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1. INTRODUCCION

1.1. El linfoma de Hodgkin

1.1.1. Descripcion

El linfoma de Hodgkin (LH) es una neoplasia linfoide que se origina, preferencialmente,
en los nddulos linfaticos de la region cervical; aunque podria generarse en cualquier
parte del cuerpo. Ademsds, esta enfermedad puede propagarse a otros ganglios, a
través de los vasos linfaticos, pudiendo llegar incluso al higado y los pulmones. Esta
neoplasia se caracteriza por la escasa presencia de células tumorales, células de

Hodgkin/Reed-Sternberg (HRS), en un microambiente no tumoral.

Esta enfermedad fue descubierta por primera vez en 1832 por el patélogo Thomas
Hodgkin al describir los hallazgos post mortem que encontrd en 7 pacientes con una
enfermad ganglionar mortal; los describié como “One some morbid appearances of the
absorbent glands and spleen” [1]. Poco después, en 1865, Samuel Wilks confirmd estos
hallazgos en 15 pacientes nuevos y propuso el nombre de “Enfermedad de Hodgkin”
para esta neoplasia [2]. En la actualidad, tras conocer el origen linfoide,
mayoritariamente de célula B, de las células de HRS, esta neoplasia se conoce como

linfoa de Hodgkin.

1.1.2. Epidemiologia

El LH supone aproximadamente el 1% de todos los canceres y el 10% de los linfomas.
En Europa, el LH presenta una incidencia de 3 casos nuevos al afio cada 100.000
habitantes y, a diferencia de los linfomas no-Hodgkin, su incidencia se ha mantenido

mas o menos estable a lo largo del tiempo.

En referencia a la edad de diagnostico de esta enfermedad, el LH presenta una
distribucién bimodal con un pico de maxima incidencia en la juventud, entre los 20 y
los 35 afos, y otro en edades mas maduras, a partir de los 50 afios. A su vez, es muy
poco frecuente en menores de 10 afos. La distribucion por sexos presenta una
relacion 1,5:2,1, siendo los varones los que presentan una mayor incidencia.
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Figura 1. Tasas de incidencia por edad de LH por cada 100.000 personas/afio. 1) Todos
los casos de LH, LHc y LHPLN. 2) LHc por sexos (Jarrett RF et al; J Clin Pathol 2003).

LHc: LH clasico; LHPLN: LH predominio linfocitico nodular.

Entre los diferentes tipos de LH, la mayoria de los casos presentan un LH clasico (LHc),
tan solo un 5% corresponde a LH de predominio linfocitico nodular (LHPLN). El
predominio de los subtipos histolégicos de LHc varia segun la edad del paciente; en
términos globales, el subtipo mayoritario es la esclerosis nodular (EN), que
corresponde al 70% de los pacientes con LHc, seguido de la celularidad mixta (CM), en
un 20-25% de los casos, el predominio linfocitico (PL), un 5%, y el subtipo menos

incidente es la deplecidn linfocitica (DL), que engloba menos del 1% de los pacientes.

Hay muchos factores etioldgicos involucrados en la aparicion del LH. Dentro de los mas

destacados encontramos:

- Susceptibilidad genética: a pesar de que la mayoria de casos con LH no tienen
una base hereditaria, se ha sugerido una transmision hereditaria autosdmica
recesiva, con el 60% de casos debidos a un gen de predisposicion ligado al HLA
[3]. Ademas, se conoce que el LH es 99 veces mas frecuente en un gemelo
homocigético de un paciente afectado que en la poblacidn general [4].

- Agentes infecciosos (VEB): los pacientes con historia de mononucleosis
infecciosa, causada por el virus Epstein-Barr (VEB), tienen un riesgo de 3 a 4
veces mayor que la poblacién normal de desarrollar un LH. Dependiendo de la
edad, la region geografica y el subtipo histoldgico un 20-100% de los LH aparecen

asociados al VEB [5].

22



- Alteraciones del sistema inmunolégico (VIH): se ha descrito un riesgo superior a
padecer un LH en receptores de trasplante alogénico de médula dsea, sugiriendo
una relacidn entre la estimulacion de las células inmunes, la exposicion al VEB
(predominante en estos casos) y el LH [6]. Los trastornos de la inmunidad como
la inmunosupresion pueden ocasionar LH, asi pacientes seropositivos al virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH) y los que presentan el sindrome de la
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) tiene un riesgo mucho mas elevado de
desarrollar la enfermedad. Ademas, los pacientes con un LH ligado al VIH
presentan subtipos histolégicos mas agresivos, estadios de presentacién mas

avanzado y peor curso clinico [7].

1.1.3. Histopatologia
Dentro del LH, encontramos 2 tipos histolégicos diferentes:

- LHPLN: este tipo de linfoma se forma en un ambiente folicular vy, casi siempre,
presenta un patréon de crecimiento folicular o nodular. En el LHPLN no
encontramos células HRS, las células tumorales en este linfoma se denominaban
células L-H (por la predominancia Linfocitica y Histiocitica); aunque en 2008 la
organizacién mundial de la salud (OMS) recomendd el uso del término células PL
(predominio linfocitico). Las células PL presentan un nucleo multilobulado con
varios nucléolos basofilicos y pequeios, esto confiere a la célula una apariencia

similar a una “palomita” [8, 9].
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Figura 2 (pagina anterior). A) Célula LP (centro imagen); B) Célula HRS

(centro imagen) (Mani H et al; Clin Lymphoma Myeloma 2009).

- LHc: este linfoma se caracteriza por la presencia de unas células tumorales

conocidas como células HRS. Estas células son binucleadas y cada nucleo

contiene un nucléolo prominente, eosinofilico, con un halo a su alrededor; todas

estas caracteristicas confieren a la célula una apariencia similar a los ojos de un

buho [8, 9].

El LHc se divide en 4 subtipos diferentes teniendo en cuenta la morfologia de las

células HRS y la composicion de las células reactivas del infiltrado. Por orden de

incidencia encontramos:

Esclerosis nodular (EN): los nédulos linfaticos tienen un patron de crecimiento
nodular; los nédulos, al menos uno de ellos, se encuentran rodeados por
fibras de coldgeno. La célula caracteristica es la variante lacunar de las células
HRS, con nucleos multilobulados y un abundante citoplasma. En tejidos fijados
con formol, este citoplasma se retrae hacia la membrana plasmatica y parece
gue los nucleos estén en una laguna. Estas células pueden formar agregados
celulares que suelen ir asociados a reacciones necréticas. EIl componente
celular no neoplasico estd formado por linfocitos pequefios, eosindfilos,
histiocitos y neutréfilos [10, 11].

Celularidad Mixta (CM): la estructura normal del ndédulo linfatico se ve
destruida, aunque podemos encontrar un patrén interfolicular. Puede haber
una fibrosis intersticial, pero la capsula del nédulo no es tan ancha como en el
subtipo EN ni vemos bandas anchas de fibrosis. Las células HRS son de
apariencia tipica y el infiltrado es difuso, representado por una mezcla
variable de tipos celulares (eosindfilos, neutrofilos, histiocitos y células
plasmaticas); normalmente uno de ellos predomina sobre los demas. Los
histiocitos pueden mostrar marcadas caracteristicas epiteloides, sobre todo
en los casos asociados al VEB. Este subtipo es el mas cominmente asociado al
VEB [12].

Predominio Linfocitico (PL): este subtipo puede ser facilmente confundido

con el LHPLN, por eso el inmunofenotipo tipico de las células HRS es muy



importante para su distincion. Las células neoplasicas son del tipo HRS clasico
o lacunar y en el infiltrado predominan los linfocitos pequefios. No
encontramos ni neutrdfilos ni eosindfilos, y en caso que existan estdn en
zonas interfoliculares y en baja cantidad. Una pequefia porcion de los casos
presenta patrones nodulares.

- Deplecion linfocitica (DL): la apariencia de este subtipo es muy variable, pero
todas las variantes tienen una caracteristica comudn que es una predominancia

de células neoplasicas HRS en un infiltrado no neopldsico muy escaso.

1.1.4. Inmunofenotipo del LHc

La mayoria de linfomas de célula B presentan caracteristicas de sus células de origen
durante la transformacién maligna; el origen de las células HRS no estaba tan claro al
principio porque presentan un inmunofenotipo muy inusual, variable e inconstante,
con la pérdida de expresion de antigenos asociados a las células By, por el contrario, la
expresion de genes caracteristicos de diferentes tipos de células hematopoyéticas. El
origen de célula B de las células HRS se puede demostrar en un 95% de los casos por la
expresion de PAX5, una proteina activadora especifica de células B; aunque la sefial de
PAX 5 en las células HRS es mucho mdas débil que la detectada en las células B reactivas

y la mayoria de sus dianas directas no se expresan en el microambiente del LHc [9, 13].

Las células HRS en la mayoria de los casos son CD30+, CD15+ y CD45- [14]. También
son negativas para la cadena J, para CD75 y para marcadores especificos de
macréfagos como el epitopo PG-M1 de la molécula CD68. Unicamente un 30-40% de
los casos son positivos para el marcador de célula B CD20 y con menos frecuencia en
algunos casos podemos encontrar otros marcadores tipicos de las células B como CD22
y CD79a [9]. Los factores de transcripcion que regulan la expresién de genes tipicos de
células B, como OCT-2, BOB.1, estan ausentes en el 90% de los casos [15, 16], y PU.1,
estd permanentemente ausente en las células HRS [17]. Ademas de la baja expresion,
a veces inexistente, de las moléculas especificas de células B, las células HRS expresan
marcadores de otros linajes de células hematopoyéticas. Asi, en el microambiente

tumoral que se forma en el LHc podemos encontrar marcadores de células T (CD3 y
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CD4), moléculas citotoxicas (granzima B), marcadores de célula dendritica (fascina y

CCL17) o marcadores mieloides (CSF1 y al-antitripsina) [18-20].

Los casos de LHc ricos en células neoplasicas pueden confundirse con un linfoma
anapldsico de célula grande, una neoplasia de célula T. En estos casos, para identificar
a un LHc, es necesario demostrar qué positividad presenta para PAX5 y qué
negatividad para las proteinas AEM, que son un antigeno epitelial de membrana, y
ALK. Ademas, la deteccion de EBER, un RNA expresado por el VEB, o de LMP1
corrobora que nos encontramos ante un caso de LHc. Ahora bien, existe un tipo de
linfomma de célula B que facilmente se confunde con el LHc, se trata del linfoma de

célula grande B con morfologia anapldstica y expresiéon de CD30 [9].

MARCADOR  EXPRESION

CD30 Positivo en casi todos los casos

CD15 Positivo en la mayoria de los casos (70-95%)

CD45 Negativo en todos los casos

CD20 Positivo en el 30-40% de los casos, en baja proporcion de células

CD79a Positivo en muy pocos casos (10-20%)

PAX5 Positivo en casi todos los casos, aunque hasta un 10% puede ser
negativo

Cadena Negativo en todos los casos

Ig Negativo en todos los casos

OCT-2 Negativo en la mayoria de casos, aunque aproximadamente un 10%
de los casos presentan fuerte expresion para este marcador

BOB.1 Negativo en casi todos los casos; se puede detectar una positividad
débil y dispersa en aproximadamente un 10% de los casos

CD3 Positivo en muy pocos casos (aprox. 1%)

CD2 Positivo en muy pocos casos (aprox. 4%)

GranzimaB  Positivo en muy pocos casos (aprox. 18%)

CD43 Negativo en todos los casos

EMA Negativo en casi todos los casos; se puede detectar positividad
débil en las células tumorales en el 5% de los casos

ALK Negativo en todos los casos

LMP1 Positivo en la mayoria de los casos positivos para VEB

Tabla 1. Inmunofenotipo del linfoma de Hodgkin clasico.
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1.1.5. Papel del microambiente en el LHc

El LHc se caracteriza por la elevada infiltracion de diferentes células del sistema
inmunitario en el linfoma, siendo tan solo un 1% o menos la proporcion de células
tumorales (HRS) que encontramos en él. Dentro de este infiltrado encontramos células
T, células B, células plasmaticas, neutrdfilos, eosindfilos i células mastoides. Las células
HRS atraen de forma activa a las células inmunitarias a través de la secrecién de
citoquinas y quimioquinas y, a su vez, se benefician de las sefales paracrinas que estas
células no tumorales emiten. Asi, encontramos una red compleja de citoquinas y

guimioquinas que proporcionan un microambiente permisivo [14, 21, 22].

Las quimioquinas no solo participan en la atraccién de células del microambiente, sino
gue tienen efectos directos en la supervivencia y la proliferacién de las células HRS.
Hay muchas evidencias que indican que las células HRS dependen de las sefiales de

supervivencia enviadas por las células del microambiente, entre ellas:

Es muy complicado hacer crecer células HRS en cultivo.
Las células HRS no sobreviven en ratones inmunodeficientes [23, 24].

Raramente encontramos células HRS en sangre periférica.

el e

Cuando se dan metastasis en tejidos no linfaticos, las células HRS siempre van

acompafiadas de su microambiente.

Las células T CD4" son la poblaciéon predominante del infiltrado celular que
encontramos en tejidos involucrados en el LHc. Estas células son atraidas por las
guimioquinas CCL5 [25], CCL17 [18] y CCL22 que secretan las células HRS y por la
CCL11 [26], también conocida como eotaxina, producida por los fibroblastos. Una
fraccion de estas células pertenece a las células T helper (Ty) que a menudo se
encuentran adyacentes a las células HRS proporcionandoles la capacidad de
supervivencia y crecimiento gracias a la expresion de CD40L que estimula la sefial CD40
en las células HRS [27]. Ademas, en la superficie de las células HRS encontramos
antigenos MHC de clase Il, factores estimuladores de células T, como CD80, y
moléculas de adhesién (CD54, CD58) [28]; todos ellos contribuyen en la interaccién de
las células HRS con las células Ty. Otras células T CD4" que encontramos en el LH son

las células T reguladoras (Teg) CD25" FOXP3" [29]. La funcidn principal de estas células
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es el control de la autoinmunidad; aunque también pueden suprimir la accién de los
linfocitos reactivos a antigenos tumorales, como las células T citotdxicas CD8" o las
células NK, mediante la inhibicidon de la expresion de IL2 i CD25 [30]. Las células Treg,

ademas, secretan la citoquina inmunosupresora IL10 [29].

Los diferentes subtipos de células T juegan un papel muy importante en la formacién
del microambiente permisivo que encontramos en el LHc. Sin embargo, son las células
HRS las encargadas de promover un microambiente inmunosupresor mediante la

expresion de:

1. TGFB y Galectina-1: ambos inhibidores de la respuesta inmune. La Galectina-1

ejerce esta funcién induciendo la muerte de las células Ty, estimulando la
expansion de las células T € inhibiendo las respuestas de células T cD8*
especificas para el VEB [31-33].

2. PD-1 ligando: activa al receptor PD-1 que se encuentra en las células T y hace

gue éstas pierdan su capacidad de respuesta inmune [34, 35].

Las células HRS son capaces de atraer diferentes células a su microambiente; ademas
de células T, las células HRS pueden reclutar otras células como los eosinéfilos o las
células mastoides. Los eosindfilos son atraidos tanto por las células HRS, por la
secrecion de moléculas como IL5, IL9, CCL5, CCL28 y GM-CSF, como por los
fibroblastos, gracias a la expresion de CCL11 [25, 36]. Los eosindfilos también
contribuyen en la patogénesis del LHc mediante la secrecion de TGFP y la expresion de
CD30L que estimula la sefializaciéon de CD30 en las células HRS. La secrecion de CCL5
por parte de las células HRS también atrae a las células mastoides, que también
expresan CD30L. Estas células contribuyen al crecimiento tumoral facilitando la

angiogénesis y la remodelacidn tisular [25, 36].
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Figura 3. Interacciones celulares presentes en el microambiente del linfoma de

Hodgkin (Kuippers R; Nat Rev Cancer 2009).

1.1.6. Tratamiento

El LHc esta considerado uno de los canceres humanos con una mayor tasa de curacién
(80-90%) [37], sobre todo en los pacientes con enfermedad localizada. Los pacientes
de LHc avanzado (que se define por la presencia de una masa de Bulky superior a 10
cm, sintomatologia B y/o estadio IlI/IV) presentan unas tasas de recaida del 30-40%
[38]. A pesar de la elevada tasa de curacion, los pacientes que no responden a los
tratamiento de primera o segunda linea, incluyendo a aquellos que reciben un

trasplante de células madre hematopoyéticas, tienen un supervivencia media estimada

menor a 3 anos [39].




Debido a la baja incidencia y a la elevada tasa de curacién del LHc, el desarrollo de
nuevos farmacos para el tratamiento de los pacientes con LHc en recaida sigue siendo
un reto. De hecho, no se han aprobado nuevos farmacos para el tratamiento de LH des
de hace mas de 30 afios por la US Food and Drug Administration (FDA) [40]; hasta la
fecha las mejoras en el tratamiento se han centrado en disminuir el nimero de ciclos
de quimioterapia y las dosis de radiacion. La terapia basada en antraciclina, con
doxorubicina, bleomicina, vinblastina y dacarbacina (ABVD) sigue siendo la estandar
para pacientes con LH. La consolidacion de la quimioterapia primaria con radiacién o
un trasplante autdlogo de células madre (ASCT) no ha supuesto una mejora en la
supervivencia global [38]. Se han hecho ensayos clinicos aleatorios controlados con
distintos regimenes de quimioterapia, pero por el momento ninguno de ellos ha
mostrado resultados suficientemente satisfactorios como para ser aprobados en el LH.
Unos de los regimenes de quimioterapia testados es el BEACOPP con escalada de dosis
(escBEACOPP) [41], que presenta una toxicidad tardia y mas aguda que la de ABVD; la

supervivencia de los pacientes tratados con escBEACOPP aun no se ha confirmado.

A pesar de la efectividad de la terapia estandar, como hemos visto anteriormente,
aproximadamente el 30-40% de los pacientes con LH en estado avanzado recaen. El
ASCT se ha convertido en el tratamiento estdndar para los pacientes con LH en recaida
o refractario basandose en dos ensayos clinicos aleatorios [42, 43]. Aunque, la
guimioterapia de rescate dptima permanece desconocida. Se han testado nuevas
estrategias en las que no se realiza un ASCT, como la radioterapia de rescate o
guimioterapias sin un ASCT posterior; los resultados parecen esperanzadores y podrian

tener gran potencial en determinados escenarios clinicos.

Gracias a los recientes avances en nuestra comprensién sobre la biologia, la
inmunologia y la patologia del LH, se han identificado posibles dianas moleculares para
tratar esta enfermedad; muchas de ellas estan siendo analizadas en ensayos
preclinicos y clinicos [40]. Por ejemplo, las células HRS expresan varios receptores que
pertenecen a la familia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF) que incluye
receptores pro-supervivencia, como CD30, CD40, TACI, BCMA y RANK, y receptores
pro-apoptosis, como Fas y receptores de TRAIL [44]. Los receptores pro-supervivencia

comparten funciones bioldgicas similares, que incluyen la induccién de la secrecion de
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citoquinas y quimioquinas y la activacion de vias de sefializacion como NF-kB,
ERK/MAPK vy PI3-kinase/Akt/mTOR. Actualmente, se estan analizando posibles

estrategias contra receptores de las células HRS utilizando anticuerpos monoclonales.
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Figura 4. Terapias en desarrollo que tienen como diana receptores o vias de

sefializacion caracteristicos de las células HRS (Younes A. et al; Blood 2010).

Las células HRS expresan de forma aberrante una serie de proteinas pro-supervivencia,
como NF-kB, JAK/STATs, Akt/mTOR, Notch-1 y ERK; estas proteinas pueden ser diana
de inhibidores selectivos (como inhibidores de JAK2, mTOR y Bcl-2) o inhibidores de
amplio espectro que modulan moléculas como HDAC y HSP90. Actualmente, se estan

desarrollando inhibidores de HDAC, de la via PI3K/Akt/mTOR, de NF-kB y de HSP90.

Otra posible diana a tener en cuenta para tratar un LH son los diferentes componentes
gue forman el microambiente tumoral, que es esencial para la supervivencia de las
células HRS. Actualmente, se estdn desarrollando terapias con el fin de neutralizar el

papel que ejercen las células del microambiente sobre las células HRS. Un tipo de
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estrategia puede ser inhibir de forma especifica algun tipo celular utilizando
anticuerpos monoclonales. Uno de los farmacos con esta funcién que estad siendo
testado en distintos ensayos clinicos, incluso en combinacidon con ABVD, es Rituximab
[45, 46]. Se trata de un anticuerpo monoclonal anti-CD20 que tiene como diana
principal las células B reactivas del microambiente, que expresan cantidades elevadas
de CD20, y algunas células HRS CD20+, aunque en el caso estas células la expresion de

CD20 es muy poco frecuente.

En resumen, tras casi tres décadas sin apenas desarrollar nuevas terapias en el
tratamiento del LH, se han identificado varios farmacos con un papel prometedor para
tratar los pacientes con LHc en recaida. Los dos mas destacados por los resultados
obtenidos son SGN-35 [47-49], un anticuerpo anti-CD30, y Panobinostat [50], que es
un inhibidor de HDAC; estos dos compuestos estan siendo examinados en ensayos
clinicos pivote con el fin de ser aprobados por la FDA. Es importante que no se detenga
la busqueda de nuevas estrategias para el LHc en aquellos pacientes que no responden
a tratamientos convencionales porque cuantos mas farmacos nuevos se identifiquen,

mas personalizadas podran ser las terapias aplicadas en cada paciente.

1.1.7. Biologia molecular de las células de Hodgkin/Reed-Sternberg

El origen de las células HRS en el LHc fue un enigma durante décadas porque estas
células muestran un inmunofenotipo distinto a cualquier otro tipo de célula del
sistema hematopoyético caracterizado por la coexpresién de marcadores de distintos
linajes celulares hematopoyéticos [14, 21]. Ademas, la baja frecuencia de estas células
en el tejido tumoral dificultdé los analisis que se realizaron para detectar
reordenamientos en los genes de las inmunoglobulinas (Ig) o del receptor de células T
(TCR). La primera evidencia que mostrd el origen linfoide de las células HRS fue un
analisis realizado en lineas celulares de pacientes con LH que mostré que la mayoria de
estas presentaba reordenamientos en los genes de las Ig o de TCR [51, 52]. Las pruebas
definitivas del origen de célula B de las células HRS fue la deteccion de

reordenamientos clonales en los genes Ig V4 y VL. en células HRS microdisecadas a
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partir de una seccion de tejido, puesto que estos reordenamientos solo ocurren en

células B [53-55].
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Figura 5. Proceso molecular de remodelacion de los genes de las Ig (Kuppers R; Nat

Rev Cancer 2005).

Casi todos los casos con reordenamientos en los genes de las Ig de la regidn V, ademas
muestran hipermutaciones somaticas [54, 55] que normalmente ocurren en las células
B maduras de los centros germinales estimuladas por antigeno [56]. Aproximadamente
en una cuarta parte de los reordenamientos los genes de Ig V dejan de ser funcionales
debido a mutaciones “nonsense” (mutaciones puntuales que generan codones Stop) o
deleciones que alteran la pauta de lectura [57]. Cuando este tipo de mutaciones tienen
lugar en las células B normales de los centros germinales, las células entran en
apoptosis debido a que un requisito esencial para la supervivencia de estas células son
las senales producidas por el BCR y este debe ser funcional. Asi, las células HRS derivan

de las células B pre-apoptodticas de los centros germinales [54, 58].
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Figura 6. Origen

celular de los linfomas de célula B (Kiippers R; Nat Rev

Cancer 2005).

Las células de HRS presentan alteraciones en multiples vias de sefalizacion que
contribuyen al fenotipo caracteristico de las células HRS. Uno de los eventos mas
importantes para la patogenia del LHc es el rescate de las células HRS de la apoptosis
gracias a la activacidon de vias antiapoptéticas. Otro mecanismo para escapar de la
apoptosis es la sobreexpresién de inhibidores como CFLAR, que inhibe la via de

sefializacidn FAS, y XIAP, un inhibidor de las caspasas [59-61].

Las alteraciones genéticas mas frecuentes en las células HRS implican a los miembros
de dos vias de sefializacién: JAK/STAT y NF-kB. En las células HRS, frecuentemente
encontramos amplificaciones del gen que codifica para JAK2 [62] y uno de los
reguladores negativos de la via JAK/STAT, SOCS-1, a menudo estd mutado e inactivado
en el LH, tanto en LHc [63] como en LHPLN [64]. La actividad de NF-kB puede verse
afectada por distintos tipos de lesiones genéticas, las mds frecuentes son las que

afectan a RELy a TNFAIP3.
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Figura 7. Nuclear factor-kB (NF-kB) en las células HRS (Kuppers R; Nat Rev
Cancer 2009).

REL, uno de los miembros de la familia NF-kB, presenta amplificaciones genéticas en
aproximadamente la mitad de los casos de LH y éstas correlacionan con sus niveles
proteicos [65]. Ademads, en las células de HRS se han detectado mutaciones
desactivadoras en TNFAIP3, que es un regulador negativo de la actividad de NF-kB [21].
Curiosamente, todos los casos con mutaciones desactivadoras en TNFAIP3 eran
negativos para el VEB, sugiriendo que la infeccion por el VEB y las mutaciones de

TNFAIP3 son mecanismos alternativos para la patogénesis de las células HRS [21].
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FRECUENCIA DE

GEN TIPO DE ALTERACION VIA
CASOS ALTERADOS
REL Ganancias, amplificacion NF-kB 50
Mutaciones puntuales,
NFKBIA . NF-kB 20
deleciones
Mutaciones puntuales,
NFKBIE . NF-kB 15
deleciones
Mutaciones puntuales,
TNFAIP3 . NF-kB 40
deleciones
BCL3 Ganancias, translocaciones NF-kB 10
JAK2 Ganancias, amplificaciones JAK/STAT 40
Mutaciones puntuales,
SOCSs1 . JAK/STAT 45
deleciones
Mutaciones puntuales,
TP53 . P53 10
deleciones
MDM2 Ganancias P53 60
. Apoptosis
CD95 Mutaciones puntuales 10

mediada por FAS

Tabla 2. Mecanismos patogenéticos que tienen lugar en las células HRS.

La actividad constitutiva de la via de JAK/STAT y los factores de transcripcion NF-kB
no solo es debida a lesiones genéticas, puede darse también por sefales paracrinas
y/o autocrinas. Un ejemplo es el caso de la activacién de los STATs en las células
HRS; en estas células encontramos 4 miembros de esta familia activados
constitutivamente: STAT3, STAT5A, STAT5B y STAT6 [66-68]. La activacidon de STAT6
se da de forma autocrina gracias a la expresion de IL-13 y IL-13R por parte de las
células HRS [69]. La expresidn y activacién de STATS5A y STAT5B incrementa por la
actividad NF-kB en las células HRS [70] y, ademas, la coexpresion de IL-21 y IL-21R
en estas células permite la activaciéon de STAT5A, STAT5B Y STAT3, aunque no se
sabe del todo cual de estos factores de transcripcion es la principal diana de IL-21
[67, 71]. Ademas, los STATs pueden ser activados por receptores tirosina quinasa, la

mayoria de los cuales se expresan y activan en las células HRS.

Otro mecanismo por el cual la célula de HRS puede ser rescatada de la entrada en

apoptosis es mediante la infeccién por el VEB.
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1.1.7.1. VEB en el linfoma de Hodgkin

El VEB es un tipo de herpesvirus que permanece en mas del 90% de la poblacién
adulta. La infeccion de este virus normalmente se da de forma subclinica en la infancia
temprana; generalmente, aquellos individuos que no han tenido contacto con el virus

hasta la juventud desarrollan una mononucleosis infecciosa.

Las células HRS de aproximadamente un 40% de los casos de LHc estan infectadas de
por el VEB, que presenta un papel muy importante en la patogenia de esta
enfermedad. Las células HRS que son positivas para el virus expresan tres proteinas
viricas: EBNA1, LMP1 y LMP2, y dos RNAs no codificantes: BARTs y EBERs. EBNA1 es
esencial para la replicacién del genoma viral en las células proliferantes y puede
contribuir de forma directa en la patofisiologia del LHc mediando la sobreexpresiéon de
CCL20 para atraer células T,e [72] y la infraexpresidn de PTP-k, que es un gen supresor
tumoral [73]. A través de las proteinas de membrana LMP1 y LMP2, el VEB emite dos
sefiales esenciales para la supervivencia de una célula B en el centro germinal. En
primer lugar, LMP1 mimetiza al receptor de CD40 activo e induce la activacién
constitutiva de NF-kB [74]; ademas, puede activar la sefializacion de AP1, p38, PI3K Y
JAK/STAT [75]. LMP1 es la unica proteina del VEB con capacidad oncogénica
demostrada; una de las funciones de esta proteina como oncogén es inducir la
sobreexpresién de bcl-2 y A20 vy, de este modo, inhibir la apoptosis [76]. En segundo
lugar, LMP2 mimetiza a BCR [77]. Asi, los precursores de las células B que expresen
LMP2 podran sobrevivir sin el receptor BCR debido a que LMP2 ejerce de sustituto del
receptor de células B [78]. Debido a que las sefiales emitidas a través de BCR y CD40
son unas de las sefiales mds importantes para la supervivencia de las células B de los
centros germinales [79], parece que el VEB haya “secuestrado” estas vias para mediar
la supervivencia de las células B infectadas por el virus. Ademds, parece ser que las
proteinas LMP1 y LMP2 contribuyen a la pérdida del fenotipo de célula B de las células

HRS positivas para el VEB [80, 81].
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1.2. Los microRNAs

1.2.1. Historia y caracteristicas

Los microRNAs (miRNAs) son una familia de RNAs pequefios, de unos 21-25
nucleétidos (nt), que inicialmente se describieron como moléculas que inhiben la
expresion génica por la unidn a la regién UTR3’ de su gen diana, donde se encuentra la
secuencia complementaria, y de este modo bloquean su traduccién a proteina. Estas
pequeiias moléculas de RNA no codificante juegan un papel muy importante en la
regulacidén de la expresion de genes relacionados con diferentes procesos biolégicos
como el desarrollo, la diferenciacién, el ciclo celular y el metabolismo; con patologias
humanas como la diabetes y los sindromes inmuno y neurodegenerativos; y con el

cancer [82].

Inicialmente, los miRNAs fueron descritos como RNAs pequenos temporales (stRNAs)
importantes para el desarrollo de Caenorhabditis elegans (C. elegans) [83]. El hallazgo
lo hizo el grupo de Victor Ambros en 1993 al observar que lin-4, un gen que participa
en el control del desarrollo post-embrionario de C. elegans, no codificaba para
proteina. ldentificaron dos transcritos de lin-4, de 22 y 61 nt, este ultimo con
estructura en forma de stem-loop y vieron que estos transcritos presentaban
secuencias complementarias a la regién UTR3’ del RNA mensajero (mRNA) de lin-14,
sugiriendo que lin-4 regula la traduccion de lin-14 con interacciones RNA-RNA
antisentido [84]. Los dos transcritos que hallaron se corresponden al precursor de
MiRNA (pre-miRNA) y al miRNA maduro. En ese momento no se hayaron homadlogos
de lin-4 en otras especies y se creyd que se trataba de un mecanismo de regulacién

exclusivo de nematodos.

No fue hasta el afio 2000 que se encontrd el segundo miRNA, let-7, también en C.
elegans [85]. lgual que lin-4, let-7 participa en el control del desarrollo post-
embrionario de C. elegans pero en una etapa diferente. Lin-4 controla el desarrollo
temprano de la larva, el paso del primer al segundo estadio larvario, mientras que let-7
actua en el desarrollo tardio, es decir, el paso de larva a forma adulta. A raiz de este

descubrimiento, mediante bioinformatica se encontraron homodlogos de estas
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moléculas en otros organismos, incluidos los mamiferos, donde también controlan el

desarrollo y se expresan de forma temporal [86].
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Figura 8. Caracteristicas moleculares de lin-4: (a) Secuencias del precursor
y el miRNA maduro de lin-4. (b) Complementariedad entre las secuencias
de lin-4 (rojo) y de la region UTR3’ del mRNA de lin-14 (azul); como vemos
en la imagen, lin-4 es parcialmente complementario a 7 regiones distintas

de la region UTR3’ de lin-14 (He L et al; Nat Rev Genetics 2004).

A partir del descubrimiento de los primeros miembros de la familia de los miRNAs, el
hallazgo de estas pequefias moléculas reguladoras ha ido creciendo de forma
exponencial a lo largo de los anos. El Ultimo recuento de la base de datos encargada
del registro de los miRNAs, miRBase (http://www.mirbase.org), realizado en setiembre
de 2010 (version 16), presenta 15.172 entradas correspondientes a precursores de
miRNAs que dan lugar a 17.341 miRNA maduros en 142 especies. Ademas, debido a su

papel en el desarrollo embrionario, pronto se les relacioné con la tumorogénesis y des
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de su descubrimiento se han publicado cerca de 3.000 trabajos que relacionan a los

miRNAs y al cancer [87-92].
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Figura 9. Evolucion del descubrimiento de los miRNAs seguin miRBase, desde
diciembre de 2002, cuando se hizo su primera actualizacién, hasta setiembre

de 2010, la 162 actualizacion.

1.2.2. Biogénesis

Aproximadamente un 1-5% de los genes que se expresan en humanos codifican para
miRNAs [93]. La mayoria de los genes que codifican para los miRNAs (90%) se
encuentran en regiones intrénicas de genes que codifican para proteinas; aunque
también podemos localizarlos, en menor proporcién, en regiones exodnicas o
intergénicas [94, 95]. Las secuencias de estos miRNAs estdn muy conservadas en las

distintas especies y, a menudo, los miRNAs se organizan en clusters o en tandem [96].

La sintesis de los miRNAs tiene lugar en el ndcleo celular y su maduracién se da en el
citoplasma, donde estas moléculas ejercen su funcién. Los miRNAs, igual que la
mayoria de los genes, son transcritos por accion de la RNA polimerasa Il [97, 98], que
da lugar a una molécula compleja conocida como miRNA primario (pri-miRNA), que
contiene una estructura en forma de “stem-loop”; este pri-miRNA puede contener la
secuencia de uno o mas miRNAs. A continuacién, la endonucleasa Drosha procesa el

pri-miRNA, cortando la estructura en “stem-loop”, y se forma el precursor del miRNA
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(pre-miRNA), una molécula de unos 70 nucledtidos (nt) [99]. Los extremos cortados,
supuestamente, son eliminados en el nucleo. La proteina Drosha, para realizar este
corte, necesita un cofactor que en humanos recibe el nombre de DGCRS8; estas dos
moléculas forman un complejo de unos 650 kDa que se conoce con el nombre de

complejo microprocesador [100, 101].

El pre-miRNA necesita ser transportado al citoplasma celular para finalizar su proceso
de maduracion. Este transporte esta mediado por la Exportina 5 (XPO5), un receptor
de transporte nuclear dependiente de RAN-GTP [102, 103]. Algunos estudios han
demostrado que cuando se inhibe a la XPO5, por accion de los RNA de interferencia
(RNAi), disminuye la presencia de miRNAs maduros; sin embargo no vemos
acumulacién de pre-miRNA en el nldcleo. Esto sugiere que los pre-miRNAs podrian ser
moléculas inestables y su interaccién con XPO5 podria estabilizarlos [104]. Una vez en
el citoplasma, los pre-miRNAs son procesados por el complejo Dicer-TRBP para formar
un miRNA duplex de unos 22 nt [105, 106]. Las dos cadenas del miRNA duplex se
separan: una de ellas sera el miRNA maduro y la otra serd destruida. El miRNA maduro
se incorpora en un complejo efector, RISC, para poder ejercer su funcién [107]. El
complejo RISC cuando actuta sobre los miRNAs se conoce como miRISC y, en humanos,
estd formado por Dicer, TRBP, AGO2 y PACT. El miRNA maduro guia al complejo
catalitico miRISC hacia su mRNA diana para unirse a la region UTR3’ del mensajero v,

en la mayoria de los casos, bloquear su traduccidn.
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Figura 10. Biogénesis de los miRNAs (Esquela-Kerscher A. et al; Nat Rev

Cancer 2006).

1.2.3. Mecanismos de accion

El principal papel, y quizd el mas conocido, de los miRNAs es regular la traduccién
génica de forma negativa. Esta regulacidon se puede dar de dos maneras distintas:
degradando el mRNA diana o inhibiendo su traducciéon de forma temporal. El uso de
un mecanismo o del otro dependerd del grado de complementariedad del miRNA con
su mRNA diana. Asi, si la complementariedad es total, el miRNA llevara a cabo la
degradacidon del mRNA; esto suele ir sujeto a que la unidn se realiza concretamente en
el ORF (open reading frame) mas que en la region UTR3’. Sin embargo, si la
complementariedad es parcial se inhibira la traduccién. Independientemente del
mecanismo utilizado, el resultado final serd una reduccién de los niveles totales de
proteina [108]. Teniendo en cuenta la elevada complementariedad necesaria para la
degradaciéon del mRNA y el bajo grado de complementariedad observado en humanos,
el mecanismo de represién de la traduccién es el mas frecuente en humanos [109]. La
accién cooperante de mas de un complejo RISC dirigido por la unién al miRNA maduro
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con la secuencia del mRNA hace que la inhibicion sea mas eficiente [110]. Este hecho
explica la presencia en el gen diana de multiples zonas complementarias a un miRNA o

a varios.

A Extensive complementarity in B Short complementary segments in 3'-UTR
coding region or UTR

:

Figura 11. Inhibicién de la traduccion mediada por los miRNAs en diferentes
mecanismos. A) Degradacion del mRNA (la flecha en negro nos indica el punto de

rotura). B) Inhibiciéon temporal de la traduccion del mRNA (Bartel DP. Cell 2004).

Generalmente, para la degradacién del mRNA, la complementariedad puede darse
tanto en regiones codificantes como en regiones UTR3’ de el mRNA. Después de la
degradacidon del mensajero, el miRNA permanece intacto y puede guiar al complejo
RISC hacia otros mRNAs. Sin embargo, cuando el miRNA actua inhibiendo la
traduccidn, la complementariedad en la mayoria de los casos se da con la regién UTR3’

del mRNA.

Existen algunas excepciones en las que el miRNA se une a la regién UTR5’ del
mensajero; en la mayoria de estos casos el miRNA tiene una funcién activadora [111,
112]. Un ejemplo de esta funcién activadora es el caso de miR-10a. Este miRNA se une
a la region UTR5’ del mRNA que codifica para la proteina ribosomal y activa su
traduccidn [112]. Ademads, los miRNA también pueden ejercer esta funcién activadora
uniéndose a la region UTR3’ del mRNA; como en el caso de miR-369-3. Este miRNA
activa la traduccion uniéndose a los AREs, que son secuencias muy conservadas ricas
en AU localizadas en la regién UTR3’ de los mRNAs. Las secuencias ARE, igual que los

miRNAs, controlan la expresidon génica post-transcripcionalmente [113]. En el
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momento de la detencién del ciclo celular, el ARE del mMRNA de TNFx se convierte en
una sefal de activacién de la traduccidn y recluta a las proteinas AGO y FXR1, que son
factores asociados con las micro-ribonucleoproteinas (microRNPs). La funcidon de miR-
369-3 en este contexto es dirigir la asociacion de estas proteina con los AREs para

activar la traduccién [113].

Como hemos visto hasta ahora la complementariedad del miRNA con el mRNA
mensajero es clave para la represion de la traduccién. La especificidad de la funcion del
miRNA sobre su diana depende de la complementariedad entre las posiciones 2-8 de la
region UTR5’ del miRNA, conocida como “seed sequence” (secuencia semilla), y la
region UTR3’ del mRNA diana. Por esta razén, un mismo miRNA puede actuar sobre
muchas zonas UTR3’ diferentes. Debido a que la complementariedad de un gen diana
con su miRNA es de unos pocos nucleétidos, podemos encontrar diferentes tipos de
secuencias diana segun las estructuras secundarias que se forman fruto de esta

complementariedad parcial. Concretamente, existen tres tipos de regiéon diana:

1. “Canonical sites”: tienen una complementariedad casi perfecta tanto con el
extremo 5’ como con el 3’ del miRNA; se caracterizan por la aparicién de un
bulto caracteristico en el centro.

2. “Dominant seed sites”: presentan una complementariedad perfecta con el
extremo 5’ del miRNA, que corresponde con la region donde se encuentra la
“seed sequence”, pero la complementariedad con la regién 3’ es muy pobre.

3. “Compensatory sites”: presentan una complementariedad muy baja con la
region 5 del miRNA, en la “seed sequence”, pero este desajuste se ve

compensado por una complementariedad casi perfecta en la region 3’.
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Figura 12. Esquema aproximado de las estructuras secundarias que se
forman segun las diferentes regiones diana que podemos encontrar;
subrayadas en rosa encontramos las secuencias de los miRNAs conocidas
como “seed sequence”. A) Canonical sites. B) Dominant seed sites. C)

Compensatory sites (Huang Y. et al; Protein & Cell 2010).

Ademas de ser reguladores, tanto positivos como negativos, de la traduccién, los
miRNAs presentan otra funcién que consiste en unirse a proteinas, concretamente a
proteinas de unién a RNA, y evitar que estas se unan a sus RNA diana. Esta funcién
de los miRNAs se conoce con el nombre de “Decoy activity” y es independiente de
RISC [88]. Eiring et al describieron esta nueva funcion al ver que miR-328 se unia a la
ribonucleoproteina hnRNP E2 y asi evitaba que este se uniera a su mRNA diana para

inhibir su traduccién [114].

45



Protein coding gene

—INMT " IIONT <
miRMA gene AANERE
Transcription regulation

|jm e |

—_—

Pri-miRMA Pre-miRMA Mudeus

b l Exportin 5 Cytoplasm

I S
8

miRMA duplex

1 RISC-
Unwind/ f independent f
cleavage functions Target mRIMA-
IINTNNN o binding proteins

Decoy activity

d

Matura miRkA strand
RISC complex incorporated into RISC

Translation e Translation
inhibition activation
3 UTR - - 5 UTR

Target mRMNA Target mRNA

E g_—rrr mRMNA cleavage
= ¥ UTR

Target mRMA or ORF

Figura 13. Biogénesis de los miRNAs y mecanismos efectores. A-D)
Esquema de los principales pasos de la sintesis de los miRNA. E) Complejo
miRISC en sus diferentes funciones (de izquierda a derecha): inhibicion de
la traduccién, degradacion del mRNA y, aunque menos frecuente,
activacion de la traduccion. F) “Decoy activity”: es una funcion de los
miRNAs independiente de RISC que inhibe la union entre un mRNA y una

proteina (Garzon R et al; Nat Rev Drug Discovery 2010).

Finalmente, algunos autores han demostrado que los miRNAs también pueden
regular la expresidn génica a nivel transcripcional uniéndose directamente al DNA
[115-117]. Aunqgue existen al menos tres publicaciones que defienden esta posible
funcion de los miRNAs, hay cierta controversia porque algunos autores piensan que
no estd totalmente demostrado que el miRNA tenga una implicacién directa en esta
funcion [118]. Parece ser que existen diferentes mecanismos a través de los cuales
los miRNAs ejercen esta regulacién a nivel transcripcional: guiando la formacién de
la heterocromatina en la regién promotora [115] o regulando mecanismos

epigenéticos de silenciamiento del DNA [116, 117].
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1.2.4. microRNAs en cancer

La expresion de los miRNA correlaciona con multiples neoplasias; de hecho se pueden
llegar a clasificar distintos tipos de cdncer seguin los patrones de expresién de los
miRNAs [82]. Estas moléculas pueden ejercer la funcion de supresores de tumor o de
oncogenes; a los miRNAs con actividad oncogénica, es decir, que participan en la
formacién tumoral se les conoce como “oncomirs” [119]. Aquellos miRNA
normalmente infraexpresados en cancer, que actuan inhibiendo oncogenes, son los
miRNA supresores tumorales; mientras que los miRNA habitualmente sobreexpresados
en tejido tumoral, que normalmente inhiben genes supresores de tumor, son los que
tienen funciéon oncogénica [120]. Aproximadamente un 50 % de los genes que
codifican para miRNAs en humanos estan localizados en areas del genoma asociadas
con el cadncer, estas zonas se denominan regiones fragiles [121]. Esto indica que los

miRNAs pueden ejercer una funcidén crucial para la progresion tumoral.
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Figura 14. Los miRNAs como oncogenes o genes supresores de tumor: A)
Funcion de los miRNA en tejido normal; B) Funcion de los miRNA como
supresores tumorales; C) Funcion de los miRNAs como oncogenes (Esquela-

Kerscher A. et al; Nat Rev Cancer 2006).
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Dada la involucracion de los miRNAs en tipos especificos de cancer, encontramos
diferentes miRNAs que estdn sobreexpresados o infraexpresados en distintas

neoplasias humanas, tanto en tumores sélidos como en neoplasias hematoldgicas.

1.2.4.1. Regulacion de los miRNAs

En general, todos los mecanismos que pueden alterar la expresion de un gen pueden
afectar a la expresién de los miRNAs. Asi, en los genes que codifican para miRNAs

podemos detectar alteraciones gendmicas que provoquen:

1. Pérdida de funcion del miRNA: alteracién que mayoritariamente sufren los
miRNAs con actividad supresora de tumor. Esta pérdida de funcidn puede darse
por:

Mutaciones

Deleciones

Metilaciones en la zona promotora del gen

Cualquier alteracioén en la biogénesis del miRNA.

La pérdida de funcién de estos miRNAs puede dar lugar a una expresién
anomala del gen diana que normalmente contribuye a la formacién del tumor
mediante la activacién de la proliferaciéon, la invasién y la angiogénesis y la

disminucion de la apoptosis.

2. Sobreexpresion del miRNA: este fendmeno se da principalmente en los
oncomirs. El aumento de los niveles de miRNA puede ser debido a:
- Amplificaciones
- Translocaciones

- Mutaciones o polimorfismos.

La sobreexpresion de estos miRNAs provoca la disminucién de los genes
supresores de tumor y esto contribuye también a la formacién del tumor a

través de mecanismos similares a los detallados en el punto anterior.
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Figura 15. Regulacion de los miRNAs con actividad supresora de tumor y

oncogénica (Garzon R. et al; Nat Rev Drug Discovery 2010)

1.2.4.2. miRNAs supresores de tumor

La perdida de funcién de los miRNAs, como hemos visto, se debe a distintos
mecanismos, como por ejemplo las deleciones. En mas del 50% de los casos de
leucemia linfocitica crénica (LLC) encontramos una delecién en la regién 13q14.3 [122],
gue es donde se localizan los miRNAs miR-15a y miR-16-1 [123] y, como consecuencia
de la delecidn, estos miRNAs estan delecionados o infraexpresados en esta neoplasia.
Su papel como supresores de tumor quedd evidenciado al ver que BCL-2, gen
antiapoptotico que esta sobreexpresado en LLC, es una de sus dianas [124]; entonces,

niveles bajos o inexistentes de miR-15a y miR-16-1 permiten la expresién de BCL-2.

Otro miRNA infraexpresado en muchos tumores es let-7 debido a que el gen que
codifica para este miRNA esta localizado en regiones fragiles del genoma asociadas con
cancer de pulmén, mama y cérvix [121]. En condiciones normales, let-7 inhibe a los
oncogenes Ras [125, 126], HMGA2 [127] y c-myc [128] e induce apoptosis y bloqueo
del ciclo celular cuando se sobreexpresa en lineas celulares de cancer de pulmdn, de

colon y de linfoma de Burkitt [125, 127, 128].

La familia miR-29, cuyos miembros se organizan en dos clUsters, uno en la regién 7q32
(miR-29b-1 y miR-29a) y otro en 1923 (miR-29b-2 y miR-29c), también presenta

funcidn supresora de tumor. La region 7932 se encuentra frecuentemente delecionada
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en mielodisplasia y leucemia mieloide aguda (LMA) asociadas a tratamiento [129].
Estos miRNAs estan infraexpresados en LLC, LMA, colangiocarcinoma y cancer de

pulmén y de mama [130-134].

La disminucidn de la transcripcidn por una reduccidn de la actividad de los factores de
transcripcién es uno de los mecanismos que producen una disminucidn en la expresion
de los miRNAs. Es el caso de la familia miR-34 (miR-34a, miR-34b y miR-34c) cuya
transcripciéon esta directamente inducida por el supresor tumoral p53, que se
encuentra infraexpresado o mutado en muchos tumores dando lugar a una
infraexpresion de estos miRNAs [135, 136]. En un trabajo realizado por nuestro grupo
se describié a miR-34a como marcador prondstico de recaida en cancer de pulmén de

célula no pequefia [137].

Finalmente, otro miRNA con actividad supresora de tumor es miR-26a cuya expresién

es muy baja en cancer de higado [138].

1.2.4.3. Oncomirs

La lista de miRNAs que funcionan como oncogenes (oncomirs) es relativamente corta,
pero su papel en la oncologia es mas que evidente. Uno de los primeros fue miR-155
gue esta integrado en BIC (B cell integration cluster) y localizado en la regién
cromosdmica 21923 [139]. miR-155 se encuentra sobreexpresado en cdncer de mama
[132], de colon [140] y de pulmén [134], en linfomas [141, 142] y en leucemias [130,
131, 143]. Se conoce muy poco sobre la regulacién de miR-155/BIC y el mecanismo por
el cual este se ve sobreexpresado en cancer. Sin embargo, si se conoce la habilidad de
BIC para cooperar con c-myc en oncogénesis. En un estudio con fibroblastos de
embrién de pollo se vio que la coexpresidon de c-myc y BIC activaba el crecimiento

celular [139].

Existen también evidencias que miR-21 actla como un oncogén. En primer lugar
porque esta sobreexpresado en distintos tipos de cancer, tanto en tumores sélidos
[144-146], como en neoplasias hematoldgicas [130, 131, 143]. En segundo lugar

porque la sobreexpresion de este miRNA en células de glioblastoma provoca un
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bloqueo de la apoptosis [147]. Sin embargo, la inhibicién de su expresion en células de
cancer de higado, glioblastoma y cdncer de mama conlleva una inhibicion de la
proliferacién y un aumento de la muerte celular [145, 147, 148], gracias a la expresién

de genes supresores de tumor como PTEN [145], PDCD4 [148] y TPM1 [149].

El cldster miR-17-92, que comprende seis miRNAs (miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a,
miR-19b-1 y miR-92-1), se localiza en 13g31.3, regién frecuentemente amplificada en
linforna folicular y linfoma difuso de célula B [150]. A parte de jugar un papel muy
importante en el desarrollo del pulmdn y en la regulaciéon de los sistemas inmunitario y
hematopoyético, los miembros de este clister estdn sobreexpresados en muchos
tumores sélidos y neoplasias hematoldgicas [146, 151-153]. Estos miRNAs activan la
proliferacién, inhiben la apoptosis e inducen la angiogénesis en el tumor. El clister
miR-17-92 es transactivado por el oncogén c-myc, frecuentemente activado en cancer

[154].

Finalmente, otros miRNAs con papel oncogénico son miR-372 y miR-373, que se han
visto sobreexpresados en tumores testiculares de células germinales [155] y en cdncer
de mama [132]. Estos miRNAs inducen proliferacion y tumorogénesis en células

primarias humanas.
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LOCALIZACION

miRNA ” EXPRESION EN PACIENTES FUNCION TARGETS
GENOMICA
miR-15a Baja en LLC, cancer de préstata y
. 13g31 L ST BCL-2, MCL1
miR-16-1 adenomas de pituitaria
Baja en cancer de pulmén, colon, KRAS, NRAS, CDK6,
Let-7a-2 11924 . i ST
mama, ovario y estomago CDC25A, HMGA2, MYC
X Baja en LMA (NPM1 wt), LLC,
miR-29b-1 i 5
) cancer de pulmén y mama, MCL1, CDK®6, TCL1,
miR-29a 7932 . . .
) colangiocarcinoma, linfomas, ST DNMT1, DNMT3aq,
miR-29b-2 1930 .
. hepatocarcinomay DNMT3p
miR-29c¢

rabdomiosarcoma
Baja en cancer de colon, pulman,

miR-34a " N CDK4, CDK6, CCNE2,
. 1p36 mama, rindén y vejiga,

miR-34b ) ST CCND1, MET, MYC,
. 11923 neuroblastoma y lineas celulares

miR-34c CREB, E2F3, BCL-2

de melanoma
miR-26a 3p22 Baja en cancer de higado ST CCND2, CCNE2
Elevada en LLC de riesgo elevado,
miR-155 21921 LMA, cancer de colon, pulmény 0G SHIP1, CEBPB

mama y linfomas
Elevada en cancer de pulmdn,
miR-17-92 13922 mama, colon y estomago, 0G BIM, PTEN, CDKN1A
mieloma y LMA t(11923)
Elevada en cdncer de pancreas,
. mama, pulmoén, prostata y
miR-21 17923 . oG PDCD4, PTEN, TPM1
estomago, LLC, LMA, mielomay
glioblastoma
Elevada en cdncer de mamay
19913 tumores testiculares de linea oG LATS2

germinal

miR-372
miR-373

Tabla 3. Principales miRNAs involucrados en el cancer. ST: supresor tumoral; OG: oncogen.

1.2.4.4. miRNAs en el linfoma de Hodgkin

El LH es una enfermedad muy poco frecuente, como hemos visto los pacientes de LH
corresponden al 1% del total de pacientes afectados por cancer. Por este motivo es
una de las neoplasias en la que menos grupos de investigacion trabajan; aun asi,
existen varios trabajos que proponen una serie de miRNAs que estan relacionados con

el LH [142, 156-159].

El primer trabajo que relaciond miRNAs y LH fue uno del grupo de van den Berg
guemostrd la sobreexpresion de miR-155 y de su pri-miRNA, BIC, en el LH, en el

linforna primario de mediastino y en el linfoma difuso de célula B [142].
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El primer trabajo que describe un patrén de miRNAs caracteristico del LH identific

una firma de 25 miRNAs que permiten diferenciar entre ganglios que provienen de

pacientes con LHc y ganglios reactivos [156]. Se analizaron ganglios de 49 pacientes de

LHc y 10 ganglios reactivos y, posteriormente los resultados fueron validados en una

serie de 30 pacientes de LHc, 5 ganglios reactivos y 3 lineas celulares de LHc. El analisis

mediante hierarchical cluster mostré 3 grupos muy bien definidos segun la expresién

de los 157 miRNAs analizados: los ganglios de pacientes del subtipo EN, los ganglios de

pacientes del subtipo CM y los ganglios reactivos.

miR-9 miR-128a
miR-150 miR-128b
miR-21 miR-129
miR-23b miR-130a
miR-26a miR-132
mif-26b mif-134
mif-27a mif-135a
miR-28 miR-135b
miR-250 mifR-138
miR-30b miR-140
miR-30c miR-142-3p
miR-31 miR-142-5p
miR-34a miR-145

miR-34c miR-147

miR-122a  miR-154

miR-124a  miR-181a

miR-125b miR-182*

miR-126 mifR-183

miR-185
miR-188
miR-189a
miR-198b
miR-200a
miA-204
miR-205
miR-216
miR-220
miR-302a
miR-302b*
miR-302c
miR-302d
miR-323
miR-325
miA-335
miR-3568
miR-370

miR-371

Figura 16. Patron de expresion de miRNAs en el LHc: A) Hierarchical cluster que
define los 3 subgrupos segun la expresion de miRNAs; B) En azul, la firma de los

25 miRNAs que permiten diferenciar el LHc de los ganglios reactivos (Navarro A.

et al; Blood 2008).

También se describid otra firma de 36 miRNAs diferencialmente expresados entre los

dos subtipos histoldgicos analizados: EN y CM. Ademas, se encontraron cinco miRNAs

infraexpresados en los casos de LHc que eran positivos para el VEB, miR-96, miR-128a,
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miR-128b, miR-129 y miR-205. A su vez, también se detectd otro grupo de miRNAs que
se encuentran sobreexpresados en estos casos: miR-28, miR-130b, miR-132, miR-140 y

miR-330.

hsa-miR-26
hsa-miR-1283
hsa-miR-128b
hsa-miR-129
hsa-miR-205
hsa-miR-130b
hsa-miR-132
hsa-miR-28

hsa-miR-140
hsa-miR-330

[ EBV + | EBV- |

Figura 17. miRNAs diferencialmente expresados entre los casos de LHc positivos y

negativos para en VEB (Navarro A. et al; Blood 2008).

En este mismo trabajo, se identificaron mediante hibridacién in situ tres miRNAs que
se encuentran sobreexpresados de forma especifica en las células HRS: miR-21, miR-

134 y miR-138.

54



Figura 18. Hibridaciones in situ en ganglios de pacientes de LHc donde se

puede ver la expresion de los miRNAs en el citoplasma de las células HRS.
A) miR-21; B) miR-134; C) miR-138; D) miR-155, que fue usado como

control positivo (Navarro A. et al; Blood 2008).

Otros grupos han descrito miRNAs relacionados con el LHc, tanto en pacientes [142,
159], como en lineas celulares [158], como en células HRS microdisecadas procedentes
de pacientes con LHc [157]. A continuacién se encuentra una tabla resumen de los

miRNAs relacionados con la enfermedad segun algunos de estos trabajos.
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miRNA

hsa-let-7a

hsa-miR-135a

hsa-miR-140

hsa-miR-155

hsa-miR-155

hsa-miR-16

hsa-miR-186

hsa-miR-18a

hsa-miR-196a

hsa-miR-200a

hsa-miR-20a

hsa-miR-21

RELACION

Causal

Causal

Indeterminada

Indeterminada

Indeterminada

Indeterminada

Indeterminada

Indeterminada

Indeterminada

Indeterminada

Indeterminada

Indeterminada

REFERENCIA

MicroRNA-mediated down-regulation of
PRDM1/Blimp-1 in Hodgkin/Reed-Sternberg cells:
a potential pathogenetic lesion in Hodgkin
lymphomas.

Regulation of JAK2 by miR-135a: prognostic
impact in classical Hodgkin lymphoma.
Comparison of miRNA profiles of microdissected
Hodgkin/Reed-Sternberg cells and Hodgkin cell
lines versus CD77 B-cells reveals a distinct subset
of differentially expressed miRNAs.

Comparison of miRNA profiles of microdissected
Hodgkin/Reed-Sternberg cells and Hodgkin cell
lines versus CD77 B-cells reveals a distinct subset
of differentially expressed miRNAs.

BIC and miR-155 are highly expressed in Hodgkin,
primary mediastinal and diffuse large B cell
lymphomas.

Comparison of miRNA profiles of microdissected
Hodgkin/Reed-Sternberg cells and Hodgkin cell
lines versus CD77 B-cells reveals a distinct subset
of differentially expressed miRNAs.

Comparison of miRNA profiles of microdissected
Hodgkin/Reed-Sternberg cells and Hodgkin cell
lines versus CD77 B-cells reveals a distinct subset
of differentially expressed miRNAs.

Comparison of miRNA profiles of microdissected
Hodgkin/Reed-Sternberg cells and Hodgkin cell
lines versus CD77 B-cells reveals a distinct subset
of differentially expressed miRNAs.

Comparison of miRNA profiles of microdissected
Hodgkin/Reed-Sternberg cells and Hodgkin cell
lines versus CD77 B-cells reveals a distinct subset
of differentially expressed miRNAs.

Comparison of miRNA profiles of microdissected
Hodgkin/Reed-Sternberg cells and Hodgkin cell
lines versus CD77 B-cells reveals a distinct subset
of differentially expressed miRNAs.

Comparison of miRNA profiles of microdissected
Hodgkin/Reed-Sternberg cells and Hodgkin cell
lines versus CD77 B-cells reveals a distinct subset
of differentially expressed miRNAs.

Comparison of miRNA profiles of microdissected
Hodgkin/Reed-Sternberg cells and Hodgkin cell
lines versus CD77 B-cells reveals a distinct subset
of differentially expressed miRNAs.

MicroRNA expression profiling in classic Hodgkin
lymphoma.

2008

2009

2009

2009

2005

2009

2009

2009

2009

2009

2009

2009

2008



Comparison of miRNA profiles of microdissected
X . Hodgkin/Reed-Sternberg cells and Hodgkin cell
hsa-miR-30a-5p Indeterminada . o 2009
lines versus CD77 B-cells reveals a distinct subset
of differentially expressed miRNAs.
Comparison of miRNA profiles of microdissected
i . Hodgkin/Reed-Sternberg cells and Hodgkin cell
hsa-miR-30b Indeterminada . o 2009
lines versus CD77 B-cells reveals a distinct subset
of differentially expressed miRNAs.
Comparison of miRNA profiles of microdissected
X . Hodgkin/Reed-Sternberg cells and Hodgkin cell
hsa-miR-374 Indeterminada . o 2009
lines versus CD77 B-cells reveals a distinct subset
of differentially expressed miRNAs.
Comparison of miRNA profiles of microdissected
. . Hodgkin/Reed-Sternberg cells and Hodgkin cell
hsa-miR-520a Indeterminada . _ 2009
lines versus CD77 B-cells reveals a distinct subset
of differentially expressed miRNAs.
Comparison of miRNA profiles of microdissected
X . Hodgkin/Reed-Sternberg cells and Hodgkin cell
hsa-miR-614 Indeterminada . o 2009
lines versus CD77 B-cells reveals a distinct subset
of differentially expressed miRNAs.
Comparison of miRNA profiles of microdissected
. . Hodgkin/Reed-Sternberg cells and Hodgkin cell
hsa-miR-9 Indeterminada . o 2009
lines versus CD77 B-cells reveals a distinct subset
of differentially expressed miRNAs.
MicroRNA-mediated down-regulation of
. PRDM1/Blimp-1 in Hodgkin/Reed-Sternberg cells:
hsa-miR-9 Causal . . . . . 2008
a potential pathogenetic lesion in Hodgkin
lymphomas.
MicroRNA expression profiling in classic Hodgkin
hsa-miR-134 Indeterminada . - E 2 2008
lymphoma
MicroRNA expression profiling in classic Hodgkin

hsa-miR-138 Indeterminada 2008
lymphoma

Tabla 4. miRNAs con expresion alterada en el linfoma de Hodgkin clasico (obtenido de

www.mir2disease.org con pequefias modificaciones).

1.2.5. Dianas de los microRNAs

El desarrollo de métodos para identificar y validar las dianas de los miRNAs puede ser
de gran importancia para el estudio de las funciones de los miRNAs vy los distintos
procesos bioldgicos en los que estan implicados. Actualmente, se han desarrollado
varios algoritmos bioinformaticos efectivos para la predicciéon de dianas de los miRNAs.

La prediccion de dianas es un proceso complejo debido a que la complementariedad
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de la mayoria de los miRNAs con su secuencia diana es parcial; solo un pequefio grupo

presenta una complementariedad perfecta.

Existen diferentes criterios a tener en cuenta para predecir las dianas de los miRNAs:

1. La secuencia del miRNA es complementaria a la regién UTR3’ del mRNA diana

putativo. La fuerte unidn que existe entre los ocho primeros pares de bases de
la region 5’ del miRNA maduro (seed secuence) y la secuencia UTR3’ del mRNA
es muy importante para la prediccidon; mientras que las uniones G:U reducen la
eficacia de silenciamiento que el miRNA ejerce sobre el mRNA diana [160]. A
parte de la region UTR3’, existen algunos casos de complementariedad en la
region UTR5’ o en regiones codificantes [161-163].

Las propiedades termodinamicas del dudplex miRNA-mRNA se valoran
calculando la energia libre (AG) de la unidon. Cuanto mas baja sea la energia
libre de las dos cadenas de RNA unidas, mas energia serd necesaria para
separar al duplex. Asi, un duplex de RNA es mas estable cuando la energia libre
es baja, que se traduce en una union fuerte entre el miRNA y el mRNA [164].
Las secuencias diana de los miRNAs estan muy conservadas entre las distintas
especies [165]. La prediccidon de zonas de unidn conservadas en varias especies

reduce, en cierto modo, el nimero de falsos positivos.

Se han desarrollado varios métodos para la prediccién computacional de dianas, que

utilizan aproximaciones y utensilios distintos para realizar la prediccidn. Los programas

mas usados estan resumidos en la tabla siguiente.

58



PROGRAMA

miRanda

TargetScan
DIANA-microT

RNAhybrid

RNA22

TargetBoost

PicTar

Microlnspector

EIMMo

EMBL

PITA

GenMiR++

MiTarget
MirwIP

ORGANISMO

Mosca, humano

Vertebrados
Vertebrados

Mosca

Nematodos,
moscas y
vertebrados
Nematodos y
moscas
Nematodos,
moscas y
vertebrados
Cualquiera

Mosca

Humano, ratdn,
mosca, gusano, pez
zebra
Humano, ratoén,
mosca, gusano
Relacion entre
miRNA y perfiles de
expresion de mRNA
Cualquiera
Gusano

PAGINA WEB

Www.microrna.org/
genes.mit.edu/targetscan/
diana.pcbi.upenn.edu/DIANA-
microT/
bibiserv.techfak.uni-
bielefeld.de/guugle/
cbesrv.watson.ibm.com/rna22.html

demol.interagon.com/demo/

htpictar.bio.nyu.edu/

imbb.forth.gr/microinspector/
mirz.unibas.ch/EIMMo3/

russell.emblheidelberg.de/miRNAs

genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07/

www.psi.toronto.edu/genmir

/cbit.snu.ac.kr/-miTarget/
mirtargets.org

REFERENCIA
Enright et al.,
2003
Lewis et al., 2003
Kiriakidou et al.,
2004
Gerlach et al.,
2006
Miranda et al.,
2006

Saetrom et al.,
2006
Grun et al., 2005;
Krek et al., 2005;
Lall et al., 2006
Rusinov et al.,
2005
Gaidatzis et al.,
2007
Stark et al., 2005

Kertesz et al.,
2007
Huang et al., 2007

Kim et al., 2006
Hammell et al.,
2008

Tabla 5. Algoritmos computacionales para la prediccion de dianas de los miRNAs.

1.2.6. Aplicaciones terapéuticas

Existen distintas razones por las que seria muy interesante poder aplicar terapias

basadas en los miRNA, pero podemos resumirlas en dos hechos principales:

- La expresidon de los miRNA se ve alterada en el cancer.

- ElI fenotipo canceroso puede cambiar si

determinados miRNAs.

modificamos la expresiéon de
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Una de las propiedades que hacen atractivos a los miRNAs para ser utilizados como
agentes terapéuticos es su capacidad para regular a mas de un gen diana, puesto que
esta propiedad nos permitiria regular diferentes procesos bioldgicos a la vez
modulando Unicamente la expresion de un miRNA. Ademads, como hemos visto
anteriormente, los miRNAs pueden comportarse como oncogenes o genes supresores
de tumores. Por esta razdn, es importante advertir que segun las condiciones en las
gue se encuentre un mismo miRNA puede tener una funciéon oncogénica o bien la
contraria; es el caso por ejemplo del cluster miR-17-92 [154, 166]. Este cluster se
encuentra a menudo sobreexpresado en cancer y en un modelo murino de célula B se
demostrd que los miRNAs que forman este clister en cooperacion con c-myc aceleran
el desarrollo tumoral; ademds los tumores derivados de células madre
hematopoyéticas que expresan el clister miR-17-92 y c-myc se distinguen por la
ausencia de apoptosis [166]. Teniendo en cuenta estos hechos, estos mMiRNAs
presentan actividad oncogénica. Por otro lado, c-myc activa al factor de transcripcién
E2F1 para promover la progresion del ciclo celular y, a su vez, este factor de
transcripcién esta regulado de forma negativa por dos miRNAs del cluster miR-17-92,

miR-17-5p y miR-20a; en este caso el cluster tiene actividad supresora de tumor [154].

Existen, principalmente, dos posibles tipos de estrategias dirigidas a los miRNA en

cancer:

1. Estrategias directas: implican el uso de oligonucledtidos o construcciones

viricas para bloquear la expresiéon de un miRNA oncogénico o para sustituir la
pérdida de expresidén de un miRNA supresor de tumor.

2. Estrategias indirectas: implican el uso de fdrmacos para modular la expresion

de los miRNAs afectando a su transcripcion o procesamiento.
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Figura 19. Esquema de las posibles estrategias para desarrollar terapias basadas en los

miRNAs: A) Inhibidores que regulan la expresion de los miRNAs a nivel transcripcional;

B) Oligonucledtidos antisentido que se unen al miRNA provocando su degradacién o la

formacion de un duplex; C) “miRNA-mask”: Competidores de miRNA enddgenos; D)

“miRNA sponge”: absorben a los miRNA endégenos; E) miRNA sintéticos; F) Insercion

de genes que codifican para miRNAs usando vectores asociados a adenovirus (Garzon

R. et al; Nat Rev Drug Discovery 2010).

En primer lugar, tenemos las estrategias, tanto directas como indirectas, para bloquear

a los miRNAs oncogénicos o evitar su expresion; éstas se pueden desarrollar con el uso

de:

a)

b)

Pequeitas moléculas inhibidoras: farmacos dirigidos a inhibir vias de
sefalizacidn que activan factores de transcripcidon que regulan los genes que
codifican para miRNA y asi modular la expresiéon de los miRNAs a nivel
transcripcional. Estos farmacos inhibidores también pueden focalizarse en
modular la maquinaria que regula la maduracién y la degradacién de los miRNA
[167].

Oligonucledtidos antisentido: pueden unirse a sus miRNA diana segun las

normas de complementariedad de Watson y Crick y bloquearlos [168]. Se han
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desarrollado distintas construcciones de oligonucleétidos antisentido, entre
ellos encontramos:

a. Antagomirs: se pueden sintetizar conjugados con colesterol para inhibir
mMiRNAs enddgenos [169]; aunque son muy efectivos segun estudios
realizados in vivo en ratones, pueden resultar téxicos para los humanos.

b. LNA anti-miRs: son analogos sintéticos de nucledtidos biciclicos que
aumentan significativamente la especificidad hacia el miRNA diana
aumentando la temperatura de fusién de los hibridos con los miRNAs
[138, 170].

c¢) miRNA-mask: son oligonucledtidos sintéticos complementarios a la region
UTR3’ del mRNA diana que compiten con el miRNA enddgeno por la diana [171,
172]. Asi, el miR-mask cubre la zona de unién del miRNA y evita la inhibicion del
mMRNA, de forma que este podra llevar a cabo la traduccidn a proteina.

d) miRNA sponges: son también oligonucledtidos sintéticos que presentan
multiples zonas de uniéon en tandem complementarias al miRNA diana. De
modo que cuando se introducen en la célula, estos miRNA sponges absorben a

los miRNAs diana enddgenos reduciendo asi sus niveles en la célula [173, 174].

En segundo lugar, tenemos aquellas estrategias cuyo objetivo es restaurar los bajos

niveles de expresion del miRNA; esto se puede consiguir con la administracién de:

a) miRNA mimics: son oligonucledtidos sintéticos con secuencias idénticas al
miRNA que se desee restaurar.

b) AAV miRNA vectors: consiste en insertar el gen que codifica para el miRNA
infraexpresado en vectores asociados a adenovirus (AAV). Estos vectores no se
integran en el genoma y son eliminados muy eficientemente sin apenas causar

toxicidad.

Todas estas estrategias se encuentran aun en fases muy preliminares y, a pesar de las
ventajas que ofrecen algunas de ellas, aun tienen grandes limitaciones que solucionar
antes de ser aplicadas a los pacientes. En la tabla que hay a continuacién encontramos
un resumen del estado en el que se encuentran algunas de estas estrategias

terapéuticas.

62



ESTRATEGIA

Administracion;

LIMITACIONES

VENTAJAS

Seguros;

vida media corta
estabilidad
. en plasma; .
Oligont 2’-O- mejorada;
i Respuesta celular ) )
metil resistencia a
. pobre; efectos
fosforotiolato . nucleasa;
secundarios; .
. afinidad
efectos bioldgicos
. aumentada
limitados
Oligont con
esqueleto de Toxicidad; Buena
colesterol necesita dosis biodisponibi-
2’-0-metil elevadas lidad
fosforotiolato
Efectos Seguro; buena
LNA (locked . g —
L secundarios; biodistribu-
nucleic acid) . ., .
toxicidad cion; efectivo
Complejos Toxicidad; Estabilidad y
liposoma- hipersensibilidad; administracion
oligonucleotido toxicidad mejoradas
Estabilidad y
. administracion
Complejos Efectos .,
, . racion
nanoparticula- secundarios; .
. . .. mejoradas;
oligonucleotido toxicidad .
toxicidad
minima
Alcance limitado Efectos
miR-mask (1 diana); especificos del
administracion gen
.. ., Aptos para
Administracion, . .
) silenciar una
miR sponges efectos »
. familia entera
secundarios )
de miRNAs
Transduccién
AAV que segura
. 4 toxicidad; efectos .g. ¥
codifican para . eficiente;
i secundarios .,
miRNAs expresion a
largo terminio

ENSAYOS

ensayos clinicos
de fase |, [l y Il

In vitro e in vivo

SOLUCIONES Y
DIRECCIONES
FUTURAS

In vitro e in vivo;
modelo animal;

Mejorar la
administracion

Mejorar los perfiles

(animales) de seguridad

Estudios detallados
en humanos de

In vitro e in vivo
farmacocinética,

(ratones y

chimpancés); farmacodinamica y
ensayos en toxicidad;
humanos en desarrollar

curso administraciones

especificas de tejido

Desarrollar mejores

In vitro e in vivo
formulaciones

(animales)

Desarrollar
administraciones
especificas de tejido

In vitro e in vivo
(animales

Conseguir liberar in
vivo; testar su

Ensayos in vitro
actividad in vivo

Conseguir liberar in
Ensayos in vitro vivo; testar su
actividad in vivo
In vitro e in vivo
(animales);
ensayos en
humanos para
iRNA; ensayos de
fase l, 1y Il

Aumentar
experimentacion
animal (en otros
tumores)

Tabla 6. Limitaciones y ventajas de las distintas estrategias directas aplicadas en terapias

basadas en los miRNAs.



Otra posibilidad es combinar estrategias para inhibir los miRNAs oncogénicos o
restaurar los supresores de tumores con quimioterapia. Existen algunos estudios de
combinacién de ambas terapias y los resultados, aunque preliminares, son
interesantes: la sobreexpresiéon de miR-21 mejora la respuesta a gemcitabina en
células de colangiocarcinoma (cancer de la via biliar) [175], mientras que el
silenciamiento de miR-98 revierte la resistencia a doxorubicina en tumores hipdxicos

refractarios [176].

Finalmente, otra aplicacion terapéutica interesante es la administracién farmacos que
afecten a la expresion de los miRNAs. Un ejemplo es el tratamiento con agentes
desmetilantes del DNA (5-aza-2’-deoxicitidina, Decitabine) y inhibidores de la histona
deacetilasa (acido 4-fenilbutirico) que provoca la re-expresién de miR-127 de forma
especifica, normalmente silenciado en células tumorales. Después de la re-activacion,

miR-127 ejerce su papel como supresor tumoral inhibiendo al oncogén BCL6 [177].

En resumen, los miRNAs tienen un papel prometedor como agentes terapéuticos, ya
sea como dianas terapéuticas o bien como propios farmacos, aunque su utilizacién
podria tener implicaciones graves sobre todo en aquellos miRNAs que pueden actuar
tanto como oncogenes como genes supresores tumorales. El crecimiento exponencial
del niumero de publicaciones relacionadas con los miRNAs refleja el esfuerzo por
aclarar el papel de los miRNAs en el cancer, y en otras patologias humanas, y justifica

el interés en el posible desarrollo de terapias basadas en los miRNAs.
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1.3. Via JaK/Stat

La familia de quinasas Janus kinase (JAK) se compone de las isoformas JAK1, JAK2, JAK3
y la tirosina quinasa 2 (TYK2). Estas quinasas citoplasmaticas se caracterizan por
contener un dominio quinasa y otro seudoquinasa. La existencia de estos dos dominios
en tdndem es bastante singular, ya que el dominio seudoquinasa aunque carece de
actividad quinasa, regula la actividad catalitica de autofosforilacién. El dominio quinasa
comparte las caracteristicas de otras tirosina quinasas, asi la zona catalitica se localiza
en una region central y esta rodeado por los lados por dos hojas B. Estas fosfotirosina
guinasas se expresan en todas las células, excepto JAK3 cuya expresion esta restringida
a las células hematopoyéticas. Las proteinas JAK median la sefializacion de citoquinas,
hormonas y receptores de factores de crecimiento y la activacién de esta via de
sefializacion es esencial para la supervivencia, la proliferacién y la apoptosis mediadas

por citoquinas, que tan importantes son en el marco del microambiente caracteristico

del LHc.
Peeudo-kinass Kinase
a domain domain
JHT JHE JHS JH4 JH3 JH2 JH1
JAK N [ 1 1 I I [ 1 |l ‘%é [I-C
b Amino-termingl  Colled-coll  DONA-binding  Linker SH2 Transactivation
domaain domain domain domain damain domain
STAT N 1 | | [ | Y B-C
| 7 17 ® _L ®
& @& O

Figura 20. a) Estructura de los dominios de JAK: JH1 es el dominio quinasa
que contiene dos tirosinas que pueden ser fosforiladas después de la
estimulacidon del ligando, JH2 es el dominio de la pseudo-quinasa y los
dominios JH6 y JH7 median la union de JAK a los receptores. b) Estructura de
los dominios de STAT: su actividad puede ser regulada por modificaciones de
la propia proteina como fosforilacion de tirosinas o serinas, metilacion (Met),
sumoilacion (SUMO), ISGilacion (ISG15) y acetilacion (Ace). Las regiones de
ISGilacién y acetilaciéon aun no se han identificado con exactitud (Shuai K. et

al; Nat Rev Immunology 2003).
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Normalmente, existe un solapamiento de las funciones de las distintas proteinas JAK
debido a que muchas vias de sefializaciéon envuelven a mas de un miembro de esta
familia, con excepcion de algunos factores de crecimiento como la eritropoyetina y la
trombopoyetina que Unicamente utilizan a JAK2. Asi, JAK2 juega su papel principal en
vias de sefializacién de receptores de factores de crecimiento hematopoyéticos que,
aparte de la eritropoyetina y la trombopoyetina, incluyen al factor estimulador de
colonias de macréfagos, a las interleuquinas IL-3 y IL-5 y a la hormona de crecimiento
[178]. Ademas de participar en la transduccion de la sefial, JAK2 activa la expresion de

receptores de superficie para eritropoyetina [179] y trombopoyetina [180].

JAK1 media la sefializacién de diferentes citoquinas proinflamatorias, normalmente en

asociacion con otros miembros de la familia Janus kinase.

JAK3, principalmente, actda en la funcién inmunitaria transmitiendo la seiial generada

por la IL-2.

Y, finalmente, Tyk2 parece funcionar siempre asociada con JAK2 y JAK3 para transducir

la sefial generada por interleuquinas, como IL-12 y IL-23.

En cualquier caso, tras la union del ligando (citoquina) al receptor, se produce una
fosforilacién cruzada de moléculas JAK y la consiguiente activacién del receptor por
fosforilacién de tirosina. Estos residuos fosforilados constituyen sitios de unién para
unas moléculas transductoras de sefial y activadoras de transcripcién conocidas como
STATs. Las proteinas STAT, que estdn unidas al receptor, son fosforiladas por las
proteinas JAK provocando su dimerizacion. El dimero formado por las moléculas STAT

transloca al nucleo para regular la expresién de sus genes diana.
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Figura 21. Esquema de la via de sefializacién JAK/STAT.

Las alteraciones en las vias de transduccion de sefal de tirosina quinasas pueden estar
asociadas con enfermedades hematoldgicas; diferentes estudios demuestran que la via
de sefializacién JAK/STAT se encuentra alterada en distintos tipos de neoplasias
hematoldgicas y esto contribuye a la patogenia de la enfermedad [181-184]. La
alteracién de la via de JAK/STAT normalmente representa una activacidn constitutiva

gue conlleva:

- Un aumento de la transcripcion de genes que afectan al crecimiento, la
proliferacién, la supervivencia y la diferenciacidn de células malignas, como c-
Myc, ciclina D, Mcl-1 y Bcl-xL.

- Niveles bajos de reguladores negativos de la via, como SOCS y PTPs.

- Niveles elevados de citoquinas y factores de crecimiento que sefializan a través

de la via.

Se han descrito mutaciones activadoras en diferentes isoformas de la familia JAK en

las neoplasias hematoldgicas; por ejemplo se ha identificado una mutaciéon activadora

67



en JAK1 en pacientes con leucemia linfoblastica aguda (LLA). Los pacientes afectos de
LLA con JAK1 mutado presentan una supervivencia libre de enfermedad y una
supervivencia global menor que la que presentan los pacientes sin esta mutacién

[185].

Una de las mutaciones activadoras mas relevantes encontradas en la isoforma JAK2 es
la mutacién JAK2V617F descrita en sindromes mieloproliferativos (SMP),
concretamente en mielofibrosis primaria (MFP), policitemia vera (PV) o trombocitemia
esencial (TE). Esta mutacion se localiza en el dominio seudoquinasa de la proteina JAK2
y provoca una alteracién en la regulacion negativa que este dominio ejerce sobre el
dominio quinasa de la misma molécula, dando lugar a una activacién descontrolada de
JAK2. Casi todos los pacientes con PV y mds de la mitad de aquellos con TE o MFP
presentan la mutacién JAK2V617F, aunque la carga alélica es distinta en todos los
casos. Esta mutacién es la mds cominmente asociada con las SMP, pero no es la Unica.
En la porcion de pacientes con SMP que no presentan la mutacion JAK2V617F, se han
descrito otras mutaciones que también activan de forma anormal a JAK2, como la
mutacion MPLW515L/Kin en el receptor de MPL o mutaciones en el exon 12 del gen
JAK2. Independientemente de la mutacién ante la cual nos encontremos, el resultado
es una hipersensibilidad a citoquinas hematopoyéticas que provoca alteraciones en la

proliferacién y la supervivencia de las células afectadas por la mutacion.

La frecuente activacion constitutiva de la via JAK/STAT juega un papel muy importante
en la proliferaciéon y la patogénesis del LH. Sin embargo, a pesar de las diferentes
mutaciones activadoras que se han descrito en el gen JAK2 en la mayoria de SMPs,
parece ser que la activacion de la via JAK/STAT en el LH no es debida a mutaciones en
el gen JAK2. En estos casos, su expresidon constitutiva suele estar asociada a
alteraciones citogenéticas [186, 187] o a mutaciones en moléculas reguladoras como

SOCS-1.
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1.3.1. Inhibidores de Jak2

El descubrimiento de la mutacion de JAK2, JAK2V617F, en neoplasias
mieloproliferativas despertd el interés en el desarrollo y uso terapéutico de
compuestos inhibidores de JAK2. En estos momentos existen varios fdrmacos con

funcion inhibidora de JAK2 en desarrollo clinico para tratar diferentes SMP [188].

Encontramos dos tipos de inhibidores de JAK2: los de clase | y los de clase Il [189].

1. Inhibidores de clase I: han sido disefiados basandose en la estructura
molecular de JAK2. Este tipo de compuestos inhiben tanto la forma normal
como la mutada de esta molécula y, consecuentemente, puede suprimir la
hematopoyesis normal, debido a la importancia de JAK2 en este proceso.
Para resolver este punto, los esfuerzos se han centrado en encontrar
inhibidores alelo especificos de JAK2V617F.

2. Inhibidores de clase IlI: se desarrollaron, inicialmente, para otras

indicaciones y la inhibicién de JAK2 ha sido un efecto inesperado (off-target

effect).

Los beneficios clinicos obtenidos hasta la fecha han sido reduccién de esplenomegalia,
mejorias en la sintomatologia constitucional y control de la leucocitosis. Sin embargo,
los efectos del farmaco sobre la fibrosis de la médula ésea o la carga alélica de
JAK2V617F han sido muy modestos. Aun asi los resultados obtenidos sobre el efecto
de estos farmacos inhibidores de JAK2 no deben pasar desapercibidos vy, al ser
resultados aun bastante preliminares, no se debe generalizar ni tomar conclusiones

respecto la actividad del farmaco ni la toxicidad que este produce.
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COMPUESTO
(COMPANIA)

INCB0184424
(Incyte)

TG101348
(TargetGen)

XL019
(Exelixis)

CEP-701
(Cephalon)

SB1518
(S*Bio)

Cyt387
(Cytopia)

ESTADIO DE 1Cso
NEOPLASIA
DESARROLLO (nM)
MF (primaria y
|} 4.5 secundaria),
TEy PV
i . MF (primaria y
secundaria)
| (desarrollo 9 MF (primaria y
detenido) secundaria)
MF (primaria y
/1 1 secundaria),
TEy PV
MF (primaria
I 260 (primariay
secundaria)
MF (primaria
1/1l 18 (p v

secundaria)

Tabla 7. Inhibidores de JAK2 en desarrollo.

BENEFICIOS
CLiNICOS

Esplenomegalia,
sintomas
constitucionales,
prurito, caquexia,
eritrocitosis (PV)
Esplenomegalia,
sintomas
constitucionales,
prurito,
leucocitosis,
trombocitosis,
carga alélica de
JAK2V617F
Esplenomegalia,
sintomas
costitucionales,
leucocitosis

Esplenomegalia,
anemia, prurito

Esplenomegalia

En proceso

TOXICIDADES

Trombocitopenia
(TDL), anemia,
fenémeno de

administracion de

citoquinas
Aumento de
amilasa/lipasa
(TDL), aumento
de transaminasas,
diarrea,
nauseas/vomito,
trombocitopenia,
anemia

Neuropatia (TDL)

Diarreas,
nauseas/vomito,
anemia (MF),
trombocitopenia
(MF), trombosis
(PV/TE),
leucocitosis
(PV/TE),
trombocitosis
(PV/TE)
Sintomas
gastrointestinales
(TDL), diarrea,
nauseas,
trombocitopenia

En proceso

Uno de los inhibidores de JAK2 que se encuentran en desarrollo es Lestaurtinib (CEP-

701), un inhibidor de tirosina quinasas con multiples dianas, que inicialmente se

descubrio como un inhibidor de FLT3. En estudios preclinicos, se observé que

Lestaurtinib podia inhibir a FLT3 a concentraciones nanomolares; esto permitié el

desarrollo del farmaco como tratamiento potencial para la leucemia mieloide aguda
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(LMA) [190]. Estudios recientes, han demostrado que la actividad inhibitoria de
Lestaurtinib en las SMPs no se limita a FLT3, sino que puede inhibir la sefializacién de la
via JAK2/STATS a través de la inhibicién especifica de JAK2 [191]. Hexner et al.
mostraron que Lestaurtinib inhibia la proliferacion celular y la sefializacién de la via
JAK2/STATS en células de pacientes de SMPs. Ademads, observaron que Lestaurtinib
podia afectar tanto a la proteina JAK2 normal como a la forma mutada al ver que
inhibia la proliferacién de la linea celular HEL92.1.7, cuya proliferacién depende de la
actividad de la proteina JAK2 mutada [191]. Lestaurtinib tiene otras moléculas diana a

parte de FLT-3 y JAK2, por ejemplo RET [192].

Casi todos los inhibidores de JAK2 que se han desarrollado hasta el momento se han
testado en SMP, como vemos en la tabla superior. Unicamente uno de ellos ha sido
testado en el LH, SB1518 (S*Bio), con el que se han hecho ensayos clinicos de fase | en
el que se incluyeron pacientes afectos de un linfoma, tanto Hodgkin como no Hodgkin,
en recaida. Tras la administracion del farmaco estos pacientes presentaban una
reduccion de los niveles de citoquinas inflamatorias y una inhibicién de la via
JAK/STAT. Con la obtencidon de estos resultados, se iniciaron los ensayos clinicos de

fase Il y sus resultados adn estan por conocer [193, 194].
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipoétesis

El linfoma de Hodgkin es una neoplasia de células B caracterizada por la escasa
presencia de células tumorales, células de Hodgkin/Reed-Sternberg, localizadas en un
microambiente no tumoral. El comportamiento del LH se determina por las
caracteristicas intrinsecas de las células HRS y por las caracteristicas de las células
inflamatorias no neopldsicas del microambiente. Por eso, el analisis del papel
prondstico que juegan los miRNAs en el ganglio completo y no Unicamente en las

células tumorales adquiere un gran significado.

La via JAK/STAT es una via de sefalizacién utilizada por muchas citoquinas. La
activacion constitutiva de esta via resulta de gran importancia en la patogénesis del LH.
Se han descrito mutaciones puntuales en el gen JAK2 en sindromes mieloproliferativos;
sin embargo, estas mutaciones son escasas en el LH, donde el aumento de la proteina
JAK2 se asocia a amplificaciones del gen JAK2, mutaciones en genes reguladores como
SOCS-1 o a una activacién constitutiva de las proteinas STAT. Otro posible mecanismo
gue podria intervenir en la sobreexpresion de las proteinas JAK2 es la desregulacion de

miRNAs cuya funcién sea controlar la traduccién de JAK2.

La terapia estdndar en LH es a base de antraciclina, con doxorubicina, bleomicina,
vinblastina y dacarbacina (ABVD). A pesar de que el LH estd considerado uno de los
canceres humanos mas curable, con tasas de curaciéon del 80-90%, el tratamiento de
pacientes recaidos o con enfermedad refractaria, especialmente aquellos que recaen
después de un autotrasplante de células madre, sigue siendo un reto. La FDA (US Food
and Drug Administration) no ha aprobado nuevos tratamientos para el LH en los
ultimos 30 afios. Por consiguiente, se necesitan nuevos farmacos, asi como nuevas
estrategias de tratamiento basadas en el conocimiento de la biologia del LH y las vias

de sefializacién implicadas, para mejorar el prondstico de los pacientes.

Lestaurtinib (CEP-701) es un inhibidor de tirosina quinasas con multiples dianas. En
estudios pre-clinicos, se ha demostrado que Lestaurtinib inhibe potentemente a FLT3

en concentraciones nanomolares. Por otra parte, estudios recientes han demostrado
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gue la actividad inhibitoria de Lestaurtinib no se limita a FLT3 y puede suprimir la
sefializacion de JAK2/STAT5 mediante la inhibicion especifica de JAK2 en SMP; sin
embargo la eficiencia de Lestaurtinib en el LH permanece desconocida, aunque podria
ser un farmaco de interés debido a las vias moleculares que inhibe, como la via de

JAK2/SAT5 que tan importante es en el LH.
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2.2. Objetivos

Basandonos en estas hipdtesis, nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Analizar si el patrén de expresidn de microRNAs en ganglios linfaticos de

pacientes afectos de LH tiene implicaciones prondsticas.

2. Determinar las vias a través de las cuales los miRNAs que actian como
marcadores prondsticos en LH estan teniendo un papel clave. De forma
especifica:

a. Determinar si JAK2 es un gen diana de miR-135a.
b. Analizar si miR-135a estad jugando un papel como gen supresor de

tumor en el LH.

3. Analizar posibles acciones terapéuticas basadas en inhibidores de la via de
JAK2 en el LH. Especificamente:
a. Evaluar la eficacia in vitro de Lestaurtinib (CEP701), un inhibidor de
JAK2, en el LH.
b. Evaluar la eficacia de Lestaurtinib en células primarias de ganglios de

pacientes afectos de LH.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Pacientes

Se han analizado de forma retrospectiva 89 pacientes diagnosticados de LHc entre
1995 y 2005 en el Hospital Clinic Provincial de Barcelona. Las caracteristicas mas

relevantes de estos pacientes estan detalladas en la tabla contigua:

CARACTERISTICAS N=89 %
Edad media en afios (rango) 29 (13-89)

>45 15 17
Sexo (H/M) 42/47  47/53
Histologia

Esclerosis nodular 70 79

Celularidad mixta 19 21
VEB+ 25 28
VIH+ 7 8
Sintomatologia B 36 40
Masa de Bulky 21 24
Anemia (Hb<10° g/L) 16 18
Leucocitosis (>15x10°/L) 12 13
Linfocitopenia (<0.6x10°/L o <8% WBC) 10 11
Hipoalbuminemia (<40 g/L) 24 29
LDH elevado (>450 UI/L) 29 33
B-2-microglobulina elevada (>2.5 mg/dL) 15 17
Estadio

1-11 54 61

H-1v 35 39
indice Hasenclever > 3* 16 27

* Calculado unicamente en 59 pacientes con enfermedad

avanzada (estadios llI-IV, sintomatologia B o masa de Bulky)

Tabla 8. Caracteristicas clinicas principales de los pacientes
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Ademas se utilizaron ganglios primarios criopreservados de 4 pacientes de LHc
diagnosticados en el Hospital del Mar de Barcelona. Las caracteristicas mas relevantes

de dichos ganglios estdn resumidas en la siguiente tabla:

CARACTERISTICA P1 P2 P3 P4
Edad 24 30 28 43
Sexo Mujer Hombre Hombre Mujer
Histologia LHc, EN LHc* LHc, PL  LHc, EN
EBV - - - -
CD30 T + + +
CD15 + + + +
CD20 - - - -
Estadio A A A A

*En el P2 no se pudo determina el subtipo histoldgico

debido al bajo grado de infiltracion.

Tabla 9. Caracteristicas clinicas principales de los ganglios.

3.2. Lineas celulares

Hemos trabajado con distintas lineas celulares de LHc pertenecientes a los dos

subtipos celulares mas frecuentes, todas ellas negativas para el VEB:

e |-428: subtipo esclerosis nodular.

L-1236: subtipo celularidad mixta.

HD-MY-Z: subtipo esclerosis nodular.

L-540: subtipo esclerosis nodular.

HDLM-2: subtipo esclerosis nodular.

Todas las lineas fueron cultivadas en RPMI 1640 (Invitrogen) con antibidtico (penicilina
y estreptomicina) y con suero fetal bovino (Invitrogen) al 10%, las lineas L-428, L-1236

y HD-MY-Z, y al 20%, las lineas L-540 y HDLM-2.
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3.

3. Extraccion de RNA

La extracciéon de RNA de las muestras de parafina de los pacientes se realizé6 mediante

el kit Recover All Total Nucleic Acid Isolation (Applied Biosystems-Ambion) siguiendo el

protocolo siguiente:

DESPARAFINACION

1
2
3
4.
5
6
7
8

Afadir 1 ml de xilol y vortear.

. Incubar 3min a 50¢9C.

Eliminar el sobrenadante.

. Lavar el pellet con 1 ml de etanol 100% y vortear.
. Centrifugar a 14.000rpm 2’.
. Eliminar el sobrenadante.

. Incubar durante 10-15min con el tubo abierto.

DIGESTION CON PROTEASA

9.
10
11

Anadir 400l de Digestion Buffer.
. Aiadir 4pul de proteasa y vortear.

. Incubar durante 3 horas en el bafio a 502C.

AISLAMIENTO DE ACIDOS NUCLEICOS

12

13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.

. Pasarlo a un tubo de 2ml.

Anadir 480ul de Isolation Additive y vortear.

Poner 700ul de la muestra en una columna.
Centrifugar a 10.000rpm durante 30-60 segundos.
Descartar el liquido del tubo colector.

Lavado con 700ul de Wash 1.

Centrifugar a 10.000rpm durante 30 segundos.
Descartar el liquido del tubo colector.

Lavar con 500ul de Wash 2/3.

Centrifugar a 10.000rpm durante 30 segundos.

Descartar el liquido del tubo colector.

Pasar la columna a un tubo nuevo.

Anadir 1.1 ml de etanol 100% y pipetear cuidadosamente.

Centrifugar la columna vacia a 10.000rpm durante 30 segundos.

x2

. Centrifugar 2min a maxima velocidad (si no hay pellet centrifugar 2min mas).

Hasta finalizar la muestra
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DIGESTION CON LA NUCLEASA Y PURIFICACION

26. Preparar mezcla para tantas muestras como haya:
- 6ul 10X Dnasa Buffer
- 4ul Dnasa
- 50ul Nucleasa-free water
27. Aiadir 60l de la mezcla a la columna.
28. Dejar incubar 30 minutos a temperatura ambiente.
29. Aiadir 700ul de Wash 1.
30. Incubar 30-60s a temperatura ambiente.
31. Centrifugar 30s a 10.000rpm.
32. Descartar el liquido del tubo colector.
33. Lavar con 500pl de Wash 2/3.
34. Centrifugar 30s a 10.000rpm x2
35. Descartar el liquido del tubo colector.
36. Volver a centrifugar 1min a 10.000rpm.
37. Pasar la columna a un eppendorf de 1,5ml
38. Afiadir 30pl de Elution Solution (precalentada a 952C)
39. Dejar un minuto a temperatura ambiente.
40. Centrifugar un minuto a maxima velocidad.
41. Repetir esta elucién otra vez.
42. Descartar la columna.

43. Volumen final de 60pl.

El RNA de las lineas celulares se obtuvo con la técnica del Trizol (Invitrogen) segun el

siguiente protocolo:

. Ahadir 1ml de Trizol a cada muestra.
. Homogeneizar la suspensidn con una jeringuilla (unas 20 resuspensiones).

. Incubar 5 min a temperatura ambiente.

. Agitar fuerte durante 15s.

1

2

3

5. Anadir 0,2ml de cloroformo.

6

7. Incubar el tubo 15min a temperatura ambiente.
8

. Centrifugar a 12.000g 15min a 42C para separar las tres fases.
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9. Aislar la fase incolora (amarillenta), fase del RNA, en un eppendorf nuevo de 1,5ml.
10. Precipitar el RNA: afiadir 0,5ml de isopropanol.

11. Invertir el tubo varias veces para mezclar bien.

12. Incubar la muestra 1-2h a 4°C.

13. Centrifugar la muestra a 12.000g 10min a 42C.

14. Descartar el sobrenadante.

15. Aiadir 1ml de Etanol 75% y vortear.

16. Centrifugar la muestra a 7500g 5min a 429C.

17. Descartar el sobrenadante.

18. Dejar secar el exceso de etanol.

19. Resuspender el pellet de RNA en unos 50l de agua DEPC.
20. Incubar 10min a 55C.

3.4. Cuantificacion de microRNAs

El cDNA se sintetizd a partir del RNA total utilizando primers especificos para los
miRNAs con el kit TagMan MicroRNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems).
Para esta reaccion se utilizaron 10ng de RNA total, 50nM de los primers de RT en stem-
loop, 1X RT Buffer, 0.25mM de dNTPs, 3.33U/ul de transcriptasa reversa MultiScribe y
0.25U/ul de RNasa Inhibitor. Las reacciones se incubaron en el termociclador AB 9500

a 162 durante 30min, 4292 durante 5min y 852 durante 5min.

Posteriormente, se realizé una PCR a tiempo real en el equipo Applied Biosystems
7500 Real Sequence Detection, donde se incubaron 10ul que incluian 0.7ul de
producto de RT, 1X TagMan Universal PCR master mix y 1ul de mezcla de primers y
sonda del kit TagMan MicroRNA Assay protocol. Las reacciones se incubaron en una
placa 6ptica de 96 pocillos a 952 durante 10min, seguidos de 40 ciclos de 952 durante

15s y 602 durante 1min. Se utilizdo el miRNA RNU6B como control enddgeno.
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3.5. Transfeccion

Las lineas celulares L-428 y L-1236 fueron transfectadas con 50nM y 100nM de pre-
miR-135a y pre-miR control negativo (Applied Biosystems/Ambion) mediante
nucleofeccion (Amaxa Biosystems) utilizando la solucién L y el programa X-001, en el
caso de L-428, y la solucidon V y el programa T-001, para L-1236, siguiendo el protocolo

siguiente:

1. Precalentar a 372C una alicuota de medio de cultivo (500 pl/muestra).

2. Precalentar las soluciones V y/o L a temperatura ambiente.
3. En una placa de 12 pocillos: afiadir 1ml de medio a tantos pocillos como muestras tengamos y
preincubar la placa a 372C.
4. Contar las células y separar 1x10° células/experimento.
5. Centrifugar las células 10min a 90g.
6. Descartar completamente el sobrenadante.
7. Preparar una mezcla con la solucion V o L y el Supplement. Por experimento:

- 16,362 ul de Supplement }

90 l/experimento

- 73,638 ul de Solucién Vo L
8. A cada tubo, afiadir el pre-miR-135a o el pre-miR control negativo.
9. Resuspender el pellet de células con la preparacién anterior (mezcla + pre-miRNA).
10. Pasar la muestra a una cubeta de AMAXA vigilando que no salgan burbujas.
11. Poner la cubeta en el equipo (AMAXA) y seleccionar el programa adecuado:

- Solucién L: programa X-01

- Solucién V: programa T-01
12. Aiiadir 500 pl de medio precalentado a cada muestra. Entre los puntos 9y 12 el tiempo maximo que
puede trascurrir son 15min.
13. Pasar la muestra a la placa de 12 pocillos previamente preparada.

14. Incubar las células a 372C i 5% de CO,.

La linea celular HD-MY-Z fue transfectada con Lipofectamina 2000 (Invitrogent),

siguiendo los siguientes pasos:

1. Cultivar las células en medio sin antibidtico (RPMI, 10% FBS) en una placa de 12 pocillos y dejar toda
la noche. Las células tienen que estar en una confluencia del 50% en el momento de la transfeccion.
2. Para cada muestra/experimento preparar los reactivos de la siguiente manera:

- Diluir el pre-miRNA en 50pl de Opti-MEM.
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- Mezclar 1ul de Lipofectamine 2000 y 50ul de Opti-MEM e incubar la mezcla durante 5min a
temperatura ambiente.
- Tras laincubacién, mezclar las dos composiciones e incubar 20min a temperatura ambiente.
3. Afadir la mezcla anterior a los pocillos que contienen las células e incubar a 372C y 5% de CO2
durante 24-96horas.

4. A las 4-6horas de la transfeccion, cambiar el medio por uno con antibidtico.

3.6. Tratamiento con Lestaurtinib (CEP-701)

Las 5 lineas celulares fueron tratadas con Lestaurtinib (CEP-701, Sigma-Aldrich) o
DMSO (Sigma-Aldrich), como control negativo. Para los andlisis de proliferacion y
apoptosis se plaguearon, en una placa de 96 pocillos, 1 x 10° células/pocillo y fueron
cultivadas en medio que contenia Lestaurtinib o DMSO a 30, 50, 70, 100, 150, 200 o
300 nM, haciendo tres réplicas de cada concentracion. Para los andlisis de proteina
(Western Blot) se plaquearon 1,5 x 10° células/pocillo en una placa de 12 pocillos y se

cultivaron en medio con 30, 100 o 300 nM de Lestaurtinib o 300nM de DMSO.

3.7. Analisis de proliferacion

El crecimiento celular se determiné por dos métodos diferentes. En primer lugar, se
realizd un contaje celular en una cdmara de Neubauer a las 72 horas de la transfeccion

con los pre-miRNAs.

En segundo lugar, la proliferacion se determind de forma indirecta con el kit CellTiter
96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS) (Promega), que es un método
colorimétrico para determinar el nimero de células viables. El MTS es bioreducido por
las células a un componente de color, el formazan, que es soluble en el medio de
cultivo. Esta conversion la realiza los NADPH o NADH producidos por las enzimas

deshidrogenasas de las células metabdlicamente activas.
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Figura 22. Estructuras moleculares del MTS y de su producto, el

formazan.

Esta técnica se realizd de la siguiente manera:

1. Descongelar el reactivo durante 10min en un bafio con agua a 37°C.

2. Dispensar 20pl del reactivo por cada 100ul de medio de cultivo.

3. Incubar la placa en un incubador a 372C y 5% CO, durante 30-60min, vigilando que el reactivo no
llegue a la saturacién.

4. Transcurrido el tiempo necesario para cada linea celular, leer la absorbancia a 490nm en un
espectrofotometro.

La cantidad de Formazan producido, que es lo que se mide con la absorbancia a 490nm, es directamente

proporcional al nimero de células metabdlicamente activas, es decir, vivas en cultivo.

3.8. Analisis de apoptosis

Los analisis de apoptosis se realizaron con el kit CaspaseGlo 3/7 Assay (Promega). Se
trata de un ensayo luminiscente que mide la actividad de las caspasas 3 y 7, que son

proteinas efectoras con un papel clave en la apoptosis.

Al anadir el reactivo Caspasa-Glo 3/7 a las células, se provoca una lisis celular que
conlleva a la uniéon de las caspasas al sustrato afiadido generando una sefial

luminiscente producida por la luciferasa.
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Esta técnica se realiza siguiendo el protocolo adjunto:

1. Preparar el reactivo mezclando el buffer con el sustrato de caspasa liofilizado, ambos proporcionados
por el kit.

2. Aiadir 100pl del reactivo por cada 100ul de medio de cultivo.

3. Mezclar bien en un agitador durante 30 segundos.

4. Incubar la placa a temperatura ambiente durante 1h, protegida de la luz.

5. Medir la luminiscencia en un luminémetro.

La cantidad de luminiscencia producida por las células es proporcional a la actividad caspasa que

presentan las células ddndonos una medida aproximada de la apoptosis.

3.9. Técnica Renila/Luciferasa para validacion de dianas de microRNAs

Dos oligonucledtidos sintéticos de 48 pb, que contienen de 5 'a 3": el extremo cohesivo
de Xhol (5 pb), un fragmento de la UTR3 'del gen JAK2 que contiene la secuencia diana
para la unién de miR-135 (35 pb), la zona de restriccion Bglll (6 pb) y el extremo
cohesivo de Notl (2 pb), se clonaron en el vector psiCheck2 (Promega) a UTR3' del gen

de la Renila luciferasa.
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Figura 24. Mapa del vector psiCheck 2.

Los dos oligonucledtidos (sense: 5'-TCG AG TC ATG AAC TAA ATT TAA GCT TAA GCC
ATA AAA TAG AGA TCT GC-3 'y antisense: 5'-GGC CGCAGA TCT CTA TTT TAT GGC TTA
AGC TTA AAT TTA GTT CAT GA C-3 ') fueron incubados con el tampdn Tris (100 mM Tris
HCI, pH 7,5, NaCl 1 M, 10 mMEDTA) a 95 2 C durante 5 minutos, seguido de una
reduccion gradual de la temperatura hasta llegar a temperatura ambiente. El vector
psiCheck2 fue linealizado mediante la digestién con Notl y Xhol (New England Biolab) y
purificado a partir de un gel de agarosa. Los oligonucledtidos se ligaron, utilizando la
T4 ADN ligasa (New England Biolab), al vector por las regiones de clonacién Notl y Xhol
situadas en downstream del gen reporter Renila luciferasa. El vector obtenido se
transformé en las células competentes TOP10F' de Escherichia coli (Invitrogen). Los
clones positivos fueron seleccionados mediante la digestién con Bglll y se confirmaron

por secuenciacion.

Las lineas celulares, L-428, L-1236 y HD-MY-Z, fueron transfectadas con 0,2 1 g del
vector psiCheck2 modificado, que contiene el inserto, y con 500 nM de pre-miR-135 o
de pre-miR control negativo. La actividad relincha luciferasa y Firefly luciferase se
midio a las 48 horas después de la transfeccion con el sistema Promega Dual luciferase
reporter assay (Promega) en un lumindmetro. Se utilizé como control negativo un
vector psiCheck2 vacio y la eficiencia de transfeccién se normalizé con el gen Firefly

luciferasa.
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3.10. Western Blot

La proteina total fue aislada de las células utilizando el kit Qiagen Qproteome
mammalian Protein prep (Qiagen) segun el protocolo que se detalla a continuacion.
Cantidades iguales de proteinas (50 ug) fueron separadas por electroforesis en geles
SDS-poliacrilamida al 10% Tris-HCl y transferidas a membranas de nitrocelulosa
(BioRad). Los membranas fueron incubadas con anticuerpos contra JAK3 (Abcam), JAK2
(Upstate), JAK2-P (Tyr1007/1008), STAT5-P (Tyr694) y STAT3-P (Tyr705) (Cell
signalling), STAT5, STAT3 y Bcl-xL (Santa Cruz Biotechonology) y a-tubulina (Sigma)
como control. Para el revelado de las membranas, la quimioluminiscencia fue
detectada utilizando SuperSignal West Pico Chemiluminesccent Substrate (Pierce
Biotechnology) y leida en Chemidoc System (Bio-Rad). La densidad de las bandas de
proteina se cuantificd utilizando el programa Quantity One v 4.2.6, y la cuantificacién
relativa se calculd en referencia a la sefial de a-tubulina. A continuacion encontramos

el protocolo con mas detalle:
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EXTRACCION PROTEINA TEJIDO

1. Triturar muy bien el tejido con el tampédn de lisis (80-100pl)
2. Dejar en hielo 30min, como minimo, vorteando cada 5min.
3. Centrifugar a 14.000rpm a 42C durante 15min.

4. Recoger el sobrenadante.

CUANTIFICACION
5. Hacer recta Standard con BSA 1mg/ml:
oul +800ul H20
1ul +799ul H20
2,5ul +797,5ul H20
S5ul +795ul H20
7,5ul +792,5ul H20
1oul +790ul H20
15ul + 785ul H20
20ul + 780l H20
6. Ahadimos 798ul H20 + 2l de cada muestra en sus respectivos tubos por duplicado.
7. Preparar un “blanco” con tampdn de extraccion + H20. Para eliminar el fondo inespecifico
8. Ahadimos a todos los tubitos 200l de Bradford.
9. Vortear.
10. Dejar 20-30 min a temperatura ambiente tapado con papel de plata.
11. Leer en espectrofotometro a 595nm.

12. Calcular la concentracién usando la recta estandar.

CARGAR GEL

13. Tenemos que cargar unos 50 g de muestra.

14. En el momento de preparar las muestras se ha de anadir al tampdn de carga DTT en una proporcion
DTT 1:4 SB5X.

15. Antes de cargar las muestras desnaturalitzar 5 min a 96-1002C

16. Cargamos 8l del marcador de peso molecular y todo el volumen que tenemos de las muestras.

ELECTROFORESIS

17. La electroforesis se pondrd a 40mA en el caso que trabajemos con dos geles o a 20mA, si Unicamente
tenemos uno.

18. Preparar tampodn de transferencia y ponerlo en hielo (ha de estar en frio, nevera).

19. Al terminar la carrera poner rapidamente el gel en tampdn de transferencia para evitar que difundan las

proteinas.
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TRANSFERENCIA

20. Hidratar membrana con H20.

21. Poner la membrana en tampdn de transferencia.

22. Remojarlo todo con tampdn de transferencia antes de montar.
23. Hacer el montaje siguiente:

24. Hacer la transferencia en frio a 300mA, en agitacion, durante 3horas.

BLOQUEO

24. Bloquear las membranas con leche en polvo desnatada disuelta en TBS-T al 5% (5g en 100ml) y

poner a agitar en el agitador durante 1h minimo.

INCUBACION CON ANTICUERPO PRIMARIO

25. Diluir el anticuerpo, normalmente, en leche en polvo + TBS-T (5%); en algunos casos la dilucién se
debe hacer con BSA. el factor de dilucién dependera de cada anticuerpo.
26. Incubar el anticuerpo en agitacidon durante toda la noche, si es necesario a 42C

27. Hacer 3 lavados, en agitacidn, de 10min a las membranas con TBS-T.

INCUBACION CON ANTICUERPO SECUNDARIO

28. Diluir el anticuerpo secundario marcado con peroxidasa alcalina en leche en polvo + TBS-T (5%).
29. Incubar el anticuerpo en agitacién durante toda la noche, si es necesario a 42C

30. Hacer 3 lavados, en agitacion, de 10min a las membranas con TBS-T.

31. Incubar en agitacién unas 2 horas.

32. Lavar las membranas 2 veces durante 10min con TBS-T.

33. Hacer un ultimo lavado de 10min con TBS.

REVELADO
34. Incubar las membranas con el reactivo de revelado de 1-5min.
35. Secar el exceso de liquido de las membranas con papel de filtro.

36. Realizar la lectura

TAMPONES NECESARIOS PARA EL WESTERN

1-TAMPON DE CARGA SB5X (Vf=10ml):

e Sacarosa (50%)------------ 5g

e Tris Base( 50mM) -------- 60mg

e EDTA (5mM) ------m-mmm- 0.1mL (500mM)
®  SDS 5% -----mmmmmmmmmeeee- 2.5mL (20%)

e Azul de Bromofenol 0.005% ----500ug
2-TAMPON DE LISIS (Tampén TRIS-TRITA):
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e TRIS HCl pH 7.5 (20mM) ----------- 0.1ml

e NaCl (150mM) 0.15ml
e TRITO 1% 0.05ml
¢ Inhibidor de Proteasas ------------- 0.05ml ( No poner hasta el momento de uso)

3-TAMPON DE ELECTROFORESIS (Vf=1I):

o TRIS BASE (25MM)---nnmeemmmemmeen 3.03g
e Glicina (192mM)------------------o--- 14.4¢g
e SDS0.1% 5ml (20%)

Afadir H20 bidestilada hasta 1 litro.

4-TAMPON DE TRANSFERENCIA 10X (Vf=1I):
e TRIS BASE (250Mm)------------------- 30.285¢gr
e Glicina (1.92M) 144.134gr

Afadir H20 bidestilada hasta 1 litro.
5-TAMPON DE TRANSFERENCIA 1X (Vf=1l):

e Tampodn de transferencia 10X (Biorad)-------- 100ml

e Metanol 200ml
Afadir H20 bidestilada hasta 1 litro.

6-TBS (Vf=1l):
¢ TRISHCI pH 7.5 (1M) —---mrmmemmemee 20ml
¢ NaCl (5M) 30ml

Afadir H20 bidestilada hasta 1 litro.
7-TBST
e TBS +0.05% Tween-20

3.11. Analisis de los niveles de mMRNA mediante RT-PCR

El cDNA total se sintetizd a partir del RNA extraido utilizando el kit High Capacity cDNA
Reverse Transcriptions Kit (Applied Biosystems) siguiendo el protocolo del fabricante.
La reaccion de la polimerasa se llevd a cabo utilizando los siguientes primers para Bcl-

xL: 5’-ATGTCTCAGAGCAACCGGGAG-3’ y 5'-TTCCGACTGAAGAGTGAGC-3'.
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3.12. Analisis de los niveles de mMRNA mediante PCR cuantitativa a

tiempo real

El cDNA total se sintetizd a partir del RNA extraido utilizando el kit High Capacity cDNA
Reverse Transcriptions Kit (Applied Biosystems) siguiendo el protocolo del fabricante.
La reaccién PCR a tiempo real se realizé mediante el kit TagMan Gene Expression
assays (Applied Biosystems) para Bcl-xL (Hs99999146 _m1) y GUSB (Hs99999908 m1);

este Ultimo fue usado como control endégeno.

3.13. Analisis de ganglios primarios

Setecientas cincuenta mil células procedentes de muestras criopreservadas de ganglios
primarios de pacientes afectos de LHc se cultivaron durante 24h con medio que
contenia Lestaurtinib a 300 nM o DMSO. En el momento de descongelacidn, la
viabilidad celular en todos los casos era superior al 85% segun el andlisis realizado
mediante la tincién con TripanBlue (Invitrogen). Transcurrido el tiempo de incubacidn,
las células fueron teiiidas con CD40-PE-Cy5, CD95-PAcific Blue, CD30-PE, CD3-APC-Cy7
y FITC Annexin V (BD Bioscience y Biolegend). Con el fin de obtener un contaje mas
preciso, se anadié el mismo numero de CountBright absolute counting beads
(Invitrogen) a cada muestra. El recuento de células viables de HRS se realizd por
citometria de flujo en el equipo FACS CANTO Il (BD); en el que se adquirieron 200.000
eventos. Finalmente, los resultados se analizaron con el software FACS Diva (BD)
donde las células de HRS se identificaron por la expresion de CD30, CD-40 y CD-95 vy la

ausencia de CD3.

3.14. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando BRB Array Tools, SPSS 14.0 (Chicago, IL)
y el software de R v.2.6.0. El método Class Comparition y la t de Student (con random
variance model) fueron utilizadas para analizar las diferencias entre los grupos. Las

tasas de recaida y de supervivencia libre de enfermedad se analizaron utilizando la
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herramienta de Andlisis de Supervivencia de BRB Array Tools. La expresion de miR-
135a fue dicotomizada utilizando el paguete de R, maxstat, y se realizaron las curvas
de supervivencia con el método de Kaplan-Meier. El sexo, la edad (> 45 Afios vs <45
Afios), la clasificaciéon de la Organizacion Mundial de la Salud, la extensién de la
enfermedad (limitada vs avanzada) y los niveles de expresion de miR-135a (bajo vs
elevado) se incluyeron en el analisis multivariado de regresion de Cox de la
supervivencia libre de enfermedad. Los graficos de proliferacién y apoptosis se
realizaron en el programa GraphPad Prism 5y se muestran como media + SEM de tres

réplicas independientes.
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4.1. Resumen articulo 1

Regulacion de JAK2 por miR-135a: impacto prondstico en el linfoma de Hodgkin

clasico

El comportamiento del LHc esta determinado por las caracteristicas intrinsecas de las
células tumorales y por las caracteristicas del infiltrado celular que forma el
microambiente tumoral; por eso es de gran importancia analizar el ganglio al completo

para llegar a entender esta enfermedad.

En un trabajo anterior publicado por nuestro grupo [156], se encontré una firma de 25
miRNAs que caracterizaba al LHc, permitiendo diferenciarlo de los ganglios reactivos.
Posteriormente, analizamos la posible influencia de este patrén de miRNAs sobre las
caracteristicas clinicas de 89 pacientes afectos de un LHc, tratados de forma
homogénea y con una media de seguimiento de 80 meses. Unicamente uno de los 25
miRNAs de la firma presentd una correlacién con la clinica de los pacientes, el miRNA
miR-135a. Aquellos pacientes con bajos niveles de expresion de miR-135a presentaban
una mayor probabilidad de recaida (p=0.04) y una supervivencia libre de enfermedad

mas corta (p=0.02).

Los estudios funcionales realizados en la linea celular de LHc, L-428, mostraron que los
niveles de miR-135a maduro aumentaban tras transfectar las células con un pre-miR-
135a, dando lugar a la activacién de la apoptosis de las células y a una disminucion de

la proliferacién celular.

A continuacion se realizd un analisis de posibles dianas de este miRNA, con el objetivo
de identificar el mecanismo de accidn que se traducia en un efecto prondstico. Estos
analisis mostraron una regulacion directa de miR-135a sobre JAK2, una tirosina
guinasa citoplasmatica involucrada en vias de sefalizacién activadas por receptores de
varias citoquinas. Asimismo, la inhibicion de JAK2 mediada por miR-135a provocaba
una disminucion de los niveles de fosforilaciéon de su molécula “downstream” en la via,
STATS5, provocando una disminucion de los niveles de expresidon del gen antiapoptdtico
Bcl-xL,cuya transcripcidon se activa mediante la unién al DNA del dimero STAT5-P. Estos

resultados sugieren que la apoptosis observada en las células de la linea de LHc, L-428,
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se debe a la regulacion que ejerce sobre JAK2 el miR-135a. Estos resultados, fueron
confirmados en otras dos lineas celulares de LHc: L-1236 y HD-MY-Z. Ademas, la
inhibicién de miR-135a sobre JAK2 se da de forma especifica, ya que los niveles de
JAK3, otro miembro de la familia JAK, también fueron analizados y no presentaban
diferencias significativas entre las células transfectadas con el pre-miR-135a y las

células control, transfectadas con un pre-miR control negativo.

Estos resultados confirman el papel clave que tiene miR-135a en la supervivencia de
las células de LHc y en el prondstico de los pacientes sugiriendo que las terapias
dirigidas a aumentar los niveles de miR-135a podrian beneficiar a los pacientes de LHc

que no responden a los tratamientos convencionales.

102



From bloodjournal.hematologylibrary.org at FACULTAD DE MEDICINA on April 15, 2011. For personal use only.

LYMPHOID NEOPLASIA

Regulation of JAK2 by miR-135a: prognostic impact in classic Hodgkin

lymphoma

Alfons Navarro,! Tania Diaz,! Antonio Martinez,2 Anna Gaya,3 Aina Pons,! Bernat Gel,4 Carles Codony,3 Gerardo Ferrer,5
Carmen Martinez,3 Emili Montserrat,3 and Mariano Monzo?

"Human Anatomy Unit, Molecular Oncology and Embryology Laboratory, University of Barcelona Medical School, Institut d'Investigacions Biomediques August °
Pii Sunyer (IDIBAPS), Barcelona; 2Hematopathology Section, Laboratory of Pathology and 3Institute of Hematology and Oncology, Hospital Clinic, IDIBAPS,
Barcelona; 4Software Department, Universitat Politecnica de Catalunya, Barcelona; and sinstitute of Hematology and Oncology, Laboratory of Translational
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The behavior of classic Hodgkin lym-
phoma (cHL) is determined by both the
intrinsic features of the tumor cells and
the characteristics of the microenviron-
ment, making the analysis of entire lymph
nodes an effective approach to under-
standing the disease. We examined the
influence of our previously reported 25-
microRNA signature for cHL on clinical
outcome in 89 homogeneously treated
cHL patients with a median follow-up of

80 months. Patients with low miR-135a
expression had a higher probability of

g

receptor signaling pathways. miR-135a-
mediated JAK2 down-regulation led to

relapse (P .04) and a shorter c
free survival (P .02). Functional analy-
sis of cHL cell lines showed that mature
miR-135a levels increased after pre-miR-
135a transfection, causing apoptosis and
decreased cell growth. Target analysis
showed a direct regulation by miR-135a
of JAK2, a cytoplasmic tyrosine kinase
involved in a specific subset of cytokine

decr d mRNA and protein levels of the
antiapoptotic gene Bcl-xL, suggesting a role
for BelxL in miR-135a/lJAK2-mediated apo-
ptosis. Our findings confirm the critical role
of miR-135a in the survival of cHL cells and
in the prognosis of cHL patients, indicating
that novel treatment approaches targeting
miR-135a may potentially benefit these pa-
tients. (Blood. 2009;114:2945-2951)

Introduction

Classic Hodgkin lymphoma (cHL) is a B-cell neoplasm character-
ized by the presence of relatively few tumor cells (Hodgkin/Reed-
Sternberg cells) in a nonneoplastic microenvironment. The behav-
ior of cHL is determined by the intrinsic features of the Hodgkin/
Reed-Sternberg cells and by the characteristics of the nonneoplastic
inflammatory cell infiltrate.! The cells from the inflammatory
infiltrate form a complex network of cytokines and chemokines
that provide a permissive microenvironment. Some of the cyto-
kines and chemokines secreted by the Hodgkin/Reed-Sternberg
cells may act as autocrine growth factors for the Hodgkin/Reed-
Sternberg cells,23 whereas others appear to modulate the immune
microenvironment.4-6

The Janus kinase/signal transducer and activator of transcrip-
tion (JAK/STAT) pathway is a common signaling pathway used by
many cytokines. The JAK family has 4 members,” but JAK2 is the
predominant JAK activated in response to type I cytokine ligands
(erythropoietin, granulocyte macrophage-colony-stimulating fac-
tor, thrombopoietin, growth hormone, prolactin, interleukin-3, and
interleukin-5).8.9 When a cytokine binds to its cell-surface receptor,
it activates the dimerization of the receptor, which has constitu-
tively associated JAK tyrosine kinases. The 2 JAK proteins then
phosphorylate each other and act as activated tyrosine kinases that
phosphorylate the receptor, allowing the binding and phosphoryla-
tion of cytoplasmic STAT proteins. There are 7 STATS, all with a
DNA-binding domain. STAT3 and STATS are the preferred down-

stream targets of phosphorylated JAK2.10 The phosphorylated
STATs form dimers, leave the receptor, and translocate to the
nucleus, where they act as transcription factors that regulate target
gene expression related to cell survival, proliferation, angiogenesis,
and immune evasion.!l-14 Bcl-xL is an antiapoptotic gene whose
expression is induced by STATS DNA binding, and activation of
the JAK2/STATS pathway can modulate apoptosis and survival
through Bcl-xL expression.1s

JAK/STAT signaling is regulated at many steps through distinct
mechanisms, and deregulation of this pathway is associated with
several immune diseases and neoplasms. At the posttranslational
level, key regulators include the suppressor of cytokine signaling
(SOCS) proteins and the inhibitors of activated STAT.16 Mutations
and amplification have been detected at different levels of this
pathway in J4K2,17-19 STATs, and SOCS.20 However, although
activating mutations have been found in JAK2 in myeloid neo-
plasms, the expression of JAK2 in primary mediastinal large B-cell
lymphomas and cHL is not the result of mutations,?! although
constitutive activation of STATs has been found.22

At the pretranslational level, microRNAs (miRNAs) play an
important role in the regulation of protein levels. miRNAs are
small endogenous RNAs that regulate gene expression by binding
to the downstream (3 -untranslated region [UTR]) of target mRNAs
and inhibiting their translation to protein.23.24¢ miRNAs play a role
in tumor pathogenesis by regulating the expression of oncogenes
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Table 1. Main clinical characteristics and outcomes of cHL patients
(N 89)

Characteristic No. (%)
Median age, y (range) 29 (13-89)
45 or older 15(17)
Sex, male/ffemale 42/47 (47/53)

Histology

Nodular sclerosis 70(79)

Mixed cellularity 19(21)25(28
EBV 7(8)
HV 36 (40) 21 (24)
B symptoms
Bulky mass
Anemia (Hb 105 g/L) 16 (18)
Leukocytosis, 15  109/L 12 (13)
Lymphocytopenia, 06  109Lor 8% of WBCs 10 (11)
Hypoalbuminemia, = 40g/L 24 (29)
HighLDH, 450 UI/L 29(33)
High 2-microblobulin, 2.5mg/dL 15(17)
Stage

Hi 54 (61)

-V 35(39)
Hasencleverindex 3" 16 (27)

*Calculated only in 59 patients with advanced disease (stages IlI-IV, B symp-
toms, or bulky mass).

and tumor supressor genes in a sequence-complementary man-
ner.25.26 Several studies in cell lines have identified miRNAs that
are characteristic of cHL,27-2% and we have previously identified a
25-miRNA signature in cHL patient lymph nodes.30

The analysis of both tumor cells and the microenvironment can
be an effective approach to understanding the behavior of cHL. To
identify biologic prognostic markers that could add value to
standard clinical factors,! we examined the influence of our 25-
miRNA signature for cHL30 on outcome in 89 homogeneously
treated cHL patients with a median follow-up of 80 months.

Methods

Patients

Eighty-nine adult patients diagnosed with cHL at a single institution
between September 1995 and June 2005 were included in the analysis. We
had previously examined miRNA expression in tumor samples from these
patients3%; in the present study, we have correlated miRNA expression with
clinical outcome. Median age was 29 years, and 47% were male. Seven
patients (8%) were HIV ; 79% had nodular sclerosis and 21% had mixed
cellularity histology. Using criteria previously described,3? Epstein-Barr
virus was present in 28% of the samples. First-line treatment consisted of
adriamycin, bleomycin, vinblastine, and dacarbazine or equivalent sched-
ules in 97% of patients. Of 89 patients, 76 (85%) achieved complete
remission, 5 (6%) had partial remission, and 8 (9%) were chemoresistant.
After a median follow-up of 80 months (range, 7-180 months), overall
survival was 84% and disease-free survival was 80% (Table 1). Approval
for this study was obtained from the Institutional Review Board of Hospital
Clinic, Barcelona. Informed consent was obtained in accordance with the
Declaration of Helsinki.

Cell culture and transfection

The cHL cell lines L-428, L-1236, and HDMYZ were cultured in RPMI
1640 containing 10% fetal calf serum (Invitrogen). Transfection of 50 nM
and 100 nM of pre-miR-135 and pre-miRNA precursor Negative Control
(Applied Biosystems/Ambion) in L-428 and L-1236 were performed by
nucleofection (Amaxa Biosystems) using solution L and program X-001
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Figure 1. Disease-free survival according to miR-135a expression levels.

and solution V and program T-001, respectively, as recommended by the
manufacturer. HDMYZ was transfected using Lipofectamine 2000 (Invitro-
gen) as per the manufacturer's protocol. The expression levels of miR-135a
considerably increased 24 hours after pre-miR-135a transfection in all 3
cell lines (supplemental Figure 1, available on the Blood website; see the
Supplemental Materials link at the top of the online article).

Apoptosis and proliferation assays

Caspase 3 and 7 activities in L-428 cells transfected with pre-miR-135 or
with pre-miRNA precursor Negative Control were directly measured at 24
and 48 hours after transfection using a CaspaseGlo 3/7 kit (Promega) as per
the manufacturer's protocol. On coated 96-well plates, 10 000 cells/well were
plated and CaspaseGlo reagent was added and incubated for 1 hour at room
temperature in the dark. Relative light intensity was measured in each well
using a Veritas microplate luminometer (Turner Biosystems).

On coated 12-well plates, 100 000 cells/well were plated 24 hours after
transfection. The numbers of cells were counted in a Neubauer chamber at
72 hours.

Western immunoblotting

Total protein from all 3 cell lines was isolated using QIAGEN Qproteome
Mammalian Protein Prep Kit according to the manufacturer's protocol.
Equal amounts of protein (50 g) were separated by sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide electrophoresis in 7.5% Tris-HCI polyacrylamide
gels and transferred to pure nitrocellulose membranes (Trans-Blot Transfer
Medium, Bio-Rad). Membranes were incubated with mouse monoclonal
antibodies against JAK2 (Abcam), JAK3 (Abcam), phospho-STATS (Tyr694;
Cell Signaling Technology) Bcl-xL (Santa Cruz Biotechonology), and

-tubulin (Sigma-Aldrich). Antibody binding was revealed by incubation
with antimouse IgG peroxidase conjugate secondary antibodies (Sigma-
Aldrich). Chemiluminescence was detected using SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate (Pierce Biotechnology) and read in Chemidoc
System (Bio-Rad). The protein density of the bands was quantified using
Quantity One software, Version 4.2.6, and relative quantification was
calculated with reference to the -tubulin signal.

RNA extraction and miRNA quantification

RNA was extracted from the cell lines using Trizol total RNA isolation
reagent (Invitrogen) as per the manufacturer's protocol. TagMan quantita-
tive reverse-transcribed polymerase chain reaction miRNA assay of miR-
135a was used to quantify miR-135a expression levels, as previously
described,30 using an Applied Biosystems 7500 Sequence Detection System
and RNUG6B as endogenous control.
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Figure 2. Apoptosis and proliferation analysis after pre-miR-135 transfection in
the L-428 cell line. (A) Analysis at 48 hours after transfection showed that caspase
3/caspase 7 activity was 36% higher than in control cells, transfected with pre-miR-
negative control (**P .01). (B) The proliferation assay at 72 hours showed that pre-
miR-135-transfected cells grew less than control cells transfected with pre- miRNA
precursor-negative control (*P .05).

BCL-xL mRNA analysis

Total cDNA was synthesized from total RNA using the High Capacity
c¢DNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) as per the manufac-
turer's protocol. Polymerase chain reaction was performed using the
following primers for BCL-xL: 5 -ATGTCTCAGAGCAACCGGGAG-3
and 5 -TTCCGACTGAAGAGTGAGC-3 .

Renilla luciferase reporter vector

Two 48-bp synthetic oligonucleotides, containing from 5 to 3 : Xhol sticky
end (5 bp), a fragment from the 3 UTR of Jak2 gene containing the miR-
135a target sequence (35 bp), Bglll restriction site (6 bp), and No#/ sticky
end (2 bp), were cloned in the psiCheck2 vector (Promega) in the 3 UTR
of Renilla luciferase gene. The 2 oligonucleotides sense (5 -TCG AG TC
ATG AAC TAA ATT TAA GCT TAA GCC ATA AAA TAG AGA TCT
GC-3 ) and antisense (5 -GGC CGCAGA TCT CTA TTT TAT GGC TTA
AGC TTA AAT TTA GTT CAT GA C-3 ) were first annealed with a Tris
buffer (100 mM Tris HCL, pH 7.5, 1 M NaCl, 10 mM ethylenediami-
netetraacetic acid) in a heating block at 95°C for 5 minutes, followed by a
gradual reduction of temperature until room temperature. The psiCheck2
vector was linearized by digestion with No#/ and Xhol (New England
Biolabs) and purified from an agarose gel. The annealed oligonucleotides
were ligated in the linearized psiCheck2 vector into the NozI and Xhol
cloning sites located in the downstream of the Renilla luciferase reporter
gene with T4 DNA ligase (New England Biolabs). The ligation reaction was
transformed in TOP10F Escherichia coli competent cells (Invitrogen).

Human JAK2 3'UTR: 1204bp

JAK2 AND miR-135a IN cHL 2047

Positive clones were selected by restriction digestion with Bg/ll and
reconfirmed by sequencing.

The 3 cell lines were transfected with 0.2 g of the modified psiCheck2
vector containing the insert with 500 nM of pre-miR-135 or pre-Mir
Negative Control. The Renilla luciferase and Firefly luciferase activity was
measured at 48 hours after transfection with the Promega Dual luciferase
reporter assay system (Promega) in a Veritas microplate luminometer. The
empty psiCheck2 vector was used as negative control, and the transfection
efficiency was normalized with the Firefly luciferase gene.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed with BRB Array Tools (Biometric
Research Branch, National Cancer Institute, National Institutes of Health;
http://linus.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools.html), SPSS 14.0, and R software
(Version 2.6.0). Class comparison and Student ¢ test were used to analyze
differences between groups. The clinical outcomes of relapse rate and
disease-free survival, as defined by Cheson et al,3! were analyzed using the
Survival Analysis tool (Find genes correlated with survival) from BRB
Array Tools. miR-135a expression was dichotomized using maxstat pack-
age of R;32 and survival curves were drawn using the Kaplan-Meier method.
Sex, age ( 45 years vs 45 years), World Health Organization classifica-
tion, extent of disease (limited vs advanced), and miR-135a expression
level (low vs high) were included in the Cox multivariate regression
analysis of disease-free survival.

Results
Clinical outcome and miR-135a expression

As previously reported,30 miR-135a was down-regulated in the
cHL samples compared with the reactive lymph nodes (P .001).
When we analyzed the correlation between clinical outcome and
the expression of the 25 miRNAs included in the cHL signature in
the primary tumors of 89 cHL patients, only miR-135a expression
correlated with disease-free survival. Using the cutoff selected by
maxstat, we divided the 64 patients who had attained complete
response into 2 groups according to their miR-135a expression
levels. Forty-two patients with high miR-135a expression had a
longer disease-free survival (151 months; 95% confidence interval,
135-167 months) than the 22 with low miR-135a expression (90
months; 95% confidence interval, 66-115 months; P .02; Figure
1). Thirty-six percent of patients with low miR-135a levels
relapsed, compared with only 12% of those with high levels (P
.046). No significant association was observed between miR-
135a expression and overall survival. In the multivariate analysis,
only miR-135a expression emerged as a prognostic factor for
disease-free survival (relative risk 3.41, P .034).

0.1k 0.2% 0.3%

Figure 3. Schematic representation of the
JAK2 3 UTR region and miR-135a binding.
(A) miR-135a is predicted by Tar- getScan to A
target JAK2 mRNA in the posi- tion 935 to 7
942 of its 3 UTR region. (B) On the left, the

miR-135
Position 835-942
of JAK 3' UTR

& miR-135a

5" --ACUAAAUUUAAGCUUAAGCCAUA--3" Human JAK2 3*UTR

predicted hybridization of miR- 135a and JAK2 A 1 \4:% A | I | | l“ | |

JAK2 mRNA by the Pictar data- base. The A X ‘O X S "

minimum free energy required (mfe) for RNA A w S 3" AGUGUAUCCUUVAUUUUUCGGUAU 5 Hsa-miR-135a
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predicted hybridization of miR- 135a and 1 .

JAK2 mRNA by miRbase (seed sequence, e -lt‘“c]-;?"mol L‘LI Seed match: 8mer
8mer). A-g-€
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Figure 6. Bcl-xL expression analysis. (A)

Reverse-transcribed  polymerase chain A L-428

reaction of Bcl-xL at 72 hours after transfec-

tion with 100 nM of pre-miR-135a. A reduc- Pre-miR-Negative Pre-miR-135
Contral 72h

tion in Bcl-xL mRNA levels can be observed
in the pre-miR-135-transfected cells versus
the control cells. No change was observed
in the -glucuronidase (GUSB) mRNA lev-
els, used as control. (B) Western blot analy-
sis of Bcl-xL at 72 hours after transfection
showed a correlation between BcL-xL mRNA
and protein levels.
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Discussion

JAK2 mutations are present in a variety of myeloproliferative
disorders, resulting in tyrosine kinase activation, phosphorylation
of STATS, and expression of target genes, including Bc/-xL. To
date, however, these mutations have not been observed in cHL
patients.2! Recent studies have shown that JAK/STAT signaling is
regulated at various steps, allowing control of signaling strength,
duration, and specificity, and that deregulation of this pathway
plays an important role in tumor pathogenesis.!6

Genetic lesions are frequently found in cHL cells, including
JAK?2 gain36 and amplification!? and inactivating mutations in
SOCS1,7 a negative regulator of JAK/STAT signaling. An acti-
vated JAK/STAT signaling pathway is a characteristic feature of
cHL cells, conferring proliferation signals and protection against
apoptosis.34 Our study provides strong evidence that miRNAs,
specifically miR-135a, help to control the JAK/STAT signaling
pathway and that miR-135a may function as a potential tumor
suppressor through its target JAK2.

miR-135a is encoded in 2 genes: MIRN13541 and MIRN13542,
located at 3p21.1 and 12q23.1, respectively. Although cytogenetic
analysis of Hodgkin lymphoma is technically difficult, breakpoints

EPO

TPO

-3
IL-5
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JAK2Z mRNA ¢ I\J
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Contral 72h Control 7zh
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Pre-miR-Negativa  Pre-miR-135 Pre-miR-Nagathva  Pre-miR-135
Controd 72h Contral 72h

B R -y

in 3p21 and 12g23 can be found in cHL,38 which may explain the
relatively low expression levels of miR-135a in cHL and interindi-
vidual differences in expression levels.

One of the major obstacles in cHL research is the small
proportion of neoplastic cells in the tumor (2% of the total
cellularity). We chose to examine miRNA expression of the entire
cHL lymph node because of the proven importance of the
microenvironment in this disease.!.5.39 Moreover, the constitutive
activity of the JAK2/STAT pathway is caused not only by genetic
lesions but also by cytokines, such as interleukin-13,2 produced by
the Hodgkin/Reed-Sternberg cells and the microenvironment cells.6
For this reason, the analysis of miRNAs in the whole lymph node
may be more appropriate than in selected Hodgkin/Reed-Sternberg
cells, especially when correlating results with clinical outcome.
With this approach, we have found that the differential miR-135a
expression levels detected in the whole sample may be a clinical
predictor of relapse, as patients with low miR-135a expression had a
higher probability of relapse.

Notably, when examining miR-135a expression in the cHL cell
lines, we observed that increased expression levels of miR-135a led
to a decrease in JAK2 protein levels and, as a result, higher
apoptosis rates and lower proliferation levels through the regula-
tion of Bel-xL expression (Figure 7 and supplemental Figure 3).

GM-CSF

Growth Hormone
Prolactin

Figure 7. Model of JAK2/miR-135a-mediated survival signaling in L-
428 cHL cells. The JAK/STAT pathway is used by many cytokines.
When a ligand binds a receptor, a conformational change in the
receptor allows 2 JAK2 proteins to phosphorylate each other and
activate phosphorylation events that allow STAT proteins to form
dimers. These dimers then translocate to the nucleus and activate
specific transcription of specific genes, such as Bcl-xL, related to
survival and proliferation. miR-135a plays a role in this pathway by
regulating the translation of JAK2 protein.
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The mRNA expression of Bcl-xL, a downstream protein in the
JAK2/STATS pathway, is induced by phosphorylated STATS DNA
binding. Bcl-xL is a prosurvival protein that appears up-regulated
in some hematologic malignancies.40 Like BCR-ABL mutations,
JAK?2 mutations impair apoptotic response to DNA damage by
altering the Bc/-xL deamidation pathway.41.42 The prevention of
DNA damage-induced apoptosis by the inappropriate up-regulation
of survival pathways is one of the hallmarks of cellular transforma-

tion and chemotherapy failure.43 These findings could explain the
association between miR-135a expression levels and interindi-
vidual differences in relapse and disease-free survival observed in
the cHL patients.

The JAK2/STAT signaling pathway has been a major focus of
new drug development targeting JAK2 because it is mutated in a
significant number of myeloproliferative disorders.4 Novel J4K2
inhibitors have been developed and tested, and some of them are
now being studied in phase 1/2 clinical trials.45:46 The approach of
using miRNAs as therapeutic tools to modulate JAK2 levels could
be a useful approach, either alone or in combination with these new
JAK?2 inhibitors or with less specific tyrosine kinase inhibitors,
such as imatinib or dasatinib.

In conclusion, we have identified miR-135a as a novel prognos-
tic marker of relapse in cHL and shown that miR-135a modulates
apoptosis and survival in L-428 cHL cells by targeting J4K2,
which in turn affects Bcl-xL expression levels. Although our
findings require validation in an independent patient cohort before
definite conclusions can be drawn, they suggest that cHL may be
amenable to new therapeutic approaches based on miR-135a
expression.
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4.2. Resumen articulo 2

La inhibicidn que ejerce Lestaurtinib sobre la via de sefializacion JAK/STAT provoca la

inhibicion de la proliferacién e induce apoptosis en el linfoma de Hodgkin

El tratamiento estandar aplicado a los pacientes de LHc apenas ha cambiado en los
Ultimos 30 afios, aun asi el LHc sigue siendo uno de los canceres con tasas mas
elevadas de curacién. Sin embargo, el tratamiento adecuado para aquellos pacientes
que recaen o presentan enfermedad refractaria permanece incierto. Actualmente,
existen diferentes agentes terapéuticos en desarrollo para intentar solventar este

problema.

La activacion constitutiva de la via JAK/STAT representa un punto clave en la
patogénesis del LHc; esto convierte a JAK2, normalmente sobreexpresado en el LHc, en
una diana terapéutica a tener en cuenta para tratar esta enfermedad. Lestaurtinib es
un inhibidor de tirosina quinasas con multiples dianas. Inicialmente se describié como
un inhibidor de FLT3 en los sindromes mieloproliferativos, aunque mas tarde se le
reconocieron mas dianas, entre ellas JAK2. Sin embargo, su eficacia en el LHc
permanece desconocida. Por esta razén, analizamos la eficacia in vitro de este farmaco
en cinco lineas celulares de LHc procedentes de pacientes con enfermedad refractaria:
L-428, L-1236, L-540, HDML-2 y HD-MY-Z. Para llevar a cabo el analisis tratamos a las
células con el farmaco (Lestaurtinib) o con DMSO, utilizado como control, a diferentes
concentraciones. A las 48 horas del tratamiento, observamos una inhibicion del
crecimiento celular en todas las lineas celulares; en las células tratadas con el farmaco
a 300 nM la disminucion fue del 42% (23-66%). A su vez, en estas mismas células la
apoptosis aumentd en un 44,6% (10-64%). En ambos casos los resultados fueron

dependientes de la dosis administrada.

Otro de los objetivos del estudio fue ver de qué manera Lestaurtinib afecta a la via de
sefializacion JAK2/STATS5 para conocer el mecanismo por el cual el farmaco regula la
proliferacién celular y la apoptosis. A la hora del tratamiento de estas células con el

farmaco, observamos que Lestaurtinib inhibe la fosforilacion de JAK2 y de su molécula
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“downstream” en la via de sefializacién, STAT5, y esto provoca la reduccién de los

niveles del mRNA de Bcl-xL, que es una proteina antiapoptética diana de STAT5-P.

En segundo lugar, analizamos el efecto del Lestaurtinib en nédulos linfaticos de cuatro
pacientes afectados de un LHc. Las células fueron cultivadas y tratadas con el farmaco
a 300nM durante 24 horas; a diferencia de la primera parte del estudio en la que
Unicamente trabajamos con células tumorales, en este caso se cultivaron las células de
todo el ganglio, tanto las tumorales como las del microambiente. Para evaluar el
efecto de Lestaurtinib sobre la viabilidad celular, seleccionamos una subpoblacién de
células, correspondiente al 0,3% del total celular, que era negativa para anexina y CD3
y positiva para CD30, CD40 y CD95. A las 24 horas del tratamiento, observamos una
disminucion de la viabilidad celular en tres de los cuatro pacientes analizados (la media
de disminucién fue del 27%). Al paciente que no presentd respuesta al farmaco le
incrementamos la dosis a 1 UM y obtuvimos una modesta disminucion de la viabilidad
celular, aproximadamente del 12%. Finalmente, para intentar establecer la toxicidad
del Lestaurtinib analizamos la viabilidad de las células CD3+ y del total de células

tratadas con el farmaco. En este caso, la viabilidad no disminuyé.

Estos resultados muestran, por primera vez, la eficacia de un inhibidor de JAK2,
concretamente Lestaurtinib, en el LHc, sugiriendo que puede ser una nueva
herramienta terapéutica a tener en cuenta para el tratamiento de pacientes con esta

enfermedad.

112



OPEN a ACCESS Freely available online

‘® p1os one

Lestaurtinib Inhibition of the JAK/STAT Signaling
Pathway in Hodgkin Lymphoma Inhibits Proliferation

and Induces Apoptosis

Tania Diaz'", Alfons Navarro'*-, Gerardo Ferrer?, Bernat Gel3, Anna Gaya?, Rosa Artells?, Beatriz
Bellosillo4, Mar Garcia-Garcia4, Sergi Serrano4, Antonio Marti'nez?, Mariano Monzo?

1 Human Anatomy Unit, Molecular Oncology and Embryology Laboratory, University of Barcelona Medical School, IDIBAPS, Barcelona, Spain, 2 Institute of Hematology

and Oncology, Hospital Clinic, IDIBAPS, Barcelona, Spain, 3 Software Department, Universitat Politecnica de Catalunya, Barcelona, Spain, 4 Pathology Department, Hospital
del Mar, Barcelona, Spain, 5 Hematopathology Section, Laboratory of Pathology, Hospital Clinic, IDIBAPS, Barcelona, Spain

Abstract

Editor: Gisela Nogales-Gadea, University Hospital Vall d'Hebron, Spain

Competing Interests: The authors have declared that no competing interests exist.
* E-mail: anavarroponz@ub.edu

. These authors contributed equally to this work.

Standard cytotoxic chemotherapy for Hodgkin Lymphoma (HL) has changed little in 30 years; the treatment for patients

with relapsed or refractory disease remains challenging and novel agents are under development. JAK/STAT constitutive
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nM) were observed. Moreover, Lestaurtinib inhibited JAK2, STAT5 and STAT3 phosphorylation and reduced the mRNA expression of
its downstream antiapoptotic target Bcl-xL. In addition, we have analyzed the effect of Lestaurtinib treatment in lymph nodes from four
classic HL patients. We observed a decrease in cell viability at 24 hours of treatment in three patients (mean decrease of 27% at 300
nM). Our findings provide, for the first time, a molecular rationale for testing JAK2 inhibitors, specifically Lestaurtinib, in HL patients.
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Introduction

Hodgkin lymphoma (HL) is characterized by the presence of a
small proportion of tumor cells, the Hodgkin/Reed Sternberg (HRS)
cells, surrounded by a specific non-tumor microenviron- ment. HRS
cells usually account for only 1% of cells in the tumor tissue, and few
cell lines have been established from HL patients. To date, the most
frequent genetic alterations in HRS cells involve members of two main
signaling pathways: nuclear factor-kappaB (NF-kB) and Janus
kinase-Signal transducer and activator of transcription (JAK/STAT)
[1].

The JAK2/STATS pathway is a common signaling pathway
used by many cytokines that regulate target gene expression related
to cell survival, proliferation, angiogenesis, and immune evasion [2].
Bcel-xL is an antiapoptotic gene whose expression is induced by
STATS5 DNA binding, and activation of the JAK2/ STATS pathway
can modulate apoptosis and survival through Bcl-xL expression [3].
The JAK2/STATS pathway plays an active role in HL, where genomic
gains of JAK?2 are frequently observed [4], and where the suppressor
of cytokine signaling 1 (SOCS1), a negative regulator of JAK/STAT
signaling, appears mutated and

PLoS ONE | www.plosone.org

inactivated [5]. While activating mutations in JAK2 have been found
in myeloproliferative disorders (MPD) [6], the expression of JAK2 in
primary mediastinal large B-cell lymphomas and HL is not the result
of mutations [7], although constitutive activation of STATs has been
observed [8]. Recently, our group has observed a postranscriptional
regulation of JAK2 mediated by a microRNA (miRNA), miR-135a,
whose expression was downregulated in HL patients [9].
Although HL is considered one of the most curable human

cancers (cure rates of 80-90%) [10], the treatment of patients with
relapsed and refractory disease, especially those who relapse after
autologous stem cell transplantation, remains challenging. The gold-
standard therapy in HL is anthracycline-based, with doxorubicin,
bleomycin, vinblastine and dacarbacine (ABVD) [11]. HL patients
whose disease relapses after stem cell transplantation are rarely
cured with current treatment modalities. Moreover, no new drugs have
been approved for HL by the US Food and Drug Administration
(FDA) in more than 30 years [12]. Thus, new drugs and novel
treatment strategies based on our understanding of HL biology and
signaling pathways are needed to improve outcome for these patients.
Several therapeutic targets,

April 2011 | Volume 6 | Issue 4 | e18856
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including JAK2, have been identified and continue to be studied
[4,13]. Novel JAK2 inhibitors have been developed and tested [14],
some of which are now being studied in phase I clinical trials in HL
[15].

Lestaurtinib (formerly known as CEP-701) is a multi-targeted
tyrosine kinase inhibitor which has been shown to potently
inhibitFLT3 at nanomolar concentrations in preclinical studies,
leading to its rapid development as a potential targeted agent in acute
myeloid leukemia [16]. Moreover, recent studies have further shown
that Lestaurtinib inhibitory activity is not limited to FLT3 and can
suppress JAK2/STATS signaling through specific JAK2 inhibition
[17]. In order to elucidate the potential role of
Lestaurtinib in HL, we have analyzed the in vitro effectiveness of
Lestaurtinib in five HL cell lines from refractory patients and its role
in the JAK2/STATS signaling pathway. In addition, we have analyzed
for the first time the effect of Lestaurtinib in lymph nodes from classic
HL patients by flow cytometry.

Materials and Methods

Cell culture and treatment

Five HL cell lines, L-428, L-1236, L-540, HDLM-2 and HD-
MY-Z (DSMZ - the German Resource Centre for Biological
Material) were assayed for proliferation and apoptosis after treatment
with Lestaurtinib (CEP-701 hydrate, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
or DMSO (Sigma-Aldrich). L-428, L-1236 and HDMYZ cell lines,
were cultured in RPMI 1640 containing 10% fetal calf serum
(Invitrogen, Paisley, UK); the L-540 and HDLM?2 cell lines were
cultured in RPMI 1640 containing 20% fetal calf serum (Invitrogen).
For proliferation and apoptosis analyses, cells (16105 cells/well) were
plated in a 96-well plate in culture medium in the presence of 30, 50,
70, 100, 150, 200 or 300 nM Lestaurtinib or no drug/DMSO vehicle
control. In addition, in order to compare the effect of Lestaurtinib
with doxorubicin, a component of standard HL therapy, we
performed a proliferation analysis in cells treated with 300 nM of
doxorubicin. For protein analysis, cells (1.5610° cells/well) were
plated in a 12-well plate and treated with 30, 100 or 300 nM
Lestaurtinib or 300 nM DMSO. All cells were treated with a unique
dose at the start of the experiment, after which the medium was not
modified or replaced.

Proliferation and apoptosis assays

Cell growth was determined by the CellTiter 96 AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay (MTS) (Promega, Madison, WI). At
48 h after treatment with Lestaurtinib or DMSO, MTS reagent
was added and cells were incubated for 30-60 mins at 37uC. Cell
proliferation was measured by OD 490 nm using a VersaMax
microplate reader (Molecular Devices, Silicon Valley, CA).

Caspase 3/7 activity was directly measured at 48 h after
treatment using a CaspaseGlo 3/7 kit (Promega) as per the
manufacturer's protocol. At 48 h after treatment with Lestaurtinib or
DMSO, CaspaseGlo reagent was added and cells were incubated for
1 hour at room temperature in the dark. Relative light intensity was
measured in each well using an Orion II Microplate luminometer
(Berthold Detection Systems, Black Forest, Germany).

Western Blot analysis

Total protein was isolated using Qiagen Qproteome Mamma-
lian Protein Prep Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the
manufacturer's protocol. Equal amounts of proteins (50 mg) were
separated by SDS-polyacrylamide electrophoresis in 10%

Tris-HCl polyacrylamide gels and transferred to pure nitrocel-
lulose membranes (Trans-Blot Transfer Medium, Bio-Rad,

" PLoS ONE | www.plosone.org
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Hercules, CA). Membranes were incubated with antibodies against
JAK2 (Upstate, Millipore, Billerica, MA), phospho- JAK2
(Tyr1007/1008), phospho-STATS (Tyr694) and phos- pho-STAT3
(Tyr705) (Cell Signaling, Danvers, MA), STATS and STAT3 (Santa
Cruz Biotechonology, Santa Cruz, CA) and

a-tubulin (Sigma) as control. Antibody binding was revealed by
incubation with anti-mouse (Sigma) or anti-rabbit (Santa Cruz
Biotechnology) IgG peroxidase conjugate secondary antibodies.
Chemiluminescence was detected using SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate (Pierce Biotechnology, Rockford, IL)
and read in Chemidoc System (Bio-Rad). The protein density of the
bands was quantified using Quantity One software v 4.2.6,
and relative quantification was calculated with reference to the o-
tubulin signal.

Bcl-xL mRNA analysis
RNA was extracted from the cell lines using Trizol total RNA

isolation reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA) as per the manufac-
turer's protocol. Total cDNA was synthesized from total RNA using
the High Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA) as per the manufacturer's protocol.
Polymerase chain reaction (PCR) was performed using TagMan Gene
Expression assays (Applied Biosystems) for BCL-xL (Hs99999146_ml)
and GUSB (Hs99999908 m1), used as endog- enous control.

Patient lymph node analysis

A cell suspension was made from cryopreserved (freezing
medium based on RPMI 30%, FBS 60% and DMSO 10%), newly
diagnosed lymph node samples from four classic HL patients
diagnosed at the Hematology Department of the University Hospital
del Mar, Barcelona, Spain (Table 1). The study was approved by the
local Ethics Committee and informed consent was provided according
to the Declaration of Helsinki.

The viability of the lymph node cells was at least 87% at the
initiation of cell culture, as assessed by Tripan Blue (Invitrogen). We
performed a cell viability analysis of lymph node cells and found that
viability was 59.9% at baseline, 41.8% at 24 h, and 30.6% at 48 h
(Figure S3). Based on these results, we evaluated by flow cytometry
750,000 cells cultured for 24 hours with 300 nM of Lestaurtinib or
DMSO. HRS cells were gated by the expression of CD40-PE-Cys5,
CD95-Pacific Blue and CD30-PE, and the absence of CD3-APC-
Cy7. Antibodies and control isotypes were

Table 1. Clinical and biological characteristics of HL patients.

Characteristic P1 P2 P3 P4

Age 24 30 28 43

Sex Femdle Male Meale Female

Histology ClassicHL, Classic Classic HL, ClassicHL,
Nodular HL* Lymphocyte-rich Nodular
scerosis sderosis

EBV 2 2 2 2

CD30 + + + +

CD15 + + + +

CD20 2 2 2 2

Stage IA A A IIA

*Unknown histologic subtype.

doi:10.1371/journal.pone.0018856.t001
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Figure 1. Proliferation (A) and apoptosis (B) analysis after 48 h of Lestaurtinib treatment in L-428, L-1236, L-540, HDLM-2 and HD- MY-Z cell
lines. The data are shown as mean ¢ SEM of three independent replicates. *p,0.05; **p,0.01; ***p,0.001.

doi:10.1371/joumal.pone.0018856.g001

obtained from BD Bioscience (Franklin Lakes, NJ) and Biolegend
(San Diego, CA) [18,19]. Viability was analyzed by the presence of the
membrane phospholipid phosphatidylserine on the outer leaflet of
the plasma membrane, using FITC Annexin V (BD Bioscience). In
order to obtain an accurate count, we added the same number of
CountBright™ absolute counting beads (Invitrogen) to each sample.
Samples were analyzed on a FACS CANTO 1II (Becton Dickinson)
and 200,000 events were collected.

Statistical analysis

Means were compared between 2 groups using a 2-sided
Student t-test, using GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA). The proliferation and apoptosis data were shown as mean
6 SEM of three independent replicates.

Results and Discussion

Although HL is a highly curable disease, advanced HL has
typically been associated with high failure rates [20] and relapsed or
refractory HL constitutes a common problem [21,22]; new drugs are
thus needed for these groups of patients. In the present study, we
analyzed the in vitro activity of Lestaurtinib, which has recently been
shown to be a multikinase inhibitor that targets both wild-type and
mutated JAK2 in MPD [16].

Proliferation and apoptosis in response to Lestaurtinib of
cultured HL cells was evaluated in all HL cell lines after 48 h of
treatment and compared to cells treated with DMSO vehicle control
(normalized to 100%). Reduction of proliferation of HL cells reached
the lowest level at 100 nM of Lestaurtinib and remained constant
thereafter (Figure 1A). At 300 nM of

L-428 L-1236

Lestaurtinib, a 38% reduction in proliferation was observed in L-428,
60% in L-1236, 66% in L-540, 23% in HDLM-2 and 23% in HD-MY-
Z cell lines. At 300 nM of doxorubicin, the reduction in proliferation
was 20.3% in L-428, 18.7% in L-1236, 54% in L- 540, 34.5% in
HDLM-2, and 19% in HD-MY-Z cell lines. At 300 nM, apoptosis
increased 62% in L-428, 57% in L-1236, 10% in L-540, 64% in
HDLM-2 and 30% in HD-MY-Z (Figure 1B). In order to determine
whether Lestaurtinib inhibition had a transient or a long-lasting effect
on cell growth, we then looked at the effect at different incubation
times (24, 48, 72 and 96 h). We observed no significant differences
between 48, 72 or 96 hours (Figure S1).

Proliferation and apoptosis were both Lestaurtinib dose-
dependent. Since DMSO is toxic at doses of 5 mM, it was
impossible to determine the dose at which 100% of the cells were
killed. However, 50% of the cells had died at 1 mM in L-428 and at
300 nM in L-1236 and L-540, while, in HDLM-2 and HD-MY- Z,
about 45% and 42% of cells, respectively, had died at 4 mM (Figure
S2).

The JAK/STAT pathway is one of the most frequently altered
pathways in HL. In addition to genomic gains of JAK2 [4],
particularly due to 9p24 gains [23], SOCSI, a negative regulator of
JAK/STAT signaling, is often somatically mutated and inactivated
[5]. Moreover, constitutive activation of STAT3 has been reported in
HL cell lines [8]. In order to investigate the effect of Lestaurtinib
treatment on the JAK2 pathway, we assessed the levels and the
phosphorylation state of JAK2 and its downstream target molecules
following Lestaurtinib treatment. After 1 h, phospho-JAK2 levels
had decreased in all the HL cell lines by 46-94% at 300 nM, although
no significant changes were observed in JAK2 total protein
expression (Figure 2). To assess

L-540
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Figure 2. Western blot analysis of JAK2/STATS5 pathway protein levels in L-428, L-1236, L-540, HDLM-2 and HD-MY-Z cells after 1 h of

Lestaurtinib treatment at different doses: 30, 100 and 300 nM.
doi:10.1371/joumal.pone.0018856.9002
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Figure 3. Bcl-xL mRNA analysis after 1 h of Lestaurtinib treatment in L-428, L-1236, L-540, HDLM-2 and HD-MY-Z cell lines.

doi:10.1371/joumal.pone.0018856.g003

in greater detail the effects of Lestaurtinib-mediated JAK2

on the JAK2/STATS signaling pathway, protein levels

STATS5, phospho-STATS5, STAT3 and phospho-STAT3 were
analyzed (Figure 2). Lestaurtinib significantly inhibited
phosphorylation of STATS and STAT3, but with no significant
changes in STAT5 and STATS3 total protein. Following 1 hour of
nM of Lestaurtinib treatment, phospho-STATS5 and phospho-
levels decreased by 88-100% and by 97-100%,

respectively (Figure 2).

'@ PL0S ONE | www.plosone.org

Bcel-xL is a prosurvival protein induced by phosphorylated inhibition
STATS5 DNA binding. It appears upregulated in some hemato- of
logic malignancies [24] and in primary HL samples [25] and is then
involved in apoptotic resistance in HRS cells [25]. Decreased
phosphorylation of STATS resulted in decreased mRNA expres-
sion of its downstream antiapoptotic effector Bel-xL. After 1 h of 300
300 nM of Lestaurtinib treatment, Bcl-xL mRNA expression STAT3
levels had decreased by 52% in L-428, 28% in L-1236, 37% in L-

540, 55% in HDLM-2 and 71% in HD-MY-Z (Figure 3). This
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Figure 4. Analysis of cell viability after 24 h of Lestaurtinib treatment in four lymph nodes from classic HL patients. A: representative example
of population selected for analysis (anexin-negative, CD32, CD40+, CD30+ and CD95+). B: cell viability after treatment compared to DMSO
control. The data are shown as mean 6 SEM of two independent replicates. SEM was calculated on the proportion (treated/untreated cells).

doi:10.1371/journal.pone.0018856.g004

downregulation of Bel-xL could explain the proapoptotic effect of
Lestaurtinib [26].

Additionally, we have analyzed the effect of Lestaurtinib in
lymph nodes from four classic HL patients. Fromm et al.
demonstrated that HL cells from a lymph node can be detected
[19] and sorted by flow cytometry [18]. In the present study, we
have evaluated the effect of treatment with 300 nM of Lestaurtinib
subpopulation of lymph node cells CD30+, CD40+, CD95+
CD3-, which contain HL cells [18,19] (Figure 4A).

After 24 h, cell viability had decreased in three of the four
cases by 22%, 35% and 24% versus control cells (DMSO)
(Figure 4B). In the patient 3 (non-responder), we increased the
treatment dose to 1 mM and then we observed a reduction in cell
by 12% (SEM 6 2,3%). This patient has a different
histological subtype (lymphocyte-rich) than cell lines (nodular

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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sclerosis and mixed cellularity), and this could explain the
different treatment response. In order to shed light on the

potential toxicity of Lestaurtinib, we have also analyzed cell

viability in lymph node CD3+ cells after treatment with 300 nM
of Lestaurtinib and observed no decrease of viability (mean versus
control = 100.5%; range: 90%-119%).

The present study is the first of its kind to analyze treatment of in the
HL in patient lymph nodes by flow cytometry. Although our and
results cannot be conclusive due to our small sample size, they
provide the first hints that Lestaurtinib induces growth inhibition

and apoptosis activation in HL cells through dysregulation of the
JAK2/STATS signaling pathway. If our findings are confirmed in
a larger patient population, they could provide a molecular viability
rationale for considering treatment with Lestaurtinib for HL

patients with relapsed/refractory disease.
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Supporting Information

Figure S1 Proliferation analysis after 24 h, 48 h, 72 h and 96 h

of Lestaurtinib treatment in L-428, L-1236, L-540, HDLM-2 and HD-
MY-Z cell lines. The data are shown as mean 6 SEM of three
independent replicates.

(TIF)

Figure S2 Proliferation analysis after 48 h of Lestaurtinib treatment
at increasing doses up to 4 mM in L-428, L-1236, L- 540, HDLM-2
and HD-MY-Z cell lines. The data are shown as mean 6 SEM of
three independent replicates.

(TIF)
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5. DISCUSION

Uno de los rasgos caracteristicos de las células de LHc es la activacién constitutiva de la
via JAK/STAT que confiere a las células sefales de proliferacién y de proteccion contra
la apoptosis [195]. Estudios recientes han mostrado que la via JAK/STAT esta regulada
a distintos niveles, permitiendo el control de la intensidad, la duracién y la
especificidad de la sefial; ademas, la desregulacion de esta via tiene una implicacién
crucial en la patogénesis tumoral [196]. Se han descrito mutaciones del gen JAK2 en
diferentes enfermedades hematoldgicas, como en los SMPs. Estas mutaciones
provocan la activacion constitutiva de la via, activando la expresién de genes diana
como Bcl-xL. Hasta la fecha, ninguna de estas mutaciones ha sido descrita en los
pacientes de LHc [197]. En cambio, las células de LHc a menudo presentan lesiones
genéticas como amplificaciones [187] y ganancias [186] de JAK2 o mutaciones que
inactivan a SOCS1 [63], que es un regulador negativo de la via de sefalizacién
JAK/STAT. A pesar de que los miRNAs juegan un papel clave como reguladores precisos
del proceso de traduccidn, su implicacién en la regulacidn de la via de JAK2 no habia
sido demostrada hasta el momento. Los presentes resultados proporcionan una
evidencia sdélida de que los miRNAs, especificamente miR-135a, ayudan a modular la
sefializacion de la via JAK2/STATS vy, a su vez, miR-135a puede funcionar como un

supresor tumoral a través de su diana, JAK2.

miR-135a esta codificado en dos genes: MIRN135A1 y MIRN135A2, que se encuentran
en las regiones 3p21.1 y 12g23.1, respectivamente. Los andlisis citogenéticos en el
linfona de Hodgkin son complicados; aun asi, se han podido encontrar “breakpoints”
(puntos de rotura) en 3p21 y 12923 en pacientes afectos de LHc [198]. Esto podria
explicar en parte el hecho que miR-135a presente niveles de expresién tan bajos en

esta neoplasia y las diferencias interindividuales de expresién.

Uno de los principales obstaculos en la investigacion del LHc es la pequefia proporcién
de células neoplasicas que hay en el tumor, que corresponden aproximadamente al 1%
del total de células localizadas en el tumor. Dada la importancia demostrada que tiene
el microambiente en esta enfermedad, se decidid analizar la expresién de los miRNAs

en el ganglio completo [199-201]. Ademads, la constante activacion de la via
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JAK2/STATS5 no se da Unicamente por las lesiones genéticas, también esta causada por
las citoquinas que se unen al receptor de la via, para iniciar asi la cascada de
sefializacion. Una de estas citoquinas es la interleuquina-3 (IL-3) [202], que estd
producida tanto por las células HRS como por las células que forman el microambiente
tumoral [22]. Por este motivo, consideramos que el andlisis de miRNAs en el ganglio
linfatico completo es mas apropiado que si nos centramos Unicamente en una
seleccion de células HRS, especialmente al correlacionar los resultados con las
variables clinicas. Siguiendo esta premisa, observamos que los niveles de expresion de
miR-135a eran significativamente mds bajos en los ganglios de pacientes con LHc que
en ganglios reactivos controles. El andlisis de este miRNA en diferentes lineas celulares
de LHc, donde solo encontramos células tumorales, también mostré que este miRNA
estaba infraexpresado, sobre todo si comparamos su expresidn con oncomiRs como
miR-155, miR-21 o miR-9. Por otro lado, encontramos que los niveles diferenciales de
expresion de miR-135a detectados en la muestra al completo, donde se encuentran
tanto las células HRS como las células del microambiente tumoral, puede ser un
marcador de recaida, siendo los pacientes con bajos niveles del miRNA los que

presentan una mayor probabilidad de recaida.

Al provocar la re-expresion de miR-135a en las lineas celulares de LHc analizadas, se
observd que los niveles aumentados de miR-135a dan lugar a una disminucion en los
niveles de la proteina JAK2 y, como consecuencia, una mayor tasa de apoptosis y una
reduccion de los niveles de proliferacion debido a la regulacion de la expresion de Bcl-
xL, que es un gen antiapoptdtico activado por esta via. La expresidon del mRNA de Bcl-
xL es inducida por la fosforilacion de la proteina de unién al DNA STATS. Bcl-xL es una
proteina pro-supervivencia que aparece sobreexpresada en varias neoplasias
hematoldgicas [203]. Igual que en el caso de las mutaciones de BCR-ABL, las
mutaciones en JAK2 alteran la respuesta apoptdtica frente a los dafios del DNA a
través de la alteraciéon de la via de desamidacion de Bcl-xL [204, 205]. La inhibicién de
la apoptosis inducida por un dafio en el DNA provocada por la sobreexpresion de las
vias de supervivencia es una de las caracteristicas de la transformacién celular y de la
baja o inexistente respuesta a la quimioterapia [206]. Estos hallazgos podrian explicar

la asociacién entre los niveles de expresion de miR-135a y las diferencias
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interindividuales en la recaida y la supervivencia libre de enfermedad observada en los

pacientes de LHc.

Debido a que la modulacién de la via JAK2/STATS5 por diferentes mecanismos presenta
una importancia clave tanto en el desarrollo como en la evolucion del LHc, esta via de
sefializacion emerge como un foco importante en el desarrollo de nuevos farmacos
dirigidos a dianas moleculares. En este sentido, existen inhibidores de JAK2, que
actualmente se estan testando en otras enfermedades hematolégicas como los SMP,
donde JAK2 se encuentra mutado en gran parte de los casos [182], la mayoria de los
cuales se encuentran ahora en ensayos clinicos de fase I-lll [183, 207]. Entre estos
inhibidores de JAK2 se encuentra el farmaco Lestaurtinib, conocido como CEP-701, que
inhibe tanto la forma normal como la mutada de JAK2 [190]. A pesar de ser una
enfermedad altamente curable, el LHc en estado avanzado estd asociado con altas
tasas de fracaso en el tratamiento [208] y, aquellos pacientes en recaida o refractarios
son el mayor problema; nuevas terapias moleculares, como los inhibidores de JAK2,

podrian ser de gran utilidad para estos grupos de pacientes [39, 209].

Gracias a la inhibicidon que ejerce sobre la molécula JAK2 y, en consecuencia, sobre la
posterior sefalizacion desencadenada a través de ella, Lestaurtinib provoca la
disminucion de la proliferaciéon y un aumento en la apoptosis en las 5 lineas celulares
analizadas de LHc de forma dosis dependiente. Concretamente, Lestaurtinib inhibe la
fosforilacién de la proteina JAK2, evitando asi la fosforilacion de las proteinas STAT3 y
STAT5 vy, en consecuencia, los niveles de mRNA de Bcl-xL también se encuentran
disminuidos. Esta regulaciéon indirecta que Lestaurtinib ejerce sobre Bcl-xL, que es una
proteina pro-supervivencia, podria explicar el efecto pro-apoptdtico observado [210].
Sin embargo, la reduccién observada en la fosforilacion de STAT3 y STAT5 es mucho
mayor que la que observamos a nivel de JAK2. Esto sugiere que probablemente el
efecto final en la reduccién de la proliferacién y el aumento de la apoptosis mediado
por STAT3/STATS viene activado no sélo por la inhibicion de JAK2, sino también por la
afectacién de otras tirosina quinasas, ya que se ha demostrado que Lestaurtinib es un

inhibidor multi-tirosina-quinasa.

125



Un grupo de la universidad de Washington en Seatle describié por primera vez la
posibilidad de identificar y purificar células de LHc mediante la citometria de flujo [211,
212]. Basandonos en estos trabajos, analizamos el efecto de Lestaurtinib en ganglios
linfaticos de pacientes de LHc usando esta técnica. Todas las células del ganglio fueron
tratadas con el farmaco y, posteriormente, mediante citometria de flujo se analizé
Unicamente la poblacién celular correspondiente a las células tumorales. Teniendo en
cuenta el inmunofenotipo de este tipo de célula tumoral [9], se consideraron células
HRS a la subpoblacién celular CD30", CD40*, CD95" y CD3". Lestaurtinib provocé una
reduccion de la viabilidad celular en esta subpoblacién celular en tres de los cuatro
ganglios de pacientes de LHc analizados. Curiosamente, el paciente que no responde al
tratamiento pertenece a un subtipo histolégico diferente al que pertenecen las lineas
celulares con las que hemos trabajado; esta podria ser una posible explicacién a que
sus células tumorales no presenten cambios en la viabilidad celular a la dosis de
300nM. Aun asi se observd una reduccién en la viabilidad al aumentar la dosis a 1uM.
Analizamos también la viabilidad celular de las células CD3" como andlisis indirecto de
la toxicidad del farmaco y no mostraron, en ningun caso, reduccion de la viabilidad
indicando que las dosis a las que trabajamos no son todxicas para las células del

microambiente y que afectan de forma especifica a las células tumorales.

El presente trabajo ha sido el primero en analizar como afecta el tratamiento con un
farmaco a las distintas poblaciones celulares que forman el ganglio linfatico de
pacientes de linfoma de Hodgkin mediante citometria de flujo. Aunque los presentes
resultados son preliminares debido al bajo nimero de muestras, proporcionan la
primera evidencia que Lestaurtinib induce la inhibicién del crecimiento celular y la
activacidon de la apoptosis en células de LHc inhibiendo la sefalizacion de la via
JAK2/STATS. La confirmacidon de estos resultados en una poblacidon de pacientes mas
grande, podria proporcionar un fundamento molecular para considerar el tratamiento

con Lestaurtinib en los pacientes con LHc en recaida o refractario.

Con perspectivas futuras, otra posibilidad terapéutica a tener en cuenta son los
miRNAs. Hemos visto que la infraexpresion miR-135a tiene mal prondstico en el LHc y,
ademas, que este papel prondstico podria ser debido a la regulacidon que miR-135a

ejerce sobre la via JAK2/STATS5. En este sentido se propondria el aumento de los
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niveles del miRNA para potenciar su efecto de gen supresor de tumor. Entre las
terapias que actualmente se estan desarrollando con el fin de regular los miRNAs
encontramos dos en concreto que podria ser de gran utilidad en estos casos: los
miRNA mimics y los AAV miRNA vectors. Con ambas estrategias lo que se consigue es
aumentar los niveles del miRNA diana. Ademas, otra posibilidad que se nos plantea es
el uso de terapias que combinen estrategias para aumentar los niveles de los miRNAs
con los nuevos farmacos inhibidores de JAK2 o con inhibidores de tirosina quinasa
menos especificos como imatinib o dasatinib. La finalidad de esta combinacién seria

conseguir una inhibicidn mucho mas fuerte de la via de sefalizacion JAK2/STATS.

En resumen, la via JAK2/STAT5 es una de las vias mas frecuentemente alteradas en el
LHc y participa de forma activa en la patogénesis del LHc. Esto convierte a la proteina
JAK2, una de las moléculas claves de esta via, en una importante diana terapéutica a
tener en cuenta para tratar esta enfermedad. En nuestros trabajos hemos demostrado
gue tanto el microRNA miR-135a como el farmaco Lestaurtinib inhiben la sefializacién
a través de esta via consiguiendo disminuir la proliferacidon y aumentar la apoptosis de
las células tumorales del LHc. Asi, proporcionamos una evidencia molecular para tener
en cuenta a estos dos agentes en el prondstico o el tratamiento respectivamente de

los pacientes de LHc en recaida o refractarios.
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6. CONCLUSIONES

1. El analisis de la expresion de microRNAs en ganglio linfatico tiene implicaciones

prondsticas en el linfoma de Hodgkin clasico.

2. La reduccion de la expresién de miR-135a es un marcador de mal prondstico

para recaida y supervivencia libre de enfermedad en LHc.

3. miR-135a actla como gen supresor de tumor reduciendo la proliferacién y

activando la apoptosis.

4. La baja expresion de miR-135a contribuye a la tumorogénesis del LH

permitiendo la acumulacidon anormal de JAK2.

5. Lestaurtinib impide las sefiales de supervivencia que emite la via JAK2/STAT5

mediante la inhibicién de la fosforilacion de la proteina JAK2.

6. La citometria de flujo es una herramienta util en el analisis de las diferentes
poblaciones celulares procedentes del ganglio linfatico en el LHc permitiendo la

realizacion de estudios de respuesta a farmacos.

7. Lestaurtinib reduce la viabilidad de las células HRS procedentes de pacientes,

sin reducir la viabilidad de los linfocitos T acompafiantes.

8. Las alteraciones en la regulacién de la via de JAK2 son criticas para la evolucion
clinica de los pacientes de LHc convirtiendo a esta via en una diana terapéutica
a tener en cuenta para el tratamiento de aquellos pacientes refractarios a

terapias convencionales.
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ANEXOS

Figuras suplementarias de los articulos

ARTICULO 1:

Regulation of JAK2 by miR-135a: prognostic impact in classic Hodgkin lymphoma

Alfons Navarro, Tania Diaz, Antonio Martinez, Anna Gaya, Aina Pons, Bernat Gel, Carles
Codony, Gerardo Ferrer, Carmen Martinez, Emili Montserrat, Mariano Monzo

A. Figura suplementaria 1

Andlisis de la expresién de miR-135a en las 3 lineas de LHc analizadas tras 24 horas de
la transfeccidén con pre-miR-135a o un control negativo. Los niveles de expresion estan
normalizados con RNUG6B. Los resultados se muestran en Log10 de la expresién relativa
a las células no transfectadas y los valores representados son la media (+SD) de tres

réplicas independientes.
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B. Figura suplementaria 2

Andlisis de la expresion de miR-135:

(A) Cuantificacion de la expresién del miRNA en ganglios reactivos, ganglios de

pacientes de LHc y las lineas celulares de LHc: L-428, L-1236 y HD-MY-Z.

(B) Perfil de expresion de smiRNAdb (http://www.mirz.unibas.ch/smiRNAdb) que
muestra la expresiéon de miR-135a comparada con otros miRNAs sobreexpresados en

el LHc: miR-155, miR-21 y miR-9. Los miRNAs fueron clonados en las lineas celulares de

LHc KMH-2, L-428, L-591 y L-1236.

p<0.001
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C. Figura Suplementaria 3

Esquema de la sefial de supervivencia mediada por JAK2/miR-135a en las células de
LHC (L-428). La via JAK/STAT es usada por varias citoquinas. Cuando un ligando se une
al receptor, éste sufre un cambio conformacional que permite a las dos proteinas JAK2
fosforilarse la una a la otra (fosforilacion cruzada) y activar la fosforilacion de las

proteinas STAT para que formen dimeros. Estos dimeros traslocan al nucleo y activa,
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de forma especifica, la transcripcion de genes como Bcl-xL relacionados con
supervivencia y proliferacion. miR-135a regula esta via inhibiendo la traduccién de la

proteina JAK2.
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ARTICULO 2

Lestaurtinib inhibition of the JAK/STAT signaling pathway in Hodgkin lymphoma cells
inhibits proliferation and induces apoptosis

Tania Diaz, Alfons Navarro, Gerardo Ferrer, Bernat Gel, Anna Gaya, Rosa Artells, Beatriz
Bellosillo, Mar Garcia-Garcia, Sergi Serrano, Antonio Martinez, Mariano Monzo

A. Figura suplementaria 1

Andlisis de proliferacién transcurridas 24, 48, 72 y 96 horas del tratamiento de las
lineas celulares de LHc (L-428, L-1236, L-540, HDLM-2 and HD-MY-Z) con Lestaurtinib a
una concentracién de 100 nM. Los datos mostrados se corresponden a la media + SEM

de tres réplicas independientes.
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B. Figura suplementaria 2

Andlisis de proliferacion celular de las lineas celulares de LHc (L-428, L-1236, L-540,

HDLM-2 and HD-MY-Z) tras 48 horas del tratamiento con Lestaurtinib a diferentes

dosis (300 nM, 500 nM, 1 uM, 2 uM y 4 uM). Los datos mostrados se corresponden a

la media * SEM de tres réplicas independientes.
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C. Figura suplementaria 3

Andlisis de la viabilidad celular (negativo para Anexina V) de los ganglios de los

pacientes de LHc cultivados con RPMI1640 con FBS al 10% durante 48 horas.
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