VNIVERSITAT
DGVALENCIA

Facultad de Ciencias Bioldgicas
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular
Programa de doctorado en Bioquimica y Biomedicina

TESIS DOCTORAL
Estudio de la expresion de MYBL2 y de miRNAs en la leucemia
mieloblastica aguda. Papel del miR-30a en la regulacion de

MYBL2 y en la proliferacion celular.

Trabajo original presentado para optar al grado ara optar al grado de

Doctora por la Universitat de Valencia.

Presentada por:

Marta Llop Garcia

Dirigida por:
Dra. Eva Barragan

Dr. Oscar Fuster






EVA BARRAGAN GONZALEZ, doctora en Bioquimica, Biologia Molecular
y Biomedina; facultativo especialista en Bioquimica clinica en el Hospital

Universitario y Politécnico la Fe,

OSCAR FUSTER LLUCH, doctor en Farmacia; facultativo especialista en

Andlisis Clinicos en el Hospital Universitario y Politécnico la Fe,

INFORMAN

que la presente memoria titulada “Estudio de la expresion de MYBL2 y
de miRNAs en la leucemia mieloblastica aguda. Papel del miR-30a en la
regulacion de MYBL2 y en la proliferacion celular” realizada por Marta
Llop Garcia, licenciada en CC Bioldgicas y licenciada en Bioquimica por la
Universitat de Valéncia y realizada bajo nuestra supervision, en el
laboratorio de Biologia Molecular servicios de Analisis Clinicos y de
Hematologia del Hospital Universitario y Politécnico La Fe, en el marco
Instituto de Investigacion Sanitaria la Fe, relne los requisitos para su

presentacidon y defensa en forma de Tesis Doctoral ante un tribunal.

Y para que asi conste a los efectos oportunos firman la presente en

Valencia, marzo del 2015.

Fdo: Eva Barragdn Fdo: Oscar Fuster






Este trabajo ha sido realizado con el apoyo econdmico de los proyectos

de investigacion FIS 09/01828, GV/2013/024 y GE004/10.

Marta Llop Garcia ha disfrutado de las becas ACIF del programa VALI+d
para investigadores en formacion (RH-2010-31) y BEFPI/2013 de la
Generalitat Valenciana, asi como de la beca de formacién y movilidad

RTICC (RD06/0020/0031).

Este estudio se ha realizado en los servicios de Analisis Clinicos y de
Hematologia del Hospital Universitario y Politécnico La Fe, en el marco
Instituto de Investigacién Sanitaria la Fe, bajo la direccidon de la Dra. Eva
Barragéan y del Dr. Oscar Fuster, y se ha completado con estancias en el
Centro de Investigacién Médica Aplicada (Universidad de Navarra)
(estancia supervisada por la Dra. Maria D. Odero) y en el Institute of
Biomedical Research (University of Birmingham) (estancia supervisada

por la Dra. Paloma Garcia).






No es la especie mas fuerte la que sobrevive,
tampoco es la mas inteligente la que sobrevive.
Es la que mds facilmente se adapta al cambio.

Charles Darwin

“Adaptarse o morir”






Agradecimientos






Agradecimientos

En primer lugar me gustaria agradecer a mis directores de tesis
su esfuerzo, dedicacién y ayuda. Sin ellos no hubiese podido llegar hasta
aqui.

A la Dra. Eva Barragan quiero darle las gracias por haberme
dado la oportunidad de participar en este proyecto de investigacién. La
confianza que ha depositado en mi ha sido siempre uno de los motores
principales para querer mejorar y aprender cada dia.

Al Dr. Oscar Fuster por haber estado en el laboratorio “codo con
codo” conmigo cuando empecé y por los animos que siempre me ha
dado.

También quiero darle las gracias al Dr. Miguel Angel Sanz,
porgue es un ejemplo para todos con su pasidn por la investigacidn en
oncohematologia. Y por supuesto, al Dr. Pascual Bolufer por su
inspiradora trayectoria y tenacidad.

Quiero darle las gracias a la Dra. Maria D. Odero por acogerme
durante una corta pero intensa estancia en su laboratorio. Alli tuve a
suerte de conocer a la Dra. Isabel Moreno, quien me prestd una gran
ayuda.

A la Dra. Paloma Garcia quiero agradecerle la maravillosa
acogida que me dio en su laboratorio. Todavia hoy me cuesta creer que
se pueda aprender tanto en tan poco tiempo. Ademads estd rodeada de
personas que, como ella, son brillantes cientificos y mejores personas.
Laila, Lozan, Carl, Giacomo, Emily, Steph, Mary, Jon...all of them made
me feel | belonged to the group and helped me and taught me even
when they had so many experiments to do for their own research
projects.

Gracias a todo el personal de Biologia Molecular; a Sarai, Inma,

Gema, Rosa, Carmen, Blanca y Sandra porque han sido un gran apoyo en



Agradecimientos

todos los sentidos durante estos 4 aifos y por hacer que los almuerzos y
comidas sean una recarga energética a nivel celular y mental. Y también
gracias a Virginia, Nuria, Amparo, Esperanza y Jorge por los buenos ratos
y las risas (y enfados) en el laboratorio.

A todo el personal de Citogenética: a José, Esperanza, Irene,
Maria, Inés, M2 Angeles, porque gracias a ellos tuve mi primer contacto
con la investigaciéon en onco-hematologia, especialmente a Mariam
porque siempre recordaré la frase “ven conmigo que te voy a poner a
hacer PCRs”. Y por supuesto también a todos los hematdlogos del
servicio.

Muchas gracias a Lourdes y al resto de personal de citometria
por su participacion en el proyecto, y al personal del servicio de
gendmica (Dolors, Laia, Jorge e Ivan) por su ayuda. Gracias también al
resto de personal del Hospital la Fe y de la Fundacién que me ha
prestado sus instalaciones o equipos para poder llevar a cabo el
proyecto.

A los cientificos que me han marcado tanto que todavia hoy,
después de mucho tiempo, me vienen a la mente: a Emilia Matallana
porque ha sido una de las mejores profesoras que he tenido nunca; a
Rocio Gdmez porque para mi siempre serd un ejemplo a seguir tanto en
lo profesional como en lo personal; y al Dr. Marc Coles, por ensefiarme
sin querer que “lo que no te mata te hace mas fuerte”.

Quiero darles las gracias también a mis amigos los “bio”, todos
doctores o “doctores-to-be”, porque pueden entender los altibajos
asociados a una tesis. A Ari por nuestras charlas sobre mil y un temas
hasta (literalmente) perder la voz. A Maria y a Pablo por su apoyo
incondicional y porque aprecian el arte del buen comer. A Juanma

porque a pesar del tiempo y de la distancia nuestra amistad permanece

v



Agradecimientos

igual que en la época de la uni. | a Quelo perquée va estar present el “dia
D” i és un bon amic des d’aleshores.

I would also like to thank some special people who in the last
year have encouraged me many ways: my dear Wesleyans, who were
around while | was performing the last experiments of this thesis and my
American family, especially Marissa Daniels, who | will always be
thankful to for her assistance in the writing process.

Per descomptat, vull donar les gracies als meus amics
disbauxics. Perqué sén uns amics incondicionals, perque sense ells no
seria qui soc, per recolzar-me sempre, pels bons moments, pels anims i
per ser els millors amics que es pot tindre.

Als meus pares, perque sempre han les posat necessitats del
meu germa i les meues per davant de les seues. M’han donat tot el seu
suport i les ferramentes per a assolir els objectius que m’he anat fixant:
la carrera, I'Erasmus, la investigacié i ara el doctorat. Sense ells mai
haguera pogut arribar fins aci. Gracies també a la meua familia (tios i
cosins de Vila-real i del Grau) i la Loli, Rafa, Pablo i Paula pels seus anims;
i als meus avis, que, encara que la majoria ja no estan, sé que estarien
molt orgullosos de mi. | sobre tot, gracies a Miguel, perqué no només és
el meu germa sino el meu amic, perqué sempre ens ho contem tot,
perque ens entenem, perqué sempre em fa riure més que ningu i perque
I’admire per tot el que ha aconseguit.

Per ultim perdo no menys important, gracies a Victor per fer-me

felig.






Indice general







indice general

JY o =XV = 1 (U] - Y { | ||

INTRODUGCCION. ... cet et eeeet s eee st s seessessvssssesssessenssnsssenssesseensseessens ]

1. Leucemia mieloblastica aguda ..........ccevremnniiiiiiiiinrnnnnniiinnnieeennnns 3
1.1 Clasificacion diagnésticade la LMA...........ccccoiiiiieeee e, 4
1.2 Factores prondstico enla LMA.......coooeiiiiieiciieeeeee e 6
1.3 Biologia molecular subyacente a la patogénesis de la LMA......... 11
PR 17/ 4 2 1 13
2.1 Familia de 8eNeS MVYB ......uueeeeiieeeee ettt e e e e e 13
2.1 EVOlUCION Y @STrUCTUNA...uuiiiiiieieeee ettt e e e e e e e 14
2.3  MYBL2 ettt bttt 16
3. MIRNAS... ittt e aaa e 21
3.0 SINEESIS weeeitee ettt ettt e e e aree s 22
3.2 Regulacién de la expresion génica ......ccccceeeeeeeeeeeccccivinieieeeeeeeeen, 24
3.3 CarCiNOZENESIS .occeeeeeciiiiiieee e e e e e ee et e e e e e e e e e e aarrrrreeeaaaaeeeans 26
A MIRNAS Y MYBL2 ..ottt ettt 29

HIPOTESIS .. oeee oot e eeeiee e eee s seesenses snssenns s sesmss snssssnsssnsssssssenssesassenseee 31
OBJETIVOS .. e eeie s eeeeesseeseess seessmses sesessas sassessas susssanas sasssasss susssnsssnsss 3D

MATERIAL Y METODOS........oeeeeeeeeeee s eeeeesseesenvesseesensessmssesnsssnssssnssessasess 39

1. Pacientes y aspectos EtiCOS .....ccceveieriiiiirnnnniiiceninennnnnnssssesssanennes 41
1.1 Tratamiento....cccccieeiiiiiiiiii e 42
1.2 Separacidn leucocitaria de médula ésea........cccccvveeeeeeeeeeeiieccnnnns 42
R oo T 1 4 o] =T 3 42
2.1 Separacion de las células mononucleadas..........ccccccvvieeeeeeeeeenn. 43
2.2 Aislamiento de células CD34+ ........coovueeiiieiiniee e 44
R T 1V Zo R ol =] (V] - T 45



indice general

4. Extraccion de RNA ...t esaaaaees 45
4.1 Extraccion de RNA total con TRIZOI ...c.eeeeiiiiiiiiiiiiiiciieceee e 45
4.2 Extraccion de RNA con el miRNA micro kit (Qiagen).......cccuveeee.... 46
4.3 Cuantificacion y valoracion de la calidad del RNA........................ 47
5. Seleccion de miRNAs desregulados..........ccovrrveemenniiiiinnnneennnnnea 49
5.1 Analisis miRNAs mediante arrays de expresion..........cccceeeeeeeennn. 49
5.2 Andlisis bioinformatico.......coeueeiiiiiiiiiiiec e 49
6. Analisis de expresion por PCR cuantitativa a tiempo real........... 50
6.1 TranSCriPCiON MEVEISA ....uuuiiiieereeeeeeeiieiiiireereeeeeeeeesesnrssreeeeeaaaseeanns 50
6.2 Analisis de expresion de MYBL2 y los MiRNAS .........cccceveeeeeeeenn. 51
6.3 Método de cuantificacion relativa .......ccocceeevieeiiieienieciiec e, 52
6.4 Protocolo de PCR para MYBL2 ..........cccoveeeeeeeeeeeececciiieeeeeaa e, 52
6.5 Protocolo de PCR para los MiRNAS........cccceeveeeeiiciciiieeeee e, 53
7. Analisis de los niveles de proteinas: Western Blot..................... 55
7.1 Lisis celular y cuantificacion de proteinas........ccccccevvvveeeeeeeeeennn. 55
7.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida y transferencia ............... 56
8. Mimics y plasmidos de expresion..........cccevviiieemnesiiiiininneeennnnnees 57
8L MIMICS ittt 57
8.2 PIASMITOS ..eeeiiiiieiiie ettt e 58
9. Estudios FuNcionales..........cccceevieiiiiiiiiiiiiiiisinnnsineennees 63
9.1 Sincronizacion del ciclo celular........oooueiiiieiiniieiiiiieieceec e, 63
9.2 Transfeccion celular .......ooueiiiiiiiiiiiec e 65
9.3 Ensayos de IUCIferasa .....ccoceeeeeeeeeecccciiiiiieeee e 65
9.4 Ensayo de viabilidad celular........cccccccoiiiiiieiiieiiceeeee e, 66
9.5 Ensayo de proliferacion celular y ciclo celular: BrdU ................... 67
9.6 ENSay0S A€ QPOPLOSIS ..uuvrrririirieeeeeeiiiciiiirteeeeeeeeeeeeeiirrrreereeeeaeeeens 69
9.7 ENSay0 de SENESCENCIA ..uuuiiriieieeeeeeeiiciiiiiieeeeeeeeeeeeeeirrrreeeeeeaeeeeeans 72
10. Tratamiento estadiStiCo ......cceeverrrerireeireeiiniiiniiieeinneineeereeeeeeenen 73



indice general

1. Expresion de MYBL2 en células CD34+y en LMAS ........ccceerreeneee 77
2. Perfil de miRNAs en células CD34+y en LMAS.......ccccovrirreennnnnnns 77
3. Validacidn de los resultados de l0s arrays.....cccccceeeeeiiinnnneennnnnnns 83
3.1 Seleccion de miRNAs para su validacion ..........ccoceccviviieeeeeeeeenn, 83
3.2 Validacién de los resultados de los arrays por gRT-PCR .............. 83
4. Expresion de los miR-29a y 30 en células CD34+ y en LMAs....... 85
5. Asociacidn entre la expresion de MYBL2 y miRNAs .........cccceuue... 86
5.1 Asociacion en 1a LIMA ...t 86
5.2 Asociacion en un modelo celular mieloide .......ccccceevieeiiieennnnenn. 89
6. Regulacién de MYBL2 por 10s MiR-30a/C ....ccceeerreerreereeeneeeeeeeeeans 92
6.1. Mecanismo de regulacién de la expresion de MYBL2 por el miR-

30a: unidn a laregion 3'UTR ....cceiiie e 93
7. Papel funcional del miR-30a en la LMA .......ccceveveeiiiiiiinineennnnnen 924
7.1 Proliferacion celular ..........oooieiiiiiiiiec e 94
7.2 CIclo CRIUIAN ceiieee e 95
7.3 APOPLOSIS e eiieeiiiiie et e e e e eeaaaa 96
7.4 SENESCENCIA ..ciiiiiiiiiiiiiiiiiiitiete e 97

8. Asociacion de la expresion de MYBL2 y miR-30a con las

caracteristicas clinico-biolégicas de los pacientes de LMA............. 98
9. Valor prondstico de MYBL2 y el miR-30a en la LMA ................ 102
9.1 Resultado de la induccion segun la expresion de MYBL2........... 102
9.2 Seguimiento evolutivo segun la expresion de MYBL2................ 102
9.3 Resultado de la induccion segun la expresion del miR-30a ....... 106
9.4 Seguimiento evolutivo segun la expresion del miR-30a............. 107

Xl



indice general

DISCUSION.......cerrerrerrersessessessessessessessessassessessassassassasssssassassassassssssssassnsss 109
1. Expresion de MYBL2 en LMA y en CD34+ .....cccovriiirvennnnnsscnnnnnns 112

2. Perfil de miRNAs en LMAs y en CD34+. Expresion de los miR-29a y
MIR-30en JaLIMA ...ttt reeneeee s eenaseseennseeseennssesennns 114

3. Asociacidn en expresion de MYBL2 y los miRNAs............cceeeeuee 117
4. Regulacion de MYBL2 por el miR-30a.........ccvveeeeeeniiiirinneennnnnns 119
5. Efectos del miR-30a en la supervivencia celular ...................... 120

6. Asociacion de MYBL2 con las caracteristicas clinico-bioldgicas de
Ia LMA y valor PronostiCo .....cccuveeeeiiiciiiininennnnssesininnnsesssssssnnnnnn 122

7. Asociacion del miR-30a con las caracteristicas clinicobioldgicas de
Ia LMA y valor PronostiCo .....cccuveeeeeiiiciiiininennnnsseeniininsesssssssnnnnnn 124

CONCLUSIONES......ceeeeeeee e eeemeecseessseessssssessssssesssssnssessssesssessseessensss 127
BIBLIOGRAFIA. ... oot ereeesre s eeesseeesseesseesssresssssssnessesssssessssssseesssssesees 131
ANEXOS.....co.oeeeeeeeeeeesevesseessssesssesssesseesssesssesss st ssmsassemsssssssesssssessesssasesseessmses
TADIA @NEXA veeeee oot ceeeeeeeeeeeeeeeeeeesaessessesseseesessensessssassseesesseesenensanell]

Relacion de Tablas.......ccie ettt et esr s s s e DX
Relacion de FIgUras.........ucccceneie et eerierievee e snesveevesvesnesssssaesaen X

X









Abreviaturas

7-AAD
BCA
BrdU
CDK

cDNA
CME
cmv
Ct
DMSO
DNA
EDTA

etOH
FC
FISH

FITC

PS

FT

IGEPAL

KO

LLA

LMA

miRISC

MNC
MO

7-Aminoactinomicina
Acido bicinchoninico
5-bromo-2’-desoxiuridina
Ciclina dependiente de
kinasa

DNA-copia

Célula madre embrionaria
Citomegalovirus

Cycle threshold

Dimetil sulféxido
Desoxyrribonucleic acid
Acido
etildiaminotetraacético
Etanol

Fold-change

Fluorescent in situ
hybridization
Isotiocyanato de
fluoresceina
Fosfatidilserina

Factor de transcripcidn
Octil fenoxipolietoxi
Knocked out

Leucemia linfoblastica
aguda

Leucemia mieloblastica
aguda

miRNA-containing RNA-
induced silencing complex
Monunucleated cell

Médula ésea

MTS

oMS
PA
PBS
PCA

PCR
Pri
PES
PVDF
RNA
qRT-PCR
SBF
SDS
SG
SLE
SLR
SMD
SNP

SP
TdT

TRBP

TUNEL

UTR

(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolio
Org. mundial de la salud
Poliacrilamida

Phosphate buffered saline
Principal component
analysis

Polymerase chain reaction
Bromuro de Propidio
Etosulfato fenacinico
Polifluoruro de vinilideno
Rybonucleic acid

PCR a tiempo real

Suero Bovino Fetal
Dimetil sulféxido

Sup. Global

Sup. libre de enfermedad
Sup. libre de recaida
Sindrome mielodisplasico
Single nucleotide
polymorphism

Sangre periférica
Desoxinucleotidil
transferasa terminal
Transactivating response
RNA binding protein
Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP Nick end
labelling

Untraslated Region

XV






Introduccion

Objetivos

Material y Métodos

Resultados

Conclusiones

Bibliografia







Introduccién

1. Leucemia mieloblastica aguda

La leucemia mieloblastica aguda (LMA) es una enfermedad
heterogénea producida por el desorden clonal de las células
progenitoras hematopoyéticas de la linea mieloide.

La LMA comprende el 80% de las leucemias agudas del adulto
y entre el 15-20% en nifios. Afecta a 3,8 personas por cada 100.000
menores de 65 afios y a 17,9 por cada 100.000 mayores de 65, siendo
el desorden mieloide maligno mds comun en adultos. La mediana de
aparicion de la enfermedad es de 70 afios y afecta en mayor
proporcién a los varones (60%). En los paises occidentales la LMA
tiene una incidencia de 2-3 nuevos casos por 100.000 habitantes al
ano, incrementando progresivamente con la edad y con un pico de
12,6 casos por 100.000 habitantes/afio en pacientes mayores de 65
anos (Deschler y Lubbert 2006; Maynadié et al., 2011). En Espaiia se
diagnostican entre 900 y 1000 casos nuevos anuales (Sanz, 2001).

La LMA es una enfermedad de progreso rapido que cuando
no es tratada adecuadamente el paciente acaba sucumbiendo al
proceso neopldsico en poco espacio de tiempo (semanas o meses). La
proliferacién descontrolada de los blastos y la pérdidad de su
capacidad de diferenciacion terminal conllevan a la acumulacion de
células malignas no funcionantes en la médula 6sea (MO) y sangre
periférica (SP). La insuficiencia medular, consecuencia de la invasion
de células leucémicas en la MO, promueve la aparicién de diversas
manifestaciones clinicas asociadas a anemia, desdérdenes de la
coagulacién y/o infecciones causadas por el descenso de glébulos

rojos, plaquetas y leucocitos en sangre.
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1.1 Clasificacién diagndstica de la LMA

La heterogeneidad de las LMAs hace necesaria su
clasificacion en diferentes subtipos. Por ello, clasicamente las LMAs
se han clasificado en base a criterios citomorfoldgicos utilizando la
clasificacidon Franco-Americano-Britanica (FAB), y mas recientemente
en base a la clasificacién de la Organizacién Mundial de la Salud

(OMS), que incluye criterios clinico-bioldgicos y genéticos.

Clasificacion FAB

La clasificacion FAB atiende principalmente a criterios
morfoldgicos para definir los diferentes subtipos de LMA (Bennett et
al., 1976). Durante décadas esta clasificacion ha constituido el
sistema de referencia mas extensamente empleado en hematologia
para establecer el diagndstico de diversos subtipos morfoldgicos y

citoquimicos de LMA (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacién FAB de la LMA

Subtipo Nombre

MO LMA minimamente diferenciada

M1 LMA sin maduracién

M2 LMA con maduracién

M3 Leucemia promielocitica aguda

M4 Leucemia aguda mielomonocitica

M4Eo Leucemia mielomonocitica aguda con eosinofilia

M5 Leucemia aguda monoblastica (M5a) o monocitica (M5b)
M6 Leucemia eritroide aguda

M7 Leucemia megacariobldstica aguda
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Clasificacion OMS

La clasificacion de la OMS, ademas de los criterios
citomorfoldgicos, incluye criterios con relevancia clinica y bioldgica
para definir entidades especificas dentro de la LMA. La OMS actualiza
su clasificacién periddicamente para incluir los nuevos hallazgos
cientificos que demuestran tener relevancia clinica. En el afio 2008 se
establecieron nuevos criterios para el diagndstico y clasificacion de
las LMAs (Swerdlow et al., 2008). En esta revision, ademas de las
alteraciones genéticas recurrentes asociadas a subtipos de LMA con
caracteristicas morfoldgicas y clinicas especificas, se incluyeron como
entidades provisionales las LMAs con mutaciones en los genes
Nucleofosmina (NPM1) y CCAAT/enhancer-binding protein alpha
(CEBPA) (Revisado por Vardiman et al., 2009), (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacidn de la OMS para LMA (2008)

LMA y neoplasias relacionadas

1. LMA con alteraciones genéticas recurrentes

LMA con t(8;21)(q22,922); RUNX1-RUNX1T1

LMA con inv(16) (p13.1;922) / t(16;16) (p13.1;922); CBFB-MYH11
LPA con t(15;17) (q22;912); PML-RARA

LMA con t(9;11) (q22;p23); MLLT3-MLL

LMA con t(6;9) p23;q34); DEK-NUP214

LMA con inv(3) (q21926.2) / t(3;3) (421;926.2); RPN1-EVI1

LMA (megacarioblastica) con t (1;22) (p13;q13); RBM15-MKL1
Entidad provisinal: LMA con NPM1 mutado

Entidad provisional: LMA con CEBPA mutado

2. LMA con cambios asociados a mielodisplasia

3. Neoplasias relacionadas con el tratamiento

4. LMA no categorizadas

5. Sarcoma Mieloide

6. Proliferacién mieloide relacionada con el sindrome de Down.
7. Neoplasia blastica de células dendriticas plasmocitoides
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1.2 Factores pronéstico en la LMA

Los factores prondstico mas relevantes en la LMA estan
asociados a las caracteristicas del paciente (suelen predecir la
mortalidad relacionada con el tratamiento e incluyen caracteristicas
como la edad o el recuento leucocitario al diagndstico) o asociados a
las caracteristicas particulares de la LMA (estos marcadores pueden
predecir, entre otros, la resistencia al tratamiento e incluyen la
citogenética y las alteraciones moleculares presentes en los blastos

leucémicos al diagnéstico) (Doner et al., 2010).

Citogenética

El cariotipo en el momento del diagnéstico constituye uno de
los principales factores prondstico independiente en cuanto a la
predicciéon de la respuesta a la terapia de induccién y a la
supervivencia. El 55% de los adultos diagnosticados de LMA presenta
algun tipo de alteracion citogenética, de las que el 21-28% son
alteraciones recurrentes. Estas alteraciones no suelen encontrarse en
los tumores sdlidos y, por tanto, se cree que son anomalias primarias
relacionadas con el desarrollo leucémico inicial (Tenen, 2003).

En 1998, el Medical Research Council (MRC) establecio el
impacto relativo de la citogenética y su implicacion en el prondstico
de la LMA en una gran serie de pacientes (1460 LMAs de novo en
adultos) (Grimwade et al., 1998). Actualmente se sigue esta misma
clasificacion para categorizar la LMA en grupos de riesgo citogenético
de prondstico favorable, intermedio o desfavorable (Tabla 3),

(Revisado por Grimwade et al., 2010).
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Tabla 3. Grupos de riesgo citogenético establecido por el MRC

Grupo Alteracion Cromos6émica
Favorable t(8;21) ; inv(16)/t(16;16) ; t(15;17)

. Cariotipos no clasificados como favorables o
Intermedio
desfavorables

abn(3q) [excluyendo t(3;5)(q21~25;q31~35)]
inv(3)(921026)/t(3;3)(921;q26)

add(5q), del(5q), -5 ; -7, add(7q)/del(7q)
t(6;11)(927;923) ; £(10;11)(p11~13;923)

t(11923) [excluyendo t(9;11)(p21~22;923) %
t(11;19)(q23;p13)]

t(9;22)(q34;911); -17/abn(17p)

Cariotipo complejo (> 4 alteraciones no relacionadas)

Desfavorable

Los pacientes con cariotipo de riesgo intermedio representan
el 45-55% de las LMAs, incluye las LMAs de cariotipo normal y tienen
el prondstico mas variable o menos predecible con terapia
convencional (Rockova et al., 2011). En los Ultimos afios los esfuerzos
se han centrado en la busqueda e identificacién de nuevas
alteraciones o marcadores moleculares capaces de refinar los grupos
de riesgo, especialmente el de riesgo intermedio (Estey y Do6hner,

2006).

Alteraciones Moleculares

Actualmente estd aceptado que las alteraciones moleculares
con mayor impacto prondstico en el grupo de LMAs de riesgo
intermedio, son las encontradas en el gen NMP1, las duplicaciones
internas en tandem en fms-related tyrosine kinase 3 (FLT3-ITD) y las
mutaciones bialélicas en CEBPA (Schlenk et al., 2008).

Las mutaciones de NPM1 estan presentes en el 50-60% de los

pacientes con cariotipo normal y constituyen un factor prondstico
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favorable cuando no se asocian con FLT3. La supervivencia en estos
pacientes es del 50% a los 4 aifos. FLT3-ITD se detectan en un 30-40%
de las LMAs de cariotipo normal y se consideran un factor prondstico
desfavorable, con un 20-25% de supervivencia a los 4 aifos. Cuando
se considera el estado mutacional de NPM1 y FLT3 conjuntamente,
los pacientes con NPM1 positivo que son FLT3-ITD negativos tienen
una supervivencia del 60% a los 4 afios. En cuanto a CEBPA, en el 10-
15% de los casos de LMA de cariotipo normal se encuentra mutado y
confiere un pronéstico favorable, siendo la supervivencia del 60% a
los 4 afios (Vardiman et al., 2009).

Por todo ello, la European Leukemia Net (ELN) (Doner et al.,
2010; Mrézek et al., 2012) y la National Comprehensive Cancer
Network (NCCN) (http://www.nccn.org/) consideran que, ademas del
cariotipo, la determinacion de alteraciones en NPM1, FLT3 y CEBPA
es necesaria en el momento del diagndstico de la LMA, al menos en
pacientes con cariotipo normal, para poder establecer una estrategia
de tratamiento adaptada al riesgo. A continuacién se muestra la

clasificacion prondstica de la ELN (Tabla 4) y de la NCCN (Tabla 5).
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Tabla 4. Clasificacidn prondstica de la ELN

Grupo Alteracion citogenética o molecular

t(8;21)(g22;922); RUNXI-RUNX1T1

inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
Favorable

NPM1 mutado sin FLT3-ITD (cariotipo normal)

CEBPA mutado (cariotipo normal)

NPM1 mutado y FLT3-ITD (cariotipo normal)
Intermedio | NPM1 no mutado y FLT3-ITD (cariotipo normal)

NPM1 no mutado sin FLT3-ITD (cariotipo normal)

£(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL
Intermedio Il yra5 alteraciones citogenéticas no reportadas como

favorables o adversas

inv(3)(q21926.2) o t(3;3)(q21;926.2); RPN1-EVI1
t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214

Desfavorable
t(v;11)(v;q23); reordenamientos de MLL

-5/del(5q); -7; abn(17p); cariotipo complejo*

* Excluyendo las translocaciones o inversiones recurrentes
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Tabla 5. Clasificacidn prondstica de la NCCN

Grupo Alteracién Citogenética Alteracién Molecular
t(8;21); RUNX1-RUNX1T1 Cariotipo normal con
Favorable inv(16) / t(16;16); CBFB-MYH11 1 mutaciones en NPM1 sin FLT3-
t(15;17); PML-RARA ITD o aisladas bialélicas en
. CEBPA
Cariotipo normal *--...
+8 oo . t(8,21); RUNX1-RUNX1T1
Intermedio t(9;11); MLLT3-MLL; 0inv(16)/t(16;16); CBFB-

Alteraciones no favorables ni MYH11 con mutaciones en KIT

adversas

Cariotipo complejo (23 alteraciones
cromosémicas) ‘
inv(3) / t(3;3); RPN1-EVI1
t(6;9); DEK-NUP214
t(9;22); BCR-ABL1
t(v;11)(v;q23); MLL

-5 o del(5q); -7 o del(7q)

Desfavorable Cariotipo normal con FLT3-ITD

Adicionalmente, el analisis molecular de la LMA mediante

secuenciacién masiva (NGS; Next Generation Sequencing) ha
permitido identificar otros marcadores moleculares que podrian
ayudar a establecer una mejor clasificacion de los pacientes en
funcion del riesgo. Estos marcadores permitirian no solo reclasificar a
los pacientes anteriormente considerados como de riesgo intermedio
sino también generar nuevas categorias dentro de los grupos ya
establecidos, como podria ser el caso de las mutaciones en DNMT3A,
IDH1/2, TET2, ASXL1 o PHF6 entre otras (Patel et al., 2012; Estey,

2013).
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1.3 Biologia molecular subyacente a la patogénesis de la LMA

La causa de la apariciéon de la LMA se ha visto asociada a
diversas alteraciones en el DNA que cooperan entre si y que son
adquiridas por células de la estirpe mieloide; como consecuencia
modifican sus mecanismos normales de auto-renovacion,
proliferacién y diferenciacién celular (Frohling et al., 2005). Estas
alteraciones son las que promueven la acumulacién en la MO de
precursores mieloides inmaduros con capacidad de replicaciéon, pero
sin capacidad de diferenciacion hacia células hematopoyéticas
maduras (Revisado por Sell, 2005).

Las anomalias citogenéticas, los reordenamientos
moleculares, las mutaciones, la desregulacion de la expresion génica
y la alteracion de los mecanismos epigenéticos afectan a factores de
transcripcion (FT) que regulan puntos clave de la hematopoyesis y el
comportamiento celular. Asi, las mutaciones de tipo | producen
alteraciones en genes que promueven la proliferacidon celular y/o
supervivencia, y las mutaciones de tipo Il reducen o bloquean la
capacidad de diferenciacion y apoptosis (Orkin y Zon, 2008). Estudios
funcionales realizados en modelos animales han demostrado que
estos dos tipos de mutaciones cooperan dando lugar al desarrollo de
la LMA, requiriéndose de al menos una alteracion en un gen de cada
clase o de la asociacién entre mutaciones de una misma clase
(Renneville et al., 2008).

Las duplicaciones internas en tandem FLT3-ITD (Gilliland vy
Griffin, 2002) o las mutaciones del gen RAS constituyen claros

ejemplos de mutaciones de clase |, que estimulan la proliferacién
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celular de manera auténoma escapando de los procesos de
regulacién del ciclo celular. Por el contrario, las mutaciones de clase |l
afectan mayoritariamente a factores de transcripcion como NPM1 o
CEBPA (Gupta et al., 2008). NPM1 regula la estabilidad y la actividad
transcripcional de p53 y actla como gen supresor de tumores; de
hecho, juega un papel critico en la transformacion celular maligna
durante la leucemogénesis (Falini et al., 2005). Por su parte, la
pérdida de funcién de CEBPA bloquea la diferenciacion granulocitica,
ya que este gen regula los niveles de expresion de c-Myc,
controlando que los mieloblastos entren o no en esta ruta (Johansen

et al. 2001).

Nuevos avances en el estudio molecular de las LMAs

En los ultimos anos ha habido un importante avance en el
conocimiento de las bases moleculares de la LMA, derivado
fundamentalmente de la identificacion de nuevas alteraciones
moleculares que comprenden desde mutaciones en genes
anteriormente desconocidos hasta alteraciones epigenéticas (Ley et
al., 2013). Ademas, se ha demostrado que la mayoria de los genes
involucrados en el proceso leucemogénico no son capaces por si
solos de transformar una célula progenitora sino que es necesaria la
cooperacion con otros eventos oncogénicos (Schneider et al., 2007).

Estos nuevos hallazgos ponen de manifiesto la necesidad de
encontrar nuevos marcadores moleculares presentes en los
progenitores leucémicos al diagndstico. Las células leucémicas
mantienen caracteristicas de las células madre hematopoyéticas

normales (como la maduracién jerarquica, ciclo celular quiescente o
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el inmunofenotipo). Por tanto, son las alteraciones moleculares las
gue definen el comportamiento oncogénico de los blastos (Bonnet et
al., 1997, Wichmann et al., 2014). Estas particularidades son las que
podrian permitir el uso de dianas terapéuticas especificas, ya que son
de gran importancia porque aportan informacion indispensable para
el diagndstico, prondstico e incluso para tratamiento de la leucemia
debido a la busqueda de terapias dirigidas contra algunas dianas

moleculares (Jordan et al. 2004).

2. MYBL2

2.1 Familia de genes MYB

La familia de genes MYB en humanos estd formada por tres
miembros: MYB (c-MYB), MYBL1 (A-MYB) y MYBL2 (B-MYB). Son
factores de transcripcion que actdan como transactivadores,
uniéndose directamente al DNA para regular la transcripcion de
genes que controlan el ciclo celular, la diferenciacion y la apoptosis.
La mayoria de trabajos sugieren que estos genes necesitan cofactores
para poder desarrollar su funcién. Por ejemplo, en el caso de MYB se
sabe que los miembros de la familia CEBP suelen actuar como
cofactores para que éste pueda actuar (Oelgeschldager et al. 1996;
Tahirov et al. 2002).

La estructura y evolucién de los genes MYB ha sido estudiada
con detalle. Los tres miembros de la familia tienen un alto grado de
homologia entre ellos y estan conservados entre especies (Revisado
por Oh y Reddy, 1999). En mamiferos adultos estan distribuidos de

forma diferencial aunque en algunos tejidos puedan expresarse
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varios miembros de la familia a la vez, sugiriendo que la regulacion de
la expresiéon de cada uno es diferente, siendo particularmente

compleja la regulacion de MYB (Tavner, 2004).

2.1 Evolucion y estructura

Los genes MYB han sido identificados en seres vivos
representantes de los tres reinos. Mantienen un alto grado de
identidad en su secuencia y se ha sugerido que en vertebrados su
origen se debe a eventos de duplicacién de grandes regiones
cromosémicas o incluso del genoma entero. Esta hipdtesis se basé
inicialmente en su diferente localizacion cromosdmica (en humanos:
MYBL1 en 8qg22, MYBL2 en 20ql3 y MYB en 6qg22) y se ha
demostrado que, de los tres miembros, MYBL2 seria el ortdlogo o
progenitor ancestral y A- y c- MYB se originaron a partir de dicha
duplicacion (Davidson et al., 2005).

Los genes MYB codifican proteinas que tienen tres dominios.
El extremo N-terminal es caracteristico de la familia, estd muy
conservado y forma un dominio de unién al DNA, conocido como
“dominio MYB”. Este dominio reconoce la secuencia consenso
PyAACG/TG y esta formado por tres repeticiones en tandem no
idénticas (de 50 aminoacidos aproximadamente). Cada repeticion
contiene un aminodcido triptéfano que es recurrente periddicamente
en el dominio y genera un nucleo hidrofébico. Este triptofano esta
flanqueado por arginina vy lisina; el triplete constituido por estos tres
aminoacidos (Arg-Trp-Lys) resulta esencial para la integridad

estructural del dominio de uniéon al DNA (Ko et al., 2008). De las tres
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repeticiones, las dos ultimas generan un estructura de hélice-vuelta-
hélice que es necesaria para la unién al DNA, y la primera repeticion
actua estabilizando dicha unién. El dominio de transactivacién es el
menos conservado y el que mas difiere entre los tres miembros.
Ademads, MYBL2 es un transactivador menos potente que MYB. Los
genes MYB también pueden activar la  transcripcidén
independientemente de la unién directa al DNA a través de su
asociacién con otras proteinas, formando complejos multiproteicos.
La region C-terminal de estas proteinas es rica en aminoacidos
acidicos, estd altamente conservada y constituye el dominio
regulatorio, inhibiendo la capacidad de transactivacién de los genes

MYB (Sakura et al., 1989) (Figura 1).
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A Dominio MYB Dominio de Dominio regulador

(UnMA) transactivacion negativo
vy [T T T T T 7 [ MW 77T ]
myeL2 [T TR T T T T [
me [ HEEEENT T T T [WTENITT |

Figura 1. Evolucion y estructura de los genes MYB. A) Homologia de
secuencia de los genes MYB. El sombreado en gris indica las regiones
conservadas entre pollo, ratén y humano. Las regiones sombreadas en
azul marcan las regiones mas conservadas entre los tres miembros de la
familia MYB (Figura adaptada de Rushton et al., 2003). B) Estructura
tridimensional de MYBL2, en la que se puede ver las a-hélices que
componen los dominios de unién al DNA y el dominio regulador. Figura
obtenida del Protein Data Bank (Rutgers University;
http://www.rcsb.org/).

2.3. MYBL2

proliferacién y es variable durante el ciclo celular. Sus niveles son
especialmente altos en células madre embrionarias (CMEs), tejidos
en desarrollo (mamiferos) y en células madre hematopoyéticas

adultas (Sitzman et al., 1996; Tanaka et al, 1999; Sala y Watson,

La expresion de MYBL2 es ubicua, se correlaciona con la

1999; Tarasov et al, 2008a).
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Diferenciacién

La expresiéon de MYBL2 es necesaria para el mantenimiento
del estado pluripotente o de stem cell (Tarasov et al., 2008b; Muller
et al., 2008; Bokheler, 2009) y, por tanto, sus niveles se reducen
drasticamente durante la diferenciacion de la mayoria de tipos
celulares, como en el caso de las células hematopoyéticas (Rascella et
al., 1995; Bies et al., 1996; Golay et al., 1997; Engelhard et al., 2000;
Papetti y Augenlicht, 2011a). Por el contrario, los niveles de MYBL2 se
mantienen durante el proceso de endorreplicacion en la
diferenciacién de los megacariocitos. Durante este proceso también
se promueve el mantenimiento de la estabilidad gendmica (Garcia y

Frampton, 2006).

Ciclo celular

En células quiescentes los niveles de expresién de MYBL2 son
practicamente indetectables, pero cuando las células entran en la
fase G1 del ciclo celular se activa su expresion. Durante esta fase, las
ciclinas D/Cdk4/Cdk6 y E/Cdk2 fosforilan la proteina retinoblastoma
(Rb), liberandola de p107 y p130. El complejo Rb/p107/p130 es un
represor transcripcional activo, pero cuando Rb es liberado es capaz
de activar la transcripcion del FT E2F. Este FT activa a su vez la
expresion de genes que permiten la entrada y progresion de la fase S
del ciclo celular; entre sus dianas se encuentra MYBL2 (Lam vy
Watson, 1993; Lam et al., 1994; Lam et al., 1995). Ratones knock-out
(KO) para MYBL2 son inviables y mueren en etapas muy tempranas
del desarrollo embrionario. (Tanaka et al., 1999). Esta letalidad esta

asociada a un retraso en la entrada en fase S del ciclo celular que
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genera defectos en la formacion del huso acromatico y poliploidia
(Tarasov et al., 2008b).

MYBL2 también es esencial para la progresion de la fase S, ya
gue su bloqueo impide que los cromosomas condensen de forma
normal y provoca su fragmentacién tanto en lineas celulares como en
CME de ratoén (Garcia y Frampton, 2006; Lorvellec et al., 2010).

Durante la fase S, ademas de aumentar de forma significativa
los niveles de MYBL2, éste es fosforilado en diversos puntos de su
regién C-terminal (dominio regulador negativo) por la ciclina A/Cdk2,
lo que dificulta la unién de co-represores y por tanto aumenta su
capacidad de transactivacién. La fosforilacién promueve también la
acetilacion dependiente de CBP, que es necesaria para que MYBL2
alcance su maxima actividad transcripcional (Robinson et al., 1996;
Ansieau et al., 1997; Lane et al., 1997; Sala et al., 1997; Ziebold et al.,
1997; Bartsch et al., 1999; Johnson et al., 1999; Saville y Watson,
1998). En CME de ratdn, activa la transcripcion de genes clave para la
progresion de la fase S como c-mycy FoxM1 (Lorvellec et al, 2010).

Durante la fase G2 forma complejos con otros FTs como E2F
o LIN-9 permitiendo la transcripcion de otros sets de genes que
actian en ésta y las siguientes fases del ciclo celular (Zhu et al.,
2004). En CME de ratdén, la reduccién de los niveles de Mybl2,
ademas de frenar la proliferacion celular y reducir la viabilidad y el
tamafio de las colonias, retrasa la entrada en mitosis debido a
defectos en la formacion del huso acromatico (Tarasov et al., 2008b).
Esto demuestra que MYBL2 es necesario para la transicion G2/M

promoviendo la entrada de las céluas en mitosis.
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Estabilidad gendémica

MYBL2 es necesario para mantener la estabilidad gendmica a
lo largo del ciclo celular. En CME de ratdn, niveles reducidos de
Mybl2 permiten la progresion en los puntos de control de la fase Sy
G2/M a células con el DNA dafiado (Garcia y Frampton, 2006; Tarasov
et al., 2008b; Lorvellec et al., 2010).

Apoptosis

La muerte celular programada debe ser evitada por las
células cancerigenas para poder adquirir su comportamiento invasivo
(Revisado por Wong, 2011). En este sentido, MYBL2 es capaz de
regular la apoptosis, reprimiéndola, a través de la activacién de la
transcripcion del gen BCL2 o Apol/clusterina, que son genes
antiapoptéticos (Lang et al., 2005; Cervellera et al., 2000; Santilii et
al., 2005).

Senescencia

Las células senescentes tienen bloqueado el crecimiento de
forma irreversible, y este proceso estda acompanado de una fuerte
represion de la expresion de MYBL2. En fibroblastos embrionarios de
ratén se ha demostrado que la hiperexpresion del oncogén ras
induce la senescencia prematura de estas células, pero si se co-
expresa con Mybl2 se elimina esta respuesta (Masselink et al., 2001).
En cultivos primarios de fibroblastos humanos y en la linea celular de
cancer cervical Hela, la inhibicion de la expresion de MYBL2 induce la
senescencia (Johung et al., 2007). También se ha demostrado que la

hiperexpresion de MYBL2 aumenta la vida media celular, mientras
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gue su silenciamiento induce la senescencia prematura. MYBL2
puede ejercer estos efectos mediante la represién de forma directa
de la transcripcion de p16INK4a, un inhibidor de kinasas dependiente
de ciclina que induce la senescencia, lo que apoya las observaciones
anteriormente descritas (Huang et al.,, 2011). Por tanto, MYBL2
también juega un importante papel en la regulacion de la
senescencia, lo que a su vez influye en la transformacion oncogénica;
las células precancerigenas tratan de evitar la entrada en senescencia
para poder activar su comportamiento invasivo (Revisado por Collado

et al, 2007 y Martinez y DiMaio, 2011).

Oncogénesis

Una célula normal adquiere comportamiento invasivo u
oncogénico cuando es capaz de evitar las sefales para entrar en
senescencia o activar las vias de sefializacién apoptéticas y de
progresar a lo largo del ciclo celular (Hanahan y Weinberg, 2011). En
estre sentido, MYBL2 es capaz de modificar las diferentes rutas que
afectan al comportamiento celular y, por tanto, es un candidato mas
gue probable para inducir el proceso oncogénico. En este sentido,
iversos estudios han demostrado que MYBL2 esta sobreexpresado o
amplificado en diferentes neoplasias como cancer de higado, mama,
ovario, prostata o neuroblastoma (Tanner et al., 2000; Bar-Shira et
al., 2002; Sala, 2005; Nakahima et al., 2008; Thorner et al., 2009; Frau
et al., 2013). Esta expresion aberrante favoreceria el desarrollo
tumoral promoviendo la progresién del ciclo celular y/o la resistencia

a la apoptosis o la senescencia. Adicionalmente, su hiperexpresion se
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ha asociado a comportamientos mds agresivos en neuroblastoma vy
cancer de mama (Rascella et al., 1999; Dedic et al., 2013).

Por otra parte, la reduccién de los niveles de expresion de
MYBL2 supone una disminucion en la progresion a la fase S, parada
en mitosis, condensaciones cromosomicas aberrantes y signos de
fragmentacién cromosémica (Garcia y Frampton, 2006; Lorvellec et
al., 2010). Ademas, se ha demostrado que ratones haploinuficientes
para Mybl2 desarrollan sindromes mieloproliferativos vy
mielodisplasicos (SMD) (Clarke et al., 2012).

Por tanto, cabe pensar que unos adecuados niveles de
MYBL2 son necesarios para mantener la homeostasis celular, sobre
todo de las células hematopoyéticas, que parecen ser especialmente
susceptibles a alteraciones en sus niveles de expresion. En
conclusién, unos niveles anormales (demasiado bajos o altos) de
MYBL2 podrian conducir al desarrollo neoplasico; su desregulacién
podria contribuir al desarrollo y/o mantenimiento del fenotipo

leucémico.

3. miRNAs

Los miRNA son RNAs no codificantes de unos 21-23 nt que
regulan post-transcripcionalmente la expresion génica generalmente
reprimiéndola, aunque recientemente se ha descubierto que
también pueden activar la traduccidon (Vasudevan et al,. 2007;
Mortensen et al., 2011; Saraiya et al., 2013). Se ha descrito que estas
pequefias moléculas controlan un 74-92% de los genes humanos

(Miranda et al., 2006).
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3.1 Sintesis

Los miRNAs se transcriben mayoritariamente por la RNApol I
e inicialmente tienen una longitud de unos 70 nt (Lee et al., 2004).
Estos “pri-miRNAs” son procesados en el nucleo por Microprocessor,
un complejo Drosha/DGCR8 (DiGeorge Syndrom Critial Region 8), que
tiene actividad RNAsa Ill y que, mediante corte, genera los conocidos
“pre-miRNAs”. Los pre-miRNAs son transportados al citoplasma por
la Exportina 5 en un mecanismo dependiente de Ran-GTP (Yi et al.,
2003; Bohnsack et al., 2004). Una vez en el citoplasma, los pre-
miRNAs son procesados por otra RNAsa Ill, DICER, que forma un
complejo con TRBP (Transactivating response RNA binding protein),
para generar un RNA de doble cadena de unos 22 nt
(miRNA/miRNA*) (Chendrimada et al., 2005).

El miRNA maduro es incorporado al complejo miRISC (miRNA-
containing RNA-induced silencing complex) que contiene también las
proteinas Argonaute y el TRBP. El complejo RISC es el que media la
regulacién de los niveles de mRNA o de proteina mediante tres
mecanismos posibles: corte especifico de posicidn, induccién de la

degradacion del mRNA o inhibicion de la traduccion (Figura 2).
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Figura 2. Biogénesis y mecanismo de accion de los miRNAs. Los miRNAs
son transcritos mayoritariamente por la RNA pol Il y sufren un proceso
de maduracidn en el que participan diversas RNAsas que van realizando
cortes en los precursores hasta que el miRNA maduro tiene un tamafio
de alrededor de 22 nucleétidos. Los miRNAs maduros son incorporados
al complejo RISC (sombreado en verde en la figura), que actua sobre las
regiones UTR de los genes diana del miRNA que contienen. Figura
adaptada de lorio y Croce, 2011 (Revisidn).

Activacion de la traduccion
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3.2 Regulacién de la expresion génica

Generalmente, los miRNAs controlan los niveles de mRNA o
de proteina de sus dianas uniéndose a la regién 3’ no traducida
(3’UTR) del mRNA, aunque se han encontrado algunas excepciones
como la unidn a la region 5’UTR o a la region codificante (Lytle et al.,
2007; Orom et al., 2008; Moretti et al., 2010; Qin et al., 2010).

A nivel de traduccién bloquean la iniciaciéon a través del
reconocimiento de la 7-metil-Guanosina en 5 del mRNA o
impidiendo el ensamblado del complejo 80S del ribosoma (Figura
3A), aunque podrian actuar también en pasos posteriores (post-
iniciacion) (Figura 3B). La induccion de la degradacion del mRNA
ocurre cuando miRISC recluta a complejos de desadenilacidn, que
degradan la cola poliA del mRNA diana reduciendo su estabilidad
(Figura 3C).

Los miRNAs controlan la actividad de mas del 30-60% de todos
los genes que codifican proteinas y participan en la regulacién de una
gran mayoria de procesos celulares estudiados hasta la fecha,
incluyendo el desarrollo, la proliferacién celular, diferenciacion o
apoptosis. Por tanto, la desregulacion de la expresién de los miRNAs
o la accidn que éstos ejercen sobre sus dianas pueden contribuir a la
aparicion de diversas patologias, incluyendo el cancer (revisado por

Fabian et al., 2010 y Jansson y Lund, 2012).
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Bloqueo inicio

Reconocimiento 5
m7G reprimido

Ensamblaje de
60S reprimido

miRISC

Auc Marco de lectura abierto pu— A
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40s \_)
\

Degradacion mRNA \_)
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@ ®

Eliminacién m7G Desadenilacion

(induce la degradacion)

DCP1/
m’G DcpP2

AUG Marco de lectura abierto
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Figura 3. Mecanismos de regulacion de la expresion génica por
miRNAs. Los miRNAs pueden modificar los niveles de mRNA o de
proteina de sus dianas mediante diferentes mecanismos de accién. A)
Regulacion del inicio de la traduccién por bloqueo del ensamblado del
las subunidades ribosomales. B) bloqueo de la traduccidon durante la
elongacién. C) Efecto del complejo miRISC sobre la degradacion del
mRNA diana del miRNA (Adaptada de Fabian et al., 2010).
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3.3 Carcinogénesis

Dada su participacioén en la regulacion de la expresién génica,
las modificaciones de los niveles de miRNAs pueden dar lugar a
procesos de tumorogénesis, comportandose de forma similar a

proto-oncogenes o genes supresores de tumores (Figura 4).

Célula

cancerigena miRNAs

supresores
tumorales

miRNAs
oncogénicos

Gen

Inhibicién de la
traduccion de un gen
supresor de tumores

Traduccidn de
oncogenes aumentada

Formacién tumoral

Proliferacion A\

Angiogénesis AN
Invasion A\
Muerte celular W

Figura 4. miRNAs como oncogenes o genes supresores de tumores.
Modelo de cémo los miRNAs pueden funcionar como oncogenes o como
genes supresores de tumores dependiendo de la funcién que tienen sus
dianas en las rutas celulares alteradas en los procesos oncogénicos.
Adaptada de Ahmad et al., 2013.

De hecho, se han asociado perfiles alterados de miRNAs con
cancer. Por ejemplo, la desregulacién del miR-143 se ha asociado con
el cancer colorrectal, el miR-145 con el cancer de mama y el miR-29,
cuya diana es p53, con la leucemia. También se ha visto que el
oncogén MYC activa miRNAs protooncogénicos (como miR-17-92) e

inhibe transcripcionalmente algunos miRNAs con accién supresora de
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tumores (como let-7 o miR15a). Ademas, se han visto implicados en
procesos metastaticos (Varol et al., 2010).

Los mecanismos de desregulacion de la funcién de miRNAs se
han atribuido a la presencia de SNPs, que modificarian la capacidad
de apareamiento de miRNA a su diana (Mishra y Bertino, 2009), o
también a la desregulacién de su transcripcién. Ademas, se ha visto
qgue algunos miRNAs pueden modificar la metilacion del DNA, al
mismo tiempo que los promotores de éstos pueden ser metilados de

forma que se modifica su transcripcién.

miRNAs y LMA

Los miRNAs estan implicados en la regulacion de la
hematopoyesis (revisado por Bissels et al., 2012). Por tanto, es de
esperar que la alteracién de los niveles de ciertos miRNAs puedan
desencadenar modificaciones en el comportamiento de las células

madre hematopoyéticas (Figura 5).
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’ maduro Eritrocito Plaguetas Granulocitos | Monocito/
Macréfago

Figura 5. miRNAs que participan en la regulacion de la hematopoyesis.
Los miRNAs participan en las diferentes etapas de la diferenciacién

hematopoyética. Los que aparecen en

negrita

diferenciacién mientras que los demas la inhiben.

Yendamuri y Calin, 2009.

promueven la
Adaptada de

El descubrimiento de los miRNAs y su implicacion en Ia

regulaciéon de la hematopoyesis abrid una nueva puerta a la

busqueda de marcadores moleculares validos para la estratificacion

de las LMA (Havenlange et al, 2010). De hecho, a dia de hoy ya se

sabe que el perfil de expresién de miRNAs es diferente segun los

subtipos de riesgo citogenético o mutacional de LMA, y que el

estudio de su expresion aporta informacion sobre el prondstico del

paciente en la LMA (Jongen-Lavrencic et al, 2008; Garzon et al, 2008;

Marcucci et al., 2011; Diaz-Beya et al., 2014).

También se ha demostrado que la desregulacién de miRNAs

tiene relevancia funcional en el proceso leucemogénico (Marcucci et
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al., 2008). Perfiles de miRNAs o miRNAs individuales han sido
implicados en la iniciacion y/o mantenimiento del fenotipo
leucémico, actuando como oncogenes o como genes supresores de
tumores (Cammarata et al., 2010).

Adicionalmente, se ha descrito la utilidad de uno o varios
miRNAs para establecer grupos de riesgo en pacientes con la LMA;
por ejemplo, la sobreexpresion del miR-155 se ha asociado a un mal
prondstico en LMAs de cariotipo normal, y aunque se ha asociado a
mutaciones en FLT3, parece ser un factor prondstico independiente
(Jongen-Lavrencic et al., 2008; Garzon et al., 2008; Whitman et al.,
2010). Ademas, contribuye a una mayor agresividad de las células
leucémicas a través de la regulacion de la proliferaciéon y la
supervivencia (Marcucci et al., 2013). Su papel leucemogénico ha
sido demostrado en modelos animales e incluso se ha propuesto
como diana terapéutica (O’Connell et al. 2008; Alachkar et al. 2013).

Por tanto, los miRNAs no sdlo juegan un importante papel en la
biologia de la LMA sino que podrian ayudar a subclasificar a los

pacientes y establecer futuras dianas terapéuticas.

3.4 miRNAs y MYBL2

La regién 3'UTR de MYBL2 es susceptible de ser regulada por
diversos miRNAs. Asi se deduce de la busqueda en bases de datos
qgue predicen qué miRNAs o familias de miRNAs pueden regular a
cada gen (www.microrna.org, www.targetscan.org y

http://diana.cslab.ece.ntua.gr)
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Adicionalmente, trabajos experimentales muestran la
implicacién de los miRNAs como las familias miR-29 o miR-30 en la
regulacién de los niveles de mRNA o de proteina de MYBL2 y la
consecuente alteracién de las rutas que éste regula en lineas

celulares (Martinez et al., 2011).
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Hipodtesis

El descubrimiento de nuevos marcadores moleculares es
importante tanto para comprender el mecanismo molecular
subyacente al proceso leucémico como para poder diagnosticar,
estratificar y caracterizar la LMA. A partir de las investigaciones
previas descritas en la introduccién sobre MYBL2, planteamos como
hipdtesis que la expresién de este gen podria estar desregulada en la
LMA. Ademas, el hecho de que MYBL2 presente una region 3'UTR
susceptible de ser regulada por miRNAs, hace pensar que éstos
podrian estar implicados en la alteracion de su expresién. Por tanto,
todos estos factores podrian influir en el desarrollo o mantenimiento
del fenotipo leucémico. Por estas razones planteamos el estudio de
miRNAs como posibles marcadores moleculares con valor diagndstico

y prondstico en la LMA.
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Objetivos

Determinar la expresion de MYBL2 en células CD34+ de
donantes sanos y en una serie de pacientes de LMA.
Determinar qué miRNAs estan desregulados en la LMA
respecto de las células CD34+ mediante arrays de expresion.
Validar los resultados de los arrays de miRNAs en una serie
de LMAs y comprobar si existe asociacion entre la expresion
de alguno de los miRNAs desregulados y la de MYBL2.
Analizar si los miRNAs asociados a MYBL2 regulan su
expresién mediante estudios con mimics y de luciferasa.
Realizar estudios funcionales para dilucidar cdmo afectan los
miRNAs que regulan a MYBL2 a los procesos bioldgicos que
éste controla (ciclo celular, proliferacion, apoptosis vy
senescencia) en la linea celular mieloide KG1.

Buscar asociaciones entre la expresion de MYBL2 vy los
miRNAs que lo regulan, con las caracteristicas clinico-
bioldgicas de los pacientes de LMA.

Estudiar el valor prondstico de MYBL2 y de los miRNAs que lo

regulan.
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Material y Métodos

1. Pacientes y aspectos éticos

El estudio se llevd a cabo en una serie de 259 pacientes
adultos (mayores de 16 anos) diagnosticados de LMA no
promielocitica entre 1999 y mayo de 2013. El estudio contd con la
aprobacién del comité ético de investigacion clinica del Hospital
Universitario y Politécnico La Fe y se obtuvo el consentimiento
informado de todos los pacientes incluidos de acuerdo con la
declaracion de derechos humanos de la conferencia de Helsinki.

El Unico criterio de seleccion fue la disponibilidad de muestra
para obtener RNA total.

Los subtipos de leucemia se establecieron de acuerdo con la
clasificacion FAB (Bennet et al., 1976) y el cariotipo y el FISH
(Fluorescent in situ Hybridization) se realizaron mediante métodos
citogenéticos convencionales. El cariotipo permitié establecer la
estratificacion del riesgo citogenético de acuerdo con el criterio
refinado del Medical Research Council (Grimwade et al., 2010) o el de
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (Vardiman et al., 2009).

La mediana de edad en la serie de LMAs al diagndstico fue de
61 (17-91) aios, de los cuales el 57,38% fueron varones y el 41,95%
fueron mujeres. Después de la terapia de induccién, el 70,59 % de los
pacientes alcanzaron la remisién completa (RC). Tras la induccidén se
procedid a la terapia de consolidacién. Los casos elegibles fueron
sometidos a transplante, autdlogo o alogénico. El seguimiento de los

pacientes fue revisado en marzo de 2014.
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1.1 Tratamiento

Los pacientes de LMA fueron tratados con quimioterapia
intensiva en la cual la induccién a la remisidon de la enfermedad
consistid en una combinacidn de antraciclina + citarabina con o sin
etopdsido segun los protocolos PETHEMA LMA 99, 2007 y 2010

(www.pethema.org).

1.2 Separacion leucocitaria de médula dsea

La médula 6sea (MO) se recogid en tubos con EDTA-K3. Para
lisar los hematies se diluyeron 5 mililitros (mL) de sangre en 7 mL de
tampon de lisis (NH4Cl 0,155 M, KHCO3 10 mM, Na.EDTA 0,1 mM, pH
7,4) y se incubd la mezcla en hielo durante 15 minutos (min). Se
centrifugd a 1500 g durante 5 min y el pellet celular se resuspendié
de nuevo en 7 mL de tampdn de lisis. Se incubd en hielo durante 7
min y se volvid a centrifugar. El pellet se lavd dos veces con 5 mL de
Tris-salino (Tris 50 mM, 150 mM NaCl, pH 7,4). Tras centrifugar y
eliminar el sobrenadante, el pellet leucocitario se resuspendid en

TRIzol (Invitrogen) para la extraccién de RNA.

2. Controles

Como controles sanos se utilizaron progenitores
hematopoyéticos CD34+. Se trata de células albergadas sobre todo
en la MO con capacidad de autorrenovacion y que, al diferenciarse,
dan lugar a las distintas estirpes mieloides y linfoides. Estas células
expresan el antigeno de superficie CD34 mientras se mantienen

indiferenciadas.
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Las células CD34+ se obtuvieron a partir de muestras de
sangre de corddn umbilical de donantes sanos anticoagulada con
EDTA-K3 y que fueron procesadas en menos de 48 horas tras la
donacion. La obtencién de estas células se realizd en varios pasos;
primero se obtuvieron células mononucleadas (MNCs) vy

posteriormente se realizd la seleccion especifica de las células CD34+.

2.1 Separacion de las células mononucleadas

Se mezclaron 2/3 de sangre con 1/3 de HES 6% (20 mM
Hepes, 1 mM EDTA, 250 mM sacarosa e inhibidor de proteasas; pH
7,4; Grifols) y se centrifugd la muestra a 40 g durante 15 min. El
sobrenadante se recogid y se lavd con PBS-EDTA EDTA (NaCl 137
mM, KCl 2,7 mM, Na,HPO4H,0 8,1 mM, KH,PO, 1,76 mM, EDTA
2mM; pH 7,4).

Las MNCs se aislaron de la fraccién obtenida en el paso
anterior mediante separacién por gradiente de densidad utilizando
Lymphoprep (Axis-Shield), una solucién isoosmdtica de densidad
1,077g/mL que retiene las MNCs. Para ello, 35 mL de sangre diluida
se depositaron sobre 15 mL de Lymphoprep (con la precaucion de no
mezclar las dos fases) y se centrifugd a 400 g durante 35 min. Las
MNCs se recogieron de anillo formado en la interfase del plasma vy el

Lymphoprep y se lavaron con PBS-EDTA.
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2.2 Aislamiento de células CD34+

La separacion de las células CD34+ se realizd6 mediante
anticuerpos que reconocen especificamente el marcador de
superficie CD34+ y estan conjugados con particulas magnéticas que
permiten su separacion del resto de la muestra. Las MNCs lavadas se
ajustaron a una concentracion final de 10 células por cada 300 uL en
PBS-EDTA para su marcaje con anticuerpos. El marcaje magnético se
llevd a cabo afiadiendo 100 ulL de FcR blocking y 100 ulL de
anticuerpo CD34 MicroBead (Miltenyi Biotec) por cada 10® células e
incubando la muestra durante 30 min a 42C. Tras la incubacién con el
anticuerpo, las células se lavaron y se ajustaron a 10® células/500 ul
en PBS-EDTA.

Las células CD34+ marcadas magnéticamente se cargaron en
un Auto Macs (Miltenyi Biotec). Se selecciond el programa de
separacién Posseld2 y el de lavado Rinse. En el Auto Macs se unen las
células marcadas a una columna MACS que esta sometida a un
campo magnético, de forma que quedan retenidas en ella vy
posteriormente se eluye la fraccién positiva eliminando el campo
magnético.

Tras la separacion se cuantificd la fraccion celular positiva y
se analizé mediante citometria de flujo para obtener el porcentaje de
células CD34+ obtenidas. Para ello se llevd la muestra al servicio de
marcadores del hospital la Fe.

Finalmente se centrifugd la muestra de células CD34+
durante 5 min a 1600g. El pellet se resuspendié en 1 mL de TRIlzol

para la extraccion de RNA.
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3. Cultivos celulares

Se utilizo la linea celular KG1, inmortalizada a partir de la MO
de un paciente vardn con eritroleucemia que evolucioné a LMA. Esta
linea celular tiene morfologia de mieloblasto y expresa el marcador
de superficie CD34+ (Koeffler, 1978).

Las células se cultivaron en RPMI-1640 con L-Glutamina,
(GIBCO Laboratories), 10% de Suero Bovino Fetal (HyClone
Laboratories) y 1% penicillina/streptomycina, a 37 2C en presencia
de 5% de CO,. Cada dos dias las células se diluyeron a una

.7 4 s . .
concentracién de 50x 10" células/mL para su mantenimiento.

4. Extraccion de RNA

4.1 Extraccion de RNA total con TRizol

El pellet celular se resuspendid en TRIzol (Invitrogen) y se
homogeneizé utilizando una jeringuilla de insulina para romper
eficientemente la integridad celular. Se afiadié 200 ulL de cloroformo,
se agitdé vigorosamente con un vértex y se centrifugd a 12.000 g
durante 10 min a 4 9C para favorecer la separacion de dos fases. La
fase superior (acuosa) fue transferida a un tubo nuevo y se le afiadio
el mismo volumen de isopropanol. Se mezclé por inversidon y se
incubd a temperatura ambiente durante 10 min para permitir la
precipitaciéon del RNA. Se centrifugd de nuevo durante 10 min a
12.000 g a 4 °C. Tras decantar el sobrenadante el pellet de RNA se
lavé dos veces con 1 mL de etanol al 70% (diluido en agua libre de

RNasas) y centrigugando a 7.500 g 5 min. El pellet se secé en una
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bomba de vacio durante 10 min y se resuspendid en agua libre de

RNasas.

4.2 Extraccion de RNA con el miRNA micro kit (Qiagen)

Este kit se utilizé para extraer el RNA de las células CD34+
que fueron hibridadas en los arrays de miRNAs. El paso final de
purificacién por columna también se aplicd a las muestras de LMA
gue se analizaron de la misma forma.

Las células CD34+ fueron resuspendidas en 700 ul de Qiazol
para ser lisadas. Se afiadié 140 ul de cloroformo y se homogeneizé la
muestra. Después de incubarla durante 3 min se centrifugd a 12.000g
15 min, 4 °C. La fase acuosa generada tras la centrifugacién se
transfirié a un nuevo tubo, al que posteriormente se afiadié 525 ul de
etOH al 100%. La muestra (o el RNA ya extraido que se queria
purificar llevado a un volumen de 700 ul con etOH) se pasd a una
columna RNAeasy MinElute, y se centrifugd a 8000 g durante 15 s a
temperatura ambiente. Se descartdé el eluido y se afiadido a la
columna 700 ul de buffer RTW. Se centrifugé a 8000 g durante 15 sy
tras eliminar el eluido se lavé con 500 ul de buffer RPE. Se centrifugd
de nuevo en las mismas condiciones y se afiadié a la columna 500 ul
de etOH al 80%. Se centrifugd durante 2 min a 8000 g y se colocé la
columna en un tubo de recoleccidon nuevo, para secar la membrana
de la columna con la tapa abierta por centrifugacion a maxima
velocidad. El RNA purificado rico en miRNAs se obtuvo al afiadir a la

columna 14 ul de H,0 libre de RNAsas.
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4.3 Cuantificacién y valoracion de la calidad del RNA

Para los andlisis de expresion mediante qRT-PCR el RNA se
cuantifico y se valoré la presencia de interferentes con el
espectrofotémetro NanoDrop ND 1000 (Thermo Scientific) vy
mediante electroforesis en gel de agarosa. Para la hibridacion del
RNA en arrays de expresion de miRNAs también se valord su

integridad en un bioanalizador 2100 (Agilent Technologies).

Nanodrop y electroforesis en gel de agarosa

El NanoDrop mide la absorbancia a 260 nm vy aplica la ley de
Lambert-Beer, considerando como coeficiente de extinciéon molar del
RNA un valor de 40 ng-cm/ul. Para analizar la pureza y la presencia de
interferentes, mide el ratio entre la absorbancia a 260 y 280 nm, que
valora la pureza en RNA. Se considera que una muestra de RNA es
pura cuando éste ratio tiene un valor entre 1,8-2,0. Valores menores
de 1,8 indican la presencia de contaminantes que absorben a
longitudes de onda cercanas a 280 nm, como proteinas o fenol.
También mide el ratio entre la absorbancia a 260 y 230 nm, un valor
secundario para la medida de la pureza en 4cidos nucleicos de la
muestra. Valores bajos de este ratio indican la presencia de
contaminantes como EDTA o fenol.

La integridad del RNA se valoré mediante una electroforesis
en gel de agarosa al 1%. La visualizacion de bandas correspondientes
a la subunidad 18 y 28 ribosomales constituyd un criterio de calidad

del RNA.
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Bioanalizador

La calidad del RNA para su uso en arrays de expresién de
miRNAs se valoré6 mediante electroforesis en un Bioanalizador
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) con el Agilent RNA
6000 Nano Kit para RNA total.

La integridad del RNA se mide mediante el RNA Integrity
Number (RIN), que estima la integridad del RNA total
independientemente de su concentracién en una escala de 0 al 10. El
RIN tiene en cuenta el trazo electroforético total, no Unicamente
subunidades ribosomales (como ocurre en el caso de la electroforesis
en gel de agarosa) y también la presencia o ausencia de productos de
degradacion. Sélo se utilizaron muestras de RNA con un RIN superior

a 8 para hibridar los arrays de miRNAs.
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5. Seleccion de miRNAs desregulados

Para determinar qué miRNAs estan desregulados en la LMA
se realizaron arrays de expresion. De los miRNAs desregulados, se
consultd en las bases de datos bioinformaticas cudles de ellos

podrian regular a MYBL2 por homologia de secuencia.

5.1 Andlisis de la expresion de miRNAs mediante arrays de
expresion

Para el estudio de los perfiles de expresion de miRNAs se
partié de 250 ng de RNA total de 7 pacientes de LMA de novo con un
alto porcentaje de blastos (>70%) y positivos para el marcador CD34,
y de 5 muestras de células CD34+ con una pureza mayor al 80%. El
RNA se marcé con el FlashTag™ Biotin HSR RNA Labeling Kit
(Genisphere). Tras el marcaje se hibridé con el array miRNA 3.0 en
una plataforma Affimetrix. Este array contiene 19.913 sondas de las
cuales 5818 corresponden a miRNAs maduros y e inmaduros
humanos. Después de la hibridacién se utilizé el GeneChip® Scanner
3000 7G System para obtener los valores de expresion de los miRNAs.
Los resultados fueron analizados con el programa Expression Console

y con el PARTEK (Affimetrix).

5.2 Analisis bioinformatico

Los perfiles de expresion de miRNAs obtenidos de los arrays
de expresion generaron listas de miRNAs diferencialmente
expresados entre las células CD34+ de donantes sanos y las muestras

de LMA.
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De entre los miRNAs alterados, se analizd6 mediante
programas bioinformaticos cuales tenian capacidad potencial de
unirse a la regiéon 3’'UTR MYBL2. Para ellos se utilizaron las bases de

www.mirbase.org, www.microrna.org y www.targetscan.org.

6. Andlisis de expresion por PCR cuantitativa a

tiempo real (QRT-PCR)

Los estudios de expresién se realizaron utilizando cDNA
transcrito a partir del RNA de MO en el caso de los pacientes, de
células CD34+ de sangre de corddn en el caso de los controles y de

las células KG1.

6.1 Transcripcion reversa
Para obtener el cDNA a partir del RNA se utilizd el kit de
transcripcion reversa miScript (Qiagen), que permite la
retrotranscripcion tanto del mMRNA como de los miRNAs. EIl mRNA se
retrotranscribe mediante el uso combinado de oligdmeros al azar y
oligo-dTs. La retrotranscripcion de los miRNAs se lleva a cabo
paralelamente a la poliadenilacién de los mismos, lo que permite la
sintesis del cDNA a partir de un cebador oligo dT.
El protocolo de retrotranscripcidn consistio en la incubacién de
mix de reaccion (Tabla 6) a 37 2C durante 1 h y posteriormente a 95
oC durante 5 min. El cDNA obtenido se diluyé hasta un volumen total
de 200 ul para tener suficiente muestra para el analisis de la
expresion de MYBL2 vy todos los miRNAs, siguiendo las

recomendaciones del fabricante.
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Tabla 6. Protocolo de reaccidn de la transcripcion reversa llevada a cabo
con el kit de Qiagen miScript.

Reactivo Volumen (ul)  Conc. final
5x HiFlex Buffer 4 1X

10X miScript Reverse Transcriptase Mix 1 1X
Inhibidor de RNAasas (20 U/ulL) 0,4 (8U) 0,4 U/ul
H,0 10,6

RNA (500 ng/uL ) 1 (500 ng) 25 ng/ul

6.2 Analisis de expresion de MYBL2 y los miRNAs

La cuantificacién por gRT-PCR se basa en la deteccién del
Umbral de ciclos (Ct, Cycle Threshold) o ciclo a partir del cual empieza
a detectarse un producto de PCR mediante fluorescencia de manera
significativa. El Ct es inversamente proporcional al nimero de copias
de cDNA que tiene una muestra. Para la deteccion del Ct se pueden
utilizar sondas especificas (sondas Tagman o de hibridacién) o
agentes intercalantes (Sybr Green) que emiten fluorescencia a
medida que se va amplificando el producto de PCR (Heid et al., 1996).

Los resultados obtenidos se normalizan utilizando un gen de
referencia para minimizar la variabilidad entre las muestras debida a
diferentes factores (cantidad de RNA de partida, degradacion,
variaciones en el procesamiento de las muestras, etc.). El gen de
referencia debe presentar una expresion constante en las muestras
de estudio y debe tener una eficiencia del a PCR similar a la del gen
estudiado.

Mediante dicho procedimiento se cuantificd de la expresion
tanto de MYBL2 como de los miRNAs, utilizando como control
interno el gen de la B-glucuronidasa (GUS) o el miR-U6b en un equipo

ABI 7500 Fast (Applied Biosystem).
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6.3 Método de cuantificacion relativa

Para expresar los niveles de expresion tanto de los genes
como de los miRNAs se utilizdo el método del Delta-Delta Ct (Pfaffl,
2001) considerando como calibrador las células CD34+. Para ello se
determind el Ct de MYBL2 o del miRNA de interés tanto en el control
endégeno como en el calibrador. Posteriormente se calculd el ACt,
siendo éste la diferencia entre el Ct de la diana estudiada y el control
interno. Finalmente, se calculé el AACt para obtener la expresion
normalizada del gen diana mediante la féormula: AACt=ACt(LMA)-
ACt(CD34+). La expresién normalizada del la diana de estudio se

-(AACt
calcula como 2744t

6.4 Protocolo de PCR para MYBL2

La expresion de MYBL2 se determind utilizando el Assay on
demand el Hs00231158-m1 (Applied Biosystems), que utiliza sondas
Tagman. La expresiéon de gen GUS se determind usando los
cebadores ENF1102 (5'GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT-3') vy
ENR1162 (5'CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA-3’) y la sonda Tagman
ENP1142 (Fam-CCAGCACTCTCGTCGGTGACTGTTCA-Tamra) descritos
por Beillard et al., 2003. Los protocolos de PCR se muestran en la

Tabla 7y el programa de PCR en la Tabla 8.

52



Material y Métodos

Tabla 7. Protocolo de PCR para el andlisis de expresion de MYBL2 y GUS

Reactivo Volumen (uL) Conc. final
Mix reaccion para el estudio de la expresién de MYBL2

Assay MYBL2 HS00231158_m1 (20X) 1,25 1X
Tagman Universal Master Mix 2x 12,5 1X

H,0 9,5

cDNA 2

Mix reaccion para el estudio de la expresiéon de GUS

ENF1105 (5uM) 2,5 0,5 uM
ENF 1162 (5uM) 2,5 0,5 uM
ENP1142 (2uM) 1,9 0,152 uM
TagMan Universal Master Mix 2x 12,5 1x

cDNA 2,0

H,0 3,6

Tabla 8. Programa de PCR para el andlisis de expresion de MYBL2 y GUS

Paso Tiempo T2 (2C)
Holding stage 2 min 50
Activacion de la DNA Taq Hot-start 10 min 95
15s 95
45 ciclos PCR .
1 min 60

6.5 Protocolo de PCR para los miRNAs

La cuantificacion de la expresion de los miRNAs se realizd
mediante Sybr Green con el el kit de PCR miScript (Qiagen) utilizando
cebadores especificos para cada uno de ellos (Tabla 9). Como gen de
referencia para normalizar los niveles de expresion de los miRNAs se

utilizé el miR-U6b.
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Tabla 9. miScript primer Assays para cada uno de los miRNAs cuya
expresion ha sido analizada

miScript
Primer Assay
hsa-miR-4668-5p MS00040264 5'-AGGGAAAAAAAAAAGGAUUUGUC-3’
hsa-miR-4507-3p MS00040894 5'-CUGGGUUGGGCUGGGCUGGG-3’

miRNA Secuencia miRNA maduro

hsa-miR-126-3p MS00005999 5’-UCGUACCGUGAGUAAUAAUGCG-3’
hsa-miR-146-5p MS00003542 5'-UGAGAACUGAAUUCCAUAGGCU-3’
hsa-miR-29a-3p MS00003262 5’-UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA-3’
hsa-miR-30a-5p MS00007350 5’-UGUAAACAUCCUCGACUGGAAG-3’
hsa-miR-30b-5p MS00003276 5’-UGUAAACAUCCUACACUCAGCU-3’
hsa-miR-30c-5p MS00009366 5’-UGUAAACAUCCUACACUCUCAGC-3’
hsa-miR-30e-5p MS00009401 5’-UGUAAACAUCCUUGACUGGAAG-3’
hsa-miR-494-3p MS00033754 5'UGAAACAUACACGGGAAACCUC-3’
hsa-miR-99a-5p MS00032158 5'AACCCGUAGAUCCGAUCUUGUG-3’

hsa-miR-151b-3p MS00037513 5'UCGAGGAGCUCACAGUCU-3’
5-GTGCTCGCTTCGGCAGCACATATACTA
AAATTGGAACGATACAGAGAAGATTAG
CATGGCCCCTGCGCAAGGATGACACG
CAAATTCGTGAAGCGTTCCATATTTTT-3’

RNU6B_13 MS00014000

Los protocolos de PCR para los miRNAs se muestran en la Tabla 10 y

el programa de PCR en la Tabla 11.

Tabla 10. Protocolo de PCR para la expresion de miRNAs

Reactivo Volumen (uL) Concentracidn final
H,0 4

10X Universal Primer 2 1X

10X miScript Primer Assay 2 1x

2X Sybr Green 10 1X

RNA (500 ng/uL) 2 (1000 ng) 50 ng/uL

Tabla 11. Programa de PCR para el andlisis de expresion de miRNAs

Paso Tiempo T2 (2C)
Holding stage 2 min 50
Activacion de la DNA Taq Hot-Start 10 min 95
40 ciclos PCR 155 %
i
1 min 60
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6.6 Criterio de hiperexpresion e infraexpresién

El criterio de hiperexpresién o infraexpresiéon de MYBL2 y los
miRNAs que se utilizé fue el valor de la mediana de expresién: los
pacientes que hiperexpresaban MYBL2 o los miRNAs fueron los que
mostraron una expresion mayor a la mediana para cada uno de ellos.
Del mismo modo, los pacientes que infraexpresaban MYBL2 o los
miRNAs fueron aquellos que mostraron una expresion menor a la

mediana.

7. Analisis de los niveles de proteinas: Western Blot

7.1 Lisis celular y cuantificacion de proteinas

Las células de interés se obtuvieron por centrifugacion (1100
g, 5 min) y el pellet celular se lisé de forma pasiva durante 30 min en
RIPA frio (Invitrogen) suplementado con inhibidor de proteasas
(Complete, Roche) y fosfatasas (Thermo Scientific). La concentracion
de proteinas se determind mediante el método de Protein Assay
(Biorad) o Acido Bicinchoninico (BCA) (Pierce). Ambos métodos
utilizan medidas colorimétricas para inferir la concentracién proteica
de una muestra a partir de una recta patron.

El Protein Assay se basa en el método de Bradford (1976). El
Azul Brillante Coomassie G-250 reacciona con los grupos bdsicos
(especialmente con la cadena lateral de la arginina) y con los
aminoacidos aromaticos. Esta reaccion provoca un cambio de
longitud de onda en la absorbancia de este reactivo de 465 a 595 nm.

El BCA protein assay combina la reduccion del Cu*" a Cu'* por

las proteinas en medio alcalino con la alta sensibilidad y selectividad
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de la deteccidn colorimétrica catién Cu'* por el 4cido bicinchoninico.
El producto resultante es hidrofilico y tiene una alta absorbancia a
562 nm que se mantiene lineal a concentraciones crecientes de
proteina. La reaccién colorimétrica del BCA se debe principalmente a
la cisteina, tirosina y triptdfano, aunque el esqueleto peptidico
también contribuye a esta reaccion, lo que minimiza la variabilidad

debida a la composicidn proteica de cada muestra.

7.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida y transferencia

Se mezclaron cantidades iguales de proteina con tampdn de
Laemni (concentracion final 2% SDS, 5% 2-mercaptoethanol, 10%
glicerol, 0,002% azul de bromofenol, 62,5 mM Tris HCI), se hirvieron
durante 5 min y se cargaron en un gel de poliacrilamida (PA). La
composicion del gel de concentracion y el de resolucién pueden

verse en la Tabla 12.

Tabla 12. Composicién del gel de concentracion y de resolucién para
preparar un gel de poliacrilamida al 10%

Reactivo Volumen Concentracion final
Gel de concentracionn (2mL)

H,0 1,5 mL

1,5 M Tris (pH 6,8) 250 ul 1,88x 10° M
40% Acryl Mix 200 pL 4%

SDS 10% 20 uL 0,1%

APS 10% 20 uL 0,1%

Temed 2

Gel de resolucién (10 mL)

H,0 4,8 mL

1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5mL 3,75x 10" M
40% Acryl Mix 2,5mL 10%

SDS 10% 0,1 mL 10™%

APS 10% 0,1 mL 10™%
Temed 0,004 mL
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Tras la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa o de PVDF previamente activada con
metanol aplicando una corriente de 50V durante 60 min.

Los anticuerpos primarios utilizados para detectar las proteinas
fueron los siguientes:
* Rabbit anti-MYBL2 (N19) (1:800; sc-724; Santa Cruz

Biotechnology, Inc)

* Rabbit anti-pMYBL2 (phospho T487) (1:1000; ab76009;

Abcam)

* Mouse anti-actina (1/5000; AC-15; Sigma) (control de carga)

Los anticuerpos secundarios fueron IgG conjugados con
peroxidada de rabano:

* Sheep anti-rabbit (1:15.000; ab6721-1; Abcam)

* Sheep anti-mouse (1:15.000; ab6808; Abcam)

El revelado para visualizar las bandas de proteina con la
peroxidasa se realizd6 con ECL Western Blotting Detection Reagents

(Amersham Biosciences).

8. Mimics y plasmidos de expresion

8.1 mimics

Los mimics son oligonucledtidos de RNA de doble cadena que
“imitan” la funcidon de sus miRNAs homdlogos y consecuentemente
producen una reduccién en la expresion o traduccidon sus genes
dianas. Los mimics utilizados fueron los mirVana (Life Technologies),

gue estan modificados quimicamente para que la hebra madura sea
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utilizada por la proteina Argonauta (Ago), como ocurre durante el
proceso de maduracion normal de los miRNAs, mientras que la hebra
star, la no funcional, es degradada y eliminada del complejo. Este
proceso asegura que solo la hebra de interés, que es complementaria
a la diana, produzca el efecto deseado. Como control negativo se
utilizé el mimic Negative control #1, que no es complementario a
ningdn gen humano, de ratén o de rata, por lo que no tiene efectos
en la expresion génica.

Para ver el efecto de los miRNAs miR-30a y miR-30c se
nucleofectaron células KG1 con mimics (mimic-30a o mimic-30c) o
Negative control #1. Las células nucleofectadas se recogieron por
centrifugacion tras 24, 48 y/o 72 horas. Después se lavaron con PBS
y se midieron los niveles de mRNA de MYBL2 (qRT-PCR) y de proteina

(western blot) o se llevaron a cabo estudios funcionales.

8.2 Plasmidos
pMir-MYBL2

Para analizar la uniéon del miR-30a a la regién 3'UTR de
MYBL2 se utilizé el vector pMirTarget, que tiene clonada la regién
3’UTR de dicho gen tras el de la luciferasa de firefly. Este vector se
transcribe bajo el promotor SV40, pero se traduce con un internal
ribosome entering sequence (IRES). El IRES tiene un disefio que no
afecta a la interaccion del miRNA con su diana pero reduce
significativamente los niveles de expresiéon de la luciferasa si hay
union, por lo que pequefios cambios de expresién pueden ser

detectados. El plasmido también expresa la proteina roja
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fluorescente (RFP) bajo el promotor del CMV (lo que permite

monitorizar la transfeccién) y la neomicina bajo el promotor SV40.

pCMV-miR30a/vector vacio

Para aumentar artificialmente la expresion del miR-30a se
utilizé el pCMV-MIR (Origene Technologies), que estructuralmente es
similar al anterior pero en este caso expresa la proteina verde
fluorescente (GFP) y tiene <clonada la regidon gendmica

correspondiente al miR-30a y las secuencias colindantes.

pPRL-TK (Luciferasa de Renilla)

Para monitorizar la transfeccion y normalizar los valores de
expresion de la luciferasa de Firefly se utilizd el plasmido pRL-TK
(Promega) que expresa la luciferasa de Renilla. Las unidades relativas
de luminiscencias (RLUs) se calcularon como el ratio entre la sefial

producida por [Firefly/Renilla] x 100.

Amplificacién en E.coli DH5a de los plasmidos

Se transformaron las bacterias competentes Library Efficiency
DH5a Competent Cells (Invitrogene) para amplificar los plasmidos.
Para ello se descongelaron las bacterias en hielo, se trasvasaron 100
uL de células a un eppendorf estéril (100 uL por cada pldsmido), se
anadié 1-10 ng de plasmido a las bacterias y se incubd en hielo
durante 30 min. Trascurrido este tiempo se transformaron mediante
choque térmico en un bafo a 42 2C durante 45 s. Seguidamente se
incubaron las células durante 2 min en hielo, se diluyeron en 0,9 mL

de medio SOC (2% triptona, 0,4% extracto de levadura, 0,4% glucosa,
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10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSQ,) y se
incubaron durante una hora en agitacion (225 rpm) a 37 eC.

Para pasar las bacterias a un medio selectivo y permitir
Unicamente el crecimiento de las bacterias transformadas con los
vectores, las células se centrifugaron durante 10 min a 12.000 rpm.
Se decanto el sobrenadante y se sembrd 20 ulL del liquido residual en
placas de Petri con LB-Agar-Amp (medio LB (10 g/L triptona, 5 g/L
extracto de levadura, 10 g/L NaCl) con 1,5% Bacto-agar y 50 ug/mL
ampicilina) para el plasmido pRL-TK o LB-Agar-Kan (LB-Agar con 50
ug/mL de kanamicina) para pMir y pCMV-Mir.

Las placas se mantuvieron a 37 2C durante 24-48 h y las
colonias y se cultivaron en 3 mL de LB-Amp o LB-Kan durante 16 h a
379C (precultivo). Tras ese tiempo se diluyeron en 50 o 100 mL de

medio y se dejaron crecer durante 24 h.

Purificacion de los plasmidos (mini y maxi preps)
Para comprobar que las colonias se habian transformado
correctamente se hizo una primera extraccion con una miniprep

Wizard Pus SV Minipreps DNA purifications System (Promega).

Miniprep

Se centrifugaron 5 mL de cultivo bacteriano a 12.000 g
durante 5 min (42C). Al pellet se le afadid 250 ulL del buffer de
resuspensién y 250 uL de buffer de lisis. Se mezcld por inversion y se
afiadié 10 uL de proteasa alcalina, se invirtié la mezcla y se incubd a

temperatura ambiente durante 5 min. Posteriormente se afiadié 350
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uL de solucién de neutralizacidn, se mezcld por inversiéon y se
centrifugd a 13.000 g durante 5 min. El sobrenadante se decanté
dentro de una columna de purificacién y se centrifugd a velocidad
maxima durante un min. Se lavd la columna con 750 ul de solucién
de lavado y se volvié a centrifugar durante un minuto. Se repitié el
proceso de lavado con 250 ul y centrifugando dos min.

El pldsmido se eluyd tras un min de centrifugacién en 100 uL
de agua libre de nucleasas. El eluido se cuantificd con el Nano-Drop.
En caso de contener DNA plasmidico, se considerd que la colonia de
origen contenia el plasmido. En ese caso se procedié a obtener una

gran cantidad del mismo libre de endotoxinas con una maxiprep.

Maxiprep

Se recogieron 50-100 mL de bacterias por centrifugacion
(6000g, 15 min, 42C) y se aislaron los plasmidos con el Endo Free
Plasmid Maxi Kit (Qiagen). Para lisar las bacterias, el pellet se
resuspendido en 10 mL de buffer P1, se afiadid 10 mL de P2 y tras
mezclar por inversion se incubd a temperatura ambiente durante 5
min. El lisado se purificd con el QlAfilter, vertiéndolo en el cartucho y
dejandolo filtrar durante 10 min. Transcurrido este tiempo se finalizé
este paso con un émbolo para forzar la salida de todo el filtrado.

Al lisado celular filtrado se afiadié 2,5 mL de ER, se mezcld
por inversidén y se incubd a temperatura ambiente 30 min. Durante
ese tiempo se equilibré la columna QIAGEN-500 con 10 mL de buffer
QBT y posteriormente el lisado se vertié en la columna. Esta se lavd
dos veces con 30 mL de QC y el plasmido de eluyé con 15 mL de QN,

con la precaucién de recogerlo en un tubo nuevo.
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Los plasmidos se precipitaron con 0,7 voliumenes de
isopropanol y centrifugacion a 15.000 g durante 30 min a 42°C. El
sobrenadante se decantd y el pellet, tras secarlo, se resuspendid en
50 ulL de H,0. La cantidad de plasmido se cuantificé con un nanodrop

y se comprobé que el plasmido era el esperado por digestion.

Digestion

Para la digestiéon de los plasmidos pMir-Target (tanto el que
tiene la region 3’UTR como el plasmido vacio) se utilizaron los
enzimas Hindlll y Xbal. Para digerir el plasmido pCMV-Mir se
escogieron los enzimas EcoRV y Hindlll. El plasmido pRL-TK fue

digerido con BamHI y HindlIl.
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9. Estudios Funcionales

9.1 Sincronizacion del ciclo celular

Las células se sincronizaron mediante diferentes métodos para

lograr el arresto en las diferentes fases del ciclo celular. Para ello se

. 6 ,
sembraron a una densidad de 0,5 x 10° células/mL y se llevaron a

cabo los distintos tratamientos:

Para bloquear las células en GO/G1 se modificé la composicidn
del medio de cultivo, preparandolo con diferentes
concentraciones de suero bovino fetal (SBF): 10% (control), 2%,
1%, 0,5%. La reduccién de SBF en la composicién de medio de
cultivo hace que las células crezcan en condiciones subdptimas,
de forma que tienen una actividad basal en la que quedan
bloqueadas en fase GO/G1 del ciclo celular.

Para arrestar las células en G2/M se preparé medio de cultivo
con 0,01 pg/mL de colzemida (Karyomax, Gibco). La colzemida
impide la formacién del huso acromatico e impide que las células
entren en mitosis.

El bloqueo en fase S se realizé incubando las células en medio de
cultivo con 2 mM de hidroxiurea (Sigma). La hidroxiurea inhibe la
ribonucledtido reductasa, y bloquea la sintesis de DNA vy la
division celular.

Para el estudio del ciclo celular se marcaron las células con

yorduro de propidio (Prl). El Prl es un agente intercalante que emite

fluorescencia cuando estda asociado al DNA. El andlisis de células

marcadas con Prl mediante citometria de flujo permite detectar las

diferentes fases del ciclo celular ya que el contenido de DNA antes y

63



Material y Métodos

después de entrar en la fase S del ciclo celular es diferente. Antes de
la fase S las células son diploides y la sefial emitida por el Prl es
menos intensa que después de la fase de sintesis, en la que las
células son doblemente diploides y por tanto la sefial de éstas células
es mas fuerte. El Prl no puede atravesar la membrana plasmatica
libremente, por lo que se necesita afiadir alguin tipo de detergente

como el IGEPAL para permitir su entrada y la célula (Figura 6).

0 64 1:"6 |‘s:2 :‘?‘6

Contenido en DNA (Prl/7-AAD)
Figura 6. Analisis de ciclo celular por citometria de flujo de células KG1.
El eje de ordenadas indica el nimero de células y el eje de abcisas la
intensidad de fluorescencia, en este caso detectada en el canal azul, ya
que las células se marcaron con Prl.

Los cultivos con los diferentes tratamientos para bloquear el
ciclo celular se incubaron durante 19-24 horas. Posteriormente se
analizaron por citometria de flujo con el objetivo de comprobar el
arresto del ciclo celular. Para ello, las células se centrifugaron vy
lavaron con PBS. Se resuspendieron en 400 uL de PBS y se afiadio 400
puL de Prl (concentracidn final 5pug/ml en PBS) y 40 pL de IGEPAL
(Sigma) al 10%. Tras comprobar el bloqueo del ciclo celular se retird
el tratamiento. Las células se lavaron en PBS y se incubaron durante
4-24 horas con medio de cultivo normal. Durante este tiempo se
cogieron alicuotas y se analizaron por citometria de flujo como se ha
descrito anteriormente para comprobar la re-entrada en el ciclo

celular.
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9.2 Transfeccion celular

La transfeccion celular se realizé con un Amaxa Nucleofector
4D (Lonza). Este método se basa en la combinacion de pardmetros
eléctricos y reactivos de nucleofeccién especificos para cada tipo
celular que permiten la entrada directa del DNA o RNA al ntcleo.

Para la transfeccién de la linea celular KG1 se recogieron
5x10° células del cultivo, se afiadié 5 ug de pladsmido(s) o 100 pg de
mimics y se resuspendié todo en 100 ulL de solucién SF. Se depositd
todo en la cubeta de nucleofeccidn y se selecciond el programa FF-
100. Se afiadi6 500 ulL de medio RPMI completo a las células
nucleofectadas y se incubd a 37 2C en presencia del 5% de CO,
durante 10 min. Finalmente se transfirid todo a un pocillo de una
placa de 6 pocillos, con 3,4 mL de medio de cultivo atemperado a 37
oC. Las células transfectadas se incubaron durante 24, 48 o 72 horas

antes de proceder a su analisis.

9.3 Ensayos de luciferasa

Para testar la unién del miR-30a a la region 3’UTR de MYBL2
se utilizé el Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega). Para ello se
nucleofectaron 5x10° células KGla con 5 ug totales de pCMV-
miR30a/control:pMir-MYBL2:pRL-TK (30:10:1) (por triplicado). Tras
24 horas de incubacion a 37 2C y 5% de CO,, las células se lisaron
pasivamente durante 10 min y se midié por duplicado la actividad de
la luciferasa de firefly con el Dual-Glo Reagent. Con el Dual-Glo Stop
& Glo reagent se paré la actividad de firefly y se activé la actividad

luciferasa de Renilla. Para detectar la emisidon de luz se utilizd un
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lumindmetro para microplacas GLOMAX. La emision de fotones de la
Renilla sirvié para normalizar las transfecciones (En el apartado 8 de
Material y Métodos puede verse el fundamento del uso de estos

plasmidos).

9.4 Ensayo de viabilidad celular

Para estudiar la viabilidad celular se utilizé el Cell Titer 96
Aqueous one solution cell proliferation assay (Promega). Este kit
contiene dos reactivos: MTS (reactivo de Owen o 4,5-dimetiltiazol-2-
yl)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio) 'y  PES
(etosulfato fenacinico). EI MTS no puede entrar en las células y por
tanto es indirectamente reducido por el NADH o NADPH generado
por las deshidrogenasas de las células con metabolismo activo. Al ser
reducido, el MTS genera un producto (formazan) con absorbancia a
490 nm, que es proporcional al nimero de células metabdlicamente
activas. El PES es permeable y actia como lanzadera de protones al
ser directamente reducido por las deshidrogenasa celulares y es el

compuesto quimico que reduce al MTS extracelularmente (Figura 7).

MTS-N+ MTS-NH

Oxidado

Reducido

Extracelular

PES-N+ PES-NH

Intracelular

NADP+ Deshidrogenasas NADPH

celulares

NAD+ NADH

Figura 7. Reacciones quimicas del ensayo de MTS. Reacciones redox
que permiten cuantificar el nimero de células metabdlicamente activas
colorimétricamente a través de la absorbancia del MTS reducido.

66



Material y Métodos

Para este ensayo, en una placa de 96 pocillos se afiadieron 10*
células/100 ulL de medio de cultivo en triplicado y se afiadié 20 ulL de
reactivo a cada pocillo. Se incub6 a 37 2C en presencia del 5% de CO,
durante 4 horas. Posteriormente se obtuvo la absorbancia a 490 nm

en un colorimetro Sunrise (Magellan Biosciences).

9.5 Ensayo de proliferacién celular y ciclo celular: BrdU

Para estudiar la proliferacion celular se analizé la
incorporacién de 5-bromo-2’-desoxiuridina (BrdU) en el DNA. El
BrdU es un andlogo pirimidinico que se incorpora en el DNA en lugar
de las timidinas durante la replicaciéon. El BrdU puede ser detectado
posteriormente con el uso de anticuerpos anti-BrdU conjugados a
diferentes marcadores. En este caso se utilizaron anticuerpos
marcados con fluoréforos (FITC) y se analizaron los resultados por
citometria de flujo.

Se llevaron a cabo dos tipos de marcaje: de “pulso Unico” y
de “pulso y caza”. Aunque con los dos métodos se analizan
diferencias en la proliferacion y ciclo celular, el experimento de pulso
y caza permite seguir a lo largo del tiempo el comportamiento de las
células que han entrado en fase S durante el marcaje, de forma que
el andlisis es mds detallado. En ambos casos el BrdU se afiadié a las

células a una concentracion final de 20 uM en medio de cultivo.
Pulso unico

Para el analisis de pulso Unico las células se incubaron con

BrdU durante 3 h a 37 2C en presencia del 5% de CO,. Tras la
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incubacion, las células se recogieron por centrifugacion (1200 g, 5

min) y se lavaron con PBS.

Pulso y caza

En el caso del estudio de pulso y caza, las células se
incubaron en BrdU durante una h, posteriormente se lavaron y se
dejaron en cultivo sin BrdU durante 1, 4 y 6 h y tras la incubacién se

recogieron las células por centrifugacion (1200 g, 5 min).

Fijacidn de las células

Tras el marcaje las células se fijaron con etOH frio al 70%
durante 30 min. Para la fijacion se resuspendid el pellet en 250 ulL de
PBS y se afadié 750 uL de etOH al 100% gota a gota en agitacion
ligera (vortex). Tras la fijacion se re-hidrataron las células en 1 mL de
PBS durante 20 min a T2 ambiente. Seguidamente se centrifugaron
para ser resuspendidas en 200 ulL de HCl 1,2 N. Las células se
incubaron durante 20 min a T2 ambiente y posteriormente se lavaron
4 veces con PBS-Tween20 0,1%. Finalmente se dejaron en PBS

durante 20 min a T2 ambiente.

Marcaje con anticuerpos

La muestra se separd en dos mitades para su marcaje con los
anticuerpo conjugados con FITC. La mitad se incubd con el isotipo
control y la otra mitad con el anticuerpo anti-BrdU durante una hora
a temperatura ambiente. Tras la incubacidon con el anticuerpo las
células se lavaron dos veces con PBS-Tween 20 0,1% y el DNA se

marcé con 200 ulL de 7-Aminoactinomicina (7-AAD) (Sigma) a 20
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ng/mL. Los cambios en la proliferacion y ciclo celular se visualizaron
mediante citometria de flujo en un citdmetro Cyan-ADP (Bekman

Coulter).

9.6 Ensayos de apoptosis

La apoptosis es un tipo de muerte celular, programada
genéticamente, que degrada las estructuras celulares rapidamente
de forma controlada a través de la activaciéon de proteasas e
hidrolasas sin afectar a las células vecinas. Algunos procesos que
tienen lugar durante la apoptosis pueden utilizarse para

monitorizarla y detectarla.

Anexina V

La fosfatidilserina (PS) es un fosfolipido que se localiza en la
cara citosélica de la membrana plasmatica. En etapas tempranas de
la apoptosis, la PS invierte su posicidn, translocandose a la cara
extracelular. La anexina V es una proteina que tiene afinidad por la
PS y se une a ésta de manera calcio-dependiente. En células no
apoptaticas, la anexina V no se une a la superficie celular puesto que
no contiene PS en esa cara. Sin embargo, en células apotéticas la
anexina V se une a la superficie celular. Los ensayos de anexina V
utilizan esta proteina conjugada a fluoréroforos que permiten

monitorizar su unién a las células (Figura 8).
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Figura 8. Ensayo de apoptosis con deteccion de Anexina V. La anexina V
tiene afinidad por la FS, molécula ubicada en la cara intracelular en las
células vivas. Durante el proceso de apoptosis, la integridad de la
membrana plasmatica se pierde y la FS queda expuesta en la cara
extracelular. Las células apoptéticas quedan marcadas gracias a la
anexina V conjugada a un fluoréforo, que puede ser detectado por
citometria de flujo. Si la células esta en fases tardias de la apoptosis o en
estado necrético, el 7-AAD puede pasar al interior celular.

Para la deteccion de células apoptdticas con la anexina V se
utilizd el kit de BD Biosciences. Para ello, 5x10° células se
resuspendieron en 100 puL de 1X Binding Buffer (BB) tras 48 y 72 h de
la nucleofeccion. Se afadid 5 pL de Anexina V conjugada con
ficoeritrina (PE) y 5 puL de 7-AAD. Se incubd a temperatura ambiente
en oscuridad durante 15 min y finalmente se afiadié 400 pL de 1xBB

antes del analisis por citometria de flujo.
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TUNEL

La fragmentacion del DNA ocurre durante el proceso de
endonucleosis, que se produce como consecuencia de la cascada de
sefializacién apoptdtica. Este fendmeno puede detectarse con la
desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT). Este enzima afade
dUTPs marcados al DNA fragmentado en las mellas del DNA, a partir
de los extremos 3’OH libres. Esta técnica, en inglés, es conocida como
Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick end Labelling
(TUNEL).

La técnica de TUNEL se realizé a las 48 horas de la
nucleofeccion y se andlizé mediante microscopia confocal. Se hizo un
citospin de las células centrifugando a 8000 g durante 10 min para
depositarlas en un porta objetos. Para el marcaje de las células se
utilizé el In Situ cell death detection kit (Roche). En un primer paso se
fijaron las células con PBS con paraformaldehido al 4%. Se lavaron
con PBS y se permeabilizaron con 0,1% Triton X-100. Para el marcaje,
las células se lavaron dos veces con PBS y se incubaron con 50 pl de
solucién de marcaje (compuesta por solucion enzimdtica y de
marcaje 1:10). Se cubrid la zona con un cubreobjetos y se incubd a 37
oC en oscuridad durante 60 min. Tras la incubacién se eliminé el
exceso solucién de marcaje lavando tres veces con PBS y se prepard
el porta para su andlisis por microscopia confocal con medio de
montaje Vectashield con DAPI (Vector Laboratories). Las imagenes se
adquirieron en un microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta y se
analizaron con el programa Zeiss LSM Image Browser v4.2 (Carl Zeiss

Ltd).
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En el experimento se incluyd un control positivo y uno
negativo de apoptosis. Para el control negativo se marcaron células
no transfectadas en crecimiento exponencial. Para el control positivo
se marcaron células previamente tratadas con 2 pug/mL captotecina
en medio de cultivo (Sigma) durante 4 horas. La camptotecina es un
agente citotoxico que inhibe la DNA topoisomerasa | y como
consecuencia se activa la cascada de sefializacién apoptdtica en las

células.

9.7 Ensayo de senescencia

La senescencia es un proceso por el que las células quedan
bloqueadas la fase G1 del ciclo celular. La senescencia se
desencadena con el envejecimiento, tras acumularse dafio en el DNA,
por el acortamiento de los teldmeros o estrés oxidativo en las células
y también como un mecanismo de defensa que previene la
progresion tumoral (Rodier y Campisi, 2011).

Durante el proceso de senescencia la B-galactosidasa esta activa
a pH 6, pero no en células pre-senescentes, quiescentes o
inmortalizadas. Por tanto, la actividad de este enzima se estudio para
analizar el proceso de senescencia 48 y 72 horas tras la transfeccién
celular.

Para ello, se utilizd el senescence B8-galactosidase staining kit
(Cell Signaling). Las células se depositaron en un portaobjetos
realizando un citospin. Se fijaron con 50 ul de 1X Fixative solution

durante 15 min a temperatura ambiente. Se lavaron dos veces con
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PBS y posteriormente se incubaron a 372C durante toda la noche con

B-Galactosidase Staining Solution (Tabla 13).

Tabla 13. Composicién de la soluciéon de marcaje de la B-galactosidasa

Reactivo Volumen (pL)
1X Staining solution 930

Staining Supplement A 10

Staining Supplement B 10

20 mg/mL X-gal en DMF* 50

* DMF= N-N-dimetilformamida

Las imagenes fueron adquiridas en un microscopio invertido
EVOS XL Core Imaging System (Life Technologies) y analizadas con el

programa Imagel.

10. Tratamiento estadistico

Se aplico el test del x2 con la correccion de Yates (en caso de
ser necesaria) para analizar las diferencias de distribucién entre
variables categdricas. Las variables continuas se analizaron con el test
de Kolmogorov-Smirnov para conocer si presentaban distribuciones
paramétricas o normales. El estudio de asociacién entre variables
cuantitativas que no presentaron distribuciones normales se realizé
mediante correlacidon de Spearman y entre cuantitativas y categoricas
mediante el test U de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis. Las que
presentaron distribuciones normales se analizaron con el test T de
Student o ANOVA.

La supervivencia global (SG), supervivencia libre de
enfermedad (SLE) y supervivencia libre de recaida (SLR) se calcularon

mediante el método de Kaplan-Meier y las diferencias entre la
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distribucidon de supervivencia se evaluaron con el test log-rank. El
tiempo utilizado para la SG fue el comprendido entre la fecha del
diagndstico y la fecha de la muerte. Para la SLE fue el tiempo
comprendido entre el alcance de la RC y la recaida o la muerte
(teniendo en cuenta el evento que ocurrié primero) o sélo la recaida
en el caso de la SLR. El andlisis multivariante se realizé mediante la
regresion de Cox y se incluyeron aquellas variables que mostraron
algun indicio de tener una significacion asociada en el analisis
univariante (p<0,05) y, en caso de estar disponibles, aquellas para las
gue estudios anteriores habian mostrado una posible relacidn.

La significacion estadisticas se considerd cuando p < 0,05. Los
calculos fueron realizados con los paquetes estadisticos SPSS v22,0 vy

con el GraphPad-Prism (GraphPad Software).

74



Introduccion

Objetivos

Material y Métodos

Resultados

Conclusiones

Bibliografia







Resultados

1. Expresion de MYBL2 en células CD34+y en LMAs

El analisis cuantitativo mostré que la mediana de expresion
de MYBL2 fue significativamente superior en la LMA (n=259) que en
las células CD34+ aisladas donantes sanos (n=11): 0,21 (0,01-5,56) vs.
0,14 (0,03-0,19), respectivamente (p<0,001). Al relativizar la
expresion de las LMAs respecto de las CD34+, la expresion de MYBL2

fue 1,99 veces mayor en las LMAs (Figura 9).

p<0,001

1,24

1.04

0,84

0.6

0,4+

Expresion MYBL2 (24Ct)

0,21

J |
CD34+ LMA

0,0

Figura 9. Expresion de MYBL2 en células CD34+ y en LMA. La mediana
expresion de MYBL2 fue mayor en las LMAs que en las CD34+ de
donantes sanos.

2. Perfil de miRNAs en células CD34+ y en LMAs

Los arrays de expresion de miRNAs se realizaron en 5
muestras de células CD34+ separadas a partir de sangre de corddén de
donantes sanos (sélo se consideraron muestras con una pureza de
CD34+ mayor al 80%) y en 7 muestras de LMA de novo de cariotipo

normal sin mutaciones en los genes FLT3, NPM1 o CEBPA.
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El analisis de componentes principales de los arrays mostré
una clara diferencia entre el perfil de expresion de miRNAs en células
CD34+ y en LMAs. También mostré que, en general, la expresion de
miRNAs es mucho mas homogénea en las células CD34+ que en las

LMAs (Figura 10).
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Figura 10. Anadlisis de componentes principales de los arrays de
expresion de miRNAs. La figura distribuye cada muestra en un espacio
tridimensional en funcién de la expresién de los miRNAs del array. Las
muestras con perfiles de miRNAs similares se ubican cerca las unas de
las otras. Las muestras correspondientes a las células CD34+ estan
coloreadas en azul, y las correspondientes a las LMAs en color rojo.

Para determinar los miRNAs mas diferencialmente expresados
en la LMA se llevd a cabo un analisis cluster con un fold-change (FC,
veces de cambio) de 10 y un p-valor <0,001 (Figura 11A). De esta
manera, el array identific6 una firma de 6 miRNA maduros
hiperexpresados y 60 miRNAs maduros infraexpresados en la LMA

respecto de las células CD34+ (Tabla 14).
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Tabla 14: Resultado del andlisis cluster que identificé los miRNAs
maduros diferencialmente expresados en las LMAs respecto de las
células CD34+, con un fold-chage de 10 y un p-valor <0,001

Expresion respecto

miRNA p-valor FC
a CD34+
hsa-miR-4668-5p_st 2,56E-06 16,8127 Alto en LMA
hsa-miR-4507_st 7,34E-05 12,645 Alto en LMA
hsa-miR-1281_st 2,90E-05 12,0507 Alto en LMA
hsa-miR-494_st 1,47E-05 11,075 Alto en LMA
hsa-miR-4463_st 4,03E-06 10,3968 Alto en LMA
hsa-miR-3613-3p_st 9,17E-06 10,2576 Alto en LMA
hsa-miR-378d_st 3,63E-08 -10,3257 Bajo en LMA
hsa-miR-378i_st 1,23E-04 -10,5999 Bajo en LMA
hsa-miR-194_st 1,95E-08 -10,8073 Bajo en LMA
hsa-miR-339-3p_st 2,31E-05 -10,9963 Bajo en LMA
hsa-miR-432_st 7,89E-09 -11,2173 Bajo en LMA
hsa-miR-339-5p_st 9,91E-05  -11,2479 Bajo en LMA
hsa-miR-185_st 5,32E-04 -11,2989 Bajo en LMA
hsa-miR-151b_st 1,39E-09 -11,5148 Bajo en LMA
hsa-miR-128_st 3,66E-08 -11,5475 Bajo en LMA
hsa-miR-378f_st 1,52E-04 -12,5762 Bajo en LMA
hsa-miR-532-5p_st 3,21E-08 -12,7058 Bajo en LMA
hsa-miR-422a_st 8,40E-09 -13,0492 Bajo en LMA
hsa-miR-100_st 1,29E-08 -13,1634 Bajo en LMA
hsa-miR-629_st 6,00E-09 -13,1901 Bajo en LMA
hsa-miR-28-3p_st 4,34E-07  -13,3555 Bajo en LMA
hsa-miR-19a_st 3,46E-06 -13,5834 Bajo en LMA
hsa-miR-22_st 5,48E-05 -13,9638 Bajo en LMA
hsa-miR-487b_st 3,71E-10  -13,9993 Bajo en LMA
hsa-miR-1271_st 3,50E-10 -14,1047 Bajo en LMA
hsa-miR-199b-3p_st 2,45E-09 -14,347 Bajo en LMA
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Tabla 14 (continuacién)

Expresion respecto

miRNA p-valor FC
a CD34+
hsa-miR-874_st 1,86E-06 -15,4106 Bajo en LMA
hsa-miR-181c-star_st 1,11E-09 -15,4345 Bajo en LMA
hsa-miR-151-3p_st 2,79E-11  -16,1933 Bajo en LMA
hsa-miR-28-5p_st 1,31E-09 -17,5364 Bajo en LMA
hsa-miR-181a-2-star_st 3,42E-10 -18,2086 Bajo en LMA
hsa-miR-199a-3p_st 1,92E-09 -18,6297 Bajo en LMA
hsa-miR-625_st 1,20E-06 -18,7145 Bajo en LMA
hsa-miR-378c_st 6,07E-04 -19,3224 Bajo en LMA
hsa-miR-17_st 1,69E-04 -19,3868 Bajo en LMA
hsa-miR-93-star_st 2,02E-08 -20,5604 Bajo en LMA
hsa-miR-30e_st 1,25E-08 -21,8014 Bajo en LMA
hsa-miR-18b_st 7,72E-09 -22,53 Bajo en LMA
hsa-miR-181a-star_st 2,26E-09 -22,7656 Bajo en LMA
hsa-miR-551b_st 7,33E-11  -23,2702 Bajo en LMA
hsa-miR-196b_st 1,99E-11  -24,5999 Bajo en LMA
hsa-miR-10a_st 4,31E-09 -26,025 Bajo en LMA
hsa-miR-30b_st 5,40E-07 -26,8208 Bajo en LMA
hsa-miR-342-3p_st 1,39E-04 -27,673 Bajo en LMA
hsa-miR-99b_st 5,56E-04 -29,944 Bajo en LMA
hsa-miR-29a_st 7,36E-08 -30,8633 Bajo en LMA
hsa-miR-181d_st 1,34E-04 -31,4504 Bajo en LMA
hsa-miR-17-star_st 2,51E-07 -33,6947 Bajo en LMA
hsa-miR-27b_st 8,61E-10 -35,0056 Bajo en LMA
hsa-miR-127-3p_st 1,77E-10  -35,7395 Bajo en LMA
hsa-miR-106b_st 3,57E-04  -41,7123 Bajo en LMA
hsa-miR-25_st 8,86E-06 -45,3124 Bajo en LMA
hsa-miR-15a_st 2,29E-05 -47,1907 Bajo en LMA
hsa-miR-27a_st 1,93E-04 -49,2553 Bajo en LMA
hsa-miR-130b_st 5,06E-07 -53,0393 Bajo en LMA
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Tabla 14 (continuacién)

Expresion respecto

miRNA p-valor FC
a CD34+
hsa-miR-146a_st 2,15E-04 -54,1258 Bajo en LMA
hsa-miR-30c_st 3,08E-07 -54,818 Bajo en LMA
hsa-miR-19b_st 1,25E-04 -57,5749 Bajo en LMA
hsa-miR-363_st 8,41E-13 -59,9374 Bajo en LMA
hsa-miR-125b_st 1,49E-05 -63,0276 Bajo en LMA
hsa-miR-18a_st 1,58E-07 -66,2861 Bajo en LMA
hsa-miR-151-5p_st 8,76E-06  -68,0113 Bajo en LMA
hsa-miR-130a_st 1,88E-05 -77,2201 Bajo en LMA
hsa-miR-99a_st 6,87E-12 -87,8477 Bajo en LMA
hsa-miR-146b-5p_st 3,99E-07 -92,4426 Bajo en LMA
hsa-miR-126_st 5,04E-05 -93,3224 Bajo en LMA

Para determinar los miRNAs desregulados en la LMA que a su
vez pudiesen regular la expresién de MYBL2, se realizé un segundo
analisis cluster con condiciones estadisticas menos restrictivas, con
un FC de 2 y p-valor <0,005. Este segundo listado incluyé un mayor
nimero de miRNAs, (Tabla Anexa | y Figura 11 B) en el que los
posibles miRNAs reguladores de MYBL2 fueron los de las familias

miR-29 y miR-30, por ser complementarios a su region 3'UTR.
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Figura 11. Analisis cluster obtenido a partir de los datos de expresion
de los arrays de miRNAs. El andlisis cluster permitio obtener la lista de
miRNAs con mayores diferencias de expresidon entre células CD34+ y
LMAs A) con una diferencia de 10 veces de cambio (p<0,001). B) con una
diferencia de 2 veces de cambio (p<0,05).

(seidwes 21) 04 50 0 4O WY SA PECD.



Resultados

3. Validacion de los resultados de los arrays

3.1 Seleccion de miRNAs para su validacién

Para la validacion de los arrays por gRT-PCR se escogieron los
miRNAs mas significativamente alterados (p-valor <0,0001) y con
mayores FCs. Siguiendo este criterio, se seleccionaron los 3 miRNAs
mas hiperexpresados (miR-4668, miR-4507 y miR-494) y los 3 miRNAs
mas infraexpresados (miR-126, miR-146b, miR-99a). Se excluyd del
analisis el miR-1281 por carecer de informacién sobre posibles dianas
y rutas celulares en la bases de datos de miRNAs.

Adicionalmente se incluyeron los miR-29a, miR-30a, miR-30b,

miR-30c y miR-30d como posibles reguladores deMYBL2.

3.2 Validacion de los resultados de los arrays por qRT-PCR

La validacion de los resultados de los arrays por gRT-PCR se
llevé a cabo en 5 muestras de células CD34+ de donantes sanos y en
52 muestras de LMA de novo de cariotipo normal. El miR-4668
mostro una expresion muy baja (en los limites de deteccion de la PCR
cuantitativa) tanto en células CD34+ como LMAs, por lo que fue
excluido. La mediana de expresién de los miR-126, miR-99a, miR-29a
y miR-30a/b/c/e fue significativamente inferior en las LMAs que en
las CD34+ (p=0,001, p=0,001, p=0,001, p=0,026, p=0,032, p=0,005, y
p=0,009, respectivamente) confirmando los resultados de los arrays.
La expresion de los miR-4507, miR-494 y miR-146b presentd una
tendencia en el mismo sentido que en el observado en los arrays

(p=0,055, 0,059, 0,059, respectivamente) (Tabla 15).
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Tabla 15. Expresion de los miRNAs escogidos para la validacién de los
arrays de expresion en células CD34+ y en 52 muestras de LMA. Los
datos estan expresados en unidades de 2 multiplicadas por 1000

miRNA Expresion en CD34+ Expresion en LMA FC* p-

Mediana (rango) Mediana (rango) valor
miR-4507 0,36 (0,22-0,73) 0,75 (0,01-2,86) 2,08 0,055
miR-494 1,89 (1,78-2,99) 4,50 (0,12-30,19) 2,38 0,059
miR-126 23,13 (6,94-83,12) 2,27 (0,11-152,00) -10,18 0,001
miR-146b 9,46 (3,28-65,30) 2,88 (0,13- 32,86) 3,28 0,059
miR-99a 0,11 (0,09-1,30) 0,03 (0,0001-0,18) 3,67 0,001
miR-29a 17,26 (12,56-25,63) 6,25 (0,13-72,86) -2,78 0,001
miR-30a 21,82 (7,35-26,48) 6,24 (0,53-92,05) 3,49 0,026
miR-30b 8,42 (5,38-23,64) 2,91 (0,11-388,43) -2,89 0,032
miR-30c 49,81 (25,88-75,54) 10,78 (0,78-320,81) -4,62 0,005
miR-30e 1,50 (1,33-7,79) 0,51 (0,03-7,79) 2,9 0,009

*LMA vs. CD34+ obtenido por gRT-PCR

Finalmente se compararon los datos de FC obtenidos en los
arrays y por qRT-PCR. La correlacion de Spearman entre los dos

métodos fue significativa (p=0,015) con una r=0,758 (Figura 12).

miR-4507
o®

. miR-494
emiR-30a

T A

miR-30ce  MiR-29a

. miR-99a
MRA26  iR1465p%

Figura 12. Correlacion entre el FC obtenido en los arrays y en la
validacién por qRT-PCR. El FC se refiere a las veces de cambio en las
LMAs respecto de las células CD34+.
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4. Expresion de los miR-29a y 30a/b/c/e en células
CD34+vy en LMAs

La expresion de los miR-29a y miR-30a/b/c/e analizada por
gRT-PCR en la serie de validacién confirmé los resultados de los
arrays. Dado que los estudios bioinformaticos predijeron que estos
miRNA se podian unir a la secuencia 5’UTR de MYBL2 se amplid la
serie de LMAs y se incluyeron muestras de todos los grupos de riesgo
citogenético.

El andlisis en 200 pacientes con LMA confirmé que la
mediana de expresion de los miR-29a y miR-30a/b/c/e era
significativamente inferior en pacientes con LMA que en células
CD34+ de donantes sanos (Figura 13).
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Figura 13. Expresion de los miR-29a y miR-30 en células CD34+ y en
LMA. Todos los miRNAs mostraron una mediana de expresion
significativamente menor en las LMAs que en las células CD34+.
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Los valores de expresién de los miRNAs en CD34+ y LMA se

detallan en la Tabla 16.

Tabla 16. Expresion de los miR-29a y miR-30 en células CD34+ y LMA.
Los datos estan expresados en unidades de 2 multiplicados por 1000

. Expresion en CD34+ Expresion en LMA
miRNA p-valor
Mediana (rango) Mediana (rango)
miR-29a 17,26 (12,56-25,63) 6,88 (0,13-151,85) 0,011
miR-30a 21,82 (7,35-26,48) 6,20 (0,53-343,98) 0,033
miR-30b 8,42 (5,38-23,64) 3,01 (0,06-388,43) 0,012
miR-30c 49,81 (25,88-75,54) 11,77 (0,78-656,18) 0,009
miR-30e 1,50 (1,33-7,79) 0,56 (0,03-8,30) 0,015

5. Asociacion entre la expresion de MYBL2 y miRNAs

5.1 Asociacion en la LMA

Se estudid si la expresion de los miR-29a y miR-30a/b/c/e,
ademas de estar desregulada en la LMA, se asociaba a la de MYBL2.
El analisis de correlacién no paramétrica de Spearman mostré que la
expresion de los miR-30a/b/c se asociaba de manera inversa con la
expresion de MYBL2 (p=0,001; p=0,004; p<0,001, respectivamente).
Para el resto de miRNAs no se encontrd asociacion.

También se analizd la expresion de MYBL2 en funcién de la
expresion categorizada de los miRNAs. Se encontré que los pacientes
que infraexpresaban los miR-30a/b/c presentaban una expresion
significativamente mayor de MYBL2 (p=0,025, p=0,030 y p=0,022,

respectivamente) y viceversa (Figura 14).
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Figura 14. Expresion de MYBL2 segln la expresion de los miR-30a/b/c
(alta o baja). La mediana de expresion de MYBL2 fue significativamente
mayor en los pacientes con bajos niveles de los miR-30a/b/c.

Cuando se considerd el % de blastos en MO de los pacientes

se observd que a mayor % de blastos, la expresion de MYBL2

presentaba una tendencia a aumentar y la de los miR-30a/b/c a

disminuir (Figura 15).
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Figura 15. Expresion de MYBL2 y miR-30a/b/c en CD34+ y LMA segun el
% de blastos en MO. El p-valor sobre cada caja se refiera a la
comparacion de la expresidon de ese % de blastos con la expresién en
células CD34+. Se vio una tendencia a que la mediana de expresiéon de
MYBL2 aumentaba con el % de blastos y la de los miRNAs disminuia.
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5.2 Asociacidon en un modelo celular mieloide

Para profundizar en la naturaleza de la asociacién entre la
expresion de MYBL2 y los miR-30a/b/c, se estudid su expresidn en la
linea celular mieloide KG1.

Se inicié un cultivo celular y se mantuvo sin cambiar el medio
hasta la saturacion y muerte de las células. En la fase de crecimiento
exponencial, cuando la tasa de proliferacion era maxima, los niveles
de MYBL2 se elevaron notablemente, y los de los miRNAs
disminuyeron. En las fases del cultivo en las que la proliferacion fue
minima (fase de latencia y fase de saturaciéon del cultivo) la expresion
de MYBL2 fue baja y, por el contrario, los niveles de los miR-30a/b/c
aumentaron. También se estudid los niveles de proteina de MYBL2 y
de su forma fosforilada (activa). Los resultados mostraron que
ademads de aumentar los niveles de mRNA de MYBL2 durante la fase
exponencial, aumentoé también su forma activada (Figura 16).

Finalmente se midi6 la expresién de MYBL2 y de los miR-
30a/b/c en las distintas fases del ciclo celular. Los niveles de MYBL2
(mRNA y proteina) alcanzaron un maximo en la fase S del ciclo. El
patrén de expresidn que mostraron los miR-30a/b/c en las fases G1y

G2/M fue contrario al de MYBL2 en estas fases (Figura 17).

89



Resultados

90

2001 0,000257
g
—E‘ 1504 .;:1 0,00020
= 2
2 = 0,000157
- 1001 £
3
T & 0,000101
R 2
o
= 0,00005
o T T T J 0,00000 T T r 1
20 40 60 80 100 20 40 60 80 100
Tiempo (horas) Tiempo (horas)
0.6 0,000008
g e
) o
S o £ 0,000006
@ =
= &
E E 0,000004
2 8
g 0,29 @
B & 0,000002
&
0,0 - - r ) 0,000000 T - r |
20 40 60 80 100 20 40 60 80 100
Tiempo (horas) Tiempo (horas)

Exponencial Saturacion

0,008

g
o 0069

&

| e———
£ 0,0047

> ; §

: @
ooz (SR | ] o

Acting ——— I I

20 40 60 80 160
24h  48h  T72h

Tiempo (horas)

Figura 16. Estudio de la expresion de MYBL2 y los miR-30a/b/c en
cultivo celular KG1 sin cambio de medio para alcanzar la saturacién y
muerte con el tiempo. A) muestra el recuento celular del cultivo. B)
Expresion de MYBL2, medida a los distintos tiempos por gRT-PCR. C)
Western blot que muestra los niveles de proteina MYBL2 total y
proteina activada (fosforilada, pMYBL2) en los distintos tiempos del
cultivo celular. D, E, F) Expresion de los miR-30a/b/c.
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Figura 17. Expresion de MYBL2 y el miR-30a en las fases del ciclo
celular. A) expresién de MYBL2 en G1, S y G2/M. Los niveles de mRNA
fueron maximos en la fase S del ciclo celular. B) Niveles de proteina de
MYBL2 y control de carga de proteina (actina). Los niveles mas altos de
proteina también se dieron en la fase S, mientras que en la G2/M fueron
indetectables. C, D, E) Expresién de los miR-30a/b/c en las diferentes
fases del ciclo. En la fase G2/M la expresidn se redujo notablemente. F)
Contenido en DNA medido por citometria de flujo. El panel superior
muestra las células en crecimiento asincronico (mayoritariamente en
fase G1), el panel del medio muestras las células bloqueadas en fase Sy
el panel inferior muestra células bloqueadas en fase G2/M.
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6. Regulacion de MYBL2 por los miR-30a/c

En base a los resultados obtenidos en la serie de pacientes de
LMA y en los patrones de expresion del cultivo de KG1, se decidio
estudiar la naturaleza de la asociacidon encontrada entre los miR-
30a/cy MYBL2. Se escogieron estos dos miRNAs por presentar mayor
asociacién entre su expresion y la de MYBL2 y por proceder del
mismo transcrito intrénico en el cromosoma 6.

Para determinar si el patrén inverso de expresion entre los
miRNAs-30a/c y MYBL2 se debia a una relacién causa-efecto, se
realizaron nucleofecciones por triplicado con mimics de éstos
miRNAs o con el control negativo control #1 en la linea celular KG1.
Se recogieron las células tras 24, 48 o 72 horas y se evaluaron los
niveles de mRNA y proteina de MYBL2. Los resultados de gRT-PCR
mostraron que los mimics de los miR-30a/c no alteran los niveles de
mRNA de MYBL2. Sin embargo, se observd que las células
transfectadas con el mimic-30a presentaban una reduccion en los
niveles de proteina de MYBL2 respecto de las transfectadas con el
control negativo, lo cual sugiri6 que éste miRNA podria estar

bloqueando su traduccién (Figura 18).
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Figura 18. Western blot para la identificacion de MYBL2. El western
blot se realizé 24, 48 y 72 horas tras la nucleofeccion de la linea celular
KG1 con mimics del miR-30a (a), miR-30c (c) o el control negativo #1 (-)
en triplicado.
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Para corroborar los resultados obtenidos con los mimics se
repitido el mismo experimento pero utilizando plasmidos pCMV-miR-
30a y pCMV-MIR (vector vacio). En este caso se obtuvieron los
mismos resultados que con los mimics; no habia modificacion en la

expresion (MRNA) de MYBL2 pero si de los niveles de proteina.

6.1. Mecanismo de regulacion de la expresién de MYBL2 por
el miR-30a: unidn a la regién 3’"UTR

Tras ver la posible influencia del miR-30a en la traduccién de
MYBL2 se decidié investigar si esta modulacién se producia por la
union directa del miRNA a la region 3’UTR del gen. Esta interaccion se
evalud con ensayos de luciferasa. A las 24 horas post-transfecciéon se
midié la actividad relativa de luciferasa de Firefly respecto de la de
Renilla. La actividad relativa de estos enzimas fue significativamente
mayor en las células transfectadas con el plasmido control que en las
transfectadas con el plasmido de expresion del miR-30a (p=0,034),
sugiriendo que el miR-30a se unid a la region 3’UTR de MYBL2 (Figura
19).
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Figura 19. Actividad relativa de luciferasa. La actividad de luciferasa fue
significativamente menor en las células transfectadas con el plasmido de
expresion del miR-30a (barra blanca) que en las transfectadas con el
plasmido control (barra negra).
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7. Papel funcional del miR-30a en la LMA

Una vez visto el efecto del miR-30a sobre la regulacién de
MYBL2 y debido a que este gen regula diferentes rutas que a su vez
estan implicadas en la modulaciéon de la supervivencia celular, se
evalud el efecto del miR-30a en la viabilidad celular, asi como en los
mecanismos que pueden regularla: ciclo celular y proliferacion,

apoptosis y senescencia celular.

7.1 Proliferacién celular

Después de transfectar la linea celular KG1 con el mimic-30a
o el control se midié la proliferacion celular mediante dos métodos;
por una parte se contaron las células 24 y 48 horas tras la
nucleofeccion y por otra parte se llevd a cabo un ensayo
colorimétrico MTS 48 horas después de la transfeccion. Los
resultados mostraron que el aumento del miR-30a reducia el nUmero
de células en cultivo, tanto por el método de contaje celular

(p=0,036; Figura 20A) como por el método colorimétrico (p=0,047;

Figura 20B).
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Figura 20. Viabilidad celular. A) contaje celular 24 y 48 horas tras la
transfeccién con el mimic-30a o con el control con el método de
exclusion azul trypan. B) Metabolizacion del MTS, en unidades de
absorbancia, 48 horas tras la transfeccion.
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7.2 Ciclo celular

Los

transfeccion con el

progresion del ciclo celular (Figura 21).
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Figura 21. Ensayos de incorporaciéon de BrdU. Con este método se
observd que no habia diferencias en el ciclo celular tras transfectar las
células con el mimic-30a o con el control. A) Pulso Unico (3 horas de
incubacion). B) Pulso y caza en, el que la incorporacion de un pulso de
BrdU (1 hora) se analizd 1, 4 y 6 horas tras la incubacion.
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7.3 Apoptosis

El estudio de apoptosis se realizd mediante el andlisis de la
Anexina V (Figura 22A) y mediante TUNEL (Figura 22B). No se
encontraron diferencias significativas en cuanto al nimero de células
apoptdticas en aquellas células transfectadas con el mimic-30a
respecto de las transfectadas con el mimic control con ninguno de los

dos métodos (Figura 22).

A B
miR-30a Control 3
2 [R3 2 [R3 o
3,01% 3,55% o
1037 Necrosis | ] Necrosis| £
1024

7-AAD

©
b=
100+4= T
10¢ 108 g
AnexinaV ©
DAPI TMR Fusion
@ ns
§ 18 ns g
£ 16 £ n
L 1 3
3 o 10
O 12 o
=3 ©
© 10 w 8
@ ©
8 8 S 6
32 6 ‘@
] o 4
o
o 4 ]
< T 2
£ L
30a control 30a control

Figura 22. Estudio de la apoptosis. A) Anexina V. El ensayo se realiz6 24,
48 y 72 horas tras la nucleofeccion. El panel superior es un grafico
representativo de los resultados obtenidos tras el andlisis por citometria
de flujo. El grafico inferior muestra la media del % de células apoptéticas
obtenidas en los triplicados. No se encontraron diferencias significativas.
B) TUNEL. El ensayo se realizé 48 horas tras la nucleofeccion. El panel
superior es una imagen representativa obtenida por microscopia
confocal. El grafico inferior muestra que no se encontraron diferencias
significativas en el % de células apoptéticas de los triplicados.
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7.4 Senescencia

El estudio de senescencia se llevd a cabo con el analisis de la
actividad de la B-galactosidasa. Estos estudios mostraron que la
transfeccion con el mimic-30a induce un aumento en el nimero de
células senescentes comparadas con las células transfectadas con el

mimic control (p=0,036) (Figura 23).
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Figura 23. Ensayo de B-galactosidasa. El panel de la izquierda muestra
imagenes representativas de las células 72 horas tras la transfeccién con
el mimic del miR-30a (superior) o con el mimic control (inferior). El panel
de la derecha muestra el % de células senescentes obtenidas tras la
transfeccidn con cada mimic
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8. Asociacidon de la expresion de MYBL2 y miR-30a
con las caracteristicas clinico-biologicas de los
pacientes de LMA

La mediana de expresion de MYBL2 en los 259 pacientes de
LMA no mostro diferencias estadisticamente significativas en funcion
de la edad, sexo o el nivel de leucocitos, pero si aumenté

significativamente en funcion del riesgo citogenético (Figura 24;

Tabla 17).
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Figura 24. Expresion de MYBL2 en funcion del riesgo citogenético. La
expresion de MYBL2 aumentd con el riesgo citogenético; los pacientes

de riesgo citogenético desfavorable mostraron una mayor expresién de
este gen.
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En pacientes de riesgo citogenético intermedio, la expresién de
MYBL2 no se asocid a la presencia de FLT3-ITD o mutaciones en
NPM1 (Tabla 17).

Para el miR-30a no se encontraron diferencias significativas
en los 200 pacientes analizados en cuanto a la edad, el sexo o el
numero de leucocitos. En el grupo de riesgo citogenético intermedio
(n=105) el miR-30a mostré una menor expresién en los pacientes con

mutaciones en NPM1 (p=0,009; Tabla 18).
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Tabla 17. Expresion de MYBL2 (Z'AG) en funcién de las caracteristicas

clinico-biolégicas de los pacientes

Expresion de MYBL2
Caracteristica Mediana (rango) N2 (%) p-valor
Edad (afos) 0,51
<60 0,22 (0,01-3,40) 124 (47,88%)
> 60 0,22 (0,01-5,56) 135 (52,12%)
Género 0,44
Hombre 0,22 (0,01-3,34) 151 (58,30)
Muijer 0,22 (0,01-5,56) 108 (41,67)
Leucocitos x 109/L 0,23
<50 0,23 (0,01-5,56) 183 (70,66)
> 50 0,17 (0,01-1,83) 60 (23,17)
No disponible 16 (6,18)
Riesgo citogenético 0,04
Favorable 0,19 (0,02-1,03) 19 (7,34)
Intermedio 0,21 (0,01-3,84) 141 (54,44)
Desfavorable 0,28 (0,03-5,56) 39 (15,06)
No valorable 60 (23,17)
Grupo FAB 0,09
MO 0,26 (0,01-3,84) 19 (7,34)
M1 0,21 (0,01-2,29) 64 (24,71)
M2 0,23 (0,01-3,40) 60 (23,17)
M4 0,23 (0,01-1,17) 48 (18,53)
M5 0,16 (0,00-5,56) 32 (12,36)
M6 0,48 (0,23-2,04) 10 (3,86)
No disponible 26 (10,04)
Marcadores moleculares*
FLT3-ITD 0,57
Positivo 0,22 (0,03-1,83) 38 (26,95)
Negativo 0,21 (0,01-3,84) 97 (68,79)
No valorable 6 (4,26)
NPM1 0,67
Positivo 0,21 (0,01-1,83) 51(36,17)
Negativo 0,21 (0,01-3,84) 79 (56,03)
No valorable 11(7,8)

*Sdlo en pacientes de riesgo citogenético intermedio

100



Resultados

Tabla 18. Expresidn del miR-30a en funcién de las caracteristicas clinico-
biolégicas de los pacientes. Los datos estan expresados en unidades de

-ACt

2" multiplicadas por 1000

Expresion del miR-30a

Caracteristica Mediana (rango) N (%) p-valor
Edad (afios) 0,291
<60 5,46 (0,59-343,98) 98 (49,0)
> 60 6,34 (0,53-260,83) 102 (51,0)
Género 0,076
Hombre 7,04 (0,53-343,98) 117 (58,8)
Mujer 5,12 (0,59-260,83) 83 (41,5)
Leucocitos en SP x 109/L 0,433
<50 5,56 (0,53-260,83) 138 (69,0)
>50 7,01 (0,59-343,98) 49 (24,5)
No disponible 13 (6,5)
Riesgo citogenético 0,911
Favorable 4,72 (2,23-112,6) 15(7,5)
Intermedio 6,28 (0,53-344,0) 105 (52,5)
Desfavorable 7,07 (1,33-68,61) 29 (14,5)
No valorable 51 (25,5)
Grupo FAB 0,482
MO 4,46 (2,11-36,75) 15 (7,5)
M1 6,57 (0,59-162,97) 45 (22,5)
M2 5,01 (0,53-20,23) 42 (21,0)
M4 7,04 (0,85-112,62) 42 (14,0)
M5 7,53 (0,95-343,98) 28 (14,0)
M6 5,42 (1,33-24,45) 7 (3,5)
No disponible 21 (10,59
Marcadores moleculares*
FLT3-ITD 0,679
Positivo 6,00 (0,53-103,8) 26 (24,76)
Negativo 6,55 (0,59-344,0) 73 (69,52)
No valorable
NPM1 0,009
Positivo 4,41 (0,53-132,4) 43 (40,95)
Negativo 8,88 (1,47-343,98) 54 (51,43)
No valorable 8(7,62)

*Sdlo en pacientes de riesgo citogenético intermedio
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9. Valor prondstico de MYBL2 y el miR-30a en la LMA

9.1 Resultado de la induccidn segtin la expresiéon de MYBL2

Se analizé si la expresion de MYBL2 se asociaba con la
respuesta al tratamiento con quimioterapia intensiva tras la
induccién en 209 pacientes. En nuestra serie, el 68,9% de los
pacientes alcanzd la remisidn completa, el 13,9% presento resistencia
al tratamiento y el 17,2% fallecid. No se encontraron diferencias en la
respuesta a la terapia de induccién en funcidon de la expresion
categorica (menor o mayor que la mediana de expresién) de MYBL2

(p=0,342; Tabla 19).

Tabla 19. Resultado tras la terapia de induccion con quimioterapia
intensiva segln la expresion de MYBL2 en 209 pacientes de LMA

Expresion categdrica de MYBL2

Resultado de la Total
. ) .
el < Mediana > Mediana 1)
Remisidn completa 73 71 144 (68,9)
Resistencia 11 18 29 (13,9)
Muerte 15 21 36 (17,2)
Total 99 (47,4) 110 (52,6) 209 (100)

9.2 Seguimiento evolutivo segun la expresion de MYBL2

La mediana de seguimiento de la serie de pacientes (n=209)
para la SG fue de 8,6 (rango 1-139) meses. Para el grupo de pacientes
que alcanzé la RC (n=144), la mediana fue de 9,5 (rango 1-139)

meses.
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Analisis univariante

El analisis en la serie global mostré que la expresién de
MYBL2 (hiperexpresion vs. no hiperexpresion) no tuvo impacto en la
SG a los tres afios (24,8% vs. 37,6%, respectivamente; p=0,315). Sin
embargo, aquellos pacientes que hiperexpresaban MYBL2
presentaron una menor SLR (38,9% vs. 58,5%; p=0,044) y una
tendencia a una menor SLE (30,8% vs. 48,2%; p=0,062)

Ademas, al considerar sélo el grupo de pacientes con
cariotipo de riesgo intermedio, aquellos que hiperexpresaban MYBL2
presentaron una menor SLE (31,3% vs. 56,1%; p=0,020), y una menor
SLR (39,0% vs. 53,2%; p=0,025).

También se estudié la influencia de la expresion de MYBL2 en
la supervivencia de los pacientes menores de 60 afios. Nuevamente
se obtuvieron diferencias significativas en la SLE y la SLR (SLE: 37,2%
vs. 62,3%; p=0,030. SLR: 45,8% vs. 72,9%; p=0,013) (Figura 25).
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Figura 25. Anadlisis de Kaplan-Meier para la SLE y SLR segin la
expresion de MYBL2. Se comparé la SLE y SLR en los pacientes que
hiperexpresaron (linea continua) y los que no hiperexpresaron (linea
punteada) MYBL2. Se muestran tanto para la serie global de pacientes
(paneles superiores) como en pacientes de riesgo citogenético
intermedio (paneles centrales), como en pacientes menores de 60 afios
(paneles inferiores).
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Analisis multivariante

En el andlisis multivariante de supervivencia se incluyeron las
variables edad, sexo, recuento de leucocitos en SP, recuento de
blastos en SP, estratificacion de riesgo citogenético y expresion
categorica de MYBL2 (hiperexpresion vs. no hiperexpresion). En la
serie global de pacientes se mantuvieron como factores prondsticos
independientes para SLE la hiperexpresion de MYBL2 (HR 2,10 (1,12-
3,92), p=0,020) y ser menor de 60 afios (HR 0,42 (0,022-0,80),
p=0,008). Para la SLR también se mantuvo como factor
independiente el riesgo citogenético (HR 3,6 (1,35-9,97), p=0,010)
ademas de la hiperexpresion de MYBL2 (HR 2,46 (1,16-5,22),
p=0,010) y ser menor de 60 arnos (HR 0,23 (0,14-0,65), p=0,002).

En el andlisis restringido a los pacientes de riesgo intermedio
ademas de las variables anteriores, se incluyé el estado mutacional
de FLT3 y NPM1. Para estos pacientes la expresiéon de MYBL2 (SLE:
HR 3,46 (1,53-7,85), p=0,003; SLR: HR 5,06 (1,75-14,63), p=0,003), la
edad (SLE: HR 0,18 (0,08-0,41), p<0,001; SLR: HR 0,10 (0,03-0,31),
p<0,001) y el estado mutacional combinado de FLT3 y NPM1 (SLE: HR
8,33 (2,70-250,00), p<0,001; SLR: HR 6,67 (1,49-25,00), p=0,012) se
mantuvieron como factores prondstico independientes.

Finalmente se realizd el analisis multivariante restringido a los
pacientes menores de 60 afios. De nuevo, la expresién de MYBL2 se
mantuvo como factor prondstico independiente para la SLE (HR 2,58
(1,09-6,10), p=0,032) y para la SLR (HR 3,31 (1,08-10,13), p=0,036).
Para la SLR también se mantuvo el riesgo citogenético como factor

independiente (HR 4,35 (1,3-14,29), p=0,014) (Tabla 20).
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Tabla 20. Analisis multivariante para la SLE y la SLR en toda la serie de
pacientes, en pacientes de cariotipo de riesgo intermedio y en pacientes
menores de 60 afios

Factor HR (1C95%) p-valor
Serie global

SLE

Expresion MYBL2 (Hiperexp. vs. No hiperexp.) 2,10 (1,12-3,92) 0,020
Edad (<60 afios vs. > 60) 0,42 (0,22-0,80) 0,008
SLR

Expresion MYBL2 (Hiperexp. vs. No hiperexp.) 2,46 (1,16-5,22) 0,019
Edad (<60 afios vs. > 60) 0,23 (0,14-0,65) 0,002

Riesgo citogenético
(Desfavorable vs. favorable) 6,40 (1,48-27,03) 0,013
(Desfavorable vs. Intermedio) 3,6 (1,35-9,70) 0,010

Cariotipo de riesgo citogenético intermedio

SLE
Expresion de MYBL2 (Hiperexp. vs. No hiperexp.) 3,46 (1,53-7,85) 0,003
Edad (<60 vs. > 60 afios) 0,18 (0,08-0,41) <0,001

Mutaciones en FLT3/NPM1
(FLT3+/NPM1+ 0 NPM1-vs. FLT3-/NPM1-) 8,33 (2,7-250)  <0,001

SLR
Expresion de MYBL2 (Hiperexp. vs. No hiperexp.) 5,06 (1,75-14,63) 0,003
Edad (<60 vs. > 60 afios) 0,10 (0,03-0,31) <0,001

Mutaciones en FLT3/NPM1
(FLT3+/NPM1+ o NPM1- vs. FLT3-/NPM1-) 6,67 (1,49-25,00) 0,012

Menores de 60
SLE
Expresion de MYBL2 (Hiperexp. vs. No hiperexp.) 2,58 (1,09-6,10) 0,032

SLR
Expresion de MYBL2 (Hiperexp. vs. No hiperexp.) 3,31 (1,08-10,13) 0,036
Riesgo citogenético (Desfavorable vs. Intermedio) 4,35 (1,3-14,29) 0,014

9.3 Resultado de la induccion segtin la expresiéon del miR-30a
Se analizé si la expresion del miR-30a se asociaba con la

respuesta al tratamiento con quimioterapia intensiva tras la

induccién en 161 pacientes. En nuestra serie, el 68,9% de los

pacientes alcanzd la remisidn completa, el 14,9% presento resistencia
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al tratamiento y el 16,1% fallecid. No se encontraron diferencias en la
respuesta a la terapia de induccién en funcidon de la expresion
categorica (menor o mayor que la mediana de expresién) del miR-30a

(p=0,347; Tabla 21).

Tabla 21. Resultado tras la terapia de induccion con quimioterapia
intensiva segln la expresion del miR-30a en 161 pacientes de LMA

Expresion categoérica del miR-30a

Resultado de la Total
. ) .
el < Mediana > Mediana 1)
Remisidn completa 47 64 111 (68,9)
Resistencia 10 14 24 (14,9)
Muerte 15 11 26 (16,2)
Total 72 (44,7) 89 (55,3) 161 (100)

9.4 Seguimiento evolutivo segun la expresion del miR-30a

La expresion del miR-30a (infraexpresion vs. no
infraexpresion) no presentd valor prondstico en cuanto a la SG a los
tres afios (30,55% vs. 32,80%, respectivamente; p=0,477), SLE
(49,76% vs. 31,79%; p=0,126) o SLR (55,67% vs. 37,35%; p=0,123) en
la serie global. Se observd lo mismo para los pacientes con riesgo
citogenético intermedio (SLE: 58,80% vs. 39,71%; p=0,307. SLR:
61,36% vs. 47,77%; p=0,567) y para los menores de 60 afios (SLE:
p=0,018. SLR: 65,84% vs. 48,12%; p=0,141).
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Discusidén

En el presente proyecto de Tesis Doctoral se ha caracterizado
la expresion de MYBL2 y del miR-3a en pacientes con LMA y en
células CD34+ de cordén umbilical de donantes sanos. Este trabajo es
el primero en el que se ha estudiado la expresion de MYBL2 en una
serie relativamente grande de pacientes de LMA y en progenitores
hematopoyéticos de donantes sanos asi como su asociacion con las
caracteristicas clinico-biolégicas de los pacientes. Este estudio ha
demostrado que MYBL2 estd hiperexpresado en la LMA en
comparaciéon con las células control. También ha quedado
demostrado que el miR-30a bloquea la traduccién de MYBL2 y que el
aumento artificial de este miRNA en la linea celular KG1 reduce el
numero de células senescentes pero no es capaz de modificar el ciclo
celular, la proliferacion o la apoptosis. Finalmente se ha analizado el
valor prondstico de MYBL2 y del miR-30a, encontrandose que la
hiperexpresion de MYBL2 confiere un peor prondstico a los pacientes
con cariotipo de riesgo citogenético intermedio y a los menores de 60

anos.

Los resultados obtenidos en este trabajo aportan nuevos
datos sobre la desregulacidon que presentan los blastos leucémicos a
nivel transcripcional en cuanto al perfil de miRNAs y a la expresién de
MYBL2 en la LMA. Ademas, la expresion de MYBL2 podria ser de

utilidad clinica para el prondstico de esta neoplasia mieloide.
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1. Expresion de MYBL2 en LMA y en CD34+

La expresiéon de MYBL2 se ha encontrado aumentada en
LMAs en comparacion con las células CD34+. De acuerdo con
nuestros resultados, otros autores también han descrito niveles
elevados de MYBL2 en diversos tumores, entre los que se incluyen el
cancer de higado, prdstata, mama, ovario y neuroblastoma (Najima
et al., 2008; Frau et al., 2011; Bar-Shira et al., 2002; Thorner et al.,
2009; Dedic et al., 2013; Tanner et al., 2000). Con respecto a la LMA,
el grupo de Zauli et al. (2011) ha sido el Unico que ha reportado
previamente esta misma observacién pero en una serie muy reducida
de pacientes (n=5). Los escasos datos publicados hasta el momento
apoyan nuestras observaciones experimentales de que MYBL2 esta
hiperexpresado en las LMAs.

La hiperexpresion de MYBL2 en diversos tipos de neoplasias
podria explicarse por su conocido papel en la regulacion de la
diferenciacién, la proliferacion y el ciclo celular. Respecto a la
diferenciacién, se ha reportado que el aumento artificial de la
expresion de MYBL2 es capaz de rescatar el arresto en G1 mediado
por p53 en lineas celulares de glioblastoma u osteosarcoma (Lin et
al., 1994). En lineas celulares monociticas expuestas a sefiales de
diferenciacién, la hiperexpresién de MYBL2 es capaz de bloquearla en
favor de la proliferacion, de frenar la entrada en muerte celular
programada e inhibir la diferenciacién terminal (Bies et al., 1996). De
forma similar, en lineas celulares de neuroblastoma, la
hiperexpresion de MYBL2 bloquea la induccién de la diferenciacion

neuronal con 4cido retinoico (Rascella et al., 1995).
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En cuanto a la proliferacion celular, se ha reportado que la
hiperexpresion de MYBL2 en lineas de carcinoma hepatocelular
promueve la proliferacién y la progresion del ciclo celular (Frau et al.,
2011).

Por tanto, los elevados niveles de MYBL2 en la LMA y en
otros tumores sdlidos parecen indicar que este gen coopera en la
aparicion o el mantenimiento de las células neoplasicas mediante el
bloqueo de la diferenciacién celular y la induccion de la proliferacion.

Por otra parte, existen trabajos que han estudiado las
consecuencias de la reduccién de los niveles de MYBL2 en el sistema
hematopoyético. En los pacientes con SMD se ha reportado la
infraexpresion de MYBL2, independientemente de la presencia de
deleciones en el brazo largo del cromosoma 20 (Bilhou-Nabera, 2001,
Clarke et al., 2013). Ademas, se ha demostrado que ratones
haploinsuficientes para este gen desarrollan desdérdenes
hematopoyéticos (Clarke et al., 2013). Estos hallazgos podrian
explicarse porque la deplecion de Mybl2 en células madre
hematopoyéticas de ratén produce una maduracion defectiva debida
a la reduccion del pool de células madre y a la pérdida de células
maduras por fallos en el ciclo celular (Baker et al., 2014).

Por tanto, se puede concluir que los niveles de MYBL2 en el
sistema hematopoyético deben estar adecuadamente regulados para
mantener su homeostasis y el balance entre proliferacion, muerte y

diferenciacion.
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2. Perfil de miRNAs en LMAs y en CD34+. Expresion
de los miR-29a y miR-30 en la LMA

Los arrays de miRNAs han mostrado que estas pequefias
moléculas tienen un perfil de expresion en las LMAs muy diferente al
de las células CD34+. La firma de miRNAs se ha caracterizado por un
mayor nimero de miRNAs infraexpresados. Ademas, los valores con
mayores diferencias en la expresion han correspondido también a los
miRNAs infraexpresados. En consonancia con estos resultados, Lu et
al. (2005) han descrito que la reduccién de los niveles de expresion
de miRNAs es un fendmeno generalizado en diferentes tipos de
cancer. No obstante, seria interesante aumentar la serie de
validacion para confirmar la firma de miRNAs encontrada con los
arrays para poder definir asociaciones o perfiles de miRNAs con
grupos homogéneos dentro de la LMA.

Otra caracteristica a destacar de los resultados de los arrays
es la dispersién que han mostrado las muestras de LMA en
comparacion con las de células CD34+ en el PCA, a pesar de ser
muestras muy homogéneas en el cuanto al % de blastos, la expresién
del antigeno CD34, el cariotipo y la presencia de mutaciones en FLT3,
NPM1 vy CEBPA. Esta dispersion pone de manifiesto la gran
heterogeneidad de la LMA. En este sentido, el reciente estudio del
Cancer Genome Atlas Research Network (Ley et al, 2013) ha
demostrado que hay hasta un total de 23 genes recurrentemente
mutados en la LMA. El uso de técnicas de alto rendimiento como la
NGS aportaria informacién sobre el estado mutacional de los genes

estudiados en este trabajo (FLT3, NPM1 o CEBPA) y de otros menos
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frecuentemente mutados. Por tanto, con estas técnicas se podria
esclarecer si la heterogeneidad en el perfil de miRNAs de las LMAs se
debe a la presencia de mutaciones en genes que no hemos analizado
por métodos convencionales o si, por el contrario, estas diferencias
se deben a que verdaderamente los blastos leucémicos de las
muestras escogidas tienen patrones de expresién propios,
independiente de la presencia de mutaciones.

De entre los miRNAs maduros encontrados por los arrays
mas altamente expresados en la LMA cabe destacar el miR-494,
cuyos niveles de expresion también se han descrito aumentados en
otros tipos de cancer. Su hiperexpresion es capaz de activar la
proliferacién celular y la respuesta inmune. Se ha reportado que
inhibe a PTEN, induciendo asi la actividad de Akt y por tanto la
invasion y metastasis (Liu et al., 2012). También se ha publicado que
regula el ciclo celular en el epitelio bronquial de ratones a través de
la regulacion de CDK6 (Duan et al., 2010) y se ha descrito que
promueve la proliferacion celular a través de la regulacién de BIM,
una proteina que participa en la ruta de sefalizacion de MEK-ERK y
gue esta implicada en la resistencia a drogas en cancer de pulmon no
microcitico (Romano et al., 2012). De estos trabajos se deduce que la
alta expresion de este miRNA reduce los niveles de genes que actuan
como genes supresores tumorales.

Los arrays también han mostrado que los miR-126, miR-146b
o el miR-99a tienen la expresién reducida en la LMA respecto de las
células CD34+. El miR-126 es un microRNA ya conocido por su
implicacién en cancer; se ha descrito que su expresion esta reducida

en cancer de colon en comparacién con el tejido sano adyacente,
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simulando la funcion de gen supresor tumoral (Guo et al., 2008; Li et
al., 2013; Zhou et al., 2013). Ademas, recientemente se ha observado
que la alteracién de los niveles de expresién de este miRNA en
progenitores hematopoyéticos afecta a la proliferacion y al
mantenimiento de la quiescencia (Lechman et al., 2012).

Aunque estos resultados de expresion alterada de miRNAs no
se han contrastado con estudios funcionales, se puede deducir que
debido al papel que juegan en otro tipo de tumores, podrian estar
implicados en la regulacion de rutas de sefializacion que afectan a la
hematopoyesis o la proliferacién celular y, por tanto, podrian
participar en el proceso de transformacion leucemogénica.

Entre los miRNAs alterados encontrados por los arrays, se
han buscado aquellos con secuencias complementarias a la region
3'UTR de MYBL2 como candidatos de su regulacion. Los miR-29a y
miR-30a/b/c/e se han incluido en la validacion por cumplir estos dos
criterios. Adicionalmente, Martinez et al. (2011) han demostrado

gue estos miRNAs regulan a MYBL2 durante la senescencia celular.

En cuanto al papel de estos miRNAs en la LMA, la
infraexpresion de la familia miRNA-29 estd asociada a las
t(11;22)/MLL, a las del(7q) y a LMAs con NPM1 wild type (Marcucci et
al., 2008). También se ha demostrado que bajos niveles de expresién
del miR-29a bloquean la apoptosis e inducen la aceleracion del ciclo
celular y la proliferacién, por lo que podria participar en la aparicidon
y/o mantenimiento del fenotipo leucémico (Garzon et al., 2009). Por
el contrario, modelos in vitro han revelado que la induccién de la

expresion de la familia miR-29 revierte este efecto en el
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comportamiento celular, en concreto a través de la regulacién de los
genes AKT2 y CCND2 (Gong et al., 2014). Respecto a la familia miR-
30, no hay estudios que analicen su papel en la LMA, aunque si se
han detectado niveles bajos del miR-30a en carcinoma de colon,
leucemia mieloide crénica y cancer de mama (Liu et al., 2013; Cheng
et al., 2012). Por tanto, los resultados de los arrays respecto a estos

miRNAs también parecen ser relevantes funcionalmente en la LMA.

La validacion de los miR-29a y miR-30a/b/c/e por qRT-PCR ha
confirmado que estos miRNAs estan infraespresados en la LMA
respecto de células CD34+, tanto en la serie inicial de validacion

como en la serie de confirmacion.

3. Asociacion en expresion de MYBL2 y los miRNAs

Diversos miRNAs presentan sitios de unién complementarios
a la region 3'UTR de MYBL2. De hecho, Papetti y Augenlicht (2011b)
han demostrado que MYBL2 puede ser regulado en diferentes
contextos por estas moléculas. Por ejemplo, la expresién de MYBL2
se reduce durante la diferenciacion de las criptas del colon por la
accion del miR-365. Como se ha mencionado anteriormente, se ha
descrito que la familia miR-29/30 reduce los niveles de MYBL2
durante la senescencia inducida por retinoblastoma (Martinez et al.,

2010).

Nuestros resultados han demostrado que la expresion del
miR-30a, del miR-30b y del miR-30c, esta inversamente

correlacionada con la de MYBL2 en la LMA. Asi, las LMAs con altos
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niveles de estos miRNAs tienen una expresion significativamente mas
baja de MYBL2 y a la inversa.

Para contrastar esta hipdtesis se han llevado a cabo diversos
experimentos que han demostrado que los niveles de MYBL2
aumentan y los de los miR-30a/b/c disminuyen con el % de blastos en
MO de pacientes con LMA. Estos resultados apoyan la observacion de
que MYBL2 esta hiperexpresado y los miR-30a/b/c infraexpresados
en la LMA, y sugieren que este patrdon de expresion es caracteristico
de los blastos leucémicos.

Por otra parte, también se ha observado en cultivos celulares
(KG1) que los niveles de MYBL2 aumentan a nivel de mRNA y de
proteina mientras que los de los miR-30a/b/c disminuyen en fases de
maxima proliferacion. Estos resultados sugieren que este patron de
expresion, caracteristico de los blastos, podria tener un significado
funcional. Ademas, esta observacion estaria apoyada tanto por el
conocido papel de MYBL2 como potenciador de la proliferacion como
por el de regulador del ciclo celular (Golay et al., 1997; Baker et al.,
2014, Maruyama et al., 2014).

El analisis de expresion de MYBL2 y los miR-30a/b/c en las
distintas fases del ciclo celular, han confirmado que los niveles de
mRNA y de proteina de MYBL2 son maximos en la fase S en la linea
celular mieloide KG1, resultados que concuerdan con lo descrito
previamente por otros autores (Sala, 2005). Ademads, nuestros
resultados han mostrado que los niveles de MYBL2 y miR-30a/b/c
tienen patrones inversos en las fases G1 y G2/M, tal y como se habia

hipotetizado. Estudios recientes al respecto muestran que miR-30a es
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capaz de regular el ciclo celular en lineas celulares de cancer de
mama (Fu et al., 2014; Zhang et al., 2013).

En cuanto a este ultimo experimento, cabe mencionar que las
células bloqueadas en en fase G1, S, o0 G2/M no han sido capaces de
sincronizarse y volver a entrar en ciclo celular tras retirar la droga
utilizada para el bloqueo en cada fase. Por tanto, los niveles de
expresion de los miRNAs podrian no ser exactamente los que se

detectan en un estado fisioldgico normal.

4. Regulacion de MYBL2 por el miR-30a

La asociacion reciproca entre MYBL2 y los miR-30a/b/c
descrita en el apartado anterior, nos condujo a la hipdtesis inicial de
gue estos miRNAs podrian regular los niveles de mRNA de MYBL2 en
la LMA, observacién previamente descrita en otras lineas celulares no
mieloides (Martinez et al., 2011). Sin embargo, los estudios con
mimics han demostrado que esta hipdtesis es incorrecta, ya que ni el
miR-30a ni el miR-30c han sido capaces de alterar los niveles de
mRNA de MYBL2. Por tanto, las asociaciones observadas en la LMA
no se deben a una relacién causa-efecto (niveles bajos de los miRNAs
permiten la hiperexpresién de MYBL2), sino mas bien a mecanismos
de regulacion inversos (la induccién de la transcripcionn de MYBL2 y
el silenciamiento de la expresion de estos miRNAs se activan de

forma paralela).

Sin embargo, este mismo experimento ha demostrado que el

miR-30a es capaz de bloquear la traduccién de MYBL2 al observarse
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una reduccién en los niveles de proteina al Transfectar las células con
el mimic-30a.

Son muchos los miRNAs que regulan a sus dianas bloqueando
la traduccidn sin alterar los niveles de mRNA, como por ejemplo los
miR-126 y miR-15a (Grabher et al., 2011; Zhao et al., 2009). En el
caso del miR-30a, Mellios et al. (2008) han demostrado su capacidad
de bloquear especificamente la traduccién sin alterar los niveles de

mRNA de otras dianas en tejido cerebral.

5. Efectos del miR-30a en la supervivencia celular

El aumento artificial del miR-30 (mediante el empleo de
mimics) ha mostrado repercusiones sobre la supervivencia celular.
Otros trabajos también han demostrado que el miR-30a reduce la
tasa de proliferacion en diversos tipos celulares y tumores, como el
carcinoma de colon o cancer de mama, a través de la induccion de la
apoptosis (Baraniskin et al., 2012; Cheng et al., 2012; Fu et al., 2014)
y ademads, como ya se ha comentado anteriormente, es capaz de
regular el ciclo celular promoviendo el arresto en G1 (Fu et al., 2014;
Zhang et al., 2013).

En el caso de la LMA, el mecanismo que atribuimos a la
reduccion de la proliferacion ha sido la senescencia, de forma que
el incremento artificial de este miRNA, aumenta el nimero de
células senescentes. Este efecto lo podria ejercer a través de
MYBL2, que como se ha comentado es capaz de regular la
senescencia. Sin embargo, no podemos descartar que el 30a

también ejerza su efecto sobre la senescencia a través de otras

120



Discusidén

dianas. En este sentido, el miR-30a podria estar actuando sobre la

Beclina 1 o la ciclina E2 (Zhu et al., 2009; Yu et al., 2013).

En nuestros experimentos, los efectos desencadenados por el
miR-30a no son tan notables como los descritos por otros grupos
gue demuestran que el miR-30a es capaz de reducir la supervivencia.
Otros trabajos utilizan infecciones con virus en lugar de
transfecciones con moléculas sintéticas, y podria ser la causa de los
efectos mas concluyentes que observan (Baraniskin et al., 2012;
Cheng et al., 2012). Las diferencias en el efecto del miR-30a también
podria deberse a que nuestro trabajo y los anteriormente descritos
se llevan a cabo en diferentes lineas celulares. Apoyando esta
hipotesis, el trabajo de Martinez et al., (2011) describe diferentes
niveles de reduccion de la expresion de MYBL2 en cada linea celular
tras aumentar artificialmente la expresion de los miR-30. Finalmente,
otro factor que cabe destacar es que la linea celular KG1 tiene niveles
endégenos de MYBL2 muy elevados. Por ello, aunque el miR-30a es
capaz de disminuir los niveles de proteina, la cantidad de MYBL2 que
permanece podria no sobrepasar el umbral necesario por debajo del
cual los efectos de la reduccién de MYBL2 son capaces de alterar el

comportamiento celular.
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6. Asociacion de MYBL2 con las caracteristicas clinico-

biologicas de la LMA y valor prondstico

En relacion con las caracteristicas citoquimicas de las
leucemias, aunque se ha observado que en las MO y M6 hay un
mayor porcentaje de casos con hiperexpresion de MYBL2, no se han
encontrado diferencias significativas de expresiéon. El nimero de
subgrupos establecidos por la clasificacion FAB limita el poder
estadistico del analisis; para poder contrastar estos resultados seria
necesario analizar la expresion de este gen en una cohorte de

pacientes mas amplia.

Atendiendo a la clasificacion de riesgo citogenético (MRC), la
expresion de MYBL2 ha sido menor en los pacientes de cariotipo de
riesgo favorable, ha incrementado con el riesgo citogenético, de
forma que los pacientes de riesgo desfavorable han mostrado una
mayor expresion de MYBL2. La expresion y activacion de MYBL2
también estd aumentada en pacientes con carcinoma hepatocelular
de mayor riesgo, en el que se ha visto que niveles elevados estan
asociados con el aumento de la proliferacion, la disminucion de la
apoptosis y la presencia de mutaciones en p53. Ademas, si p53 esta
mutado, el silenciamiento de MYBL2 in Vitro aumenta la sensibilidad
a la doxorrubicina (Calvisi et al., 2011). En cancer de mama también
se ha descrito que las mutaciones en p53 estan asociadas a una
mayor expresion de MYBL2 (Mannefeld et al., 2009). Esta asociacion
podria deberse a que las células con p53 mutado intentarian

compensar esta alteracion aumentando los niveles de MYBL2, que
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participa en el mantenimiento de la estabilidad génica tras

agresiones al DNA (Lorvellec et al., 2010).

En la LMA las mutaciones en p53 estan asociadas a riesgo
citogenético adverso, y ademds confieren un prondstico
extremadamente desfavorable (Bowen et al., 2009). Por tanto, seria
muy interesante estudiar si en la LMA las mutaciones de p53
también se asocian con la expresién de MYBL2.

Finalmente, se ha demostrado que una mayor expresion de
MYBL2 confiere un peor prondstico independiente, tanto en
términos de SLE como de SLR. En este sentido, nuestros resultados
son los primeros en establecer el valor pronéstico de la
hiperexpresion de MYBL2 en la LMA. Aunque si que existen trabajos
gue demuestran que la hiperexpresion de MYBL2 aporta valor
prondstico adverso en cancer de mama, colon o higado (Rascella et

al., 1999; Frau et al., 2011; Dedic et al., 2013).

El papel de MYBL2 como regulador de la supervivencia en
células hematopoyéticas (Arsura et al., 1992; Golay et al., 1996; Sala,
2005; Garcia y Frampton, 2006) podria explicar, al menos en parte, la
asociacién de la hiperexpresion de MYBL2 con un peor prondstico de
la enfermedad, ya que MYBL2 promueve la proliferacion e inhibe la
muerte celular, bloqueando la senescencia (Masselik et al., 2002;
Johung et al., 2007). Por tanto, las LMAs que hiperexpresan MYBL2
podrian tener una ventaja proliferativa, haciendo que estos pacientes
muestren un comportamiento mas agresivo de la enfermedad, lo que

explicaria la mayor probabilidad de recaida y muerte.
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En conjunto, estas observaciones parecen apoyar la hipotesis
de que MYBL2 participa en la aparicion o mantenimiento del fenotipo
leucémico, aportando una ventaja proliferativa o de supervivencia a

los blastos leucémicos.

La importancia de la caracterizacion de la expresién de
MYBL2 en LMAs radica en que el hallazgo de nuevos marcadores
moleculares podria permitir una mejor estratificacion del riesgo de
los pacientes. Este hallazgo es especialmente importante en
pacientes con cariotipo de riesgo citogenético intermedio dado que
existe una gran variabilidad en cuanto a la evolucién clinica de la
enfermedad en este grupo. Por tanto, el disponer de un nuevo
marcador molecular para predecir el desarrollo que va a tener cada
paciente tiene un gran valor de aplicacién clinica y MYBL2 podria

desempenar este papel.

7. Asociacion del miR-30a con las caracteristicas

clinicobiolégicas de la LMA y valor prondstico

Nuestros resultados han mostrado que los pacientes de
cariotipo intermedio con NPM1 mutado tienen una menor expresion
del miR-30a. En este sentido, esta ampliamente descrito que las
LMAs con mutaciones en FLT3 o NPM1 tienen patrones de expresion
de miRNAs claramente diferentes (Garzon et al., 2008; Whiman et al.
2010). De hecho, la baja expresién del miR-30a en pacientes con
mutaciones en NPM1 ha sido publicada por el grupo del Cancer

Genome Atlas Research Network, que ha demostrado que las
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mutaciones en NPM1 concurren con perfiles de expresion de miRNAs
expecificos en los que la familia miR-30 esta implicada (Ley et al.,
2013).

En cuanto a su valor prondstico, la expresion del miR-30a no
ha resultado tener relevancia en la progresion de la LMA pese a estar
asociada de forma inversa a la de MYBL2. No existen otros trabajos
gue analicen el impacto pronéstico de la expresion del miR-30a en la
LMA; sin embargo podria tenerlo al menos en cancer de mama
(zhang et al., 2014). De ser asi, su valor prondstico podria explicarse
por los efectos como gen supresor de tumores, discutidos en el
apartado 5, ya que la baja expresion de este miRNA en cancer tiene
como consecuencia el aumento de la proliferacion y la disminucién

de la muerte celular.
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Conclusiones

MYBL2 esta hiperexpresado en la LMA en comparacion con
las células CD34+.

El perfil de expresion de miRNAs en los blastos leucémicos es
diferente al de los progenitores hematopoyéticos CD34+ de
donantes sanos.

La expresidn de los miRNAs miR-30a/b/c estd inversamente
correlacionada con la de MYBL2 en la LMA.

El miR-30a bloquea la traduccion de MYBL2 a través de la
union directa a su region 3’UTR pero no altera la estabilidad
del mRNA.

El miR-30a reduce la proliferacion celular e induce la
senescencia en la linea celular KG1.

La expresién de MYBL2 aumenta con el riesgo citogenético.
En el grupo de riesgo intermedio, la expresiéon del miR-30a
disminuye en los pacientes con mutaciones en NPM1.

La hiperexpresion de MYBL2 es un factor de mal prondstico
independiente en la LMA en términos de SLE y SLR, sobre
todo en pacientes con cariotipo intermedio y en pacientes

menores de 60 anos.
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ANEXOS

Tabla anexa I: Resultado del andlisis cluster para determinar los miRNAs
diferencialmente expresados entre las LMAs y las células CD34+, con un

fold-chage de 2 y un p-valor <0,01

Expresion en LMA

miRNA p-valor FC respecto a CD34
hsa-miR-3201_st 9,17296E-04 -42,783 Alto en la LMA
hsa-miR-3128_st 2,49542E-03 -36,143 Alto en la LMA
hsa-miR-4668-5p_st  2,55638E-06 -16,813 Alto en la LMA
hsa-miR-4507_st 7,33590E-05 -12,645 Alto en la LMA
hsa-miR-1281_st 2,89554E-05 -12,051 Alto en la LMA
hsa-miR-494_st 1,46827E-05 -11,075 Alto en la LMA
hsa-miR-4463_st 4,03206E-06 -10,397 Alto en la LMA
hsa-miR-3613-3p_st  9,16750E-06 -10,258 Alto en la LMA
hsa-miR-1268_st 1,73451E-06 -9,534 Alto en la LMA
hsa-miR-4505_st 1,95305E-04 -9,514 Alto en la LMA
hsa-miR-486-5p_st 1,40563E-03 -8,892 Alto en la LMA
hsa-miR-1244_st 1,24274E-03 -8,715 Alto en la LMA
hsa-miR-4529-3p_st  5,47983E-04 -8,497 Alto en la LMA
hsa-miR-1268b_st 1,36259E-05 -8,459 Alto en la LMA
hsa-miR-4530_st 1,07118E-06 -8,235 Alto en la LMA
hsa-miR-4298_st 1,26768E-08 -8,135 Alto en la LMA
hsa-miR-3609_st 8,31617E-07 -8,085 Alto en la LMA
hsa-miR-4492_st 1,48508E-04 -8,000 Alto en la LMA
hsa-miR-1207-5p_st  6,77441E-06 -6,940 Alto en la LMA
hsa-miR-4508_st 3,84575E-07 -6,881 Alto en la LMA
hsa-miR-4433_st 3,91470E-06 -6,813 Alto en la LMA
hsa-miR-4459_st 1,96347E-06 -6,748 Alto en la LMA
hsa-miR-3651_st 7,30582E-05 -6,572 Alto en la LMA
hsa-miR-4467_st 4,64378E-05 -6,526 Alto en la LMA
hsa-miR-1587_st 2,43785E-04 -6,298 Alto en la LMA
hsa-miR-4689_st 2,68392E-04 -6,197 Alto en la LMA
hsa-miR-4763-3p_st  5,28626E-05 -6,117 Alto en la LMA
hsa-miR-3656_st 1,72446E-06 -6,099 Alto en la LMA
hsa-miR-4484_st 1,61384E-03 -5,928 Alto en la LMA
hsa-miR-4687-3p_st  3,18038E-07 -5,838 Alto en la LMA
hsa-miR-4270_st 1,55626E-05 -5,798 Alto en la LMA
hsa-miR-4487_st 1,22898E-05 -5,788 Alto en la LMA
hsa-miR-4649-5p_st  2,57584E-03 -5,710 Alto en la LMA
hsa-miR-762_st 4,31316E-06 -5,707 Alto en la LMA
hsa-miR-3175_st 3,20112E-03 -5,599 Alto en la LMA
hsa-miR-3141_st 6,92624E-06 -5,430 Alto en la LMA
hsa-miR-1275_st 2,04135E-04 -5,324 Alto en la LMA

iii
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hsa-miR-1973_st 7,46486E-04 -5,306 Alto en la LMA
hsa-miR-149-star_st  1,03928E-05 -5,289 Alto en la LMA
hsa-miR-378h_st 3,04134E-03 -5,215 Alto en la LMA
hsa-miR-663_st 2,48229E-04 -5,161 Alto en la LMA
hsa-miR-4281_st 2,47042E-04 -5,048 Alto en la LMA
hsa-miR-4651_st 9,10451E-04 -4,907 Alto en la LMA
hsa-miR-4739_st 3,24255E-05 -4,892 Alto en la LMA
hsa-miR-2861_st 8,28706E-06 -4,819 Alto en la LMA
hsa-miR-1469_st 1,55480E-05 -4,763 Alto en la LMA
hsa-miR-1910_st 2,95653E-03 -4,724 Alto en la LMA
:tS:r'_ER'HZS‘ 1,69471E-04 4,717 AltoenlaLMA
hsa-miR-3940-5p_st  7,63678E-05 -4,500 Alto en la LMA
hsa-miR-4497_st 3,61219E-06 -4,474 Alto en la LMA
hsa-miR-1184_st 2,64831E-04 -4,338 Alto en la LMA
hsa-miR-4485_st 3,44564E-03 -4,219 Alto en la LMA
hsa-miR-1908_st 6,97964E-05 -4,151 Alto en la LMA
hsa-miR-1915_st 8,37045E-06 -4,146 Alto en la LMA
hsa-miR-4516_st 5,84005E-05 -4,037 Alto en la LMA
hsa-miR-3196_st 1,77288E-05 -3,916 Alto en la LMA
hsa-miR-638_st 1,07834E-05 -3,857 Alto en la LMA
hsa-miR-4707-5p_st  3,24664E-03 -3,842 Alto en la LMA
hsa-miR-3162-5p_st  1,84468E-03 -3,814 Alto en la LMA
hsa-miR-4745-5p_st  2,78567E-03 -3,720 Alto en la LMA
hsa-miR-4695-5p_st  1,24770E-04 -3,640 Alto en la LMA
hsa-miR-4488_st 2,98655E-05 -3,518 Alto en la LMA
hsa-miR-3178_st 4,73574E-03 -3,414 Alto en la LMA
hsa-miR-4466_st 5,39303E-05 -3,403 Alto en la LMA
hsa-miR-4656_st 1,00726E-03 -3,209 Alto en la LMA
hsa-miR-3619-5p_st  1,10789E-04 -3,092 Alto en la LMA
hsa-miR-4669_st 5,64828E-04 -2,956 Alto en la LMA
hsa-miR-4787-5p_st  3,69250E-06 -2,938 Alto en la LMA
hsa-miR-3911_st 7,48128E-04 -2,716 Alto en la LMA
hsa-miR-4728-5p_st  1,13240E-03 -2,691 Alto en la LMA
hsa-miR-296-3p_st 3,02482E-03 2,175 Bajo en la LMA
hsa-miR-30e-star_st  2,27741E-04 2,236 Bajo en la LMA
hsa-miR-551a_st 1,13719E-06 2,238 Bajo en la LMA
hsa-miR-628-3p_st 5,81424E-05 2,262 Bajo en la LMA
hsa-miR-92a_st 4,74079E-04 2,318 Bajo en la LMA
hsa-miR-671-3p_st 2,66243E-06 2,346 Bajo en la LMA
hsa-miR-34a_st 2,72005E-03 2,397 Bajo en la LMA

iv
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hsa-miR-4288_st
hsa-miR-550a_st
hsa-miR-497_st
hsa-miR-484_st
hsa-miR-520c-5p_st
hsa-miR-199b-5p_st
hsa-miR-526b_st
hsa-miR-431_st
hsa-miR-378e_st
hsa-miR-19b-1-
star_st
hsa-miR-671-5p_st
hsa-miR-485-5p_st
hsa-miR-4286_st
hsa-miR-30b-star_st
hsa-miR-550a-star_st
hsa-miR-148b_st
hsa-miR-518d-5p_st
hsa-miR-381_st
hsa-miR-526a_st
hsa-miR-515-3p_st
hsa-miR-363-star_st
hsa-miR-523-star_st
hsa-miR-522-star_st
hsa-miR-629-star_st
hsa-miR-505_st
hsa-miR-518f-star_st
hsa-miR-99b-star_st
hsa-miR-491-5p_st
hsa-miR-517b_st
hsa-miR-664-star_st
hsa-miR-142-5p_st
hsa-miR-370_st
hsa-miR-24-2-star_st
hsa-miR-519¢-5p_st
hsa-miR-21_st
hsa-miR-519a-star_st
hsa-miR-29b-2-
star_st
hsa-miR-433_st
hsa-miR-101-star_st
hsa-miR-493_st

1,04118E-05
1,40216E-04
1,91356E-04
7,62588E-07
2,67776E-03
1,45789E-04
2,15887E-03
5,90159E-05
2,26426E-05

1,80001E-05

4,86530E-03
2,30605E-04
4,58354E-04
7,39863E-05
2,33972E-03
1,42725E-03
2,92530E-03
1,46264E-04
2,95141E-04
4,10604E-03
9,49117E-08
4,11286E-03
2,06681E-03
2,79576E-05
2,58627E-04
9,33732E-04
1,09432E-03
3,14030E-05
3,93516E-03
1,18922E-05
1,94045E-04
1,57250E-06
3,04351E-04
3,92340E-03
2,55613E-03
7,51507E-04

6,19190E-06

2,46779E-06
2,40262E-06
4,87011E-08

2,403
2,415
2,538
2,562
2,566
2,583
2,623
2,630
2,631

2,640

2,682
2,692
2,711
2,742
2,783
2,803
2,814
2,929
2,970
3,037
3,089
3,103
3,130
3,154
3,183
3,195
3,215
3,215
3,344
3,402
3,448
3,457
3,497
3,657
3,658
3,700

3,795

3,829
3,833
3,851

Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA

Bajo en la LMA

Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA

Bajo en la LMA

Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
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hsa-miR-486-3p_st
hsa-miR-500a_st
hsa-miR-519b-5p_st
hsa-miR-4317_st
hsa-miR-518e-
star_st
hsa-miR-192_st
hsa-miR-500a-star_st
hsa-miR-382_st
hsa-miR-20b-star_st
hsa-miR-502-3p_st
hsa-miR-26b_st
hsa-miR-4521_st
hsa-miR-376¢_st
hsa-miR-411_st
hsa-miR-516a-5p_st
hsa-miR-362-5p_st
hsa-miR-125b-2-
star_st
hsa-miR-196b-
star_st
hsa-miR-146b-3p_st
hsa-miR-210_st
hsa-miR-27a-star_st
hsa-miR-378g_st
hsa-miR-134_st
hsa-miR-503_st
hsa-miR-195_st
hsa-miR-331-3p_st
hsa-miR-200c_st
hsa-miR-301a_st
hsa-miR-132_st
hsa-miR-378-star_st
hsa-miR-512-3p_st
hsa-miR-337-5p_st
hsa-miR-30a_st
hsa-miR-505-star_st
hsa-miR-330-3p_st
hsa-miR-542-5p_st
hsa-miR-517a_st
hsa-miR-223_st
hsa-miR-516b_st

vi

8,31144E-04
7,50418E-04
4,15129E-04
4,88714E-06

2,22570E-03

6,24711E-05
2,28962E-03
7,81741E-08
4,85322E-05
1,60329E-03
4,09599E-07
1,80535E-07
1,28897E-04
9,32140E-08
5,11223E-04
4,95255E-06

5,74047E-06

8,99155E-06

1,52276E-05
1,13824E-06
6,72997E-08
7,55135E-10
1,30804E-07
7,74070E-06
3,63888E-07
8,94491E-06
2,01649E-06
1,36155E-05
3,87129E-07
2,34076E-06
3,71578E-05
2,43820E-07
3,03124E-06
1,38904E-05
1,51492E-06
2,71329E-09
1,31554E-04
1,22034E-03
1,65312E-04

3,879
3,904
3,914
3,915

4,050

4,067
4,205
4,338
4,420
4,461
4,475
4,600
4,601
4,678
4,727
4,745

4,859

4,978

4,979
5,048
5,152
5,184
5,229
5,262
5,282
5,370
5,452
5,485
5,628
5,913
5,929
6,082
6,219
6,279
6,780
6,912
7,393
7,564
7,675

Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA

Bajo en la LMA

Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA

Bajo en la LMA

Bajo en la LMA

Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
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hsa-miR-26a_st
hsa-miR-3607-5p_st
hsa-miR-769-5p_st
hsa-miR-16_st
hsa-miR-150_st
hsa-miR-424-star_st
hsa-miR-18a-star_st
hsa-miR-145_st
hsa-miR-409-3p_st
hsa-miR-379_st
hsa-miR-140-5p_st
hsa-miR-143_st
hsa-miR-324-5p_st
hsa-miR-421_st
hsa-miR-378d_st
hsa-miR-378i_st
hsa-miR-194_st
hsa-miR-339-3p_st
hsa-miR-432_st
hsa-miR-339-5p_st
hsa-miR-185_st
hsa-miR-151b_st
hsa-miR-128_st
hsa-miR-378f_st
hsa-miR-532-5p_st
hsa-miR-422a_st
hsa-miR-100_st
hsa-miR-629_st
hsa-miR-28-3p_st
hsa-miR-19a_st
hsa-miR-22_st
hsa-miR-487b_st
hsa-miR-1271_st
hsa-miR-199b-3p_st
hsa-miR-874_st

hsa-miR-181c-star_st

hsa-miR-151-3p_st
hsa-miR-28-5p_st
hsa-miR-181a-2-
star_st
hsa-miR-199a-3p_st

3,18479E-04
2,72445E-05
2,30988E-09
4,00437E-04
8,00394E-04
9,82274E-04
1,43728E-07
1,40396E-03
1,39688E-08
4,20260E-09
3,96757E-09
4,54133E-06
2,13652E-04
4,42415E-09
3,63312E-08
1,23112E-04
1,95346E-08
2,31036E-05
7,89157E-09
9,91226E-05
5,32297E-04
1,39068E-09
3,65702E-08
1,51666E-04
3,20884E-08
8,39601E-09
1,29499E-08
6,00248E-09
4,34064E-07
3,46043E-06
5,48457E-05
3,70737E-10
3,49825E-10
2,44508E-09
1,85885E-06
1,10860E-09
2,79474E-11
1,31288E-09

3,41647E-10

1,91691E-09

7,775
7,818
7,826
8,325
8,354
8,539
8,641
8,678
8,799
9,571
9,586
9,658
9,722
9,833
10,326
10,600
10,807
10,996
11,217
11,248
11,299
11,515
11,548
12,576
12,706
13,049
13,163
13,190
13,356
13,583
13,964
13,999
14,105
14,347
15,411
15,435
16,193
17,536

18,209

18,630

Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA
Bajo en la LMA

Bajo en la LMA

Bajo en la LMA
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hsa-miR-625_st
hsa-miR-378c_st
hsa-miR-17_st
hsa-miR-93-star_st
hsa-miR-106a_st
hsa-miR-30e_st
hsa-miR-20a_st
hsa-miR-18b_st
hsa-miR-181a-star_st
hsa-miR-551b_st
hsa-miR-196b_st
hsa-miR-361-5p_st
hsa-miR-10a_st
hsa-miR-30b_st
hsa-miR-342-3p_st
hsa-miR-99b_st
hsa-miR-29a_st
hsa-miR-181d_st
hsa-miR-17-star_st
hsa-miR-27b_st
hsa-miR-127-3p_st
hsa-miR-23b_st
hsa-miR-106b_st
hsa-miR-25_st
hsa-miR-15a_st
hsa-miR-27a_st
hsa-miR-130b_st
hsa-miR-146a_st
hsa-miR-30c_st
hsa-miR-19b_st
hsa-miR-363_st
hsa-miR-125b_st
hsa-miR-18a_st
hsa-miR-151-5p_st
hsa-miR-130a_st
hsa-miR-99a_st
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