -5,295 19/71
MAPK1/MAPK3 signaling -6,528 -4,866 43/286
tRNA processing -6,459 -4,806 23/107
Postmitotic nuclear pore complex (NPC) reformation -6,348 -4,710 11/27
Mitotic Prophase -6,318 -4,681 27/142
Resolution of Sister Chromatid Cohesion -6,261 -4,626 25/126
Interferon Signaling -6,124 -4,507 33/199
RHO GTPase Effectors -6,090 -4,479 46/327
RAF/MAP kinase cascade -5,952 -4,355 41/280
COPII-mediated vesicle transport -5,901 -4,313 17/68
HSP90 chaperone cycle for steroid hormone receptors (SHR) in the presence of ligand -5,795 -4,229 15/55
Influenza Infection -5,493 -3,954 27/156
Disorders of transmembrane transporters -5,407 -3,876 29/176
Transcriptional regulation by small RNAs -5,354 -3,828 21/106
Nuclear Envelope (NE) Reassembly -5,271 -3,756 17/75
Glucose metabolism -5,253 -3,740 19/91
HCMV Infection -4,807 -3,360 26/160
COPI-dependent Golgi-to-ER retrograde traffic -4,699 -3,268 19/99
HCMV Early Events -4,662 -3,240 23/135
EML4 and NUDC in mitotic spindle formation -4,662 -3,240 21/117
Gene Silencing by RNA -4,505 -3,107 23/138
Mitotic Spindle Checkpoint -4,379 -2,998 20/113
Amplification of signal from the kinetochores -4,344 -2,969 18/96
Amplification of signal from unattached kinetochores via a MAD2 inhibitory signal -4,344 -2,969 18/96
MHC class Il antigen presentation -4,326 -2,957 21/123
SLC transporter disorders -4,221 -2,867 18/98
Influenza Viral RNA Transcription and Replication -4,185 -2,837 22/135
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COPI-independent Golgi-to-ER retrograde traffic -4,064 -2,729 12/51
COPI-mediated anterograde transport -4,044 -2,717 18/101
Cellular Senescence -4,045 -2,717 28/197
RHO GTPases Activate Formins -3,944 -2,631 22/140
HCMV Late Events -3,729 -2,455 19/116
Cargo concentration in the ER -3,704 -2,435 9/33

Antigen Presentation: Folding, assembly and peptide loading of class | MHC -3,067 -1,923 7/25

Tabla suplementaria 6: Vias enriquecidas de genes correlacionados negativamente con MALAT1 en casos

m/n-CLL. Se muestran sélo las vias moleculares significativas e integradas en la base de datos Reactome.

m-CLL

Description LogP Log(g-value) | InTerm_lInList
Eukaryotic Translation Elongation -35,207 -31,322 45/93
Translation -34,618 -30,858 74/291
Eukaryotic Translation Termination -33,895 -30,233 44/93
Peptide chain elongation -33,631 -30,114 43/89
Viral mRNA Translation -33,631 -30,114 43/89
SRP-dependent cotranslational protein targeting to membrane -33,184 -29,725 47/112
Selenocysteine synthesis -32,602 -29,195 43/93
Nonsense Mediated Decay (NMD) independent of the Exon Junction Complex (EJC) | -32,112 -28,830 43/95
Formation of a pool of free 40S subunits -31,957 -28,709 44/101
Response of EIF2AK4 (GCN2) to amino acid deficiency -30,728 -27,513 43/101
L13a-mediated translational silencing of Ceruloplasmin expression -29,825 -26,668 44/111
Cellular response to starvation -29,720 -26,589 51/156
GTP hydrolysis and joining of the 60S ribosomal subunit -29,627 -26,521 44/112
Selenoamino acid metabolism -28,489 -25,406 44/118
Eukaryotic Translation Initiation -28,307 -25,267 44/119
Cap-dependent Translation Initiation -28,307 -25,267 44/119
Nonsense-Mediated Decay (NMD) -27,913 -24,913 43/115
Nonsense Mediated Decay (NMD) enhanced by the Exon Junction Complex (EJC) -27,913 -24,913 43/115
Influenza Viral RNA Transcription and Replication -26,700 -23,719 45/135
Major pathway of rRNA processing in the nucleolus and cytosol -25,905 -22,941 51/184
rRNA processing -25,407 -22,477 53/204
rRNA processing in the nucleus and cytosol -24,729 -21,814 51/194
Influenza Infection -24,688 -21,798 46/156
Regulation of expression of SLITs and ROBOs -24,683 -21,798 48/171
Metabolism of RNA -21,796 -18,940 93/673
Signaling by ROBO receptors -21,382 -18,552 50/218
Metabolism of amino acids and derivatives -15,437 -12,632 57/374
Cellular responses to stress -11,322 -8,623 78/757
Cellular responses to stimuli -10,928 -8,247 78/771
Axon guidance -10,191 -7,536 61/552
Nervous system development -9,847 -7,217 62/577
Resplrat.ory electron tr.ansport, ,.ATP synthesis by chemiosmotic coupling, and heat 9,504 6,890 25/127
production by uncoupling proteins.

Formation of the ternary complex, and subsequently, the 43S complex -9,467 -6,861 16/51
Mitochondrial translation elongation -8,976 -6,393 20/87
Translation initiation complex formation -8,547 -5,985 16/58
Ribosomal scanning and start codon recognition -8,547 -5,985 16/58
Mitochondrial translation -8,435 -5,887 20/93
Activation of Fhe.mRNA upon binding of the cap-binding complex and elFs, and 8,428 5,886 16/59
subsequent binding to 43S

Respiratory electron transport -8,379 -5,844 21/103
The citric acid (TCA) cycle and respiratory electron transport -8,234 -5,742 28/178
Mitochondrial translation initiation -8,164 -5,695 19/87
Mitochondrial translation termination -8,164 -5,695 19/87
Complex | biogenesis -7,746 -5,288 15/57
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Regulation of TNFR1 signaling -6,706 -4,303 11/35
Transcription-Coupled Nucleotide Excision Repair (TC-NER) -6,498 -4,105 16/79
Protein localization -6,022 -3,679 23/163
Nucleotide Excision Repair -5,726 -3,406 18/111
TNF signaling -5,601 -3,285 11/44
TNFR1-induced NFkappaB signaling pathway -5,399 -3,086 9/30
Dual incision in TC-NER -5,255 -2,955 13/66
Formation of TC-NER Pre-Incision Complex -4,682 -2,460 11/54
Diseases of metabolism -4,415 -2,212 26/245
Global Genome Nucleotide Excision Repair (GG-NER) -4,090 -1,921 13/84
Asparagine N-linked glycosylation -4,004 -1,841 29/304
Gap-filling DNA repair synthesis and ligation in TC-NER -3,905 -1,750 11/65
DNA Repair -3,635 -1,516 30/335
Dual Incision in GG-NER -3,419 -1,336 8/41
n-CLL

Description LogP Log(g-value) | InTerm_lInList
Translation -35,214 -31,330 90/291
Eukaryotic Translation Elongation -33,298 -29,635 50/93
Eukaryotic Translation Termination -33,298 -29,635 50/93
Peptide chain elongation -32,075 -28,605 48/89
Viral mRNA Translation -32,075 -28,605 48/89
Formation of a pool of free 40S subunits -31,028 -27,666 50/101
Selenocysteine synthesis -30,899 -27,578 48/93
Influenza Viral RNA Transcription and Replication -30,622 -27,339 57/135
Nonsense Mediated Decay (NMD) independent of the Exon Junction Complex (EJC) | -30,341 -27,093 48/95
Influenza Infection -29,505 -26,289 60/156
Eukaryotic Translation Initiation -28,878 -25,721 52/119
Cap-dependent Translation Initiation -28,878 -25,721 52/119
Response of EIF2AK4 (GCN2) to amino acid deficiency -28,772 -25,641 48/101
L13a-mediated translational silencing of Ceruloplasmin expression -28,560 -25,453 50/111
SRP-dependent cotranslational protein targeting to membrane -28,332 -25,271 50/112
GTP hydrolysis and joining of the 60S ribosomal subunit -28,332 -25,271 50/112
Nonsense-Mediated Decay (NMD) -27,666 -24,666 50/115
Nonsense Mediated Decay (NMD) enhanced by the Exon Junction Complex (EJC) -27,666 -24,666 50/115
Selenoamino acid metabolism -27,027 -24,045 50/118
Cellular response to starvation -26,701 -23,737 57/156
Metabolism of RNA -25,875 -22,945 127/673
rRNA processing -25,580 -22,666 64/204
Regulation of expression of SLITs and ROBOs -25,211 -22,312 58/171
Metabolism of amino acids and derivatives -24,202 -21,317 87/374
rRNA processing in the nucleus and cytosol -23,656 -20,799 60/194
Major pathway of rRNA processing in the nucleolus and cytosol -22,545 -19,715 57/184
Resplrat_ory electron trf‘a\nsport, ATP synthesis by chemiosmotic coupling, and heat 22,409 19,591 47/127
production by uncoupling proteins.

The citric acid (TCA) cycle and respiratory electron transport -20,916 -18,145 54/178
Signaling by ROBO receptors -20,766 -18,006 60/218
Cellular responses to stress -18,403 -15,722 121/757
Cellular responses to stimuli -18,192 -15,529 122/771
Respiratory electron transport -15,516 -12,902 35/103
Axon guidance -13,448 -10,885 88/552
Nervous system development -12,749 -10,232 89/577
Neutrophil degranulation -11,117 -8,685 75/480
Mitochondrial translation -11,096 -8,668 28/93
Mitochondrial translation initiation -11,069 -8,652 27/87
Mitochondrial translation elongation -11,069 -8,652 27/87
Complex | biogenesis -10,349 -7,968 21/57
Protein localization -10,347 -7,968 37/163
Mitochondrial translation termination -10,272 -7,897 26/87
Formation of ATP by chemiosmotic coupling -9,973 -7,611 12/18
Adaptive Immune System -9,941 -7,588 100/763
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DNA Repair -9,584 -7,251 56/335
Formation of the ternary complex, and subsequently, the 43S complex -8,613 -6,334 18/51
Cristae formation -8,476 -6,214 14/31
Activation of t.he.mRNA upon binding of the cap-binding complex and elFs, and 8,289 6,041 19/59
subsequent binding to 43S

Nucleotide Excision Repair -7,780 -5,558 26/111
Class | MHC mediated antigen processing & presentation -7,676 -5,470 56/377
Translation initiation complex formation -7,603 -5,405 18/58
Ribosomal scanning and start codon recognition -7,603 -5,405 18/58
Transcriptional Regulation by TP53 -7,367 -5,172 54/365
Metabolism of nucleotides -6,806 -4,634 23/100
Transcription-Coupled Nucleotide Excision Repair (TC-NER) -6,727 -4,561 20/79
Mitochondrial biogenesis -6,594 -4,436 22/95
Neddylation -6,399 -4,265 38/234
Global Genome Nucleotide Excision Repair (GG-NER) -6,261 -4,134 20/84
Resolution of Abasic Sites (AP sites) -6,061 -3,960 13/39
HIV Infection -5,533 -3,466 36/234
Peroxisomal protein import -5,529 -3,466 16/63
Gap-filling DNA repair synthesis and ligation in TC-NER -5,337 -3,295 16/65
Antigen processing: Ubiquitination & Proteasome degradation -5,302 -3,266 43/309
Dual incision in TC-NER -5,244 -3,211 16/66
Organelle biogenesis and maintenance -4,677 -2,727 40/296
HDR through Homologous Recombination (HRR) -4,512 -2,588 15/67
Formation of TC-NER Pre-Incision Complex -4,339 -2,446 13/54
Late Phase of HIV Life Cycle -4,264 -2,375 23/139
Displacement of DNA glycosylase by APEX1 -3,861 -2,074 5/9
DNA Double-Strand Break Repair -3,850 -2,066 25/167
Formation of RNA Pol Il elongation complex -3,758 -2,004 13/61
RNA Polymerase Il Transcription Elongation -3,758 -2,004 13/61
HIV Transcription Elongation -3,731 -1,984 11/46
Formation of HIV-1 elongation complex containing HIV-1 Tat -3,731 -1,984 11/46
Tat-mediated elongation of the HIV-1 transcript -3,731 -1,984 11/46
HIV Life Cycle -3,661 -1,935 23/152
RNA Polymerase | Transcription Initiation -3,643 -1,920 11/47
Fanconi Anemia Pathway -3,611 -1,903 10/40
Formation of the Early Elongation Complex -3,611 -1,903 9/33
Formation of the HIV-1 Early Elongation Complex -3,611 -1,903 9/33
Formation of HIV elongation complex in the absence of HIV Tat -3,556 -1,855 11/48
Pausing and recovery of Tat-mediated HIV elongation -3,504 -1,815 9/34
Tat-mediated HIV elongation arrest and recovery -3,504 -1,815 9/34
Homology Directed Repair -3,430 -1,756 21/138
RNA polymerase Il transcribes snRNA genes -3,429 -1,756 14/74
HIV elongation arrest and recovery -3,303 -1,657 9/36
Pausing and recovery of HIV elongation -3,303 -1,657 9/36
mRNA Splicing - Minor Pathway -3,237 -1,602 11/52
Abortive elongation of HIV-1 transcript in the absence of Tat -3,235 -1,601 7/23
Interconversion of nucleotide di- and triphosphates -3,195 -1,574 8/30
MicroRNA (miRNA) biogenesis -3,111 -1,506 7/24
HDR through Homologous Recombination (HRR) or Single Strand Annealing (SSA) -2,864 -1,330 19/132
RNA Polymerase Il Pre-transcription Events -2,860 -1,328 14/84

En el caso de i-CLL, no se obtuvo ninguna via enriquecida de forma significativa con respecto a

los genes correlacionados negativamente con MALATI.
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Tabla suplementaria 7: Vias enriquecidas de genes correlacionados positivamente con MALAT1 en casos

M/U-CLL. Se muestran sélo las vias moleculares significativas e integradas en la base de datos Reactome.

M-CLL

Description LogP Log(g-value) | InTerm_lInList
Cell Cycle -29,675 -25,790 159/692
Signaling by Rho GTPases -28,061 -24,301 158/707
Signaling by Rho GTPases, Miro GTPases and RHOBTB3 -27,911 -24,249 160/723
Membrane Trafficking -27,367 -23,850 146/634
Vesicle-mediated transport -27,017 -23,558 151/673
Cell Cycle, Mitotic -24,666 -21,450 130/561
Transcriptional Regulation by TP53 -21,937 -18,780 95/365
Diseases of signal transduction by growth factor receptors and second messengers | -21,605 -18,498 105/433
M Phase -20,680 -17,619 101/418
Cellular responses to stress -19,825 -16,843 147/757
Adaptive Immune System -19,493 -16,529 147/763
Cellular responses to stimuli -19,469 -16,522 148/771
RHO GTPase cycle -19,299 -16,384 103/449
Signaling by NTRK1 (TRKA) -18,132 -15,350 45/115
Signaling by Receptor Tyrosine Kinases -17,682 -14,922 110/521
Signaling by NTRKs -17,429 -14,680 48/134
Intra-Golgi and retrograde Golgi-to-ER traffic -16,383 -13,722 59/202
Mitotic Metaphase and Anaphase -15,842 -13,243 64/237
Mitotic Prometaphase -15,527 -12,950 58/204
Mitotic Anaphase -15,342 -12,780 63/236
RHO GTPase Effectors -14,221 -11,746 75/327
Golgi-to-ER retrograde transport -13,151 -10,789 42/133
Resolution of Sister Chromatid Cohesion -12,644 -10,346 40/126
Cell Cycle Checkpoints -12,141 -9,880 66/294
MAPK family signaling cascades -11,919 -9,668 70/325
Separation of Sister Chromatids -11,400 -9,193 49/191
Class | MHC mediated antigen processing & presentation -11,357 -9,160 76/377
Nuclear Events (kinase and transcription factor activation) -10,912 -8,760 25/61
Antigen processing: Ubiquitination & Proteasome degradation -10,191 -8,133 64/309
RHO GTPases Activate Formins -9,772 -7,758 38/140
MAPK1/MAPK3 signaling -8,937 -7,012 58/286
Mitotic Spindle Checkpoint -8,843 -6,936 32/113
Amplification of signal from the kinetochores -8,795 -6,894 29/96
Amplification of signal from unattached kinetochores viaa MAD2 inhibitory signal | -8,795 -6,894 29/96
Regulation of TP53 Activity -8,531 -6,667 39/160
COPI-dependent Golgi-to-ER retrograde traffic -8,451 -6,598 29/99
EML4 and NUDC in mitotic spindle formation -8,431 -6,582 32/117
RAF/MAP kinase cascade -8,425 -6,577 56/280
Factors involved in megakaryocyte development and platelet production -7,894 -6,115 39/168
Synthesis of active ubiquitin: roles of E1 and E2 enzymes -7,251 -5,556 14/30
Hemostasis -6,951 -5,289 94/621
Protein ubiquitination -6,790 -5,142 23/79
Kinesins -6,474 -4,868 19/59
NGF-stimulated transcription -6,370 -4,777 15/39
PI5P, PP2A and IER3 Regulate PI3K/AKT Signaling -5,974 -4,435 26/106
Negative regulation of the PI3K/AKT network -5,938 -4,404 27/113
Signaling by MET -5,547 -4,065 21/79
MHC class Il antigen presentation -5,188 -3,756 27/123
PI3K/AKT Signaling in Cancer -4,571 -3,221 23/104
Regulation of TP53 Activity through Phosphorylation -4,444 -3,110 21/92
Cellular Senescence -4,368 -3,050 35/197
Constitutive Signaling by Aberrant PI3K in Cancer -2,986 -1,906 16/78
Oxidative Stress Induced Senescence -2,922 -1,854 22/125
U-CLL

Description LogP Log(g-value) | InTerm_InList
Membrane Trafficking -23,954 -20,371 106/634
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Vesicle-mediated transport -23,473 -19,957 109/673
Metabolism of RNA -22,932 -19,474 108/673
Cytokine Signaling in Immune system -19,822 -16,414 106/715
Diseases of signal transduction by growth factor receptors and second messengers | -18,542 -15,259 76/433
Cell Cycle -18,411 -15,164 101/692
Adaptive Immune System -17,254 -14,122 105/763
Cellular responses to stress -16,586 -13,525 103/757
Processing of Capped Intron-Containing Pre-mRNA -16,514 -13,475 52/244
Cellular responses to stimuli -16,033 -13,052 103/771
Cell Cycle, Mitotic -15,558 -12,612 83/561
Signaling by Interleukins -14,752 -11,881 72/462
Class | MHC mediated antigen processing & presentation -14,423 -11,566 63/377
M Phase -14,378 -11,535 67/418
Signaling by Rho GTPases -13,672 -10,866 92/707
Signaling by Rho GTPases, Miro GTPases and RHOBTB3 -13,090 -10,322 92/723
Antigen processing: Ubiquitination & Proteasome degradation -12,701 -9,993 53/309
Intracellular signaling by second messengers -11,591 -9,042 51/309
PIP3 activates AKT signaling -10,622 -8,194 45/267
Transport of Mature Transcript to Cytoplasm -9,986 -7,641 23/84

mRNA Splicing - Major Pathway -9,951 -7,627 35/183
Intra-Golgi and retrograde Golgi-to-ER traffic -9,913 -7,597 37/202
Transport to the Golgi and subsequent modification -9,815 -7,510 35/185
Mitotic Prometaphase -9,786 -7,485 37/204
Asparagine N-linked glycosylation -9,737 -7,439 47/304
Mitotic Anaphase -9,595 -7,316 40/236
Mitotic Metaphase and Anaphase -9,538 -7,269 40/237
ER to Golgi Anterograde Transport -9,469 -7,208 31/154
mRNA Splicing -9,421 -7,166 35/191
RHO GTPase cycle -9,146 -6,940 59/449
Cell Cycle Checkpoints -8,219 -6,154 43/294
MAPK family signaling cascades -7,823 -5,817 45/325
Transport of Mature mRNA derived from an Intron-Containing Transcript -7,756 -5,760 19/75

Separation of Sister Chromatids -7,691 -5,704 32/191
Synthesis of active ubiquitin: roles of E1 and E2 enzymes -7,565 -5,600 12/30

Protein ubiquitination -7,360 -5,431 19/79

PTEN Regulation -7,299 -5,383 26/140
RHO GTPase Effectors -6,021 -4,295 41/327
MAPK1/MAPK3 signaling -5,824 -4,125 37/286
Golgi-to-ER retrograde transport -5,404 -3,776 22/133
Resolution of Sister Chromatid Cohesion -5,241 -3,642 21/126
RAF/MAP kinase cascade -5,209 -3,612 35/280
MRNA 3'-end processing -4,874 -3,337 13/58

RNA Polymerase Il Transcription Termination -4,828 -3,298 14/67

Mitotic Spindle Checkpoint -4,313 -2,872 18/113
COPI-mediated anterograde transport -3,873 -2,512 16/101
EML4 and NUDC in mitotic spindle formation -3,608 -2,299 17/117
Cellular Senescence -3,604 -2,296 24/197
Amplification of signal from the kinetochores -3,601 -2,294 15/96

Amplification of signal from unattached kinetochores via a MAD2 inhibitory signal | -3,601 -2,294 15/96

RAC1 GTPase cycle -3,211 -1,980 22/185
RHOC GTPase cycle -3,142 -1,927 12/74

RHO GTPases Activate Formins -3,126 -1,913 18/140
COPI-dependent Golgi-to-ER retrograde traffic -2,957 -1,782 14/99

RAC2 GTPase cycle -2,480 -1,418 12/88
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Tabla suplementaria 8: Vias enriquecidas de genes correlacionados negativamente con MALAT1 en casos

M/U-CLL. Se muestran sélo las vias moleculares significativas e integradas en la base de datos Reactome.

M-CLL

Description LogP Log(g-value) | InTerm_InList
Eukaryotic Translation Elongation -36,731 -32,846 49/93
Translation -35,943 -32,183 82/291
Eukaryotic Translation Termination -35,433 -31,799 48/93
Peptide chain elongation -35,315 -31,799 47/89
Viral mRNA Translation -35,315 -31,799 47/89
Selenocysteine synthesis -34,153 -30,792 47/93
Nonsense Mediated Decay (NMD) independent of the Exon Junction Complex (EJC) | -33,601 -30,281 47/95
Formation of a pool of free 40S subunits -33,256 -29,974 48/101
SRP-dependent cotranslational protein targeting to membrane -32,963 -29,716 50/112
Response of EIF2AK4 (GCN2) to amino acid deficiency -32,047 -28,831 47/101
L13a-mediated translational silencing of Ceruloplasmin expression -30,878 -27,720 48/111
GTP hydrolysis and joining of the 60S ribosomal subunit -30,658 -27,526 48/112
Selenoamino acid metabolism -30,500 -27,393 49/118
Eukaryotic Translation Initiation -30,292 -27,231 49/119
Cap-dependent Translation Initiation -30,292 -27,231 49/119
Nonsense-Mediated Decay (NMD) -28,904 -25,885 47/115
Nonsense Mediated Decay (NMD) enhanced by the Exon Junction Complex (EJC) -28,904 -25,885 47/115
Cellular response to starvation -28,797 -25,797 54/156
rRNA processing -27,532 -24,551 60/204
Influenza Viral RNA Transcription and Replication -27,278 -24,314 49/135
Major pathway of rRNA processing in the nucleolus and cytosol -26,575 -23,628 56/184
Regulation of expression of SLITs and ROBOs -26,533 -23,603 54/171
rRNA processing in the nucleus and cytosol -26,158 -23,244 57/194
Influenza Infection -25,890 -22,991 51/156
Metabolism of RNA -24,614 -21,757 109/673
Signaling by ROBO receptors -22,522 -19,679 56/218
Metabolism of amino acids and derivatives -17,006 -14,224 66/374
Cellular responses to stress -11,924 -9,234 90/757
Cellular responses to stimuli -11,480 -8,808 90/771
Formation of the ternary complex, and subsequently, the 43S complex -11,220 -8,558 19/51
Axon guidance -10,655 -8,001 70/552
Nervous system development -10,197 -7,560 71/577
Translation initiation complex formation -10,086 -7,472 19/58
Ribosomal scanning and start codon recognition -10,086 -7,472 19/58
Activation of ‘Fhe.mRNA upon binding of the cap-binding complex and elFs, and 9,939 7348 19/59
subsequent binding to 43S

Mitochondrial translation elongation -9,928 -7,344 23/87
Mitochondrial translation -9,298 -6,722 23/93
Mitochondrial translation initiation -9,122 -6,560 22/87
Mitochondrial translation termination -9,122 -6,560 22/87
The citric acid (TCA) cycle and respiratory electron transport -8,206 -5,696 31/178
Resplrat.ory electron trfa\nsport, ATP synthesis by chemiosmotic coupling, and heat 7844 5,368 25/127
production by uncoupling proteins.

Nucleotide Excision Repair -7,709 -5,250 23/111
Complex | biogenesis -7,510 -5,083 16/57
Respiratory electron transport -6,970 -4,567 21/103
DNA Repair -6,949 -4,551 43/335
Regulation of TNFR1 signaling -6,846 -4,453 12/35
Transcription-Coupled Nucleotide Excision Repair (TC-NER) -6,834 -4,445 18/79
Transcriptional Regulation by TP53 -6,320 -3,979 44/365
Dual incision in TC-NER -5,786 -3,488 15/66
Global Genome Nucleotide Excision Repair (GG-NER) -5,719 -3,433 17/84
TNFR1-induced NFkappaB signaling pathway -5,671 -3,395 10/30
TNF signaling -5,639 -3,370 12/44
Formation of TC-NER Pre-Incision Complex -4,644 -2,478 12/54
Gap-filling DNA repair synthesis and ligation in TC-NER -4,460 -2,326 13/65
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DNA Damage Recognition in GG-NER -3,848 -1,781 9/38
Death Receptor Signalling -3,705 -1,684 19/141
Dual Incision in GG-NER -3,579 -1,581 9/41
U-CLL

Description LogP Log(g-value) | InTerm_InList
Translation -24,072 -19,711 68/291
Metabolism of RNA -20,632 -16,970 103/673
Eukaryotic Translation Termination -18,945 -15,428 34/93
Peptide chain elongation -18,629 -15,243 33/89
Viral mRNA Translation -18,629 -15,243 33/89
Formation of a pool of free 40S subunits -18,605 -15,243 35/101
Influenza Viral RNA Transcription and Replication -18,356 -15,069 40/135
Influenza Infection -18,351 -15,069 43/156
Eukaryotic Translation Elongation -17,944 -14,729 33/93
Selenocysteine synthesis -17,944 -14,729 33/93
Eukaryotic Translation Initiation -17,812 -14,655 37/119
Cap-dependent Translation Initiation -17,812 -14,655 37/119
Nonsense Mediated Decay (NMD) independent of the Exon Junction Complex (EJC) | -17,618 -14,533 33/95
L13a-mediated translational silencing of Ceruloplasmin expression -17,105 -14,044 35/111
GTP hydrolysis and joining of the 60S ribosomal subunit -16,965 -13,926 35/112
Cellular response to starvation -16,714 -13,733 41/156
Response of EIF2AK4 (GCN2) to amino acid deficiency -16,693 -13,729 33/101
rRNA processing -16,570 -13,623 47/204
Selenoamino acid metabolism -16,164 -13,233 35/118
SRP-dependent cotranslational protein targeting to membrane -16,066 -13,151 34/112
rRNA processing in the nucleus and cytosol -16,013 -13,114 45/194
Metabolism of amino acids and derivatives -15,939 -13,055 65/374
Nonsense-Mediated Decay (NMD) -15,674 -12,818 34/115
Nonsense Mediated Decay (NMD) enhanced by the Exon Junction Complex (EJC) -15,674 -12,818 34/115
Major pathway of rRNA processing in the nucleolus and cytosol -15,458 -12,628 43/184
Resp|rat.ory electron trfa\nsport, ,.ATP synthesis by chemiosmotic coupling, and heat 115,063 12,281 35/127
production by uncoupling proteins.

The citric acid (TCA) cycle and respiratory electron transport -14,538 -11,800 41/178
Regulation of expression of SLITs and ROBOs -14,443 -11,715 40/171
Respiratory electron transport -12,864 -10,183 29/103
Cellular responses to stress -12,582 -9,919 93/757
Cellular responses to stimuli -12,516 -9,862 94/771
Mitochondrial translation elongation -12,271 -9,626 26/87
Signaling by ROBO receptors -12,057 -9,435 42/218
Mitochondrial translation -11,527 -8,943 26/93
Mitochondrial translation initiation -11,403 -8,840 25/87
Mitochondrial translation termination -11,403 -8,840 25/87
Complex | biogenesis -9,138 -6,663 18/57
Adaptive Immune System -9,008 -6,549 84/763
Neutrophil degranulation -8,616 -6,168 60/480
DNA Repair -8,004 -5,596 46/335
Axon guidance -7,853 -5,455 64/552
Protein localization -7,725 -5,336 29/163
Nervous system development -7,484 -5,114 65/577
Transcriptional Regulation by TP53 -7,286 -4,919 47/365
Class | MHC mediated antigen processing & presentation -6,859 -4,519 47/377
Neddylation -5,288 -3,109 31/234
Metabolism of nucleotides -5,119 -2,966 18/100
Peroxisomal protein import -4,512 -2,490 13/63
Antigen processing: Ubiquitination & Proteasome degradation -4,383 -2,383 35/309
Activation of 'Fhe.mRNA upon binding of the cap-binding complex and elFs, and 4,145 2,204 12/59
subsequent binding to 43S

TP53 Regulates Metabolic Genes -4,145 -2,204 15/87
Formation of the ternary complex, and subsequently, the 43S complex -4,091 -2,160 11/51
Cristae formation -3,691 -1,864 8/31
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Translation initiation complex formation -3,564 -1,765 11/58
Ribosomal scanning and start codon recognition -3,564 -1,765 11/58
Formation of ATP by chemiosmotic coupling -3,550 -1,756 6/18
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Tabla suplementaria 9: Vias enriquecidas de genes correlacionados positivamente con MALAT1 en casos

FL. Se muestran sdlo las vias moleculares significativas e integradas en la base de datos Reactome.

Description LogP Log(g-value) | InTerm_lInList
Axon guidance -17,863 -13,501 28/552
Nervous system development -17,362 -13,301 28/577
Nonsense Mediated Decay (NMD) independent of the Exon Junction Complex (EJC) | -15,474 -11,589 14/95
Signaling by ROBO receptors -15,196 -11,436 18/218
Nonsense-Mediated Decay (NMD) -14,276 -10,817 14/115
Nonsense Mediated Decay (NMD) enhanced by the Exon Junction Complex (EJC) -14,276 -10,817 14/115
Eukaryotic Translation Elongation -14,092 -10,685 13/93
Metabolism of RNA -13,771 -10,410 26/673
Influenza Viral RNA Transcription and Replication -13,289 -9,968 14/135
Regulation of expression of SLITs and ROBOs -13,119 -9,837 15/171
L13a-mediated translational silencing of Ceruloplasmin expression -13,067 -9,819 13/111
Peptide chain elongation -12,851 -9,666 12/89
Viral mRNA Translation -12,851 -9,666 12/89
Eukaryotic Translation Initiation -12,669 -9,538 13/119
Cap-dependent Translation Initiation -12,669 -9,538 13/119
Selenocysteine synthesis -12,615 -9,533 12/93
Eukaryotic Translation Termination -12,615 -9,533 12/93
Influenza Infection -12,413 -9,393 14/156
Cytokine Signaling in Immune system -12,283 -9,283 25/715
Formation of a pool of free 40S subunits -12,176 -9,212 12/101
Response of EIF2AK4 (GCN2) to amino acid deficiency -12,176 -9,212 12/101
Cellular responses to stress -11,740 -8,794 25/757
SRP-dependent cotranslational protein targeting to membrane -11,631 -8,716 12/112
GTP hydrolysis and joining of the 60S ribosomal subunit -11,631 -8,716 12/112
Cellular responses to stimuli -11,567 -8,668 25/771
Selenoamino acid metabolism -11,358 -8,473 12/118
Parasite infection -10,266 -7,472 9/59
Leishmania phagocytosis -10,266 -7,472 9/59
FCGR3A-mediated phagocytosis -10,266 -7,472 9/59
Fcgamma receptor (FCGR) dependent phagocytosis -10,137 -7,371 10/86
Regulation of actin dynamics for phagocytic cup formation -10,130 -7,371 9/61
rRNA processing in the nucleus and cytosol -9,954 -7,205 13/194
Cellular response to starvation -9,921 -7,183 12/156
Translation -9,797 -7,069 15/291
rRNA processing -9,683 -6,964 13/204
Metabolism of amino acids and derivatives -9,232 -6,533 16/374
Major pathway of rRNA processing in the nucleolus and cytosol -9,092 -6,402 12/184
RHO GTPases Activate WASPs and WAVEs -8,877 -6,205 7/36
Signaling by Interleukins -8,785 -6,123 17/462
Endosomal/Vacuolar pathway -8,575 -5,954 5/11
Adaptive Immune System -8,482 -5,868 21/763
Antigen Presentation: Folding, assembly and peptide loading of class | MHC -8,272 -5,674 6/25
Leishmania infection -7,517 -4,968 12/254
ER-Phagosome pathway -7,281 -4,782 8/90
Interferon gamma signaling -7,243 -4,756 8/91
Vesicle-mediated transport -7,138 -4,690 18/673
Neutrophil degranulation -6,878 -4,466 15/480
EPHB-mediated forward signaling -6,836 -4,428 6/42
Membrane Trafficking -6,781 -4,378 17/634
Antigen processing-Cross presentation -6,756 -4,359 8/105
Signaling by Rho GTPases, Miro GTPases and RHOBTB3 -6,678 -4,284 18/723
Diseases of signal transduction by growth factor receptors and second messengers -6,630 -4,251 14/433
Class | MHC mediated antigen processing & presentation -6,508 -4,146 13/377
Interleukin-3, Interleukin-5 and GM-CSF signaling -6,479 -4,130 6/48
Signaling by Receptor Tyrosine Kinases -6,425 -4,092 15/521
Programmed Cell Death -6,383 -4,054 10/210
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Signaling by Rho GTPases -6,123 -3,825 17/707
Translation initiation complex formation -5,981 -3,706 6/58
Activation of t_he_mRNA upon binding of the cap-binding complex and elFs, and 5,937 3,668 6/59
subsequent binding to 43S

Clathrin-mediated endocytosis -5,664 -3,432 8/146
Interferon Signaling -5,612 -3,391 9/199
Cell Cycle -5,571 -3,368 16/692
Interferon alpha/beta signaling -5,496 -3,304 6/70
RHO GTPase Effectors -5,482 -3,294 11/327
DAP12 interactions -5,221 -3,061 5/45
Apoptosis -4,992 -2,871 8/180
Formation of the ternary complex, and subsequently, the 43S complex -4,949 -2,833 5/51
RHO GTPase cycle -4,915 -2,811 12/449
EPH-Ephrin signaling -4,805 -2,730 6/92
Interleukin receptor SHC signaling -4,777 -2,712 4/27
Regulated Necrosis -4,710 -2,654 5/57
Ribosomal scanning and start codon recognition -4,673 -2,620 5/58
Cell Cycle, Mitotic -4,628 -2,582 13/561
Signaling by high-kinase activity BRAF mutants -4,269 -2,284 4/36
MAP2K and MAPK activation -4,086 -2,127 4/40
mRNA Splicing - Major Pathway -4,021 -2,069 7/183
Signaling by RAF1 mutants -3,961 -2,029 4/43
Interleukin-2 family signaling -3,922 -2,002 4/44
mRNA Splicing -3,905 -1,994 7/191
Signaling by moderate kinase activity BRAF mutants -3,809 -1,923 4/47
Signaling by RAS mutants -3,809 -1,923 4/47
Paradoxical activation of RAF signaling by kinase inactive BRAF -3,809 -1,923 4/47
Signaling downstream of RAS mutants -3,809 -1,923 4/47
Regulation of ornithine decarboxylase (ODC) -3,670 -1,807 4/51
Apoptotic execution phase -3,637 -1,780 4/52
Downstream TCR signaling -3,583 -1,741 5/98
Regulation of signaling by CBL -3,576 -1,735 3/22
VEGFA-VEGFR2 Pathway -3,562 -1,726 5/99
Metabolism of polyamines -3,425 -1,620 4/59
Signaling by Erythropoietin -3,407 -1,609 3/25
Signaling by VEGF -3,388 -1,593 5/108
Signaling by the B Cell Receptor (BCR) -3,315 -1,537 5/112
Transcriptional regulation by RUNX1 -3,313 -1,537 7/239
Processing of Capped Intron-Containing Pre-mRNA -3,260 -1,495 7/244
Pyroptosis -3,259 -1,495 3/28
Signaling by BRAF and RAF1 fusions -3,215 -1,459 4/67
MAPK family signaling cascades -3,212 -1,459 8/325
TCR signaling -3,179 -1,432 5/120
DAP12 signaling -3,169 -1,425 3/30
M Phase -3,132 -1,396 9/418
Translocation of SLC2A4 (GLUTA4) to the plasma membrane -3,096 -1,365 4/72
RHO GTPases activate IQGAPs -3,086 -1,359 3/32
Antigen activates B Cell Receptor (BCR) leading to generation of second messengers | -3,086 -1,359 3/32

Tabla suplementaria 10: Vias enriquecidas de genes correlacionados negativamente con MALATI en

casos FL. Se muestran sélo las vias moleculares significativas e integradas en la base de datos Reactome.

Description LogP Log(qg-value) | InTerm_InList
Interaction between L1 and Ankyrins -4,492 -1,335 3/31
GPCR ligand binding -4,421 -1,330 7/467
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Articulos derivados de este estudio

Articulo en revisidn: MALAT1 expression is associated with aggressive behavior in indolent B-
cell neoplasms (medRxiv 2023.02.15.23285907).

Elena Maria Fernandez-Garnacho, Ferran Nadeu, Silvia Martin, Pablo Mozas, Andrea Rivero,
Julio Delgado, Eva Giné, Armando Lépez-Guillermo, Marti Duran-Ferrer, ltziar Salaverria,
Cristina Lopez, Silvia Bea, Santiago Demajo, Pedro Jares, Xose S. Puente, José Ignacio Martin-
Subero, Elias Campo, Lluis Hernandez.

Articulo en preparacién: The expression of MALAT1 and TALAM1 long non-coding RNAs is
associated with good prognosis in mantle cell lymphoma.

Elena Maria Fernandez-Garnacho, Ferran Nadeu, Silvia Martin, Pablo Mozas, Andrea Rivero,
Julio Delgado, Eva Giné, Armando Lépez-Guillermo, Marti Duran-Ferrer, ltziar Salaverria,
Cristina Lépez, Silvia Bea, Santiago Demajo, Pedro Jares, Xose Puente, José Ignacio Martin-
Subero, Elias Campo, Lluis Hernandez.
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