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ABSTRACT

JAK2 is a non-receptor tyrosine kinase that acts as an important signal transducer
in cytokine signalling, promoting growth, survival and differentiation of various
cell types. A somatic point mutation in JAKZ leading to the expression of the
JAK2 V617F mutant occurs with high frequency in myeloproliferative neoplasm
(MPN) patients (>95 % in polycythemiavera (PV), >50 % in essential
thrombocythemia (ET) and primary myelofibrosis (PMF).

While clinical trials treating MPN patients with JAK inhibitors have shown positive
results, success has primarily been due to improved patient symptomatology with
one clinical trial also showing an increased survival rate but a limited reduction of
the tumour clone. Therefore additional advances in understanding MPN cell
biology could be utilized to further improve clinical outcomes and treatment

optimization.

The aim of this work was to investigate genes and proteins involved in the
physiopathogenic events and phenotype divergence between PV and ET, in order
to obtain a better knowledge of MPN and for a future application as diagnostic

tools or therapeutic targets.

To this end, we performed a gene and protein screening looking for differences
between ET and PV at different levels: gene expression microarray epigenetic
profile (methylation microarray) and protein expression (by GEL 2D-DIGE/MS).
This approach has shown several genes with a diferential expression rate that

allow us to select several inhibitors targeted against their product proteins.

Then, we determine in cell models and primary cells of patients diagnosed with
Philadelphia negative myeloproliferative neoplasms (MPN), the antitumor effects,
mechanisms of action at the molecular level and potential synergies with
Ruxolitinib of the tyrosine kinase inhibitors selected: Dasatinib, Sorafenib,

perifodine and KNK437, HSP70 inhibitor

The cytotoxic and cytostatic effects of these different compounds were identified in
JAK2V617F positive cell lines, in methylcellulose cultures of mononuclear cells and

in stem cell (CD34 positive) cells cultures from bone marrow.



Ruxolitinib, Sorafenib, and KNK437 were able to inhibit proliferation in cell line
models and in cells from patients NMP. Furthermore, the cytotoxic effect on CD34
positive cells from patients was significantly higher than the presented by CD34
control culture. Dasatinib, Sorafenib and KNK437 showed a strong synergistic
effect in combination with Ruxolitinib. By western blot we confirmed that
Sorafenib inhibits activation of ERK and p38, and consequently, STATS5, Ruxolitinib
blocks the activation of ERK and STAT5 and Dasatinib inhibits the activation of SRC
and STATS.









I. INTRODUCCION
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1. HEMATOPOYESIS

1.1. Células madre hematopoyéticas

La hematopoyesis es el proceso por el cual se forman las células sanguineas y se
regula la homeostasis[1]. Este proceso altamente orquestado, es llevado a cabo por
las células madre hematopoyéticas (CMH). Las CMH, localizadas en el individuo
adulto en la médula 6sea (MO) y en menor medida en la sangre periférica, son
células madre multipotenciales: pueden diferenciarse en todos los linajes de
células presentes en la sangre. Ademas poseen la capacidad de auto-renovarse

para evitar el agotamiento de la poblacion.

La diferenciacion celular desde CMH hasta células completamente diferenciadas
posee un orden jerarquico (Figura 1). Se inicia con células madre con capacidad
total de autorregeneracion y diferenciacion que son caracterizadas, en humanos,
principalmente por la expresion del antigeno de superficie CD34 y la ausencia de
antigenos especificos de linaje como CD3, CD4, CD45, CD71. Durante el proceso de
diferenciacion se pierde la capacidad de autorregeneracion y aparecen diversos
marcadores de superficie que definen grupos celulares con funciones bioldgicas

especificas.

Una vez que las células madre comienzan a diferenciarse se generan progenitores
oligopotentes; linfoides, y mieloides. Estos progenitores mieloides a su vez, ademas
de generar los progenitores de granulocitos y macréfagos, dan lugar a los
progenitores megacariociticos y eritroides, que desembocan finalmente en células
maduras o diferenciadas. Se estima que de todas las células nucleadas presentes en
la médula 6sea, el total de células CD34 positivas esta entorno al 1%. Sin embargo

solo el 0,01% corresponden a CMH.

1.2.Regulacion de la hematopoyesis

La vida media de las células sanguineas maduras es bastante corta. Por ejemplo, la
masa eritrocitaria se renueva totalmente cada 120 dias. Se estima que cada dia
hasta 1012 células sanguineas deben ser producidas en adultos normales para
mantener la homeostasis. Este proceso estd principalmente regulado por tres
mecanismos: Los factores de crecimiento y citoquinas (EPO, TPO, PDGF) los

factores de transcripcion especificos del linaje (PU.1, HOX, GATA1, GATA2) y la
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interaccién entre las células hematopoyéticas y las células del nicho de la médula

6seal2].
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Figura 1: Hematopoyesis. La célula madre tutipotencial hematopoyética (CMH) puede
diferenciarse a células madre mieloides y linfoides (CMM y CML respectivamente). La
CMM a su vez produce progenitores de granulocitos, eritrocitos y megacariocitos (CFU-

GEMM) de los que desciende el resto del linaje mieloide.

1.2.1. Eritropoyesis

Los progenitores eritroides tienen diferente potencial proliferativo, los mas
primitivos son denominados unidades formadoras de brotes eritroides (del inglés
BFU-E). Estos, mantienen una alta tasa de proliferacién en respuesta a citoquinas,
mientras que los progenitores eritroides mas maduros, denominados unidades
formadoras de colonias eritroides (del inglés CFU-E) tienen un limitado potencial
de proliferacion. Las CFU-E dan lugar al resto del linaje eritroide; proeritroblastos

(PE), eritroblastos basoéfilos (EB), eritroblastos policromatéfilos (EPC),
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eritroblastos orocromaticos (EO), y reticulocitos (RET), que tras la completa

expulsion del nucleo celular, se transforman en eritrocitos maduros (Figura 2).

iy "

oG A ; ‘ :

-9 ’— ®@ ® @ o & o
k4 : -;o Erit
e EB EPC

RET e
CFU-E PE
BFU-E

Figura 2: Diferenciacién Eritroide.

El principal factor regulador de la eritropoyesis es la EPO, producida en células
renales y en menor medida en células hepaticas. La EPO realiza un mecanismo de
regulacion positivo sobre las células eritroides. Su presencia promueve la
proliferacién de los progenitores tempranos (BFU-E) y la supervivencia y

diferenciaciéon de progenitores eritroides tardios (CFU-E).

Ademas de la EPO, otras citoquinas participan también de la modulacién de la
eritropoyesis, como la interleucina 3 (IL-3), trombopoyetina (TPO), el ligando de la

tirosina fetal 3 (FLT-3) y el factor de crecimiento de células madre (SCF).

1.2.2. Megacariopoyesis

La megacariopoyesis también deviene de una cascada de diferentes productos
celulares intermedios. Estos, ademas de a nivel fenotipico, se diferencian por el
grado de expresion del receptor de TPO (c-MPL) y en la disminucion del potencial
proliferativo. Ademas de la TPO, la megacaripoyesis esta regulada por otras

citiquinas como la IL-3, IL-6 o la IL-11[3].

Los progenitores tempranos de esta cascada proliferativa son las células
formadoras de brotes megacariociticos (BFU-MK), capaces de amplificar hasta 100
veces tras 21 dias de cultivo. Los BFU-MK dan lugar a las células formadoras de
colonias megacariociticas (CFU-MK), que representan los progenitores tardios
capaces de formar pequefias colonias después de 12 dias de cultivo. A diferencia de
los progenitores tardios eritroides, que contintian con la proliferaciéon y division

celular, los CFU-MK maduran por endomitosis, formando precursores poliploides
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inmaduros que tras un proceso de maduraciéon en la médula dan lugar a
megacariocitos maduros. Estos, al activarse eventualmente por citoquinas como la

TPO, producen las plaquetas (Figura 3).

Ia,}-;l’-—a- “ - éﬁ)’j-—;

Meg-BFC Meg-CFC Meg-| Meg-M Plaguetas

Figura 3: Diferenciacién Megacariocitica.

2.  NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS

Las Neoplasias mieloproliferativas cronicas (NMP), son un grupo heterogéneo de
enfermedades hematopoyéticas clonales que tienen como caracteristica comun
una médula dsea hipercelular. Esta hematopoyesis descontrolada da lugar a un
aumento de las células maduras de una o mas lineas mieloides, provocando a su
vez un incremento del niumero de elementos correspondientes en la sangre

periférica.

Las NMP clasicas comprenden cuatro entidades: La leucemia mieloide crénica
(LMC), la mielofibrosis primaria (MFP), la Policitemia vera (PV) y Ia
Trombocitemia esencial (TE). La agrupacion de estas enfermedades en una tnica
categoria respondid inicialmente a un sentido clinico. Se trata de procesos de
evolucion cronica que habitualmente presentan esplenomegalia, cursan con
recuentos hematimétricos aumentados (eritrocitosis, leucocitosis y trombocitosis)
y en proporcién variable, en funcion de la enfermedad, pueden presentar
eosinofilia y basofilia. Las principales complicaciones de estas patologias son de
tipo trombotico y hemorragico, fibrosis medular y, a largo plazo, un mayor riesgo

de evolucion a leucemia mieloide aguda (LMA).

Este grupo de enfermedades pudo disgregarse gracias al descubrimiento de la
translocacion 9-22, o cromosoma philadelphia, que genera un gen quimera cuyo
producto es la proteina BCR-ABL, causa etiolégica de la LMC [4]. Asi, se pudo

diferenciar la LMC de las NMP philadelphia-negativas (en el resto del presente
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documento, NMP se referira a neoplasias mieloproliferativas philadelphia
negativas). Estas patologias, caracterizadas por un aumento de la masa
eritrocitaria en la PV, la trombocitosis en la TE y la fibrosis medular en la MFP,
fueron finalmente relacionadas a nivel molecular gracias al descubrimiento de la
mutacion V617F del gen JAKZ en el 95% de los pacientes con PV y un 50% de las
TE y MFP [5-9].

2.1. Policitemia Vera

La PV se caracteriza por un incremento de la serie roja de forma independiente a
los mecanismos comunes de regulacién eritropoyética descritos anteriormente.
Ademas, la proliferacién de otras lineas como la mieloide y megacariocitica es
comun en el desarrollo de esta patologia. A nivel molecular, los Unicos marcadores
comunes de la enfermedad son las alteraciones del gen JAK2, como la mutacién
V617F, presente en un 95% de los casos o las del ex6n 12 (que representa un 3%
de los casos). La evolucion clinica de la PV presenta dos fases bien diferenciadas:
una primera pre-policitémica y una segunda policitémica asociada a un incremento
de masa eritrocitaria. Esta ultima fase puede desembocar en una tercera fase post-
policitémica mielofibrética, que se caracteriza por el desarrollo de citopenias,
fibrosis de la médula 6sea, una hematopoyesis ineficaz (en ocasiones
extramedular) y esplenomegalia. Aproximadamente un 2% de las PV pueden

progresar hacia fase mielodisplasica/pre-leucémica o LMA[10].

2.1.1. Caracteristicas clinicas

La incidencia de la PV en Europa es de entre 0.7 y 2.6 por 100.000 habitantes. La
posibilidad de desarrollo de la enfermedad se incrementa segiin avanza la edad del
individuo, siendo 60 afios la edad media del diagnostico y poco frecuente
encontrar pacientes menores de 20 afios. Existe una predominancia de varones
sobre mujeres de aproximadamente 1,5 frente a 1. Aproximadamente un 20% de
los pacientes presentan eventos trombdticos o isquemia cardiaca. El sangrado
también es frecuente, en especial el digestivo. Los sintomas mas comunes son:

dolor de cabeza, vértigo, parestesia, eritromealgia y prurito.

En sangre, a parte de la eritrocitosis, suele aparecer neutrofilia y mas raramente
basofilia. En escasas ocasiones se pueden encontrar granulocitos inmaduros, pero

generalmente no se observan blastos. El 15% de las PV presentan ademas
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trombocitosis. Se observa una médula 6sea hipercelular, con un alto nimero de
precursores eritrociticos y megacariociticos. Ademas del exceso de
megacariocitos, éstos presentan caracteres anormales como nucleos

hiperlobulados en la fase temprana de la enfermedad.

2.1.2. Diagndstico

Segun estableci6 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2008, para el
diagnostico de la PV, el paciente debe presentar los dos criterios mayores y uno

menor, o uno de los criterios mayores y dos menores descritos en la Tabla 1.

Tabla 1: Criterios diagndsticos de la PV segtin la OMS 2008.

Criterios Definicion

1. Evidencia de un incremento de la masa eritrocitaria definida mediante uno
de los siguientes métodos:

a. HB > 18,5 g/dl en hombres, 16,5 en mujeres (masa eritrocitaria >
25% del valor normal).

b. HB o Hcto > percentil 99 segtin rango por edad, sexo, altitud.

c. HB >17 gr/dl en hombres, 15 g/dl en mujeres, si se asocia a un
incremento mantenido y documentado de al menos 2 gr/dl del
valor individual basal que no sea atribuible a una correccién de
déficit de hierro.

d. Elevacion de la masa eritrocitaria > 25% por encima de la media
del valor predictivo normal.

2. Presencia de JAK2V617F u otra mutaciéon funcionalmente similar como la
mutacion de JAK2 en el exdén 12.

Mayores

1. Biopsia de médula ésea hipercelular para la edad con proliferacion trilineal
(panmielosis) y proliferacion prominente eritroide, granulocitica y
megacariocitica.

2. Niveles de EPO en suero por debajo de los valores de referencia.

3. Formacion de colonias eritroides endégenas in vitro

Menores

HB: Hemoglobina. Hcto: Hematocrito

2.1.3. Tratamiento

Dado que los dos principales factores de riesgo en los pacientes con PV son las
complicaciones tromboéticas, el tratamiento de esta neoplasia se ha dirigido e
evitarlas, ya sea con flebotomias para reducir el nimero de hematies y/o con la

administracion de antiagregantes como el acido acetil salicilico (AAS).
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Los pacientes de alto riesgo trombdtico, definido principalmente por la edad y
eventos tromboticos previos, deben recibir también tratamiento citorreductor. El

tratamiento de eleccidn en estos casos es la Hidroxiurea (HU)[11].

EL mecanismo citorreductor y en especial la actividad mielosupresora de la HU no
estan completamente definidos, pero si se ha descrito que actua a nivel de ciclo
celular bloqueando la sintesis de ADN mediante la inhibicion de la Ribonucleotido
reductasa [12]. La HU se administra en dosis de 15-20 mg/kg/dia hasta que el
paciente presenta respuesta (Tabla 2). La tasa de resistencia e intolerancia a este

farmaco en pacientes NMP es de un 20%(13, 14].

Tabla 2: Definicion de la Respuesta Clinico hematoldgica en Policitemia Vera (PV) segun el

European Leukemia Net (ELN) 2009.

Hematocrito<45% sin flebotomias

Cifra de plaquetas < 400x10°/L,

Respuesta completa* Cifra de leucocitos < 10x10°/L,

Bazo normal, por pruebas de imagen

No sintomas relacionados con la enfermedad

Hematocrito<45% sin flebotomias 6 respuestaen 3 o
Respuesta parcial** mas de los otros criterios referidos en Respuesta
completa

Cualquier tipo respuesta que no corresponda a los
criterios de respuesta parcial.

No respuesta

* debe reunir todos los criterios. ** En paciente que no cumplen todos los criterios de
respuesta completa.

El tratamiento de segunda linea en los NMP sin respuesta o intolerancia a HU es el
Interferon alfa (INF-a). En la actualidad estan apareciendo inhibidores de tirosina
quinasa de segunda generacion especificos contra JAK2, que si bien no son
especificos contra JAK2 V617F, controlan la sintomatologia. Estas nuevas

aproximaciones terapéuticas se describiran mas adelante.

La supervivencia media en pacientes tratados supera los 10 anos, disminuyendo en
relacion a los factores de riesgo y la edad. A parte de trombosis y hemorragias, un
2-3% de los pacientes no tratados con agentes citotoxicos evolucionan a LMA. La

incidencia del desarrollo de LMA aumenta hasta un 6% [15] en pacientes tratados.
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2.2. Trombocitemia Esencial

La TE se caracteriza por un incremento de la serie megacaricitica, que produce
trombocitosis en sangre periférica y un incremento de los megacariocitos maduros
en la médula 6sea. A nivel molecular no existen marcadores bioldgicos o genéticos
especificos, pese a que la mutacion JAK2 V617F aparece en un 50% de las mismas.
La distinciéon de la PV (que también puede cursar con trombocitosis) y, en el caso
de las TE JAK2 WT, la distincién de trombocitosis reactivas, suponen los mayores

retos diagnosticos de esta enfermedad.

2.2.1. Caracteristicas clinicas

La TE presenta una incidencia de 0.6 a 2.5 por cada 100.000 personas al afio, con
una prevalencia de 2-3casos/10.000 habitantes en la Unién Europea, lo que la

encuadra en el campo de las enfermedades raras.

La edad media de presentaciéon de la enfermedad estd en torno a los 60 afios,
aunque por grupos de edad es mas comin en mujeres entre 25 y 50 afios. Mas de
dos terceras partes de los pacientes se mantienen asintomaticos y solo son
diagnosticados tras un contaje anormalmente alto de plaquetas en un analisis de

sangre rutinario.

Los sintomas clinicos son bastante inespecificos, especialmente al inicio. Entre
ellos los mas frecuentes son sintomas de origen vasomotor: cefalea, eritromelalgia
y alteraciones visuales. También pueden aparecer debilidad, parestesias de manos
y pies y vértigos. Las hemorragias mas comunes son generalmente de caracter leve
y se manifiestan habitualmente como epistaxis, equimosis o pequefias hemorragias
gastrointestinales. Pueden aparecer trombosis de grandes venas o arterias, siendo
la TE la causa de la trombosis de la vena esplénica o hepatica que desencadena el
sindrome de Budd-Chiari. Es frecuente la aparicion de isquemia en los dedos y en
mas de la mitad de los pacientes hay esplenomegalia, aunque, en general, no suele

ser excesiva. Un 15-20% de los casos presentan ademas hepatomegalia.

2.2.2. Diagnéstico

Para la confirmacién del diagnéstico de TE, los pacientes deben cumplir los

criterios detallados en la Tabla 3:
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Tabla 3: Criterios diagndsticos OMS 2008. Trombocitemia esencial

Criterios diagnosticos TE

1-Recuento plaquetario mantenido >450 x 10%/L (1)

2-Biopsia de médula 6sea con proliferaciéon del linaje de megacariociticos e
incremento de megacariocitos maduros en numero y tamafio. No incremento
significativo o desviacion izquierda de granulopoyesis neutrofilica o eritropoyesis.

3- No evidencias de PV (2), MFP (3), LMC (4), SMD (5) u otra neoplasia mieloide.

4-Presencia de JAK2V617F u otro marcador clonal; o en ausencia de marcador clonal,
no evidencia de trombocitosis reactiva (6).

(1): Durante el periodo de estudio/diagndstico.(2): Requiere fallo de terapia sustitutiva de hierro
con incremento de niveles de HB en el rango de PV con disminucién de ferritina en suero. La
exclusion de PV estd basada en los niveles de HB y hematocrito. La medida de la masa eritrocitaria
no es requerida. (3): Ausencia de fibrosis coldgena y reticulinica, cuadro eritroblastico en sangre
periférica, o marcada hipercelularidad de la médula ésea respecto a la edad, acompafiado de
morfologia tipica megacariocitica de mielofibrosis primaria: megacariocitos desde pequefios a
grandes, con aberrante relacién nicleo/citoplasma, nucleos hipercromaticos, de contorno irregular
y condensados. (4): Ausencia de cromosoma Philadelphia o del gen de fusion BCR/ABL. (5):
Ausencia de diseritropoyesis y disgranulopoyesis.(6): Causas de trombocitosis reactiva incluyen:
deficit de hierro, esplenectomia, cirugia, infeccion, inflamacidn, enfermedad del tejido conectivo,
metastasis, desérdenes linfoproliferativos. Sin embargo, si hay datos de trombocitosis reactiva y se
cumplen los 3 primeros criterios, no se excluye TE.

2.2.3. Tratamiento:

Al igual que en la PV, el tratamiento en la TE esta orientado a controlar las posibles
complicaciones tromboéticas y hemorragicas. En pacientes con alto riesgo
trombotico esta indicado el uso de tratamiento citorreductor con HU. En pacientes
refractarios a HU (Tabla 4) el tratamiento de segunda linea es el Anagrelide,
farmaco inhibidor de la maduraciéon megacariopoyética. El INF-a solo esta indicado

en pacientes que no responden ni a HU ni a Anagrelide.
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Tabla 4: Definicién de respuesta clinico hematolégica en trombocitemia esencial (TE) ELN

20009.

1-Cifra de plaquetas < 400x109/L.

el e gl a=ke 2.-No sintomas relacionados con la enfermedad.
3.-Bazo normal, por pruebas de imagen.

4-Cifra de leucocitos < 10x109/L.

Cifra de plaquetas < 600x109/L, o descenso de la cifra
de plaquetas en mas del 50% respecto a la cifra basal.

Respuesta parcial**

Cualquier tipo de respuesta que no corresponda con

No respuesta . .
los criterios de respuesta parcial.

* debe reunir todos los criterios. ** En paciente que no cumplen todos los criterios de respuesta
completa.

La supervivencia media de los pacientes con TE es de 10-15 afios. Alrededor de un
2% de los casos pueden evolucionar a LMA, y menos de un 1% pueden terminar

desarrollando fibrosis medular asociada a metaplasia mieloide [16].

3.  VIAS DE SENALIZACION HEMATOPOYETICAS

Las NMP se caracterizan por una expansiéon clonal descontrolada de ciertos
precursores hematopoyéticos. Esta proliferacion ha de ser producida por fallos en
las cascadas de sefializacién proliferativas o en los mecanismos de control de las
mismas. Ejemplo de ello es la mutacion V617F en la tirosina quinasa JAK2. Esta
mutacidn esta presente en mas de un 95% de las PV y en un 50% de las TE y MFP,
siendo la aberracidn mas comun descrita en estas patologias hasta la fecha [9].
Otras alteraciones recurrentes en los NMP son las producidas en el Exon 12 de

JAKZ2 y mutaciones en el receptor de trombopoyetina c-MPL.

En los siguientes apartados se describen las diferentes vias proliferativas
relacionadas con la hematopoyesis, y su posible relacién con la fisiopatogenia de

estas enfermedades.
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3.1. Senalizacion mediada por la via JAK-STAT

El principal nexo de uniéon entre las diferentes NMP Phi negativas son las
alteraciones del gen de JAKZ. Este gen, perteneciente a la familia de las Janus
quinasas, esta involucrado en los procesos de transduccién de sefial mediado por
citoquinas y es clave en la activacidn, proliferacion y supervivencia de las células

hematologicas.

3.1.1. Familia Janus quinasa

En mamiferos existen 4 miembros de la familia Janus quinasa; JAK1, JAK2, JAK3 y
TIK2 [17]. JAK1 se relaciona con la sefializacion mediada por IL6 y otras
citoquinas[18, 19]. JAK3 esta involucrado en la sefalizacion mediadada por
receptores linfoides [20]. TYK2 forma parte de la cascada de activacion de los
genes relacionados con el INF-a. JAK2 por su parte, es activado en respuesta a la
unién de un gran numero de receptores de citoquinas con su ligando, entre ellos
EPOr, c-MPL, G-CSF o IL3 e IL5. JAK2 a su vez, activa los efectores de las diferentes
cascadas de sefializacién como STAT, MAPK, o AKT [17, 21].

Estas proteinas presentan 7 dominios conservados (Figura 4), ordenados de
menor a mayor desde el C-terminal hasta el N-Terminal. Los dominios JH1 y JH2
también conocidos como dominio quinasa y pseudoquinasa respectivamente, son
los encargados de la transduccién y modulacion de la sefial captada por el receptor
de citoquinas correspondiente. El dominio pseudoquinasa, tiene una alta
homologia con el dominio quinasa, pero carece de actividad catalitica. Este
dominio actiia como modulador de la sefial mediante la inhibicién de la actividad

de JH1[22].

JH2 JH1

Figura 4: Dominios comunes a las proteinas de la familia Janus quinasa.
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La regiéon JH3-JH4 también conocida como SH-2, (Region homoéloga al dominio 2 de
SRC) se encarga de la unidn a los efectores STAT y otros sustratos [23]. Por ultimo,
los dominios JH5-JH6-JH7 constituyen la region FERM (Four-point-one, Ezrin,
Radxin, Moesin), que media la unién a los receptores de citoquinas y otras

proteinas [24].

3.1.2. Stats

Todas las proteinas de la familia STAT (Signal transducers and activators of
transcription), poseen en su estructura tres dominios conservados. El primero es
un dominio SH2, encargado de la unién a los residuos fosforilados de tirosina
quinasas y la dimerizacion de los propios STATs. El segundo es un dominio de
unién a DNA, y el tercero se encarga de la activacion transcripcional [25]. En
mamiferos se han descrito 7 STATs diferentes. STAT1 y STAT2 se relacionan con
las sefales promovidas por INF. STAT4 y STAT6 son clave en el desarrollo de
linfocitos Th1l y Th2 respectivamente. Dentro de esta familia, los genes mas
importantes para la hematopoyesis y que se relacionan con JAK2 son STATS [26] y
en menor medida STAT3 [27]. La versatilidad de estas moléculas es mucho mayor
de lo aqui expuesto ya que los diferentes STATs pueden dimerizar de forma
heterdloga, formando por ejemplo dimeros STAT1/STAT5, STAT3/STAT2 que

amplian enormemente la plasticidad de las sefiales mediadas por estas moléculas.

3.1.3. Via de senializacion JAK/STAT

La interaccion entre el ligando y su receptor especifico produce la dimerizacién del
mismo, permitiendo que las moléculas de JAK2 ancladas a dicho receptor
interaccionen entre si, activindose mutuamente por fosforilacion [28]. Esta
activacion permite el reclutamiento de las moléculas STAT, su fosforilacidn,
dimerizacion, activacion y posterior traslacion al nucleo, (Figura 5) donde actian
como factor de transcripcion de genes relacionados con la supervivencia y

proliferacién celular [27].
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Figura 5: Principales vias de sefializacion relacionadas con JAK. Como se puede observar,
la activacion de JAK, desencadena la transduccion de sefial al nicleo mediada por las
principales cascadas proliferativas, siendo el efector comtn de todas ellas las proteinas
STAT.

La fosforilacion de JAK2 permite a su vez la activacion de las vias PI3K/AKT y
MAPK induciendo a su vez los mecanismos del ciclo celular, de evasion de la

apoptosis y de los diferentes factores de crecimiento.

Cabe destacar que tras la traduccion, la proteina JAK2 se une a los diferentes
receptores en el reticulo endoplasmatico. Esta uniéon es imprescindible para el
correcto procesamiento del receptor en el aparato de Golgi y su posterior
expresion en la superficie celular [29], por lo que no existen moléculas de JAK2

libres en el citoplasma. La eliminacion del gen JAK2 en modelos murinos causa la
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completa desaparicion de los progenitores eritropoyéticos, y la muerte a los 12

dias de desarrollo embrionario [30].

3.1.4. Regulacién JAK STAT

La activacién de la via de sefializacion JAK-STAT es rapida pero de corta duracion.
Existen varios mecanismos de control negativo de la misma que la desconectan
rapidamente. Uno de los mejor definidos son los supresores de la sefializacion por
citoquinas (SOCS), proteinas de pequefio tamafio que también poseen un dominio
SH2, el cual les permite competir con los STAT por la unién a JAK2 fosforilado[31].
Ademas, estos genes supresores de tumores pueden inhibir directamente JAK2
uniéndose a la region catalitica del mismo. Por ultimo, Las proteinas de la familia
SOCS tienen la capacidad de marcar las distintas enzimas involucradas en la

sefializacidn para su ubiquitinacién y posterior degradacion en el proteosoma [32].

La regulacién negativa de la via JAK-STAT no solo esta mediada por las proteinas
de la familia SOCS. Otras proteinas implicadas en dicha regulaciéon son las
proteinas inhibidores de STAT activado (PIAS). Hasta el momento se han descrito 5
PIAS, todas ellas con un dominio de dedos de zinc en su estructura. Esto les
permite bloquear de forma competitiva los sitios de unién de los diferentes STATs

al ADN [33].

La altima familia de proteinas con capacidad de inhibicién de la via JAK-STAT son
las diferentes Tirosina fosfatasas (PTPs). Algunas de ellas, como las SHPs cuentan,
al igual que las proteinas de la familia SOCS, con un dominio SH2 asociado al
dominio fosfatasa, que les permite unirse a los residuos tirosina fosforilados de los
diferentes transductores de sefial [33]. El silenciamiento de las SHPs se ha
encontrado en diferentes enfermedades hematoldgicas como la leucemia, linfomas
y mieloma multiple [34-36]. Ademas de las SHPs, otra tirosina fosfatasa, el ligando

CD45, se ha definido como regulador clave de la via JAK-STAT [37].

3.1.5. Alteraciones de JAKZ y fisiopatogenia de NMP

Como se ha mostrado previamente, la activacion de la via JAK/STAT es clave en la
hematopoyesis, y su regulacion permite mantener la homeostasis. Esta regulacion

falla en los diferentes NMP.
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El reemplazamiento de la guanina 1849 por una tirosina (G>T) en el gen JAKZ,
provoca el cambio de una valina por un fenilalanina en la posicién 617 de la
proteina final. Esta posicion se encuentra en el dominio JH2 pseudoquinasa[9, 22],
y la mutacion impide que este dominio inhiba el dominio JH1 quinasa,
produciéndose una activacion constitutiva de la proteina JAK2. Esta activacion se
produce en ausencia de la uniéon de ligando a los diferentes receptores de
citoquinas (EPO, G-CSF, c-MPL) y de forma independiente a los distintos
mecanismos de regulacion descritos, provocando la activaciéon de las vias

proliferativas como JAK-STAT, AKT y MAPK [9, 38, 39].

Otras alteraciones tipicas relacionadas con la fisiopatogenia de las NMP son las
mutaciones en el exén 12 de JAK2, encontrada en un 3% de las PV JAK2 WT (del
ingles “Wild Type”, tipo salvaje, no mutado) o la mutacién del gen MPL, presente

en entre un 5 % de las TE JAK2 WT.

3.2. Descripcion de la via MAPK

Como se ha comentado previamente, la sefializacion mediada por JAK2 no solo se
realiza a través de las moléculas STAT, sino que activa otros nodos dentro de las
principales redes de sefalizacion celular. En particular activa las vias MAPK y

PI3K/AKT, que seran descritas a continuacion.

Las “mitogen activated protein kinases” son tirosina quinasas citosélicas que
median en procesos de proliferacidn, migracidon y supervivencia celular [40]. Estas
proteinas no se engloban dentro de unica via lineal de sefializacion, sino en tres
vias paralelas, que pueden estar interconectadas formando una red de sefializacion
que pese a ser redundante, es mucho mas robusta y modulable. Estas tres vias son
la via MAPK clasica (RAF/RAS/MEK/ERK) [21], la via alternativa (P38) y la via de
JNK (Figura 6)

En funcién de su posicién en la cascada de fosforilaciones, las MAP se clasifican
como MAPKKK si son directamente activadas por los transductores de sefial
proximos al receptor, MAPKK a las serina treonina quinasas intermedias y MAPK a
las proteinas finales de la via, con capacidad de translocacién al nucleo y posterior

modulacién de la transcripcién génica [41, 42].
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Figura 6: Proteinas pertenecientes a las vias MAPK. Extraido de www.cellsignal.com

Cada MAPKK se puede activar, en funcién del estimulo recibido, por mas de una
MAPKK quinasa (MAPKKK), y por quinasas pertenecientes a otras vias como AKT
[21], incrementdndose asi la complejidad y diversidad de la sefializacién a través

de estas vias.

La activacidon de las MAPKs requiere la fosforilacion de residuos conservados de
tirosina y treonina mediante las MAPKKs. La fosforilacion de las MAPKs provoca la
translocacion al nucleo de éstas, donde activan factores de transcripcién. Para
entender la sutileza de la activacion de estas redes, basta como ejemplo la
MAPKKK RAF1. Esta proteina posee al menos trece sitios de regulacién por
fosforilacién, siendo necesaria la fosforilacién en S338, Y340 y Y341 para ser
activa. A su vez RAF1 se une y activa especificamente a MEK1/2, pero puede
actuar sobre numerosas otras dianas como factores de transcripciéon nucleares,

proteinas presentes en el citoplasma y otras quinasa como AKT [43].

La activacion y sobre-expresion de proteinas pertenecientes a esta familia como
p38, RAF1 o MEK, ha sido relacionada previamente con la patogénesis de los NMP.
[44-46]
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3.3. Descripcion de la via PI3K/AKT

Otra de las vias clave en la red de sefializacién celular es la via PI3K/AKT. Las
fosfoinositol-3 quinasas (PI3K) son un grupo de proteinas que se caracterizan por
fosforilar el grupo 3’-OH del anillo de inositol en fosfolipidos de membrana [47]. El
sustrato principal de estas proteinas es el fosfoinositol 4, 5-bifosfato (PIP2).La
activacion de las PI3Ks se produce a través de los receptores de citoquinas, que
una vez activados reclutan a PI3K uniéndose mediante los dominios SH2 de una
proteina adaptadora (como JAK2) que acttia de enlace entre el receptor y la PI3K

(Figura 7).

Tras la activacion de PI3K se produce una cascada de modificaciones en ciertos
fosfolipidos de la membrana que termina activando AKT. La proteina AKT/PKB es
el homdlogo celular del oncogén viral v-Akt que posee homologia, a su vez, con las
proteinas PKA y PKC. Existen tres isoformas de AKT en mamiferos: AKT1 AKT2 y
AKT3. Tras activarse, AKT puede actuar a su vez sobre distintos sustratos
relacionados con diversas funciones fisioldgicas como la proliferacion celular, la
inhibicién de la apoptosis, la migracién celular, la angiogénesis y el metabolismo

de la glucosa [48].

La activacion o sobre-expresion de PI3K/AKT se ha relacionado con diversas
neoplasias como carcinomas pancreaticos, neuroblastoma y cancer de ovario[49,
50]. También se ha encontrado una sobre activacion y sobre-expresion del mismo

en algunos modelos de NMP [9, 45, 51].
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Cell cycle

‘Glucose metabolism

Nature Reviews | Cancer

Figura 7: Sefializacién mediada por AKT. Se muestran la implicacidn de las proteinas PI3K
(P85/P110) y AKT en las diferentes funciones celulares. RTK: Receptor unido a tirosina
kinasa. Extraido de Nature Reviews Cancer 2, 489-501 (July 2010)

3.4. Descripcion de las quinasas SRC

Como el resto de tirosina quinasas descritas, las proteinas de la familia SRC poseen
un dominio SH2 que media las interacciones proteina proteina y un dominio
kinasa efector. Estas proteinas actian como crosslinker entre los receptores
tirosina quinasa (RTKs) y las moléculas efectoras y factores de transcripcion en
multitud de procesos celulares como la proliferacion, la adhesion o la migracion
celular [52]. Uno de sus efectores o dianas clave son las proteinas STATSs [53], pero

actiian sobre todas las vias proliferativas descritas anteriormente (Figura 8).

Niveles elevados de actividad de algunas proteinas de la familias SRC como Lyn y

cSRC se han descrito en numerosos modelos celulares de cancer [54, 55] Los
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residuos de tirosina fosforilados en proteinas de esta familia son criticos en la
activaciéon de multitud de vias de sefalizacién oncolégicas. A la vista de estos
resultados, se desarrollé el Dasatinib, originalmente contra estas dianas [56].
Posteriormente, esta molécula demostré un alto grado de eficacia contra el gen

quimera BCR-ABL, hasta el punto que en la actualidad esta siendo utilizado como

tratamiento de primera linea en LMC.

>
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Figura 8: Interaccion de las SRC con las principales vias de sefializacion celular. Extraido

de Justin, M y col. Clinical Cancer Research 2006.

Algunas de las proteinas de la familia SRC como LYN, pueden estar relacionadas
con la sefializaciéon mediada por el receptor de la EPO y activar a STATS5, actuando
de cross-linker en la trasdusccion de sefiales mieloproliferativas [57]. Mas aun,
algunas de las proteinas codificadas por genes de la familia SRC parecen no estar

relacionadas con la cascada de sefializacion de JAK2. De hecho estas proteinas
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tienen un rol similar a las proteinas de la familia JAK; se encuentran unidos a
receptores sin actividad tirosina quinasa intrinseca, generando las primeras
sefiales citosolicas [58]. Esto aumenta el interés del estudio en profundidad de
estas dianas, ya que sus alteraciones en la expresion y activacion serian
independientes de las mutaciones en JAK2. De hecho, algunos grupos ya han
ensayado Dasatinib, en lineas celulares y en pacientes con PV con cierto éxito [59,

60].

3.5. Proteinas de choque térmico

Las “Heat Sock Proteins” (HSP) son chaperonas ATP dependientes que regulan el
correcto plegamiento de sus proteinas diana y garantizan que éstas no pierden su
estructura durante su vida util, siendo ubiquitinadas y degradadas por el
proteosoma, aquellas que pierden dicha estructura [61]. Ademdas de regular la
homeostasis de la célula, algunas HSP como la de 70KDa, se han relacionado con la
evasion de la apoptosis y la superviviencia celular [62]. Otras como HSP90 han
sido directamente relacionadas con proteinas clave en la fisiopatogenia de las

NMP, como JAK2 [63, 64].

3.6.Inhibidores de tirosina quinasa

Los inhibidores de tirosina quinasa son compuestos de pequefio tamafio
disefiados para competir con el ATP por la unién al dominio quinasa [65], o con los
sitios de control alostérico de estas proteinas [66]. El primer inhibidor de esta
clase fue el mesilato de imatinib, dirigido contra la onco-proteina quinasa de fusién

BCR-ABL, causa etioldgica de la Leucemia Mieloide Cronica [67, 68].

Precisamente el analogo al imatinib, Dasatinib, ademas de inhibir BCR-ABL, actua
sobre otras tirosina quinasas como las pertenecientes a la familia SRC o c-KIT. Esta
relativa inespecifidad puede ser una ventaja. Se ha comprobado que la presencia
de otras tirosina quinasas activadas en el tumor, ademas de la diana, representan
un mecanismo de resistencia importante para estos inhibidores[68-70]. Estas
observaciones llevaron a la hipétesis de que la inhibiciéon multiple puede ser una

estrategia terapéutica eficaz [71].

Aparte de mecanismos de resistencia, estos compuestos presentan una moderada

toxicidad dosis dependiente, relacionada con la funcién de sus dianas. Para los
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inhibidores de receptores implicados en la angiogénesis, como por ejemplo VEGFR,
se ha descrito riesgo de hemorragia, trombosis e hipertensiéon. Para aquellos que
inhiben EGFR, los principales sintomas de toxicidad son diarrea y erupcién

cutinea.

Sin embargo esta familia de compuestos representa una de las aproximaciones
mas novedosas para el manejo de multitud de neoplasias. El Ruxolitinib, por
ejemplo, inhibidor de la familia Janus kinasa ha demostrado su eficacia en el

manejo de la sintomatologia de los casos mas graves de NMP [72].

3.7.Plataformas de cribado génico y protedmico

Las técnicas de cribado génico como los microarrays de expresiéon han sido
ampliamente utilizadas en los ultimos afios. Estas permiten identificar patrones
diferenciales de expresion génica entre las poblaciones a estudio. La bibliografia en
este respecto en el campo de las NMP es amplia [44, 60, 73]. Sin embargo todos los
autores coinciden en la necesitad de validar los datos obtenidos mediante técnicas

mas precisas como la RT-PCR o incluso mediante estudios funcionales [69].

Por otro lado, la tecnologia de microarrays de metilaciéon, desarrollada
recientemente, permite identificar los patrones de silenciamiento génico por
metilacion de islas CpG, fenémeno clave de regulacion epigenética. La
relativamente reciente aparicién de esta técnica de andlisis masivo, limita la
bibliografia al respecto. Subero y col, encuentran una importante variabilidad
entre los casos de pacientes con diferentes neoplasias hematologicas, sugiriendo
que detras de estos efectos pueden encontrarse errores en la maquinaria de

regulacion epigenética [74].

Por ultimo, los andlisis de expresidn/activacion proteica mediante geles 2D y
espectrometria de masas permiten identificar diferencias de expresion, activacién
y modificacién proteica. Esta aproximaciéon se divide en dos partes a nivel
experimental. En la primera se separan las proteinas de la muestra problema en
funcién de su punto isoeléctrico y su masa. El andlisis bioinformatico posterior
permite la identificacién de las proteinas (spots en el gel) diferencialemente
expresadas entre las diferentes muestras. La extraccion y andlisis mediante

espectrometria de masas permite la identificacidon de la secuencia, permitiendo asi
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obtener un mapa de la expresion diferencial a nivel proteico entre las poblaciones
a estudio. No existen precedentes de este tipo de estudios en neoplasias

hematologicas.

3.8.Efectos sinérgicos entre farmacos

Dos farmacos que producen efectos similares, si se administran juntos, pueden
mostrar una actividad superior, inferior o igual a la suma de sus efectos al ser
administrados por separado. En el primer caso hablamos de efecto sinérgico. Si el
efecto es menor a sus efectos por separado, estos compuestos se definen como
antagonistas. Si su actividad en conjunto es similar a la suma de su actividades por
separado, hablamos de efecto aditivo [75]. La aparicién de este fendmeno, dificil de
prever a nivel tedrico, puede sin embargo ayudar a comprender los mecanismos de

accidn de los diferentes farmacos a nivel molecular [76].

A diferencia de las aproximaciones empiricas y estadisticas previas para
cuantificar este fendmeno, Chow y Talalay, se valieron de la ley de accion de masas
para derivar la ecuacidon del efecto medio, que permite calcular el indice de

combinacién [77], como se muestra en la secciéon de material y métodos.




II. FUNDAMENTOS
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Las Neoplasias Mieloproliferativas Philadelphia negativas, son un conjunto
heterogéneo de enfermedades, con una etiologia muy compleja a nivel molecular.
La alteraciéon mas frecuente es la mutacién V617F de la proteina codificada por el
gen JAK2. Esta mutacion esta presente en las tres NMP phi negativas, pero con
diferente frecuencia. Por un lado, un 95% de las PV la presentan, sin embargo solo
se encuentra en un 50% de las TE y MFP. Estas diferencias en la frecuencia de
aparicion, junto con el hecho de que una unica mutacién se relacione con tres
fenotipos diferentes, sugieren que las mutaciones de JAK2 no son alteraciones
primarias en estas enfermedades, debiendo existir otras mutaciones que expliquen

la aparicion de las mismas.

Dado que las NMP se caracterizan por la expansion clonal adquirida de una célula
madre hematopoyética con predominio de una linea celular especifica, se puede
establecer la hipétesis de que estas posibles alteraciones desconocidas deberan
estar relacionas con vias de sefializacion proliferativas o con eventos clave en la

diferenciacién especifica de las distintas lineas mieloides.

Actualmente el tratamiento de los pacientes diagnosticados con NMP se basa en el
control de la sintomatologia mediante el uso de agentes anticoagulantes,
antiagregantes, antiplaquetarios o citotéxicos como la hidroxiurea o el alfa
interferén. Sin embargo estos tratamientos presentan importantes limitaciones,
como el hecho de no eliminar el clon tumoral, la aparicién de resistencia en un
20% de los casos o la necesidad de la supresion completa del mismo en otro 20%

debido a efectos secundarios.

El desarrollo de nuevos farmacos, inhibidores de proteinas con actividad tirosina
quinasa como Ruxolitinib disefiado contra JAK2, ofrece una potente nueva arma
para tratar de forma especifica las NMP. Sin embargo, pese a que los primeros
estudios clinicos con este compuesto estdn mostrando una buena tolerancia y
control de la sintomatologia de la enfermedad, no elimina el clon patolégico ya que
no disminuye la carga tumoral de JAK2 V617F. Tampoco disminuye la fibrosis
medular y presenta ciertas complicaciones secundarias como el desarrollo de

citopenias en pacientes con MFP.

FUNDAMENTOS
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Por estos motivos, es necesario determinar otras alteraciones moleculares que
permitan definir nuevas dianas terapéuticas para el tratamiento de este grupo de

enfermedades asi como ampliar el conocimiento etiopatologico de las mismas.




II1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Hipotesis

1. Existen otras alteraciones moleculares diferentes a las de JAK2 que pueden
definir la fisiopatogenia de las Neoplasias Mieloproliferativas Philadelphia
negativas y justificar las diferencias entre Policitemia Vera y Trombocitemia

Esencial.

2. El establecimiento y analisis de estas posibles nuevas alteraciones podria

definir nuevas estrategias terapéuticas orientadas a estos pacientes.

Objetivos

1. Determinar mediante técnicas de cribado epigenético, genético y
proteémico, alteraciones que puedan relacionarse con la etiologia de las

NMP.

2. Analizar los efectos de la inhibicién de las dianas moleculares encontradas

en diferentes modelos celulares de NMP.

a. Seleccionar inhibidores que, siendo lo mas especificos posible contra
las dianas establecidas, estén aprobados o en fase de validacion en

ensayos clinicos.

b. Determinar los posibles efectos antitumorales de dichos inhibidores
y los mecanismos de accion a nivel molecular de los mismos, tanto en
modelos celulares como en células primarias de pacientes

diagnosticados con NMP

C. Analizar los posibles efectos sinérgicos de los inhibidores
seleccionados con Ruxolitinib, en los diferentes modelos celulares

analizados.

3. Determinar posibles nuevas herramientas predictivas de la definicién de
respuesta que permitan definir el tratamiento mas adecuado para cada

paciente NMP de forma personalizada.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS [N
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1.  PACIENTES

En el presente estudio se han analizado muestras de 103 pacientes, de los cuales,
42 fueron diagnosticados de PV, 46 de TE JAK V617F positiva y 16 de TE JAKZ
V617F negativa (WT). Todos los pacientes fueron diagnosticados aplicando los
criterios de la OMS en el hospital de procedencia; Hospital Universitario Doce de
Octubre de Madrid, Hospital del Mar de Barcelona, Hospital Infanta Leonor de
Madrid, Hospital Virgen de la Salud de Toledo, Hospital Severo Ochoa de Madrid,
Hospital Universitario Ramdén y Cajal de Madrid y Hospital Universitario Clinico
San Carlos de Madrid. El estudio fue aprobado por el comité de ética del Hospital
12 de Octubre y se obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los

pacientes, de acuerdo con la Declaracién de Helsinki.

1.1. Analisis epigenético de metilacion

Para analizar el perfil de metilacion en NMP, se seleccionaron un total de 35
muestras de pacientes recogidas en el momento del diagnostico; 11 TE JAK2
V617F, 12 ET JAK2 WT y 12 PV JAK2 V617F, asi como 12 donantes control no

enfermos.

De los 35 pacientes (21 mujeres/14 hombres), con una edad media de 59,5 afios
(rango: 34-78), tres de ellos presentaron eventos tromboticos al diagnostico. El
recuento medio de plaquetas fue de 421:10° / L (rango: 201-10° - 1328-107) en PV
y de 747,5-10° / L (455-10° - 1896-107) en TE. Los valores de hemoglobina en las
poblaciones a estudio fueron de 18,7 g / dL (17,5-21,7) en PVy 14,8 g / dL (11,9-
16,2) en TE. Seis de los pacientes diagnosticados con PV y tres casos de TE
presentaban leucocitosis (> 12,53-10°¢ leucocitos / L) al momento del diagnéstico.
El recuento de leucocitos medio fue de 12,4-10°/ L en PV (8,0-20,1) y de 4,8:10°/ L

(rango 4,8-13,7). Todas las muestras contenian mas del 70% de neutrofilos.

1.2. Analisis de expresion génica
En el analisis de expresion génica, se incluyeron 49 pacientes diagnosticados con
NMP JAK2 V617F (21 PV y 28 TE), ocho pacientes con eritrocitosis secundaria (ES)
a hipoxemia, y 30 donantes control no enfermos. De los 49 casos, 23 fueron

estudiados en el momento del diagnostico y 26 tras tratamiento con HU. Las

PACIENTES MATERIALES Y METODOS [
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caracteristicas clinicas y biolégicas en el momento del diagndstico y durante el
seguimiento se resumen en la Tabla 5. La respuesta al tratamiento con HU fue
definida de acuerdo a las recomendaciones de Vannucchi et al. [78] y a los criterios
de respuesta clinico hematologicos de PV y ET definidos en la conferencia de la

European Leukimia Net de 2009[79].

Tabla 5: Caracteristicas clinicas y de laboratorio en el momento del diagnéstico y durante

el seguimiento de los pacientes incluidos en el estudio de expresion génica. TE=TE JAK2

V617F.
Pacientes 10 16 11 12
Sexo (M/F) 5/5 6/10 6/5 2/10
Edad al diagnostico 64,5 (37-77) 65 (20-92) 57 (21-74) 56 (39-87)
Esplenomegalia 0/10 0/16 1/11 1/12
Hepatomegalia 2/10 2/16 1/11 0/12
Hemoglobina (g/100 mL) 20,05 (17,5-22,5) 15,2 (12,5-16,4) 15,5 (14,2-21,3) 13,9 (11,9-19,5)
Hematocrito 58 (51,1-66,4) 45,9 (38,5-49,4) 46,3 (42,7-61) 43 (39,2-59)

WBC (x109/L)

11,1 (5,91-14,7)

9,61 (5,96-19,2)

8,44 (5,2-14,34)

10,2 (6,9-14,8)

436,5(305-1328) 821 (552-11580) 582 (215-819) 655 (538-996)

Plaquetas (x109/L)
LDH incrementada 4/10 3/16 1/11 1/2
Eventos trombdéticos (diag.) 0/10 3/16 2/11 1/12
Eventos Hemorragicos (diag.) 0/10 2/16 0/11 0/12
Eventos trombéticos (trat.) 4/10 3/16 - -
Eventos hemorragicos (trat.) 0/10 0/16 - -

Carga alélica JAK2V617F 20,5% (1,64-100) 6,9% (0,7-29,5)  36,8% (2,3-128,8) 23,5% (2,3-36,1)

Duracion de la enfermedad * 60,5 (1-122) 118 (4-216) 0 0
Duracion del tratamiento* 60,5 (1-122) 118 (4-216) 0 0
Respuesta a HU 4/10 7/16 - -

*Meses. Diag: Eventos al diagnoéstico. Trat: Eventos tras el tratamiento, previos a la recogida de la
muestra. WBC: Whole blood cells.

1.3. Analisis del perfil proteémico

Para el estudio protedmico se utilizaron 20 extractos proteicos citosdlicos
procedentes de pacientes diagnosticados con NMP. Ademas se incluyeron 10 casos
control no enfermos. Las muestras se agruparon en “pooles” para reducir el

nimero de genes necesarios. Los datos clinicos y biolégicos de los pacientes

m PACIENTES MATERIALES Y METODOS
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incluidos en este estudio estan detallados en la Tesis Doctoral de Miguel Gallardo

Delgado [80].

1.4.Andlisis funcionales

Con el fin de analizar en cultivos celulares los resultados obtenidos en los analisis
previos, se desarrollaron cultivos celulares de colonias eritroides de 8 muestras de
pacientes diagnosticados con PV y 14 diagnosticados con TE (3 de ellos sin la
mutacion JAK2 V617F). Ninguno de los pacientes incluidos presentaba tratamiento
en el momento del estudio (Tabla 6). A parte de los casos patoldgicos, se
incluyeron cuatro muestras de sangre periférica de donantes control no enfermos

y 2 muestras de cordon umbilical.

Tabla 6: Datos clinicos de las muestras utilizadas en los estudios funcionales.

TEIAGE VOL7E | TEAK W
Sexo(M/F) 3/5 2/5 2/2
Edad Diagnostico 59,5 (35-81) 51,9 (34-94) 46,8
Esplenomegalia 2/8 3/7 0/3
Hepatomegalia 1/8 1/7 0/3
Hemoglobina
17,35 (15,3-20,3) 14,55 (12,0-15,5) 15,9 (15,7-16,2)

(g/100mL)

53,6 (45,5-60,5) 44.1 (37,4-47,9) 48,3 (46,6-49,9
Plaquetas (x109/L) 545,55 (346-904) 580,5 (477-694) 762,7 (514-895)
LDH incrementada 4/8 3/7 1/3

Carga alélica
49,54 % (8,53-100) 28,11% (11-49,8) -
JAK2V617F
Duracion de la
37 (7-156) 29 (8-96) 53(12-144)
enfermedad*

wew 0 -

Respuesta a HU 5/8 4/7 1/2

s Z z
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Extraccion de células, acidos nucleidos y proteinas

En los diferentes estudios realizados se ha trabajado con poblaciones celulares
especificas obtenidas de muestras de sangre periférica o médula 6sea. En el caso
del microarray de metilaciéon se utilizaron células totales tras lisis de eritrocitos
(Red Blood Lysis Buffer, Roche Applied Sciences). Para el microarray de expresion
se extrajeron los neutréfilos mediante una separacion por gradiente de densidad
de Ficoll-Paque (Pharmacia, Mannheim, Alemania)[81]. Esta misma técnica se
aplicé para separar las células mononucleadas utilizadas en los cultivos de colonias
eritroides. Por ultimo, en los cultivos de células madre mieloides se separé la
poblacion CD34 positiva a partir de células mononucleadas de médula o6sea,
mediante el empleo de bolas magnéticas ligadas a anticuerpos anti CD34 (Miltenyi

Biotech, Bergisch, Gladbach, Alemania).

El niimero de células viables se determin6 mediante contaje automatico (Cultek),
contaje con Azul Tripano o utilizando el ensayo colorimétrico WST-1 (Roche
Applied Sciences). El Azul Tripano es un compuesto coloreado capaz de penetrar
en las células muertas, siendo las vivas impermeables al colorante. Esto permite la
distincion y determinaciéon de ambas poblaciones en una cdmara de Neubauer. En
el ensayo con WST-1, la senal colorimétrica es detectada en células viables, en las
que la sal soluble de tetrazolio es hidrolizada por la deshidrogenasa mitocondrial,

dando como producto formazan, compuesto coloreado cuantificable a 450nm.

Para la extraccion de ADN gendmico se utilizé el sistema automatico de extracciéon
Maxwell 16 SEV (Promega). La cantidad y calidad del DNA fue determinada en un
expectrofotometro Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies. Newark, USA).

El ARN fue extraido a partir de al menos un millén de células con TRIzol®,
(Invitrogen, Life Technologies). Tras determinar la cantidad y calidad del mismo en
un Nanodrop, el ARN fue retrotranscrito por PCR a ADNc utilizando la

retrotranscriptasa termoestable MMLV-modificada (Applied Biosystems).

Para la extraccion proteica se aplicaron dos aproximaciones. En la primera, se
separd proteina total lisando las células con el reactivo cytobuster (Roche Applied

Sciences) en presencia de inhibidor de proteasas (proteinase inhibitor, Roche) y
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fosfatasas (fosfatase inhibitor coctail, roche). Para la separacion de la fraccién
citosolica se utilizo el kit ProteoExtract™ Subcellular Proteome Extraction Kit
(Calbiochem). La concentracién proteica se cuantific6 mediante el método de

Lowry utilizando el kit Dc Protein Assay de Bio-Rad.

2.2. Microarray de metilacion

Para desarrollar este analisis, realizado en la unidad de genotipado humano
(CEGEN) del CNIO, el ADN de sangre periférica fue primero transformado con
bisulfito utilizando el ensayo "Zymo EZ DNA methylation kit”, (Zymo Research, CA,
USA). Este reactivo transforma las citosinas no metiladas en uracilos, conservando

las metiladas. Esto permite diferenciar unas de otras (Figura 9).

Unmethylated Methylated

W Conversion

Figura 9: Conversion del ADN con bisulfito. Transformacién de las citosinas no

metiladas a uracilos mediante este reactivo (imagen extraida de www.illumina.com).

El ADN transformado con bisulfito es hibridado posteriormente a la plataforma
HumanMethylation27 Beadchip DNA array (Illumina Inc., CA, USA). Este soporte
permite analizar 27.578 loci CpG ubicados en las regiones promotoras de mas de
14 000 genes. El grado de metilaciéon es determinado gracias a que para cada isla
CpG, hay un locus en el array con sondas fluorescentes especificas para ADN
metilado incapaces de amplificar la secuencia no metilada y al contrario para el
locus con sondas para ADN no metilado (Figura 10). El grado de fluorescencia
comparado con un patréon proporciona el valor 3, que describe el tanto por uno del

grado de metilacion de una isla CpG concreta de la muestra.
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Figura 10. Esquema de identificacién de la metilacidn. A la izquierda se observa como
una sonda especifica para una isla CpG metilada, permite la amplificacién y posterior
deteccién del fragmento gracias a los dNTP marcados. A la derecha se muestra como esta
misma sonda no permite la amplificaciéon de la isla CpG no metilada, en la que la C se

transformo6 en U y est4, tras la transcripcion inversa, pas6 a T.

En funcién del valor  obtenido, se definieron tres intervalos de estudio para cada
muestra especifica perteneciente a una de las poblaciones analizadas. Valores
inferiores de 0,25 fueron consideradas muestras hipometiladas (Figura 11). Los
casos con un [3 mayor de 0,75 se definieron como hipermetiladas. Los casos con

valores 0,25<(<0,75 por su parte, fueron definidos como hemimetilados.
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Figura 11: Mapa de frecuencias de valor 3 en las diferentes poblaciones estudiadas.
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2.3. Microarray de expresion

En este estudio se incluyeron muestras de 14 pacientes diagnosticados con NMP
que presentaban la mutacion JAK2 V617F (3 PVy ET 11). Ademas se incluyeron 20
muestras procedentes de donantes control no enfermos, analizados en grupos de
cinco muestras. De las 14 NMP estudiadas, 11 estaban bajo tratamiento con HU y

las tres restantes no habian sido tratadas antes de la obtencion de la muestra.

EL Perfil de expresion se obtuvo utilizando el “Whole Human Genome Oligo
Microarray Kit” (Agilent Technologies, Inc.) en la plataforma de microarrays de la
unidad de linfomas del CNIO. Resumiendo, tras amplificar la muestra con el kit de
amplificacion de ARN (Agilent Technologies), esta se marcé con CY3. Como control
de la expresidn, se utilizo el ARN de referencia “Stratagene Universal Human
Reference RNA” (Agilent Technologies) marcado con CY5. Las muestras
amplificadas y marcadas fueron hibridadas sobre el soporte Agilent 44K human
whole genome microarrays, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
imagenes fueron escaneadas con el G2565BA Microarray Scanner System (Agilent

Technologies).

2.4. PCR cuantitativa en tiempo real

Los resultados del microarray fueron validados mediante PCR cuantitativa en
tiempo real, utilizando tarjetas microfluidicas de 384 pocillos (TLDA, Applied
Biosystems, Framingham, MA, USA) en las que se incluian ensayos tagman para 96
genes. A parte de los genes seleccionados mediante los resultados de microarrays
se afiadieron genes de interés clinico o bidgico desde el punto de vista
bibliografico y tres genes control GAPDH, 18s rRNA y ABL1 (Figura 12). Ademas,
por problemas en la configuracion de la placa, algunos de los genes fueron
analizados de forma individual mediante ensayos de expresion TagMan (Applied

Biosystems).
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Figura 12: Diagrama de flujo del disefio experimental seguido en el andlisis de expresion

génica.

En todos los ensayos se utilizé ADNc de neutrofilos de sangre periférica. La RT-PCR
fue realizada por duplicado en el termociclador ABI PRISM 7900HT Sequence
Detection System (Applied Biosystems). Por dltimo se analizaron 4 muestras mas
en placas de 96 pocillos (Tagman express plates, Applied Biosystems) en un
termociclador ABI PRISM 7500HT. Este soporte tenia la misma configuracion de

los ensayos que las TLDAs.

2.5. Geles 2D DIGE y espectrometria de masas

En este analisis se utilizaron proteinas de la fraccion citosélica extraidas mediante
el kit ProteoExtractTM Subcellular Proteome Extraction Kit (Calbiochem,
Darmstadt, Alemania) a partir de neutrofilos separados de sangre periférica
mediante la técnica de gradiente de densidad de ficoll. Los eritrocitos fueron
eliminados mediante una lisis con un buffer comercial (Red Blood Lysis Buffer, de
Roche Applied Sciences, Mannheim, Alemania). Los extractos proteicos fueron
enviados a la unidad de proteémica del CNB donde fueron procesados y

analizados.
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2.6.Cultivos celulares

2.6.1. Reactivos

El material plastico utilizado en cultivos celulares fue suministrado por Corning
(Corning, NY, USA) o NUNC (Nimbrecht, Alemania). El medio de cultivo RPMI-
1940, la sero albumina bobina (BSA), el tampén PBS y el DMSO fueron adquiridos
en Sigma Aldrich (Steinheim, Alemania). El medio IMDM, el suero bovino fetal
(FBS), la Tripsina-EDTA y los antibioticos (Penicilina-Estreptomicina) vy
antifingico se obtuvieron en la casa Lonza. Para el cultivo de colonias eritroides se
utilizé6 el medio MethoCult H4230 suplementado con rhIL3 (20ng/mL), rhSCF
(50ng/mL) y en el caso de los cultivos facilitados, con 3U/mL de rhEPO, todos ellos

de StemCell (Vancouver, Canada).

A continuacion se describen los diferentes compuestos inhibidores utilizados en

los estudios de viabilidad.

a. Sorafenib

El Sorafenib (Sorafenib tosilato, SelleckChem. Munich, Germany) es una molécula
de pequefio tamafio con efecto inhibidor de multiples tirosina quinasas (Figura
13). Tiene actividad antitumoral y antiangiogénica, induciendo apoptosis en

numerosos modelos tumorales.

Figura 13: Tosilato de Sorafenib; 4-(4-(3-(4- Cloro-3-(trifluoro-metil) fenil) ureido)

fenoxy) N2 metilpiridina-2-carboxamida-4-metilbencenosulfonato.

Entre sus principales dianas se encuentran las quinasas Raf-1 (IC50=6nM), B-Raf
(IC50 22nM), VEGFR1/2/3, Flt-3, c-Kit, c-Ret y PDFRf (223, 230). Sin embargo no
inhibe de forma significativa otras MAPK como MEK-1 o ERK-1 (IC50>10uM).

PACIENTES MATERIALES Y METODOS



Nuevas dianas terapéuticas en neoplasias mieloproliferativas philadelphia negativas

Sorafenib ha sido aprobado para el tratamiento del cancer renal avanzado (RCC) y

carcinoma hepatocelular (HCC).

b. Perifosine

Compuesto de tipo alquil-fosfocolina (Figura 14) activo por via oral, de potencial
efecto antineoplasico. Actia como inhibidor de la via AKT y actualmente esta
aceptado su uso en el tratamiento del Mieloma Multiple y el Neuroblastoma. El

Perifosine fue adquirido en Selleckchem.

Figura 14: Estructura quimica del Perifosine.

c. Dasatinib

Actualmente, aprobado para el uso en pacientes con diagndstico de leucemia
mieloide crénica (LMC) como alternativa del imatinib y de leucemia linfoblastica
aguda positiva para cromosoma Philadelfia (LLA + Ph'). Se esta evaluando su uso
en otros tipos de cancer incluyendo el cancer de préostata avanzado. Ademas de su
efecto sobre la proteina BCR-ABL, Dasatinib tiene actividad inhibitoria sobre otras
proteinas tirosina quinasa como las pertenecientes a la familia SRC. Este

compuesto fue adquirido en Selleckchem.

Figura 15: Estructura quimica del Dasatinib
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d. KNK437

KNK437 inhibe la sintesis de la proteinas de choque térmico HSP70, HSP72 y
HSP105. Estas proteinas se han relacionado recientemente con el procesamiento
de algunas tirosina quinasas como JAK2. El KNK437 fue adquirido en la casa

Tocris.

Figura 16: Estructura de inhibidor de HSP70 KNK437

e. Ruxolitinib

Farmaco usado en el tratamiento de la Mielofibrosis de intermedio-alto riesgo. Esta
siendo investigado su uso en otros tipos de cancer y en la Psoriasis. Se trata de un
inhibidor de Janus Quinasa (JAK) con especial selectividad por los subtipos 1 y 2. El

Ruxolitinib fue cedido por Novartis.
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Figura 17: Estructura quimica del Ruxolitinib
2.6.2. Lineas celulares

a. Lineas HEL

La linea celular HEL fue obtenida de la coleccién europea DSMZ (Braunschweig,
Alemania). Las células se cultivaron en RPMI-1640 con L-Glutamina y NaHCOs3,
suplementado con 10% de suero bovino fetal, a una concentraciéon de 1 x 10°
células/mlL, utilizando flask de 25cm?. La incubacion se realiz6 en atmosfera al 5%
de CO2 y 100% de humedad. Se realiz6 un cambio de medio a las 24 horas y se

realizaron pases cada 3-4 dias (confluencia del medio de cultivo).
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Ademads a partir de este modelo se desarrollo otro resistente a HU: HELR, tras

cultivar las células durante 4 meses con una presion selectiva de 0,1mM de HU.

b. Lineas derivadas de BAF3

El modelo murino BAF3 producido a partir de células ProB tiene la ventaja de ser
facilmente transformable. La linea BAF3 pura fue obtenida en DMSZ. Ademas para
este estudio se dispuso de 2 modelos transformados, uno con EPOR y JAK2V617F y
otro con EPOR y JAK2 V617F WT.

Esta linea, IL3 dependiente, fue cultivada en RPMI-1640 con L-Glutamina y
NaHCOs3, 10% de suero bovino fetal y 10% de medio suplementado con IL3,
obtenido a partir de medio filtrado tras 48h de cultivo de células WAH],

productoras de IL3.

c. Linea HL60

Linea celular procedente de una Leucemia mieloide Aguda obtenida de DMSZ.
Cultivada en RPMI-1640 con L-Glutamina y NaHCOs3, suplementado con 10% de

suero bovino fetal.

d. Linea K562

Linea celular procedente de una Leucemia mieloide Aguda obtenida de DMSZ,
cultivada en RPMI-1640 con L-Glutamina y NaHCOs, suplementado con 10% de

suero bovino fetal.

e. Linea WAHI

Esta linea fue utilizada para producir medio enriquecido en IL3, necesario para el
mantenimiento de la linea BAF3. Se cultivdo en RPMI-1640 y tras 48h fue

tripsinizada, y el medio centrifugado y filtrado.

2.6.3. Mantenimiento y congelacion de las células

Las células fueron cultivadas a 37°2C en una atmoésfera humeda al 5 % de CO2. El
medio se cambid cada tres dias y las células fueron utilizadas en su fase de
crecimiento exponencial para cada ensayo realizado. Para conservar durante largo
tiempo las lineas celulares, se resuspendié un millén de células en 1mL de medio

de congelaciéon (DMSO /SBF 10% y fueron almacenadas en criotubos, congelados
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en metanol lentamente hasta -802C. Antes de 72h éstos se almacenaron en un
contenedor de nitrégeno liquido. La descongelacién de las células se llevé a cabo
sometiendo los criotubos a un bafio de 372C hasta la descongelaciéon de su
contenido, que rapidamente fue diluido 10 veces en el medio de cultivo apropiado

segun la linea celular.

2.7. Ensayos de inhibicion

Para el ensayo de inhibicién, se sembraron 2,5x105 células/mL. Tras 24h
mantenidas sin tratamiento para alcanzar la sub-confluencia, las células se
incubaron 3, 24 y/o 48h en presencia de las diferentes concentraciones de los
inhibidores. Todos los estudios se realizaron por duplicado, con dos controles
positivos, uno sin tratar y otro con DMSO al 0,1% y uno negativo sin células. Tras
los diferentes periodos de incubacidn, las células se extrajeron y lavaron con PBS y

se analizaron los resultados mediante el test de viabilidad WST.

2.7.1. Ensayos con ARNi ZNF577

Para la transformaciéon de las diferentes lineas celulares con el ARNi ZNF577
(Novus biologicals) se utilizaron diferentes concentraciones del mismo (10 y
50nM) y de células (0,5x10> y 1x10> células/mL). Primero, a las diferentes
concentraciones de ARNi diluido en medio Optimem (Sigma Aldrich, Steinheim,
Alemania), se les afiadi6 1uL de Lipofectamida (calbiochem). Tras mezclar e

incubar 15min, se afiadieron las células y se incubaron 48h.

2.8. Cultivo de colonias en metilcelulosa

2,5x105 células mononucleadas/mL procedentes de sangre periférica fueron
cultivadas en 500 pl de medio de metilcelulosa enriquecido con eritropoyetina
(en el caso de de cultivos facilitados), IL-3 y SCF en placas p24. Los cultivos se
incubaron a 372C en una estufa con una humedad relativa del 100% y CO2 al 5%.
Todos los analisis fueron realizados por duplicado. Los resultados se analizaron a

los 14 dias tras la siembra de las células mononucleadas.

Se consideré BFU-E a la agrupacién de varias colonias (3 a 7) constituidas cada una
de ellas por una agrupacioén celular de mas de 50 células. Las colonias eritroides se
identitifican por presentar una tonalidad rojiza a veces muy intensa debido a la

hemoglobina que contienen los eritroblastos.
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2.9. Citometric Bead Arrays

Para analizar a nivel molecular los efectos de los diferentes compuestos sobre las
células mononucleadas de pacientes, se cuantifico la expresion de las proteinas y
fosfoproteinas AKT, MEK, P38 y STAT1 mediante la tecnologia de citometric bead
array (CBAs). Esta técnica se basa en que cada anticuerpo especifico esta unido a

una microesfera con una intensidad de fluorescencia caracteristica.

Para discriminar las diferentes microesferas entre si, éstas emiten de forma
distinta en dos canales diferentes. En funcién de la intensidad de fluorescencia se
puede discernir la posicién relativa de una esfera con respecto al resto de
poblaciones. Para conocer la cantidad de proteina que tiene una muestra se utiliza
un anticuerpo de detecciéon conjugado a PE, que permite cuantificar la cantidad de

proteina ligada a una poblacién, proporcional a la fluorescencia emitida.

Los anticuerpos utilizados fueron seleccionados contra las proteinas: fosfo-STAT1,
fosfo-MEK, fosfo-P38, fosfo-AKT, y las correspondientes proteinas no fosforiladas,
STAT1, MEK, P38 y AKT. El valor de cada proteina fosforilada fue normalizado

frente a la concentracién de su proteina no fosforilada.

2.10. Cultivo de células madre hematopoyéticas

Para este estudio, se reprodujo el ensayo de inhibicidon en cultivos de colonias
eritroides de células mononucleadas, pero con células madre hematopoyéticas
utilizando la misma técnica, con la salvedad de que en vez de 5x105 células

mononucleadas, se sembraron 2 x103 células CD34 positivas por pocillo.

Las células madre CD34 positivas se extrajeron de muestras de médula 6sea de
pacientes diagnosticados con NMP sin ningun tipo de tratamiento (dos PV y dos TE
JAK2 V617F). Se separ6 la fraccion CD34 positiva mediante el empleo de bolas
magnéticas conjugadas a anticuerpos especificos contra CD34 utilizando columnas

LS y un separador manual (Miltenyi Biotech).

2.11. Western blot

La electroforesis se realiz0 en los soportes para electroforesis SDS-PAGE
Electrophoresis Module (Bio-RAD). Las proteinas se separaron en geles, al 10%

Acrilamida/bisacrilamida (bio-RAD), cargados con 20-30 pg de lisado proteico en
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tampon de electroforesis (0.1% SDS en Tris/Gly 1X, PH 8.3) en presencia de un
campo eléctrico uniforme de 100V, durante 45 minutos. Posteriormente, las
proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa Amersham Hybond-ECL
(GE Healthcare) en tampén de transferencia (20% v/v metanol, 250 mM tris,

1,92M Gly) a 100Vy 4¢C.

Para el bloqueo de la membrana se utilizé6 tampén PBS 0,1% Tween con 5
% m/v de leche desnatada en polvo, excepto para las incubaciones con anticuerpos
dirigidos contra residuos fosforilados, en las que se utiliz6 BSA al 2%, para evitar la
interaccion inespecifica de dichos anticuerpos con los grupos fosfato presentes en
la caseina de la leche. Para la deteccién se utilizo el reactivo ECL (GE Healthcare,

Piscataway, NJ, USA).

2.11.1.  Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados en el western blot, anti-JAK2, anti-phosfo-JAK2
(Tyr1007/1008) anti-SRC, anti-phosfo-SRC (Tyr416), anti-ERK (p44/42 MAPK),
anti-phosfo-ERK (Thr202/Tyr204), anti-p38, anti-phosfo-p38 (Thr180/Tyr185)
anti-AKT, anti-phosfo-AKT (Ser473) anti-STATS5, anti-phosfo-STAT5 (ser456), anti-
LYN, anti-phosfo-LYN (Tyr507), todos ellos producidos en conejo, fueron
adquiridos en Cell Signaling (Beverly, MA, USA). El anticuerpo secundario
conjugado con HRT también provenia de Cell Signaling. El Anti-ZNF577 de ratén y

el correspondiente anti IgG de raton provenian de la casa Novus Biologicals

2.12. Citometria de flujo

Para determinar el inmunofenotipo de las células mononucleadas en cultivo de
metilcelulosa tras el tratamiento con los diferentes farmacos, se realizé citometria
de flujo de las mismas. Para ello, tras extraer y lavar las células con PBS, éstas se
incubaron en presencia de los anticuerpos marcados fluorescentemente resumidos

en la Tabla 7.
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Tabla 7: Anticuerpos utilizados en citometria de flujo

: Marcaje DA Concent. Casa
Reactivo Poblacion diana .
fluorescente (\7A%] comercial
anti-CD71 FITC Eritroide 4% . B].)
Bioscience

anti-CD41a FITC Megacariociticay 4% "
plaquetaria
anti-CD45 PerCP Pan-leucocitaria 4% "

anti-CD34-APC APC Progenitores 2% "
Hematopoyéticos

APC Células apoptdticas 2% !

Como control de isotipo se utilizaron anti-IgG1-PE-PerCP, anti-IgG2a-FITC y anti-
IgG2b k-APC. Todos los anticuerpos se obtuvieron en la casa BD (BD Biosciences
Europe, Oxford, UK). Para analizar la apoptosis en los cultivos se utilizé6 Anexina V-

APC en binding buffer 1X (BD Biosciences).

2.13. Analisis Estadistico de los datos

Para el analisis del microarray de metilacion se asumioé que existia metilacion
diferencial de un gen entre 2 poblaciones cuando cumplian las dos condiciones

siguientes[74];

¢ La diferencia de los valores 8 (valor A, correspondiente a la resta del valor
numérico asociado a la metilacién de una de las poblaciones respecto a la

otra ) era mayor a 0.3

» El Differential Score, es decir el resultado de la prueba no paramétrica de
Mann-Whitney corregido mediante el False Discovery Rate (FDR), es

superior a 20.0.

La descripcion del preprocesado y analisis de los datos de microarray de expresion
estan descritos en detalle en la tesis del Dr. Miguel Gallardo [80]. Estos analisis

fueron realizados con la suite GEPAS (http://gepas3.bioinfo.cipf.es)[55].

Para el andlisis de la PCR cuantitativa en tiempo real, la cuantificacién relativa se
determin6 mediante el método comparativo del cycle threshold (Ct) utilizando la

férmula 2-2Ct (36). Los datos fueron analizados mediante analisis no parameétrico
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de Mann-Whitney mediante el programa SPSS15 (SPSS Inc.). La significacién

estadistica fue definida para un P-valor menor a 0.05.

Los resultados de Citometria de flujo fueron analizados con el software Summit 4.3
(DAKO, Colorado). Los resultados se compararon entre las diferentes poblaciones

mediante un test de Mann-Whitney.

Los datos obtenidos en los ensayos de viabilidad celular fueron analizados con el
programa Calcusyn (Biosoft, Ferguson, MO, USA), para calcular el IC50 se ajustaron
los datos a una curva sigmoidal utilizando el software GraphPath Prism. Para
determinar el grado de sinergia en las combinaciones de farmacos utilizadas se
utilizo el programa CalcuSyn. Este programa utiliza la ecuaciéon de Chou-Talalay,
derivada de la ley de accién de masas y modelos de cinética enzimatica, para

calcular el indice de combinacion (CI).

(D), (D)2 (D)1 (D)2
Cl= -

4
(Dx)1 (Dx)> (Dx)1 (Dx)2

]

El indice de combinacién entre farmacos indica la existencia de sinergia para una
combinacion de dos farmacos cuando Cl<1, es decir el efecto de ambos farmacos se
ve potenciado al combinarlos. Dicha combinacion es aditiva cuando CI=1, es decir,
el efecto de un farmaco se suma al efecto de otro sin potenciarlo. La combinacién
es antagoénica cuando CI>1; el efecto de ambos fairmacos se ve disminuido al ser

combinados entre si.
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1.  ANALISIS DE METILACION

1.1. Analisis Global

Con el fin de analizar los valores de metilaciéon de los 27 000 loci CpGs en los 35
casos de pacientes NMP y las 12 muestras de control, se realiz6 un cluster

jerarquico no supervisado y un Heat map con todos los datos del array.

Como se observa en la Figura 18, pese a que la mayoria de los controles fueron
agrupados en el claster, no se observaron diferencias claras entre las diferentes
NMP, especialmente entre TE JAK2 V617F y TE JAK2 WT. Ademas, el Head map
revelé que el patréon de metilaciéon de ADN era muy homogéneo tanto entre los

subtipos de NMP como entre éstos y los donantes control.
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Figura 18: Cluster jerdrquico y Heat map de los valores de metilacion (valor ) de los
27.578 loci CpG analizados. Las columnas representan las muestras, las filas los loci CpG.

La barra de la derecha muestra el nivel de metilacion de 0 (verde) a 1 (rojo).
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1.2. Metilacion en genes SOCS

La matriz del array incluia 31 loci CpG pertenecientes a diferentes genes de la
familia SOCS: ocho encontraban en la region promotora de SOCS-1, 14 en SOCS-2,
dos en SOCS-3, otros dos en CISH y el resto se situaban en los genes SOCS 4,5y 6.
Por motivos bibliograficos nos centramos en el estado de metilacion de SOCS-1,
SOCS-3 y SOCS-4[82, 83]. Este analisis nos permitiéo determinar dos regiones CpG
pertenecientes a los genes SOCS-1 (Bpv=0,659) y SOCS-4 (Brv=0,932) altamente
metiladas en muestras de pacientes de PV JAK2 V617F, TE JAK2 V617F y TE JAK2
WT (Tabla 8).

Tabla 8: Valores 3 de los genes de la familia SOCS. La metilaciéon de una muestra especifica
perteneciente a uno de los grupos analizados se define como hipermetilada para $>0,75,

hemimetilada para 0,25<3<0,75 e hipometilada para $<0,25.

GENES Isla CpG TE V617F TEWT Controles

Avg B 0,573 0,286 0,248 0,138
VAT Cgl16731240 hyper. 5 1 0 0
Casos hemi. 4 3 3 0
hypo. 3 7 9 12

Avg B 0,659 0,619 0,593 0,546
Cg10784813 hyper. 6 4 2 1
Casos hemi. 5 8 10 11
hypo. 0 0 0 0

Avg B 0,235 0,256 0,305 0,302
Cg06630241 hyper. 0 0 0 0
Casos hemi. 1 3 6 7
hypo. 10 9 6 5

Avg B 0,0278 0,0286 0,0309 0,0331
Cg15502888 hyper. 0 0 0 0
Casos hemi. 0 0 0 0
hypo. 12 11 11 12

Avg B 0,932 0,904 0,929 0,940
Cg08292050 hyper. 12 11 12 12
Casos hemi. 0 0 0 0
hypo. 0 0 0 0

Avg B 0,0428 0,0592 0,0551 0,0786
CISH Cg08996521 hyper. 0 0 0 0
Casos  hemi. 0 0 0 0
hypo. 12 11 12 12

Sin embargo, estas CpGs presentaban una metilacion similar en sujetos sanos
(Bsocs1=0,546, Bsocsa=0,940). Las CpGs situadas en la regiéon promotora del resto

de genes SOCS estaban hipometiladas tanto en NMP como en la poblacién control.
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La media de valor 8 para los diferentes genes SOCS y el grado de metilacién para

los casos de forma individual se muestra en la Tabla 8.

El analisis individual de otros genes relacionados previamente con una metilacion
diferencial en otros tipos de cancer, como XAF1, JUNB, CDH13, TETZ2, CBL y CEBPA

tampoco presenté resultados estadisticamente significativos[36, 84, 85].

1.3. Hipermetilacion del gen ZNF577

El Unico gen con un perfil de metilaciéon diferencial entre los diferentes grupos
analizados fue ZNF577. Este gen presentaba metilacién diferencial entre el grupo
PV y el grupo de donantes control (AB= 0.435, FDR <0.01, p <0,01) segun los
criterios marcados para el screening. Ademas, realizando un estudio individual de
los valores 3 mediante el test no paramétrico de Wilcoxon, el gen ZNF577 también
presentaba una metilacion diferencial significativa comparando los casos de PV
con TE JAK2 V617F (p = 0,013) y PV con TE JAK2 WT (p = 0,005) como se muestra

en la Figura 19.

0.8 4

0.6 =

Valores g de ZNFSTT

0.4 »

0.2 « P e

0.0

PV TEJAKZVEITF TEJAKZIWT Controles

Figura 19: Valores de 3 para ZNF577, en las diferentes poblaciones analizadas. La barra

horizontal representa la mediana para cada poblacion. *Pval<0,05. **Pval<0,01.

La poblacion PV, se dividia en dos subgrupos; uno con un nivel de metilacién

similar a los casos control y otro mayoritario (8/12 casos) con un valor 3 superior
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a 0,6. Con el fin de justificar la presencia de esta subpoblacién no metilada,
realizamos diferentes analisis dicotomicos, sin encontrar correlacién entre esta y
las diferentes variables demograficas y clinicas analizadas (edad, sexo,

hematocrito, eventos trombdticos, leucocitosis o carga alélica de JAK2).

La PCR en tiempo real utilizando sondas tagman contra los transcritos de ZNF577,
permiti6 correlacionar el gradiente de metilacidn entre las poblaciones de PV, TE y
controles con una mayor expresion del gen ZNF577 en los controles en
comparacién con los casos de NMP (p <0,001). Ademdas, como se muestra en la
Figura 20, la expresién de ZNF577 en los casos TE (analizados en conjunto) fue

también superior a la que presentaban los casos PV (p = 0,007).
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Figura 20: Expresion de ZNF577. Se representa el logaritmo del ratio de expresion para
cada una de las poblaciones analizadas. En la poblacién TE incluyen tanto TE JAK2 V617F
negativas como TE JAK2 WT. * Pval<0,05. **Pval<0,001.

Para estudiar la relacion de la expresion de ZNF577 con la fisiopatogenia de las
NMP se puso a punto un modelo de inhibicién de este gen mediante ARN de
interferencia (ARNi). Para ello se utilizaron las lineas BAF3 JAK2V617F y BAF3
JAK2 WT. Como se observa en la Figura 21, la transformacién de la linea BAF3 WT

fue eficaz, produciendo una disminucién de viabilidad celular. Ademas en western
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blot muestra un descenso de la cantidad de ZNF577 proporcional a la cantidad de

ARNI. Por el contrario la transformacién de la linea BAF3 JAK2 V617F no fue eficaz.

ARNiZNF577

40 [ARNI] n i 10 €

35 - ; z INFS77
- 30 B & ‘ P-STATS
g 2 — —— AN
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Figura 21: Efectos de la trasformacion de las lineas BAF3 JAK2 V617F y BAF3 JAK2 WT
con ARNi ZNF577.

2. ANALISIS DE EXPRESION

2.1. Resultados del microarray de expresion

La expresion diferencial entre los grupos de PV, TE y controles, se determiné
mediante la plataforma de microarray Whole Human Genome Oligo Microarray Kit
de Agilent, capaz de analizar mas de 40.000 genes. Esta aproximaciéon permitié
definir 84 genes con expresion diferencial estadisticamente significativa,
candidatos para validaciéon mediante RT-PCR y sondas tagman. Los genes fueron
seleccionados a partir de diferentes analisis dicotomicos: PV frente TE, PV y TE
frente a donantes control y NMP con respuesta a HU frente a casos sin respuesta a

HU[55].

Para validar estos resultados se realizé PCR cuantitativa en tiempo real con
sondas tagman de estos 84 genes. Ademas se incluyeron 3 genes control y 12
genes con interés bibliografico. Los ratios de expresién de los 99 genes
seleccionados se analizaron utilizando las diferentes variables clinicas y biologicas

presentadas en la Tabla 5 de la seccion anterior.
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En el andlisis de la poblaciéon tratada con HU se encontraron 36 genes con
expresion diferencial estadisticamente significativa tanto analizando la variable
patologia (TE vs PV), como la variable respuesta al tratamiento. Para discernir cual
de estas variables clinicas era la responsable de esta divergencia, se realizd el
mismo analisis en muestras de pacientes al diagndstico, encontrando que solo un
gen, MMP14 mantenia estas diferencias entre TE y PV. Por lo tanto, la expresion

diferencial del resto debia estar relacionada con el tratamiento.

Efectivamente, la expresion diferencial de los 35 genes restantes se correlacionaba
con el grado de respuesta al tratamiento con HU, siendo mayor en los pacientes no
respondedores. Entre estos genes se encuentran; JAK2, IGF1R, MAPK14, FCRE1G,
LYN, BTK, y PIK3CA (Figura 23). Mas aun, la expresién de estos genes se reducia a
niveles equivalentes a los pacientes con eritrocitosis secundaria y controles sanos.
Dicho de otro modo, el perfil de la expresiéon génica del grupo de control fue

similar al de pacientes que respondieron al tratamiento con HU.

Como se muestra en la Tabla 9:, se intent6 correlacionar el perfil de expresiéon con
las diferentes variables clinicas y biolégicas, analizadas de manera dicotémica. Las
variables incluidas fueron, al momento del diagndstico: género, edad,
esplenomegalia, hepatomegalia, hemoglobina, hematocrito, glébulos blancos,
plaquetas, lactato deshidrogenasa, eventos trombéticos, eventos hemorragicos, y
carga alélica de JAK2 V617F. Ademas se incluyeron las variables de seguimiento:
duracion de la enfermedad, duracién del tratamiento, episodios trombdticos
después del diagnoéstico, eventos hemorragicos después del diagndstico y la

respuesta a HU. El patrén de expresion fue similar para todos los genes candidatos.

2.2. Cuantificacion de la carga alélica de JAK2

Para analizar si la disminucién de la expresiéon del gen JAK2 en la poblacién
respondedora se relaciona con un descenso de la carga alélica de JAK2V617F, se
determiné la misma mediante RT-PCR en los pacientes al diagndstico y tras
tratamiento con HU. Se observé que si bien la carga alélica disminuia tanto en PV
como en TE bajo tratamiento con HU, esta disminucidn solo era estadisticamente
significativa en TE (Pval = 0,003). Sin embargo el analisis dicotémico entre las
poblaciones respondedoras y no respondedoras a HU no presentaba diferencias

significativas.
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Figura 23: Expresion diferencial de los genes: JAK2, MAPK14, PIK3CA y FCER1G en
muestras de pacientes NMP en relacion al tratamiento con HU. Diagrama de cajas de
expresion: Eje y: logaritmo del ratio de expresion. Eje x: Controles sanos (Control),
Trombocitosis secundarias (TS), pacientes respondedores (Respuesta), pacientes no

respondedores (No respuesta). * Pval<0,05. **Pval<0,01.
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3.  GELES 2D DIGE Y ESPECTROMETRIA DE MASAS

Los geles 2D de las poblaciones de PV y TE JAK2Z V617F mostraron 82 proteinas
diferencialmente expresada de un total de 3419 analizadas. La espectrometria de masas
de estos spots diferencialmente expresados permitié identificar 50 proteinas, la mayoria
de ellas correspondientes a enzimas involucradas en procesos metabdlicos y
bioquimicos de la célula. Sin embargo, algunas de estas proteinas se encuadraban en vias
hematologicas, de activacion leucocitaria o de diferenciacién eritroide, como es el caso

de la proteina HSP70 [80].

4.  ANALISIS FUNCIONALES

Las aproximaciones de cribado génico y protedémico antes descritas, nos permitieron
seleccionar un grupo de genes candidatos para analizar mediante inhibidores
especificos en los modelos celulares descritos en la secciéon de material y métodos. Estos
compuestos fueron: Ruxolitinib como inhibidor de JAK2. Sorafenib como inhibidor de la
via MAP quinasa. El inhibidor de chaperonas KNK437 contra la diana HSP70. Perifosine
para bloquear la via PI3K/AKT y por ultimo Dasatinib como inhibidor de las proteinas

de la familia SRC.

4.1. Ruxolitinib

El Ruxolitinib en el modelo celular basado en el cultivo de células mononucleadas de
pacientes NMP en metilcelulosa, mostré un IC50 en cultivos facilitados con EPO de 30
nM en NMP JAK2 V617F y de 12nM en TE JAK2Z WT. En cultivos en crecimiento
endogeno, los casos de PV mostraron un IC50 medio de 30nM, los de TE JAK2 V617F de
6nM y los de TE JAK2 WT de 15nM. Los efectos de este farmaco sobre la poblacién
control fueron menores siendo el IC50 de 56nM en cultivos facilitado con EPO y de

47nM en crecimiento endégeno (Figura 24).
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Figura 24: Accion del Ruxolitinib sobre los cultivos de células mononucleadas. (A y B, contaje de

colonias. Cy D viabilidad celular).

A nivel fenotipico, el Ruxolitinib disminuia el nimero de colonias eritroides, pero se
mantenia el tamafo de las que conseguian desarrollarse. (Figura 25 A). Mediante
inmunofenotipado por citometria de flujo comprobamos ademas que esta disminucion
es especifica de células eritroides y megacariociticas, manteniéndose la poblacién
panleucocitaria (Figura 25 B). Por otro lado comprobamos que solo se produce un
aumento de las células apoptoticas en presencia de Ruxolitinib en los casos de PV

cultivados en crecimiento enddgeno.
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Figura 25: A. Efectos del Ruxolitinib en el desarrollo de colonias eritroides. B.
Inmunofenotipado de los efectos del Ruxolitinib en cultivos de colonias eritroides facilitados con
EPO (izquierda) o en crecimiento endégeno (derecha). Para cada anticuerpo se representa la
media de los valores de % de células marcadas. Esta media esta calculada para al menos tres

pacientes de cada grupo.

Por ultimo, se realizé una aproximacion similar a los cultivos de colonias eritroides, pero
utilizando células CD34 provenientes de aspirados de médula 6sea de 4 pacientes
diagnosticados con NMP. Como poblaciéon control se utilizaron células CD34 de
muestras de cordon umbilical (Figura 26). Sobre este modelo de células madre
patoldgicas, el Ruxolitinib presenté un IC50 de 50nM, mientras que sobre las células

madre control el Ruxolitinib no mostro6 apenas efecto.
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Figura 26: Accién del Ruxolitinib en células CD34

4.2. Sorafenib

Para analizar los efectos del Sorafenib sobre los diferentes modelos celulares, primero
se determinaron las dosis efectivas de este farmaco en cultivos secundarios. En esta
aproximacion, el Sorafenib presento un IC50 de aproximadamente 5uM tanto para las

lineas JAK2 V617F como para la linea BAF3 transformada con JAK2 WT (Figura 27).
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Figura 27: Efectos del Sorafenib sobre las lineas celulares estudiadas.
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A continuacion se analizaron los posibles efectos sinérgicos de Sorafenib con Ruxolitinib.
Como se muestra en la Figura 28 (lineas punteadas), el cultivo de las diferentes lineas
celulares en presencia de Ruxolitinib, permitié definir un IC50 de 274nM para HEL,
158nM para BAF3 V617F y 137nM para BAF3 JAK2 WT (Tabla 10). Por el contrario, en
el cultivo de estas lineas, a las mismas concentraciones de Ruxolitinib, pero con una
concentracion constante de Sorafenib de 1uM, la dosis efectiva de Ruxolitinib fue de 3 a
5 veces menor en las lineas BAF3 transformadas con JAK2, siendo estos efectos mucho

mas limitados en la linea HEL.
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Figura 28: Efectos sinérgicos del Ruxolitinib y Sorafenib en las lineas celulares.

El punto cero de las lineas continuas en la Figura 28 representa los efectos del Sorafenib
1uM sin Ruxolitinib. Como se puede observar, a esta concentracién el Sorafenib puede
disminuir la viabilidad celular hasta en un 30%. Para discernir si los efectos combinados
de los dos farmacos eran aditivos o realmente sinérgicos, se analizaron los datos de
inhibicién mediante el modelo de Chow-Talalay, observandose que la accién combinada
de ambos farmacos producia un efecto sinérgico moderado en las lineas BAF3 JAK2

V617F y BAF3 JAK2 WT con unos coeficientes sinérgicos, (CI) de 0,60 y 0,43

respectivamente, a una concentracion de Ruxolitinib de 50nM (Figura 29).
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Figura 29: Representacion de los coeficientes de sinérgicos del Sorafenib y Ruxolitinib. (CI<1;

efecto sinérgico)

Para validar estos resultados en un modelo mas préximo a la enfermedad, se analizaron
los efectos del Sorafenib sobre modelos primarios de células mononucleadas (Figura 30)
y CD34 positivas (Figura 31) de pacientes diagnosticados con NMP. Estos efectos eran
similares a los encontrados en las lineas celulares, observiandose un IC50 de

aproximadamente 1uM en ambos modelos.
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Figura 30: Accién del Sorafenib sobre los cultivos de células mononucleadas. (A y B, contaje de

colonias. C y D viabilidad celular).

En estos mismos modelos se observa un cambio en el comportamiento de las células
procedentes de donantes control no enfermos. Por un lado el Sorafenib resulto ser mas
eficaz en cultivos de células mononucleadas de donantes que en células de pacientes,
con un IC50 menor a 0,1uM en algunos casos (Figura 30). Por el contrario, el Sorafenib
fue menos eficaz en células CD34 positivas de donantes (IC50>10uM) que en células

CD34 positivas procedentes de aspirados de médula 6sea de pacientes NMP (Figura 31).
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Figura 31: Efecto del Sorafenib en células madre CD34 positivas. Células extraidas de

médula 6sea de pacientes NMP (rojo) o de cordén umbilical de donantes no enfermos

Por ultimo, se verificd que los efectos sinérgicos entre el Sorafenib y el Ruxolitinib se
mantenian en cultivos de células mononucleadas de pacientes con PV, lo que nos
permitié validar los resultados previos obtenidos en lineas celulares. Se obtuvo una
reduccion del IC50 de 60nM para el Ruxolitinib solo, a menos de 1nM para el Ruxolitinib

en presencia de una concentracion constante de 1uM de Sorafenib (Figura 32). Los CI de
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esta combinacion de farmacos fueron de 0,083 para una concentracion de Ruxolitinib de

1nMy de 0,052 para 10nM.
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Figura 32: Efectos sinérgicos del Sorafenib y el Ruxolitinib en células mononucleadas

procedentes de 3 casos de PV.

A nivel fenotipico, los cultivos de colonias tratados con Sorafenib presentaban una clara
disminucién del nimero de colonias eritroides, manteniéndose o incluso aumentando el

numero de colonias blancas no hemoglobinizadas (Figura 33).

PV sin tratar PV + Sorafenib 10uM

Figura 33: Esquina superior derecha: Pellet celular tras la centrifugacion de los cultivos de una
muestra de PV sin tratar y tras el tratamiento con 10uM de Sorafenib. Fotografia de microscopia
confocal, en la que se muestran los efectos del Sorafenib a 10nM sobre los cultivos de colonias

(crecimiento facilitado) sobre la misma muestra.




Nuevas dianas terapéuticas en neoplasias mieloproliferativas philadelphia negativas

Con el fin de delimitar a nivel molecular este cambio poblacional, se realizé6 un
Inmunofenotipado por citometria de flujo, observdndose un aumento de las poblaciones
panleucocitaria (CD45) y megacariocitica (CD41a) y una disminuciéon de la linea
eritroide (CD71) a una concentracién de 10uM de Sorafenib (Figura 34). Este perfil era

similar a los cultivos de donantes no enfermos sin tratar con Sorafenib.

Inmunofenoctipado

Control
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Figura 34: Inmunofenotipado de los efectos del Sorafenib en cultivos de colonias eritroides.
Izquierda. Dotplot de CD71 (rojo) frente a CD45 (azul) de un caso de PV, el mismo caso tratado

con 10uM de Sorafenib y un donante control.

El analisis de los niveles de activacion de las principales vias proliferativas mediante la
aproximacion de CBAs mostrd que el Sorafenib, ademas de inhibir la via MAPK canonica
a nivel de RAF1 (produciendo una disminucién de la activaciéon de ERK), bloqueaba la

activacion de P38 como se observa en la Figura 35.
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Figura 35: Resultados del analisis por CBAs de los cultivos de colonias eritroides tratadas con
Sorafenib. A la izquierda se muestra la cantidad de la proteina P38 y a la derecha de la misma
proteina fosforilada. En Gris se representa los valores para el cultivo sin tratar y en verde para el

cultivo tratado con 10uM de Sorafenib.

Para confirmar esta inactivacion de P38 se realiz6 un western blot de proteinas
extraidas de la linea HEL tras el tratamiento con Ruxolitinib y Sorafenib (Figura 36).
Esto permitié confirmar que mientras que el Ruxolitinib bloquea la via MAPK candnica
sin afectar la via alternativa P38, el Sorafenib, ademas de la activacion de ERK,

disminuye la activacion de p38.
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Figura 36: Western blot de las proteinas de la linea HEL tratadas con diferentes

concentraciones de Ruxolitinib y Sorafenib
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4.3. KNK 437

La inhibicién de las diferentes lineas celulares con KNK437 mostr6 un IC50 de 79 y

300uM en las lineas BAF3 murinas (JAK2 WT y JAK2 V617F, respectivamente) pero solo
de 17uM para la linea JAK2 V617F HEL (Figura 37).
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Figura 37: Efectos del KNK437 sobre las lineas celulares estudiadas.

De forma similar a la aproximacion realizada con Sorafenib y Ruxolitinib, se estudio el

posible efecto sinérgico de este compuesto a una concentracidon constante de KNK437 de

10uM con Ruxolitinib, encontrandose un IC50 de 50nM para BAF3 JAK2 WT y BAF3

JAK2 V617F pero solo de 25nM para la linea HEL (Figura 38).
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Figura 38: Efectos sinérgicos del Ruxolitinib y KNK437 en las lineas celulares
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A nivel molecular, el KNK437 disminuye no solo la activacion de JAK2 sino su expresion,
como podemos apreciar en la

Figura 39. Esta disminucién de la expresién provoca una bajada en la activacién de las
principales vias proliferativas. Estos efectos son mucho mds intensos en combinacién

con Ruxolitinib.
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Figura 39: Anilisis de los efectos del KNK437, solo o con Ruxolitinib en cultivos de la linea

celular BA/F3

El valor del coeficiente sinérgico de esta combinacién de farmacos se muestra en la
(Tabla 10). EL IC50 de KNK437 en células de pacientes es de 25uM en cultivos de
colonias eritroides y de 30uM en cultivo de células madre hematopoyéticas (véase tesis
doctoral Dr Miguel Gallardo). El analisis de los efectos sinérgicos entre ambos farmacos
en células mononucleadas de pacientes con PV mostr6 una reduccién del IC50 de 60nM
para Ruxolitinib, a menos de 1nM para el Ruxolitinib en presencia de una concentracion

constante de 1uM de KNK437 (Figura 40).
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Figura 40: Efectos sinérgicos del KNK437 y el Ruxolitinib en células mononucleadas

procedentes de 3 casos de PV.

4.4. Perifosine

El inhibidor de AKT Perifosine, fue eficaz tanto en la reduccién del nimero de colonias
como en la inhibicién de la proliferacién celular de cultivos de células mononucleadas de
pacientes diagnosticados con PV, TE JAK2 V617F y TE JAK2 WT, con un IC50 promedio
entre 10 y 20 uM (Figura 41). En cultivos de controles no enfermos, esta reduccion solo
era patente en presencia de Eritropoyetina, no teniendo efectos sobre las células no

eritroides encontradas en el cultivo endégeno de donantes (Figura 41, D).
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Figura 41: Accion del Perifosine sobre los cultivos de células mononucleadas. (A y B, contaje de

colonias. C y D viabilidad celular).

Sobre las células procedentes de estos mismos cultivos, se realiz6 inmunofenotipado por
citometria de flujo (Figura 42), observandose una relacién entre la presencia de EPO,
los efectos proapoptoticos del Perifosine y la disminucion de la poblacion eritroide. El
Perifosine disminuye la poblacion eritroide respecto al resto de lineas, y aumenta la
apoptosis en cultivos sin EPO. Ademas, la falta de EPO, aumenta el desarrollo de células
panleucocitarias y Megacariociticas en TE, siendo este aumento mucho mas notable en

los cultivos procedentes de casos TE JAK2 WT.
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Figura 42: Inmunofenotipado de los efectos de Perifosine en cultivos de colonias eritroides,
facilitados con EPO (izquierda) o en crecimiento endégeno (derecha). Para cada anticuerpo; se
representa la media de los valores de % de células marcadas. Esta media esta calculada para al

menos tres pacientes de cada grupo.

El Perifosine también redujo la viabilidad de células madre hematopoyéticas CD34
positivas, con un IC50 de 15nM (Figura 43), siendo este efecto mucho menor en células

CD34 positivas procedentes de donantes de corddn no enfermos.
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Figura 43: Efecto del Perifosine en células madre CD34 positivas. Células extraidas de

médula 6sea de pacientes NMP (rojo) o de cordén umbilical de donantes no enfermos (azul).
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Los estudios de sinergias con Perifosine y Ruxolitinib no han mostrado resultados
concluyentes en lineas celulares, que justifiquen su estudio en modelos de células

provenientes de pacientes NMP.

4.5. Dasatinib

Por ultimo se analiz6 la capacidad del Tosilato de Dasatinib para inhibir la proliferacion
de los diferentes modelos celulares. El Dasatinib no mostré efectividad alguna en los

modelos de lineas celulares, como se observa en la Figura 44.
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Figura 44: Efectos del Dasatinib sobre las lineas celulares estudiadas.

Para determinar si esta falta de eficacia era debida a que realmente el Dasatinib no
producia ninguin efecto biolégico en estos modelos, analizamos los efectos del mismo
sobre un modelo celular en el que si que estan descritos sus efectos: la linea celular
K562, proveniente de un paciente con LMC. Como se observa en la Figura 45, Dasatinib
si inhibe el crecimiento de la linea LMC BCR-ABL positiva K562, sin afectar al modelo

HEL JAK2 V617F ni al modelo de LMA HL60.
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Figura 45: Efectos del Dasatinib sobre los modelos secundarios HEL (eritroleucemia JAK2

V617F), HL60 (LMA) y K562 (LMC BCR-ABL positiva).

Por ultimo, pese a esta falta de efectividad en nuestros modelos JAK2 V617F, estudiamos

si aun asf el Dasatinib era capaz de actuar sinérgicamente con el Ruxolitinib. Para ello se

utilizé una concentracién de 10nM de Dasatinib. Los resultados de este experimento se

muestran en la Figura 46.
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Figura 46: Efectos sinérgicos del Ruxolitinib y KNK437 en las lineas celulares.
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Los estudios de viabilidad de Dasatinib sobre cultivos de colonias en metilcelulosa
presentaron una concentracién de colonias muy similar entre los diferentes grupos
(Figura 47 A y B). Sin embargo, como se aprecia en la figura 47.D, para los casos
provenientes de NMP JAK2 V617F cultivados sin EPO, los IC50 eran cercanos a 10nM,

siendo considerablemente superiores a los presentados por las TE JAK2 WT. (IC50=

1nM).
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Figura 47: Accion del Dasatinib sobre los cultivos de células mononucleadas. (A y B, contaje de

colonias. C y D viabilidad celular).

A nivel fenotipico, el Dasatinib, parece disminuir el desarrollo de las colonias eritroides
especificamente. Esta disminucién ocurria no solo a nivel de nimero sino del tamafio de

las mismas, observandose una inhibicién del desarrollo (Figura 48).

Sintratar 1nM 10nM 100nM

Figura 48: Disminucién del nimero de colonias eritroides en el tratamiento con Dasatinib.
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Como se observa en la

Figura 49, los efectos del Dasatinib sobre la estirpe eritroide son mas patentes en PV que

A 1 TE, tanto JAK2 V617F como WT.
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Figura 49: Inmunofenotipado de los efectos de Dasatinib en cultivos de colonias eritroides,
facilitados con EPO (A) o en crecimiento end6geno (B). Para cada anticuerpo; se representa la
media de los valores de % de células marcadas. Esta media esta calculada para al menos tres

pacientes de cada grupo.
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El valor del IC50 encontrado en cultivos de colonias se mantenia analizando células
CD34 de Pacientes NMP JAK2 V617F, siendo cercano a 10nM. Las células de donantes de

corddn control presentaron un comportamiento similar (Figura 50)
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Figura 50: Efecto del Dasatinib en células madre CD34 positivas. Células extraidas de

médula 6sea de pacientes NMP (rojo) o de cordén umbilical de donantes no enfermos (azul).

Como en el andlisis de Inhibicién con KNK437 y Sorafenib, los estudios de sinergia con
Ruxolitinib en células de pacientes con PV también presentaron una disminucién
significativa de la concentracién efectiva de Ruxolitinib en presencia de una
concentracion de Dasatinib de 1nM, observandose una disminucién del IC50 para
Ruxolitinib de 50nM a 1nM (Figura 51). Los valores de CI para la combinacion de

farmacos fueron de 0,084 para Ruxolitinib 1nM y de 0,137 para Ruxolitinib 10nM.

106 RESULTADOS



Nuevas dianas terapéuticas en neoplasias mieloproliferativas philadelphia negativas
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Figura 51: Efectos sinérgicos del Dasatinib y el Ruxolitinib en células mononucleadas

procedentes de 3 casos de PV.

El andlisis molecular de los efectos del Dasatinib sobre la linea celular BAF3 JAK2V617F
mediante western blot (Figura 52) permitié comprobar su efecto inhibitorio sobre la
activacion de SRC, que parece correlacionarse con una disminucion de la activacion de
STATS5. Mas aun, como se puede observar en las dos ultimas bandas, la accién conjunta

de ambos farmacos practicamente elimina la activacion de STATS.
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Figura 52: Western blot de las proteinas de la linea BAF3 JAK2 V617F tratadas con diferentes

concentraciones de Ruxolitinib y Dasatinib.

A modo de resumen se presentan en la Tabla 10. los valores de IC 50 obtenidos
mediante una aproximacién sigmoidal obtenida mediante el programa GraphPad Prism,
para los diferentes compuestos y sus combinaciones con Ruxolitinib, en los diferentes
modelos estudiados. Ademas se indican los valores del indice de combinacion (CI)

obtenido mediante la ecuacién de Chou-Talalay mediante el programa Calcusyn.
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Tabla 10 : IC50 y Coeficiente Sinérgico para los diferentes compuestos. (CI>1,1 Antagonistas.
1,1<CI<0,9 Efecto aditivo. 0,9<CI<0,3 Efecto Sinérgico. CI<0,3 Efecto sinérgico fuerte).
[Ruxolitinib]: a10nM, »50nM, ¢100nM. EI IC50sinergia Se determinéd en relacién al Ruxolitinib a
concentraciones constantes de Sorafenib (1uM), KNK437 (1uM) y Dasatinib (1nM).

IC50 omy  IC50s5n €I IC50wwy IC50sn  CI  IC50@my IC505n  CI  IC50(m)

HEL 274.4 2499  1.07° 3.87 6.67 0.41b 17.1 1111 0.30¢ -
BAF3mut 157.5 58.91 0.60v 8.49 43.11 0.22¢ 313.2 59.13 0.31b -
BAF3wt 137.4 21.11 0.43b 2.37 29.43 0.39¢ 79.8 42.08 0.330 -

15.51 0.53 0.052a 8.11 1.03 0.251a 100 0.35 0.142 11.68

Por ultimo se intent6 correlacionar las tasas de respuesta a los diferentes farmacos en
cultivo de colonias eritroides con las diferentes variables clinicas y bioldgicas
estudiadas, recogidas en la Tabla 6. Dado el limitado tamafio poblacional a estudio, no se
encontrd significacién estadistica en estos andlisis, por lo que estos resultados son

meramente ilustrativos.

Como se aprecia en la Figura 53.A, dicotomizando la carga mutacional de JAK2,
observamos una mejor respuesta a ruxolitinib en los casos con carga mutacional menor
de 25%. Sin embargo nuestros resultados sugieren una peor respuesta a este farmaco en

aquellos paciente que presentaron eventos trombdticos y/o hemorragicos.

Respecto al Dasatinib, una peor respuesta parece asociarse a mayor edad (mas de 65
afios). Por ultimo, como se aprecia en la Figura 53.D, la respuesta a Sorafenib en mujeres

es peor con respecto a los hombres.




Nuevas dianas terapéuticas en neoplasias mieloproliferativas philadelphia negativas

A Cargaalélica JAKZ B Eventos tromboticos y/o hemarragicos
— —
= =
c [=
2 - =
— —
o T o
C = ‘T ™
= =
= =
2. o ..
3 3
= - £
C = C ¥
=l 2
= o
0 o
= =
£ £
- o
# & : :
«25% =25% = Heo
C Edad o Sexo
_ e —
= =
=
= =0
E— 2 =
=2 e
= c
-‘Iii L w
& ® .
o =]
— n
L =
=] »o
o 8
T = =
=
§ [=
- #
o
=85 =83 Mujzres Hombres

Figura 53. Andlisis de la respuesta a los distintos farmacos en funcién de las variables clinicas y

biolégicas recogidas.
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1. Analisis de Metilacion

Las alteraciones epigenéticas, como la metilacidn de islas CpG, son cambios reversibles
en la cromatina que modulan la expresidon génica sin afectar a la secuencia de ADN.
Fallos en la maquinaria de regulacion de estos procesos producen perfiles de expresion
patolégicos. Este tipo de perfiles andmalos a nivel del epigenoma se han relacionado con
algunas enfermedades hematoldgicas [74]. De hecho, el tratamiento con agentes
desmetilantes, que revierten la metilacion aberrante del ADN, se estan utilizando con

éxito en algunos desordenes hematolégicos [86].

Por ejemplo, ITF2357, un nuevo agente inhibidor de histonas deacetilasas (HDAC), ha
mostrado un importante efecto antitumoral en células de PV, ET [87] y MFP [88]. Como
consecuencia, se esta desarrollando un estudio fase II para evaluar la eficacia y

seguridad de este compuesto en el manejo de estas patologias [89].

También se ha relacionado un silenciamiento génico por metilacion de genes concretos
con las enfermedades aqui estudiadas. Teoffili y col, encontraron que SOCS-1 y SOCS-3
presentaban hipermetilacion en casos diagnosticados con NMP [83]. La hipermetilacion
de otro gen, CXCR4, en casos de MFP, se ha relacionado con la migracién de las células

CD34 positivas en esta enfermedad [90].

En este estudio, analizamos la tasa de metilacién de mas de 27.000 loci CpGs en 35
muestras de pacientes diagnosticados con NMP y 12 muestras de donantes control no
enfermos. La poca informacion existente sobre este mecanismo esencial de regulacién
de la expresion génica en NMP [90, 91], junto con la aparicién en estas patologias de
nuevas mutaciones en genes relacionadas con la regulacion epigenética [92], justificaron

este estudio.

El perfil epigenémico a nivel de metilacion de ADN de los casos PV JAK2 V617F, TE JAK2
V617F y TE JAK2 WT es muy homogéneo (Figura 18). La muestra biolégica utilizada en
este analisis fue ADN extraido de sangre periférica de pacientes diagnosticados con NMP
sin tratamiento citorreductor. Se eligi6 esta fuente de material genético por dos motivos.
El primero fue la accesibilidad a la muestra; la prueba diagndstica de cuantificacion de

JAK2 V617F se realiza sobre ADN gendémico de sangre periférica. Ademas todas las
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muestras presentaban mas de un 70% de neutroéfilos, células utilizadas como modelo en

estas patologias.

Sin duda la muestra ideal para este andlisis hubiera sido ADN procedente de los clones
tumorales extraidos de médula 6sea. El principal inconveniente de esta aproximacion es
que la seleccién de este clon tumoral en NMP no es trivial ya que, aun siendo JAK2
V617F un buen marcador diagnostico para estas enfermedades, no es posible utilizarlo
en los casos de TE JAK2 WT. Ademas la hipoétesis de partida de este estudio es que JAK2

V617F no es la causa etioldgica (al menos no la tinica) en estas enfermedades.

Los genes pertenecientes a la familia SOCS codifican proteinas intracelulares, algunas de
los cuales se han revelado claves en la regulacion de procesos fisioldgicos como la
diferenciacién, maduracion y activacion de las células hematolégicas[93]. En un estudio
del 2008, Teoffili y col. Analizaron los genes SOCS1, 2 y 3 en neutroéfilos extraidos de
sangre periférica. Confirmaron que SOCS-3 estaba hipermetilado en 5 de los 23 casos de
PV analizados y tres de los 30 de TE. Sin embargo, en este estudio no se determinaba
claramente el grado de metilacién de la poblacién control sana[83]. Por su parte
Fourouclas y col. encontraron metilacién diferencial en 16 de 60 casos de MFP pero en
ninguno de los 15 casos PV ni de los 23 TE al compararlos con los 20 donantes control

analizados [82].

En nuestro estudio, de las 31 islas CpG pertenecientes a los genes SOCS incluidas en el
microarray, solo dos islas CpG pertenecientes a SOCS-1 y SOCS-4 estaban hipermetiladas
en NMP. Sin embargo, estas islas CpGs presentaban un grado de metilacién similar en la
poblacién control no enferma, indicando que, en estos casos, la metilaciéon puede
relacionarse con un proceso tejido especifico natural en vez de ser causada por un

proceso patolégico NMP especifico.

En la region de SOCS-1 analizada, correspondiente al exén 2, se observa una disminucion
del niimero de casos hipermetilados (PV>TE JAK2V617F V>TE WT=>controles). No
obstante, se encuentra un perfil opuesto si se analizan solo los casos hemimetilados, que
puede estar apantallando las posibles diferencias entre las poblaciones analizadas (Tabla
8), por lo que mediante el Af no observamos metilacion diferencial en este gen. Juntos,
estos datos sugieren que la metilaciéon aberrante de genes de la familia SOCS no parece

jugar un papel importante en la fisiopatogenia de PV o TE.
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Se ha descrito que los genes XAF1, JUNB, CDH13, TET2, CBLy CEBPA, presentan
mutaciones recurrentes en casos NMP [92]. Estos genes se relacionan con mecanismos
de regulacion epigenéticos como la metilacién y acetilacién de histonas. Nuestra
aproximacion solo nos ha permitido estudiar el grado de metilacién de las islas Cpg de
estos genes. No encontramos, de forma acorde a lo descrito en la literatura [94, 95], un
patréon de metilaciéon diferencial en ninguno de estos genes entre los casos NMP y

controles.

El Unico gen que presenta metilacion diferencial estadisticamente significativa es
ZNF577. El grado de metilacion de este gen decrece claramente al pasar de PV a ET y de
éstos a controles (Figura 19), mientras que la expresion de este gen muestra un
comportamiento opuesto (Figura 20). Este comportamiento podria estar relacionado

con la fisiopatogenia de las NMP y mas concretamente con las diferencias entre PV y TE.

EL gen ZNF577 codifica una proteina de dedos de Zinc de funcién incierta. El hecho que
presente dominios de dedos de Zinc, indica que interacciona con el DNA, por lo que
posiblemente tenga relacién con mecanismos de regulacion transcripcional. Dentro de la
via JAK-STAT, los principales reguladores transcripcionales, que ademas presentan
dedos de Zinc son las Proteinas Inhibidores de STAT Activado (PIAS). Mediante un
alineamiento de secuencias (BLAST) entre ZNF577 y las de los principales PIAS, solo
encontramos homologia en las regiones de dominios de dedos de Zinc, no asi en las de

interacciéon con STATs y otros dominios efectores presentes en los PIAS.

Por otro lado, la secuencia de ZNF577 presenta un dominio de tipo KRAB, descrito como
maddulo de represidn de la transcripcion[96]. Este dominio esta presente en numerosos
genes supresores de tumores como BRAC1, proteina reparadora del ADN, implicada en
cancer de mama y otras neoplasias, y relacionada con metaloproteasas como MMP9
[97]. Ademas existen otros indicios de que ZNF577 puede ser un gen supresor de
tumores. Por ejemplo, recientemente se ha descrito en una translocacion relacionada

con cancer de préstata [98].

Como se puede observar en la Figura 20, hay dos poblaciones claramente diferenciadas
en relaciéon al grado de metilacion de este gen. Sin embargo, no fue posible correlacionar

estas dos poblaciones con las diferentes variables demograficas, clinicas o bioldgicas.
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Hasta donde sabemos, este es el primer analisis global de la metilacion en las NMP TE y
PV. Nuestros resultados muestran que no existe un perfil de metilacién diferencial que
juegue un papel en la fisiopatogénesis de ninguna de las enfermedades estudiadas, sean
JAK2 V617F 0 JAK2 WT, ni que justifique las diferencias fenotipicas entre PV y TE. Pese a
que estos resultados deberian ser confirmados en células CD34 de médula 6sea, el hecho
de que el perfil de expresién de estas enfermedades sea bastante homogéneo, como se
discutira a continuacion, y que la hipermetilacién del ADN no es un hallazgo frecuente
en NMP, sugiere que estas neoplasias no son objetivos adecuados para el ensayo de

tratamientos desmetilantes como la 5-Azatidina o la Diazatidina [99].
2.  Anadlisis de expresion

El andlisis de expresién por “microarray”, realizado para buscar una huella genética
diferencial entre los grupos NMP tratados con HU, permitié la identificacién de 84 genes
con expresion diferencial significativa a nivel estadistico. Algunos de estos genes, son
clave en las principales vias de sefalizacion intracelular proliferativas como PI3K/AKT,
MAPK (MAPK14, RAF1, RASA1, YWHAH), la familia de las SRC (LYN y SKAP2) y tirosina
quinasas (JAK2, BTK). Otros se relacionan con la hematopoyesis (CD44, MAP1B, JARIDZ2,
HMGB?2, IKZF1), o con otras vias de sefializaciéon y apoptosis (SKAP2, PLAUR, LRMP).
Muchos de ellos ya han sido caracterizados en otros microarray y estudios funcionales

sobre NMP [44, 60].

La posterior validacién de este analisis mediante PCR cuantitativa en tiempo real,
utilizando sondas tagman en un soporte TLDA de 384 pocillos, determiné un perfil de
expresion diferencial en NMP, atendiendo al grado de respuesta de los mismos.
Encontramos 34 genes sobre-expresados en pacientes que no respondian al tratamiento
con HU. Entre estos 34 genes, se mantenian los que formaban parte de la via MAPK
(MAPK14, p38, RAF1) de la via AKT (PI3K, FRMD4B), de la familia SRC (LYN, FCERI1G,
BTK, SKAP2) asi como JAK2 y IGFR1. La expresién génica no variaba analizando otras

variables como el tiempo de evolucién de la enfermedad.

El grupo de pacientes que no respondia al tratamiento con HU, presentaba una
expresion de los genes pertenecientes a la via MAPK no solo significativamente menor a

los que si respondian, sino que ademas esta era similar a las eritrocitosis secundarias y a
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los casos control. La activacién y sobre-expresion de genes como P38, RAF1 y MAP2K1, a

sido descrita previamente en la patogénesis de PV [44-46].

La sobre-expresion de los genes de la via MAPK, puede estar relacionada con la falta de
respuesta al tratamiento con HU, aunque por mecanismos aun desconocidos,

probablemente relacionados con la expresion del gen JAK2.

El gen AKT y la via de sefializacion que define, es crucial en un gran nimero de procesos
relacionados con la proliferacidon, diferenciacién, ciclo celular y apoptosis. Esta molécula,
ademas ha sido relacionada con la patogénesis de NMP (TE y PV), por sobre-activacion y
sobre-expresion[45, 51]. En nuestro analisis encontramos que el gen PI3K, regulador de
AKT, estaba también sobre-expresado en pacientes que no respondian al tratamiento
con HU. Esta sobre-expresion puede estar también implicada en la falta de respuesta al

tratamiento con HU y se correlaciona con la sobre-expresion del gen JAK2.

Se ha descrito previamente que algunas de las proteinas de la familia SRC, pueden estar
relacionadas con la sefializacion mediada por el receptor de la EPO [57]. Pese a ello no
parecen indispensables para el fenotipo PV inducido por JAK2 V617F, como muestran
estudios en médula 6sea de ratones “knockout” (KO) para genes como LYN, FYN o FGR
[100]. Nuestros resultados muestran sin embargo que BTK y otros miembros de la
familia SRC como LYN, FCER1G y SKAP2, estdn sobre-expresados en pacientes que no
responden al tratamiento con HU. Como en el resto de vias descritas, esta sobre-
expresion parece estar relacionada con la falta de respuesta a HU, por lo que menores
niveles de expresion de estas vias podrian correlacionarse con una buena respuesta al
tratamiento con HU en un modelo predictivo. Sin embargo, este analisis solo podria
realizarse de forma retrospectiva sobre la poblaciéon que, en el momento del analisis no
habia sido tratada. En la actualidad se estan recopilando los datos de respuesta al

tratamiento para estos 20 casos.

Algunas de las proteinas codificadas por genes de la familia SRC parecen no estar
relacionados con la cascada de sefializacion de JAKZ, lo que aumenta el interés del
estudio en profundidad de estas dianas, ya que sus alteraciones en la expresion y
activacion serian independientes de las mutaciones en JAK2. Ademas el que los niveles

de expresién en la respuesta a HU sean similares a los niveles observados en pacientes
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con ER y controles no enfermos, sugiere que estos hallazgos podrian ser de gran interés
ya que los pacientes con altos niveles de expresién de los genes de la familia SRC
podrian beneficiarse de tratamientos con inhibidores de SRC como Dasatinib. De hecho,
algunos grupos ya han ensayado Dasatinib en lineas celulares y en pacientes con PV con

cierto éxito[59].

El tratamiento con HU en pacientes NMP mostr6 una disminucién no solo en la carga
alélica de JAK2V617F, sino también en la expresion del gen JAK2 en la falta respuesta a
HU. Mientras que JAK2 estaba sobre-expresado en pacientes que no respondian al
tratamiento con HU, en los pacientes que si respondian bien, la expresion de JAK2 se
redujo a niveles equivalentes a los hallados para ER y controles. Ademas mostramos
que, pese a que la carga tumoral de JAK2V617F disminuia después del tratamiento con
HU como ya han indicado algunos autores [101], no encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre los niveles de cuantificacion JAK2V617F en

relacién a la respuesta a HU.

Sin embargo si analizamos la expresion del gen JAK2 en nuestros grupos de pacientes
con y sin respuesta a HU, si encontramos una expresion diferencial estadisticamente
significativa. Esto indica que la sobre-expresién de JAK2 puede reflejar una falta de
respuesta al tratamiento con HU, pese a que el mecanismo molecular subyacente no
queda definido. A nuestro entender, este es el primer estudio que muestra estos
resultados, pero consideramos que el grado de expresion podria ser util en un futuro

como un parametro adicional de respuesta.
3. Ensayos funcionales

El conjunto de cribados de expresion antes descrito, nos permitié definir un grupo de
dianas moleculares que podrian estar relacionadas con la fisiopatogenia de los NMP y
ademas ser candidatos para la definicién de nuevas aproximaciones terapéuticas. El
andlisis de expresion génica por microarray nos permitié seleccionar las principales
proteinas de las vias proliferativas JAK/STAT, MAPK, AKT y familia SRC, para cuya
inhibicién seleccionamos los compuestos Ruxolitinib, Sorafenib, Perifosine y Dasatinib.
El andlisis protedmico, por su parte, nos permitié definir un ultimo candidato; HSP70 y

su inhibidor correspondiente, KNK437 (Figura 54).
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Figura 54: Modelo de accién de nuestros farmacos sobre las cascadas de sefalizacién

estudiadas

Los modelos que seleccionamos para la realizacion de estos estudios funcionales fueron
tres: los cultivos secundarios de lineas celulares, los cultivos de células mononucleadas
de casos NMP extraidas de sangre periférica y los cultivos de células madre CD34

positivas.

La principal ventaja de los cultivos secundarios de lineas celulares es su versatilidad y
reproducibilidad. La principal desventaja es que son el modelo mas alejado de nuestras
patologias. Se seleccionaron 2 lineas JAK2 V617F, una procedente de una eritroleucemia
(HEL) y otra obtenida tras la transformacién de la linea murina BA/F3 con JAK2 V617F
y EPOR. Sin duda estas dos lineas estan bastante alejadas de nuestras patologias, una
por provenir de una LMA y la otra por ser un modelo murino. Sin embargo creemos que
el ruido producido por estas desviaciones se minimiza gracias al estudio en paralelo de
ambas. Podemos asumir que los efectos encontrados en los dos modelos han de ser
debidos a la presencia de JAK2 mutado, inico nexo entre las dos lineas. Ademas, como
control negativo de estas lineas contabamos con la linea HL60 también proveniente de
una LMA, BA/F3 JAK2 WT y BA/F3 sin transformar con JAK2 asi como un modelo celular
procedente de una LMC (K562).
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El crecimiento de colonias eritroides en cultivos endogenos (sin EPO ni otras citoquinas)
es un marcador clinico de la PV incluido en los criterios diagnésticos de esta
enfermedad. Nuestro modelo se aleja un poco del aplicado en la practica clinica.
Utilizamos en los cultivos sin EPO las citoquinas IL3 y SCF para garantizar el crecimiento
de una minima cantidad de células que permita la realizaciéon de todos los analisis

aplicados.

Ademas dado el elevado niimero de ensayos con cada muestra, tampoco definimos con
detalle el tipo y grado de maduracién de cada colonia (BFU-E, CFU-E, BFU-GM, CFU-MK).
Sin embargo, las poblaciones celulares de todos los ensayos realizados fueron
caracterizadas por citometria de flujo. Estas desviaciones del modelo clinico estdndar
han quedado validadas al encontrar para los farmacos descritos unas actividades

similares a las presentadas en la bibliografia [59, 102, 103].

Sin embargo el mejor modelo con el que contamos en este estudio son los cultivos de
células madre CD34 positivas. Estas células fueron extraidas de médula o6sea de
pacientes diagnosticados con NMP sin ningin tratamiento. Dado la dificultad de
obtencidn de este tipo de muestras y las pocas células obtenidas tras la purificacion de la
poblaciéon CD34 positiva con bolas magnéticas, solo se pudo analizar la viabilidad en

presencia de los farmacos a estudio de 4 casos NMP (2 PVy 2TE).

El Ruxolitinib es el primer inhibidor de JAK2 admitido por la FDA para el manejo de la
mielofibrosis [104], y esta en desarrollo clinico para el resto de NMP y otras neoplasias
hematoloégicas [105]. Pese a que la accion del Ruxolitinib sobre los modelos celulares
utilizados esta en parte definida en la bibliografia [102], creimos interesante por un lado
validar estos resultados, con el fin de ratificar a su vez nuestra aproximacion
experimental. Ademas consideramos que el analisis exhaustivo realizado amplia la
informacion existente sobre este compuesto en los principales modelos de NMP

existentes, permitiendo una mejor caracterizacidn de su accién a nivel molecular.

Los resultados obtenidos en el cultivo de células eritoides de PV (IC50 30nM) son
similares a los presentados en el estudio preclinico de Quintas-Cardama y col
(IC=67nM). Ademas observamos de forma acorde con la literatura [102], una mayor

accién citotéxica del Ruxolitinib en NMP que en controles. A nivel fenotipico, pese a
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observar una cierta disminucién del tamafio de las colonias eritroides, el Ruxolitinib
principalmente disminuye el nimero de las mismas, lo que parece indicar que actda
sobre progenitores tempranos. Mediante inmunofenotipado observamos que Ruxolitinib
disminuye de forma especifica la poblacién eritroide CD71 positiva. Pese a que puede
parecer que las poblaciones panleucocitaria y megacariocitica aumentan, estos valores
no son absolutos, ya que en todos los ensayos de citometria se analizaron 10.000 células,
por lo que al disminuir especificamente una de las poblaciones, las otras han que
aumentar. También observamos un aumento leve de la apoptosis en los cultivos
endogenos de muestras de PV y como era de esperar, una mayor poblacion
megacariocitica en cultivos sin EPO. No se muestran los datos de las TE negativas sin

EPO, ya que solo se disponia del inmunofenotipado de dos de ellas.

Por ultimo la inhibicién de la proliferacion de células CD34 positivas de las 4 muestras
NMP (2 PV y 2 TE) analizadas fue significativamente mayor a la encontrada en células
CD34 de donantes de cordén no enfermos (IC50nmp 35nM, IC50conTROL > 400nM, Pval. <
0,05) Estos resultados indican que el Ruxolitinib no solo es mas eficaz en la inhibicién de
la proliferacion de células de pacientes NMP, sino que ademdas actia selectivamente

contra células madre patolégicas.

En lineas celulares, Ruxolitinib presenté una eficacia menor que en cultivos primarios.
La bibliografia presenta un IC50 en la linea HEL de 186nM y en BAF3 JAK2 V617F de
137nM [102]. En nuestro estudio encontramos un IC50 en la linea HEL de 274nM y de
126nM en la linea BA/F3 JAK2 V617F.

Debido al gran nimero de ensayos a realizar, nos vimos obligados a reducir el nimero
de concentraciones de trabajo estudiadas para caracterizar los efectos de cada farmaco
sobre los diferentes modelos de cultivo. Pese a ello, como se muestra, los valores de IC50
para este y el resto de farmacos son consistentes con los descritos en la bibliografia [59,
102]. Ademas, la motivacion de este estudio no es definir perfectamente el rango
dinamico de acciéon de cada farmaco, sino comparar su eficacia entre las diferentes

poblaciones estudiadas y los posibles efectos sinérgicos que presentan.
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Una vez caracterizados los efectos del Ruxolitinib en nuestros modelos celulares,
pasamos a estudiar los efectos del resto de compuestos seleccionados, tanto de forma

independiente, como en combinacién con el Ruxolitinib.

Pese a que no estd descrita la accion del Sorafenib en modelos celulares de NMP, su
accidén citotdxica en otros procesos neoplasicos como cancer de colén y pulmoén si esta
ampliamente estudiada [106]. Ademdas se ha mostrado eficaz contra la progresiéon de
multitud de tumores soélidos [103]. Por ultimo también existe en la bibliografia la
descripcion de su posible aplicacién en algunas neoplasias hematolégicas como la

leucemia linfocitica cronica [107].

En nuestra bateria de experimentos con este farmaco, encontramos que el Sorafenib
tiene efectos citotéxicos en un rango de concentraciones (1-10uM) similar al descrito
previamente en otros modelos [103]. Ademas comprobamos que este compuesto actia
de forma sinérgica con el Ruxolitinib disminuyendo las concentraciones efectivas del
mismo tanto en lineas celulares como en cultivos primarios de células provenientes de

pacientes.

Por otro lado es llamativo el hecho de que los efectos inhibitorios de la proliferacion
celular del Sorafenib en donantes control no enfermos sean significativamente mayores
que los presentados por los casos NMP. Esta discrepancia puede ser explicada
asumiendo que la via MAPK es clave en la proliferaciéon celular basal, por lo que su
bloqueo tiene un efecto citostatico automatico en células de donantes control, cuya
proliferacién no cuenta con la activacion constitutiva de JAK/STAT y todas las cascadas
asociadas. Sin embargo en el modelo de cultivo con células CD34 positivas si que
apreciamos una mayor inhibicion del desarrollo en casos NMP respecto a los donantes
control (Pval < 0.05). Esto podria indicar que en los estadios mas tempranos de la
maduracion celular, la via MAPK no es el tnico ni el principal agente transductor de las

sefiales proliferativas, volviéndose clave sin embargo en células mas maduras.

A nivel fenotipico, el Sorafenib produce un cambio en el desarrollo de las colonias. Como
se muestra en la Figura 30, el Sorafenib inhibe el desarrollo de colonias eritroides CFU-E
y BFU-E, y aumenta el de colonias blancas no hemoglobinizadas (CFU-GM y CFU-MK). La

citometria de flujo revela que detras de este cambio fenotipico se encuentra una
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disminucién de las células eritroides CD71 y un aumento de las colonias

megacariociticas y panleucocitarias, principalmente CFU-GM.

Mediante andlisis de CBAs en muestras de pacientes NMP tratados con Sorafenib,
observamos una disminucién de la activacién de la proteina P38. Esta disminucién fue
confirmada mediante western blot de cultivos de la linea celular JAK2 V617F tratados
con Sorafenib. La proteina P38, pertenece a la familia MAP Quinasa, pero no forma parte
de la cascada clasica RAF/RAS/MEK/ERK, sino que conforma una via de sefializacién
independiente. Desterke y col, han sefialado que la activacién de P38 esta relacionada
con un aumento de la apoptosis de megacariocitos [108]. En conjunto, estos hallazgos
sugieren que el Sorafenib tiene un doble efecto sobre las células hematopoyéticas. Por
un lado disminuye la proliferacion de células eritroides mediante la inactivacion de la
via MAPK clasica. Por otro lado, a altas concentraciones promueve la supervivencia de

las no eritroides mediante el bloqueo de la apoptosis de las mismas, via P38.

La chaperona HSP70 es una proteina perteneciente a la familia de las “Heat Shock
Proteins” (HSP), proteinas encargadas de garantizar el correcto plegamiento de un gran
numero de dianas. Son activadas mediante diferentes senales de estrés [109], y su
inhibicién aumenta la poliubiquitinacién y degradacién por el proteosoma [110]. Se han
relacionado con diferentes vias proliferativas implicadas en la proliferacién mieloide
como JAK/STAT, AKT o MAPK [111]. Ademdas se ha descrito una protecciéon de la
protedlisis de GATA1l por parte de HSP70 [112, 113]. A nivel hematolégico, las
chaperonas tienen un papel recurrente en numerosos procesos neoplasicos.
concretamente, HSP70 ha mostrado sobre-expresion en los SMD [114], LMC o LLA [115].
Mediante el estudio de Gel 2D/Espectrometria de masas, ampliamos estos resultados

relacionando la sobre-expresion de esta proteina con la PV.

Para estudiar los efectos de la inhibicion de esta proteina sobre nuestros modelos
celulares, utilizamos el inhibidor de HSP70, KNK437. El analisis molecular de los efectos
de este farmaco sobre la linea celular BA/F3 Jak2 V617F mediante western blot indica
que KNK437, no solo disminuye la activacion de JAK2, sino que es capaz de inhibir la
expresion de esta proteina. En un estudio publicado recientemente, se definen los
efectos sinérgicos del inhibidor de HSP90, AUY922 con el inhibidor de JAK2 TG101209.

Ademas encuentran que la inhibicién de HSP90 disminuye la auto fosforilacién y

DISCUSION
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expresion de JAK2 V617F, en células primarias de pacientes con mielofibrosis [63]. Esta
disminucién de la expresion se relaciona con la inhibicién de la unién JAK2-HSP90,

promoviendo la degradacién del primero por el proteosoma.

KNK437 presenta sinergia con Ruxolitinib, tanto en las lineas celulares analizadas como
cultivos de colonias de PV. Como se muestra en la tabla 10, estos efectos son muy
intensos en este tltimo modelo, llegando a unos CI inferiores a 0,1 (efecto sinérgico muy

fuerte).

De manera analoga, recientemente ha sido descrito otro inhibidor de HSP90, PU-H71,
como potencial tratamiento de las NMP, concretamente de la PV y la TE [116]. Con este
inhibidor también se observa una disminucion de la expresion de JAK2. Esta descrito
que HSP90 y HSP70 pueden unirse y formar complejos enzimaticos que potencian sus
funciones [117]. Estos datos sugieren que las HSP pueden ser clave en la fisiopatogenia
de las NMP, y dada la inhibicion de la expresidon de JAK2 tanto mediante el bloqueo de

HSP90 como HSP70, estas proteinas resultan ser unas excelentes dianas terapéuticas.

Numerosos estudios han relacionado el exceso de eritropoyesis en PV con un aumento
de la via AKT/PI3K [118] y de su molécula efectora GSK3f [119, 120]. Nuestros
resultados sugieren que existe una relaciéon entre la sobre-expresion de este gen y la
falta de respuesta a HU. Por ello decidimos estudiar la inactivacion de esta via en
nuestros modelos celulares para concretar su papel en la fisiopatogenia de las NMP.
Dado que la via PI3K/AKT, se relaciona con multitud de procesos neoplasicos, se han
desarrollado una gran variedad de inhibidores para estas dianas [121]. En el presente
estudio seleccionamos el alquifosfolipido inhibidor de AKT Perifosine, molécula en

ensayo clinico fase Il en mieloma multiple.

En lo que creemos es el primer ensayo de inhibicidon con este compuesto en modelos
NMP, encontramos una mayor respuesta al mismo en células provenientes de casos
diagnosticados con NMP que en donantes control no enfermos, aumentando la apoptosis
de los primeros en cultivos no suplementados con EPO. Estos resultados se validaron en

cultivos de células madre CD34 positivas.

Sin embargo los estudios de sinergia con este farmaco y Ruxolitinib no fueron

concluyentes, debido a la escasa reproducibilidad de los mismos. Este hecho puede ser
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debido bien a un diferente grado de respuesta en los casos NMP estudiados. Sin embargo

la limitada poblacién estudiada no ha permitido concretar este resultado.

El Dasatinib es un inhibidor dual de las quinasas de la familia SRC, y ABL que ha sido
recientemente aprobado para el tratamiento de adultos en todas las fases de la LMC con

resistencia o intolerancia al tratamiento con metilato de imatinib [122].

Dasatinib también inhibe otros oncogenes tirosina quinasa como c-KIT, PDGF-RB o
EPHA2 [56, 122]. Estas quinasas estan implicadas en multitud de procesos celulares
relacionados con la oncogénesis como son la proliferacién, adhesién, metastasis,

angiogénesis, control del ciclo celular y apoptosis.

En este estudio mostramos que el Dasatinib, pese a no ser eficaz en la inhibicion de la
proliferacion de lineas celulares, acorde con lo observado previamente en la linea HEL
[123], si presenta una inhibicién significativa de los cultivos de células mononucleadas
de casos NMP. En un estudio preliminar, Wapll y col. observaron un grado de inhibicién

similar en pacientes con PV [59].

Nuestros resultados sefialan que este efecto observado en PV es similar al presentado
por casos de TE JAK2 V617F. Sin embargo las TE JAK2 WT son hasta 10 veces mas
sensibles a este compuesto. Esto puede indicar que las proteinas de la familia SRC son
importantes en la fisiopatogenia de NMP, pero sus efectos quedan enmascarados por la
presencia de mutaciones en JAK2. Sin embargo en las TE negativas, al no tener la

activacion constitutiva de la via JAK/STAT, la implicacién de las SRC queda mas patente.

Este compuesto, al igual que el Sorafenib y el KNK437, presenta un importante efecto
sinérgico con Ruxolitinib, tanto en lineas celulares, como en ensayos con células de

pacientes.

Okutani y col. Demostraron que cSRC esta implicada en los mecanismos de transduccion
de sefial mediados por eritropoietina, relacionando esta proteina con la activacion de
STATS [124]. En la Figura 52, se muestra que, al menos en la linea BAF3 JAK2 V617F
estudiada, la inhibicién con Dasatinib elimina completamente la activacion de SRC, y a su
vez disminuye la activacién de STAT5 a concentraciones préoximas a 100uM. Ruxolitinib

por su parte, a concentraciones cercanas a 100nM, también elimina la activacion de
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STATS. A concentraciones menores, de 10uM de Dasatinib y 50nM de Ruxolitinib, no se
observa esta inhibicién de STATS5. Sin embargo si se aplican estas concentraciones en
conjunto, se elimina casi por completo la activacién de esta proteina. Estos resultados
sugieren que el fendmeno molecular que determina los efectos sinérgicos entre ambos

farmacos es la inhibicion del efector comun STATS.

De hecho, como se muestra en la Figura 54, todas las vias inhibidas por los compuestos
estudiados confluyen en la proteina efectora STAT5. Ademads, como se muestra en los
diferentes westerns blot realizados, la combinacion de Ruxolitinib con los diferentes
farmacos provoca una disminucién de la activacion de STATS5. Estos resultados nos
permiten concluir que los efectos sinérgicos encontrados para los diferentes farmacos, a
nivel molecular, son debidos a la inhibicién conjunta de la molécula efectora comtin

STATS.

Pese a que se ha realizado un gran esfuerzo para en la busqueda de inhibidores contra
STAT3[125, 126], hasta hace poco no existian compuestos especificos y seguros que
inhibieran STAT5[127]. La relacién de los efectos sinérgicos encontrados para los
diferentes compuestos con STATS5, sugiere que el ensayo de estos nuevos inhibidores
contra esta diana con una aproximacién experimental similar a la sugerida en esta tesis

es prometedora.

Consideramos que los resultados expuestos, justifican el disefio de ensayos clinicos que
estudien las ventajas de la administracion de Ruxolitinib en combinaciéon con los

diferentes fArmacos aqui estudiados.

Por otro lado, se han encontrado efectos sinérgicos entre distintos inhibidores de JAK2
y inhibidores de histona deacetilasas como panabinostat [128], AUY922[63] y otros
inhibidores de HSP90 [129]. Esto sugiere que los efectos sinérgicos son un mecanismo
bastante recurrente, que podria ayudar a disminuir la dosis de Ruxolitinib, para
disminuir los efectos secundarios que causan intolerancia en un 5/10% de los casos
estudiados en los diferentes ensayos clinicos, y evadir la resistencia molecular

encontrada en un 20% de los mismos.

Estos datos nos han permitido ademas, elaborar un nuevo estudio en el que se estan

analizando mas de 40 farmacos antitumorales de forma individual y en combinacién con
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Ruxolitinib, tanto en células de pacientes como en modelos celulares. Para ello se esta
aplicando la tecnologia desarrollada por la compaififa Vivia Biotech. Con esta
aproximacion no solo pretendemos caracterizar mejor los posibles efectos sinérgicos del
nuevo inhibidor de JAK2, sino desarrollar un método de selecciéon del tratamiento

6ptimo para cada paciente de forma individual.

DISCUSION
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Mediante las técnicas de cribado utilizadas, se demuestra que los perfiles de
expresion molecular global en las neoplasias mieloproliferativas philadelphia
negativas (NMP) son muy homogéneos y similares a los de donantes control no
enfermos. Esto indica que las alteraciones moleculares en estas patologias deben
de ser puntuales, sin afectar de forma global al epigenoma, genoma, o proteoma de

las mismas.

Estas aproximaciones, sin embargo, han permitido definir una serie de candidatos
moleculares que pueden justificar las diferencias fisiopatogénicas y los
mecanismos de respuesta/resistencia molecular en estas patologias. Estos

candidatos pueden ser empleados como futuras dianas terapéuticas.

ZNF577, posible gen supresor de tumores, se encuentra silenciado por
hipermetilacion en el 75% de los casos de Policitemia Vera estudiados. La
inhibicion mediante ARNi es una buena aproximacidén para caracterizar su

funcionalidad.

La inhibicion de las cascadas de sefializacion celular MAPK con Sorafenib, de la via
PI3K/AKT con Perifosine, y de las tirosinas quinasas de la familia SRC con
Dasatinib, presenta unos efectos antitumorales similares al Ruxolitinib. La
inhibicion de HSP70 con KNK437 disminuye la expresiéon de la proteina JAK2. El
empleo de estos compuestos puede ser beneficioso para el manejo de casos que no

respondan a Ruxolitinib.

El Sorafenib, el KNK437 y el Dasatinib, presentan un fuerte efecto sinérgico con
Ruxolitinib. Este efecto puede deberse en la confluencia de todas las vias
estudiadas en STATS5, por lo que esta justificado su futuro estudio dentro de

ensayos clinicos en combinacion.

Pese a que la poblacion estudiada no ha permitido definir un modelo de respuesta
a los diferentes farmacos, si existe una tendencia a que los enfermos con mutacién

del gen JAK2 sean mas sensibles a estos tratamientos moleculares.

CONCLUSIONES
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Epigenomic profiling in polycythaemia vera and
essential thrombocythaemia shows low levels
of aberrant DNA methylation

S Barrio,' M Gallardo,' E Albizua,"? A Jimenez,' | Rapado,' R Ayala,* F Gilsanz,'

J | Martin-Subero,* J Martinez-Lopez'*

ABSTRACT

Aims The purpose of this study was to compare the
DMA-methylation signature in classic chronic Philadelphia
negative myeloproliferative neoplasms (MPN),
polycythaemia vera {PV) and essential
thrombocythaemia {ET), in order to obtain a global insight
into DMNA-methylation changes associated with these
malignancies,

Methods Thirty-five MPN samples from 11 ET JAKZ
VE1TF, 12 BT JAKZ wild type (WT) and 12 PV JAKZ
VE17F patients as well as 12 from healthy donors were
analysed. DNA samples extracted from whole peripheral
blood were hybridised to the 'HumanMethylation27 DNA
Analysis BeadChip.

Results Al groups showed a very homogeneous
methylation pattern. Only the ZNF577 gene showed

a differential methylation profile between PY JAKZ VE17F
positive and contrals. This aberrant methylation was
correlated with a differential gene expression of ZNF577.
Mo aberrant hypermethylation was found in the S0CS-1
and SOCS-3 genes.

Conclusions According to our results, an abermant
methylation pattern does not seem to play a crucial ole
in MPN pathogenesis; nor does it justify phenotypical
differences between PV and ET.

INTRODUCTION

Alterations in the epigenetic code, which comprises
reversible modifications that affect gene expression
without altering the DMNA sequence itself, are
a molecular hallmark of haematological malignan-
cies.! The best-studied epigenetic change is the
hypermethylation of tumour suppressor genes,
reported to be associated with gene inactivation,
while the importance of epigenetics in haemato-
logical malignancies is underined by the use
of DNA-demethylating agents to treat myeloid
disorders ”

BCR-ABL-negative myeloproliferative neoplasms
{MPN) induding polycythaemia vera (FV), essential
thrombocythaemia (ET) and primary myelofibrosis
(PMF) are characterised by a clonal expansion of
a multipotent haematopoietic progenitor cell * JAK2
V617F mutation results in a constitutive activation
of JAK/STAT signalling and occurs in about half of
the patients with ET and PME and in more than
90% of those with PV* Despite its extraordinary
importance, recent studies have demonstrated that
JTAE2 VA17F is neither the sole event nor ewen
sufficient, nor probably the first molecular event in

JTAKZ V617F MPN. MNowvel mutations hawe been
found, though none of them specific of MPN. In
addition, postgencmic abnormalities as well as
polymorphisms may contribute to  phenctypic
divergence. Nonetheless many aspects of the path-
ogenesis of these entities remain unknown.®

In these malignancies, different epigenetic
abnormalities have been described. ITF2357, a novel
histone deacetylase (HDAC) inhibitor with anti
tumour activity, was assayed on cells carrying the
JAKZ V617F mutation obtained from PV, ET” and
PMF® As a consequence, a phase IT study has been
conducted to evaluate the safety and efficacy of
ITF2357 in MPN”

An aberrant methylation of individual genes has
also been found in MPN. The differential methyl
ation pattern of the suppressors of cytokine
signalling (SOCS5) genes may contdbute to the
pathogenesis and differential phenotype of these
neoplasias. Teofili e al found that 50CS-1 or
S0OCS-3 hypermethylation can activate the JAK/
STAT signalling pathway as an alternative, or
together with JAKZ mutations.” Hy per-
methylation of a further gene, CXCR4, down-
regulated in primary myelofibrosis, has been found
to contribute to the migration of CD34 cells in this
disease ™!

The objective of the present study was to obtain
a global insight into DNA-methylation changes
associated with PV and ET through a micmarray-
based DNA methylation assay, in order to improve
our knowledge on their pathogenesis.

MATERIAL AND METHODS

Patients

A total of 35 samples from classic chronic Ph-nega-
tive MPN patients including 11 ET JAK2 V617E 12
ET JAK2 WT and 12 PV JAKZ V6IT7E as well as 12
peripheral blood samples from healthy donors were
analysed in the present study Diagnosis were
established according to WHO criteria.™ Out of 35
patients (21 women/14 men), with a mean age of
59.5 years (range: 34—78), three of them presented
thrombotic events at diagnosis. The mean platelet
count (X 10°/1) was 421 (201—1328) in PV and 747 5
(455—1896) in ET. The haemoglobin (gr/dl) was 18.7
{17.5—217) in FV and 148 {11.9—16.3) in ET, Six PV
and three ET cases had leucocytosis (>12.5x10°
leucocytes/1) at diagnosis. The mean leucocyte count
(x10°1) in PV was 124, mnge 8-20.1, and in ET
4.8, range 4.8—13.7. All MPN samples contained
over 7% of neutrophils.
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Abstract This study investigates the differential gene expres-
sion profile of JAK2Y®'_positive myeloproliferative neo-
plasm (MPN) patients, with and without response to
hydroxyurea (HU) treatment. Twenty-one polycythemia vera,
28 essential thrombocythemia, eight secondary erythrocytosis,
and 30 controls were studied. Thirty-four genes were overex-
pressed in patients who did not respond to HU. Of these,
some participate in proliferative pathways: MAPK, AKT, Src
kinase (SFK), and JAKZ2 pathway. JAKZ allele burden was
similar between groups of responders and nonresponder. A
molecular fingerprint distinguishes JAK2Y®' " _positive MPN
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patients without response to HU treatment, with overexpres-
sion of JAK2, MAPKI4, PIK3CA, and SFK genes.

Keywords Polycythemia vera - Essential
thrombocythemia - Gene expression profile - RT-PCR -
Response to hydroxyurea - JAK?2 - Src tamily kinase (SFK)

Introduction

The discovery ofthe JAK2Y®'"F point mutation has become a
hallmark in the diagnosis of the classic chronic Philadelphia-
negative myeloproliferative neoplasms (MPN) namely, poly-
cythemia vera (PV), essential thrombocythemia (ET), and
primary myelofibrosis (PMF) [1]. As a result, WHO
diagnostic cniteria were revised in 2007, and J4K2 mutations
and MPL mutations were included as major criteria for the
diagnosis of PV, ET, and PMF [2]. Moreover, the JAK2Y%'7F
allele burden has been included in response criteria for PV
and ET by a recent European Leukaemia Net (ELN)
consensus conference [3]. Despite the fact that JAK2VE!UF
has facilitated the diagnoss of MPN and improved our
knowledge on their pathogenesis, there are still a number of
unanswered questions [4].

Although formerly believed to be a single-step process,
recent evidence has shown that the JAK2Y®'"F mutation is
neither the sole, nor sufficient molecular event, responsible
for MPN. It may also not be the initial one, and other
somatic mutations may precede JAKZYE''F [5-7). There is
evidence of clonal heterogeneity and presence of different
mutations in the same patient [8, 9].

The current first line of treatment for PV and ET patients
with a high risk of thrombosis is still hydroxyurea (HU)
[10]. The cytoreductive activity of HU is based on its anti-
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