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ABCB6 ATP-binding cassette, sub-family B, member 6
ABCB7 ATP-binding cassette, sub-family B, member 7
ADN Acido desoxirribonucleico

Ago(2) Argonauta (2)

ALAD Aminolevulinate dehydratase

ALAS 5-aminolaevulinate synthase

ALAS2 Aminolevulinate, delta-, synthase 2

ALK Activin receptor-like kinase 5

AML Acute myeloid leukemia

AML1 (RUNX1) Acute myeloid leukemia 1 (Runt-related transcription factor 1)
ANG Angiogenina

Apaf-1 Apoptosis protease-activating factor-1

APS Antigen prostate specific

AR Anemia refractaria

AREB-1 Anemia refractaria con exceso de blastos- tipo 1
AREB-2 Anemia refractaria con exceso de blastos- tipo 2
AREBt Anemia refractaria con exceso de blastos en transformacidn
ARG1 Arginasa

ARN Acido ribonucleico

ARSA Anema refractaria con sideroblastos en anillo
ATG Antithymocyte globulin

BAD (Bad) Bcl-2 antagonist of cell death

Bak Bcl-2 antagonist/killer

BAX (Bax) Bcl-2 associated X protein

BCL2 (Bcl-2) B-cell CLL/lymphoma 2

BCL2L11 Bcl-2-like 11

BCL- X, (Bcl-X,) B-cell ymphoma-extra large

bFGF Basic fibroblast growth factor

Bid BH3 interacting domain death agonist

BMEC Bone marrow endothelial cells

CA2 Carbonic anhydrase Il

CCD Charge coupled device

CDH1 Cadherin-1

CHK2 Checkpoint kinase 2

CPOX Coproporphyrinogen oxidase

CRDM Citopenia refractaria con displasia multilineal
CRDM-SA Citopenia refractaria con displasia multilineal y sideroblastos en anillo
CRDU Citopenia refractaria con displasia unilineal
dATP 2'-deoxyadenosine triphosphate

Del Delecién/pérdida

DGCRS8 DiGeorge syndrome critical region gene 8
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DLK
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ER
ETS1
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FECH
FLT3
FN1

FT

FXN
FZD9
GATA1l
GDF15
HGF
HIC1
HIF1
HMBS
1L27
IL27R
IL27RA
IL-6
ING1
IPSS
IPSS-R
ITGAL
JAK2
KDELR
LAM
LCK
LCN2
LMMC
MAPK
MAP4K1
MCAM
MDM2

Delta-like 1 homolog (Drosophila)

ETS- binding site

Endoglina

Eritropoyetina

Erythropoietin receptor

Estrogen receptor

V-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1
Ecotropic virus integration site-1
Francesa-americana-britdnica

Fas (TNFRSF6)-associated via death domain
TNF receptor superfamily, member 6
Ferrochelatase

FMS-like tyrosine kinase 3

Fibronectina 1

Factor de transcripcion

Frataxina 1

Frizzled family receptor 9

Globin transcription factor 1

Growth differentiation factor 15
Hepatocyte growth factor
Hypermethylated in cancer 1

Hypoxia inducible factor
Hydroxymethylbilane synthase

Interleucina 27

Interleukin 27 receptor

Interleukin 27 receptor, alpha

Interleucina 6

Inhibitor of growth family, member 1
International prognostic scoring system
Revised International Prognostic Scoring System
Integrin, alpha L

Janus kinase 2

KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) endoplasmic reticulum protein retention receptor
Leucemia aguda mielobl3stica
Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase
Lipocalina-2

Leucemia mielomonocitica crénica
Mitogen-activated protein kinase
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 1
Methylated CpG islands and microarray
Murine/Mouse doble minute 2
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MDS
miRNA
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Myc
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PPi
PPOX
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SMD-t
SMDu
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sVEGF
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TFR2
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THH
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TNFSF13
TNF-a
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TOPBP1
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TR
TRADD

Myelodysplastic syndromes

Micro ribonucleic acid

Matrix metallopeptidase 9

Médula ésea

Myelocytomatosis viral oncogene homolog

Natural killer

Neutropenia refractaria

Organizacion mundial de la salud

p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 2
Polymerase chain reaction

Phosphoinositide 3-kinase

Inorganic pyrophosphate

Protoporphyrinogen oxidase

Platelet-activating factor receptor

RNA binding motif protein 22

RNA-induced silencing complex

Solute carrier family 25, member 38

Endoglina soluble

Splicing factor 3b, subunit 1

Soluble Fms-like tyrosine kinase 1

Solute carrier family 25 (mitochondrial iron transporter), member 37
Sindromes mielodisplasicos

Sindromes mielodisplasicos secundarios al tratamiento
SMD inclasificable
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Soluble vascular endothelial grow factor
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Transferrin receptor

Transforming growth factor, beta 1
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Abstract

MDS are a group of clonal diseases characterized by the presence of
morphological dysplasias, ineffective hematopoiesis and peripheral cytopenias. MDS
with a small population of blasts, normal karyotype or few morphological abnormalities,
are sometimes entities difficult to separate from normality, and therefore, are difficult
to diagnose. In this thesis, we have sought to deepen the understanding of the biology
of MDS through the study of the transcriptome, genome and methylome in low-risk
MDS in order to know whether other characteristics, different from morphological and
cytogenetic characteristics, could help its identification. For this, we have used new

methods such as microarrays or massive sequencing in the study of these diseases.

Integrative analysis of the epigenetic and expression profiles revealed that 66.7%
of the hyper-methylated genes were under-expressed in low-risk MDS cases. The study
identified genes with inactivated expression that were involved in the deregulation of
pathways related to the development of MDS. The two key apoptotic genes BCL2 and
ETS1 were identified as silenced genes by methylation. In addition, the immune
response and miRNA biogenesis were affected by the hyper-methylation and under-
expression of /IL27RA and DICER1. Our integrative analysis revealed that aberrant
epigenetic regulation is a hallmark of low-risk MDS patients and could play a central

role in these diseases.

On the other hand, we were able to identify a set of genes related to
angiogenesis that were differentially expressed in MDS. It led us to a more detailed
study of the process through a combined analysis in bone marrow (BM) of gene
expression levels, angiogenesis-related soluble factors and functional angiogenesis-
related studies. Our findings suggest that RCMD patients show a loss of balance
bewteen pro and anti-angiogenic factors. In fact, these patients displayed high levels of
expression of pro-angiogenic factors such as VEGF, HIF, and FN1 in BM mononuclear
cells. However, this group of MDS showed low expression of the ENG pro-angiogenic

factor, high levels of factors with anti-angiogenic properties (SENG and sFLT-1) in the
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marrow microenvironment, lower sVEGF and reduced vessel formation by endothelial
cell lines. Functional studies in low-risk MDS have demonstrated aberrant angiogenesis

in CRDM patients that could be related to ENG.

Finally, we have observed a differential expression profile in the subgroup of
RARS that was the basis for an overall mutational analysis in which the genes involved
in iron metabolism and mitochondrial played a fundamental role. Thus SL25A37,
SLC25A38, and ALAD genes were over-expressed in patients with RARS. In addition
SLC25A38 showed mutations in one case of RCUD and in one patient with congenital
sideroblastic anaemia. Two undescribed variants were found in the ALAD gene of two
RARS patients. The deregulation of genes involved in iron and mitochondrial
metabolism provides new insights in our knowledge of MDS with ring sideroblasts.
Moreover, new variants in the ALAD gene that could be playing a role in the

predisposition to the disease were identified.

In summary, the research carried out during the development of this thesis
through a global analysis (transcriptome, methylome-genome) has allowed identifying
alterations that provide new information about the pathogenesis of low-risk MDS and
may have clinical relevance for the disease. Taken together, the genes described in this
thesis could be considered as diagnostic markers and even, in some cases, as potential

therapeutic targets in the future.
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Introduccion general

1. Caracteristicas generales de los SMD

Los sindromes mielodisplasicos (SMD) son un grupo heterogéneo de
enfermedades clonales caracterizadas por una hematopoyesis ineficaz en la médula
6sea (MO) que da lugar a citopenias en sangre periférica (anemia, neutropenia y/o
trombocitopenia en grado y combinaciones variables) asociada con la presencia de
alteraciones en la morfologia de las células hematopoyéticas (displasia). Los SMD se
caracterizan ademads por presentar una tasa elevada de transformacién a leucemia

aguda mieloblastica (LAM) %,

1.1. Epidemiologia

La verdadera incidencia de los SMD es dificil de establecer debido a que existen
varios factores que limitan una evaluacién precisa. Sin embargo, los SMD se consideran
una enfermedad rara, con una incidencia estimada de 4 por cada 100.000 personas al
afio. La enfermedad es mds frecuente en la edad avanzada, de tal manera que la
incidencia podria ser de 30 casos por cada 100.000 al aifio en personas mayores de 70

afios **

. La mediana de edad de los pacientes se encuentra en los 77 afos con
predominio en varones >°, aunque algunos estudios sugieren que la edad de aparicién

de los SMD es inferior en los en paises orientales *’.

1.2. Etiologia

En la etiologia de los SMD se han implicado varios factores de riesgo, incluidos la
edad, el sexo masculino, el alcohol, el tabaquismo, la radiacién ionizante, la terapia
inmunosupresora, las infecciones virales, el benceno y otras exposiciones ambientales u
ocupacionales. El subconjunto principal de SMD secundarios comprende los que se

producen a partir de tratamientos previos de quimioterapia o radioterapia (SMD-t) °.
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1.3. Anomalias en médula 6sea y sangre periférica

La MO es generalmente hipercelular. Sin embargo, algunos pacientes pueden
presentar celularidad normal o incluso hipocelularidad. Los cambios displasicos pueden
aparecer en una MO normal en un numero pequeio de células por lo que es
importante distinguir entre esta “displasia menor” y un SMD (Tabla 1). Se requiere un
minimo de 10% de células displasicas por linaje para diagnosticar un SMD 2°.

Tabla 1. Alteraciones morfoldgicas de la MO en los pacientes con SMD s10

Diseritropeyesis

Alteraciones en el nucleo (multinuclearidad, puentes internucleares, nucleos en trébol, cambios
megaloblasticos) y alteraciones en el citoplasma (vacuolizacién, defectos en la
hemoglobinizacidn, punteados basdfilos, sideroblastos anillados)

Disgranulopoyesis

Granulacion mieloide reducida o anormal, megacariocitos hipolobulados, formas pseudo-Pelger,
nucleos anillados y aumento de la basofilia citoplasmatica

Distrombopoyesis

Micromegacariocitos, megacariocitos hiposegmentados y megacariocitos con multiples nucleos

En la sangre periférica (SP) es frecuente observar anemia, neutropenia y

trombopenia asociadas con rasgos displasicos (Tabla 2)

Tabla 2. Alteraciones morfoldgicas de la SP en los pacientes con SMD 1014

Serie roja
Macrocitosis, normocromia, poiquilocitosis, anisocitosis, acantocitosis y células nucleadas
Serie blanca

Monocitosis, hipolobulacion nuclear, pseudo-Pelger-Huet, hipogranulacion o agranulacion y
nucleos en anillo

Plaquetas
Plaquetas gigantes, plaquetas alargadas, anisocitosis e hipo-hipergranulacién plaquetar

1.4. Clasificacion

Debido la heterogeneidad de los SMD se han propuesto varias clasificaciones. La

primera clasificacién aceptada a nivel internacional fue la propuesta por el grupo FAB,
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que separd 5 subgrupos de SMD en funcién del porcentaje de blastos en MO y en SP, el

porcentaje de sideroblastos en anillo y la presencia de monocitosis en SP (Tabla 3) *°.

Tabla 3. Clasificacion FAB de los SMD

Subtipo SMD % Blastos en SP % Blastos en MO % Sideroblastos = Monocitos en SP

AR <1 <5 <15 <1x107/L
ARSA <1 <5 >15 <1x10°/L
AREB <5 5-20 <15 <1x10°/L
AREBt >5 21-30 <15 <1x10°/L
LMMC <5 0-20 <15 >1x10°/L

AR: anemia refractaria. ARSA: anemia refractaria con sideroblastos en anillo. AREB: anemia refractaria con
exceso de blastos. AREBt: anemia refractaria con exceso de blastos en transformacién. LMMC: leucemia
mielomonocitica crénica

La clasificacion de la OMS de 2001, considerd a los AREBt como LAM (Tabla 4).
Ademas incorpord nuevos subtipos de SMD, como el sindrome 5qg- y la citopenia
refractaria con displasia multilineal (CRDM). En esta clasificacion la leucemia
mielomonocitica crénica (LMMC) se incluyd en una nueva categoria mixta dentro de los

sindromes mielodisplasicos/mieloproliferativos (SMD/SMP) *°.

Tabla 4. Clasificacion de la OMS de 2001 de los SMD

. Blastos en SP Blastos enMO Sideroblastos en
Subtipo de SMD (%) (%) anillo en MO (%)
AR <1 <5 <15
ARSA <1 <5 >15

CRDM <1 <5 <15
CRDM-SA <1 <5 >15
AREB-1 1-10 5-10 <15
AREB-2 11-20 11-20 <15
Sindrome 5g- <1 <5 <15
SMDu <1 <5 <15

AR: anemia refractaria. ARSA: anemia refractaria con sideroblastos en anillo. CRDM: citopenia
refractaria con displasia multilinea. CRDM-SA: citopenia refractaria con displasia multilinea y
sideroblastos en anillo. AREB-1: anemia refractaria con exceso de blastos-tipo 1. AREB-2: anemia
refractaria con exceso de blastos-tipo 2. SMDu: SMD inclasificable.
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En el afio 2008 se actualizé esta clasificacion (Tabla 5) * y se incorpord un nuevo
subtipo, la citopenia refractaria con displasia unilineal (CRDU), cuyo término incluye a la

anemia refractaria simple de la clasificacion OMS 2001.

Tabla 5. Clasificacion de la OMS 2008 de los SMD

Sideroblastos en

Subtipo SMD Blastos (%) SP Blastos (%) MO anillo (%) MO
CRDU (AR, NR, TR) <1 <5 <15
ARSA <1 <5 >15
CRDM <1 <5 +15
AREB-1 <5 5-9 <15
AREB-2 5-19 10-19 <15
Sindrome 5g- <1 <5 <15
SMDu <1 <5 <15

CRDU: citopenia refractaria con displasia unilineal. AR: anemia refractaria. NR: neutropenia
refractaria. TR: trombopenia refractaria. ARSA: anemia refractaria con sideroblastos en anillo.
CRDM: citopenia refractaria con displasia multilineal. AREB-1: anemia refractaria con exceso de
blastos-tipo 1. AREB-2: anemia refractaria con exceso de blastos-tipo 2. SMDu: SMD inclasificable.

En la mayor parte de esta Tesis Doctoral se ha seguido la clasificacién de la OMS

de 2001.

1.4.1. Clasificacion de los SMD en relacion con el prondstico

Los SMD incluyen varias entidades por lo que es preciso disponer de sistemas que
ayuden a establecer el prondstico de cada enfermo para valorar la necesidad y el tipo
de tratamiento que deben recibir. Se han propuesto varios sistemas prondsticos de los
que el mas usado es el IPSS (Tabla 6). Este sistema esta basado en la presencia de
citopenias, el porcentaje de blastos en la MO y la citogenética, y permite la clasificacion
de los pacientes con SMD en cuatro categorias de riesgo con un prondstico

significativamente diferente 2.

26



Introduccion general

Tabla 6. indice Prondstico Internacional (IPSS)

Puntuacion

Prondstico 0 0.5 1.0 1.5 2.0
Blastos (%) MO <5 5-10 - 11-20 21-30
Cariotipo* Bueno Intermedio Malo - -
Citopenias 0/1 2/3 - - -

Grupos de riesgo: Bajo=0; Intermedio-1=0.5-1.0; Intermedio-2=1.5-2.0; Alto=igual o mayor de 2.5
*Bueno: normal, -Y, del(5q), del(20q); Malo: cariotipo complejo (3 o mas alteraciones), alteraciones
en el cromosoma 7; Intermedio: otras alteraciones.

Debido a las limitaciones que tiene el IPSS para predecir la supervivencia del
paciente y la probabilidad de transformarse en LAM, se propusieron otros sistemas
prondsticos entre los que destaca el sistema WPSS (Tabla 7). Este indice incorpora la
dependencia a las transfusiones, que ha demostrado ser un factor muy importante
en los pacientes con SMD. Junto con la clasificacidon de la OMS y los grupos de riesgo
citogenético es posible separar a los enfermos en cuatro grupos prondsticos

diferentes *°.

Tabla 7. Sistema de puntuacién prondstico de la OMS (WPSS)

Variable 0 1 2 3
Categoria OMS AR, ARSA, Sindrome CRDM, CRDM- AREB-1 AREB-2
50- SA
Cariotipo* Bueno Intermedio Malo -
Necesita

. No Si - -
transfusiones

Grupos de riesgo: Muy bajo=0; Bajo=1; Intermedio=2; Alto=3-4; Muy alto=5-6

*Bueno: normal, -Y, del(5q), del(20q); Malo: cariotipo complejo (3 o mas alteraciones), alteraciones
en el cromosoma 7; Intermedio: otras alteraciones.

AR: anemia refractaria. ARSA: anemia refractaria con sideroblastos en anillo. CRDM: citopenia
refractaria con displasia multilineal. CRDM-SA: citopenia refractaria con displasia multilineal y
sideroblastos en anillo. AREB-1: anemia refractaria con exceso de blastos-tipo 1. AREB-2: anemia
refractaria con exceso de blastos-tipo 2.

En los ultimos afos se han reconocido nuevos factores que tienen valor
prondstico en los SMD y se ha modificado el IPSS, dando lugar al IPSS revisado (IPSS-R).
El IPSS-R sigue basdandose en las variables presentes en el IPSS pero estratifica los

pacientes en 5 grupos de riesgo con claras diferencias en la supervivencia global y en el
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riesgo de evolucién a LAM (Tabla 8). Ademas, el IPSS-R reconoce el papel de la edad, la
ferritina sérica y la lactato deshidrogenasa, entre otros, en la supervivencia global,

aunque no influyen en la evolucién a LAM .

Tabla 8. indice Prondstico Internacional Revisado (IPSS-R)

Prondstico 0 0.5 1 1.5 2 3 4
M M
Cariotipo* y - Bueno - Intermedio Malo wy
bueno malo
0,
% B'T\;tgs en ) - >2% - <5% - 5-10% >10% -
Hemoglobina >10 - 8-<10 <8 - - -
Plaquetas >100 50 - <100 <50 - - - -
Neutrofilos >0.8 <0.8 - - - - -

Grupos de riesgo: Muy bajo=0-2; Bajo=>2-3.5; Intermedio=>3.5-5; Alto=>5-6; Muy alto=>6

*Muy bueno: del(11q),-Y; Bueno: normal, del(5q), del(20q), del(12p); Malo: der(3)(g21/q26), cariotipo
complejo (3 alteraciones), alteraciones en el cromosoma 7; Muy malo: Complejo (mdas de 3 alteraciones);
Intermedio: otras alteraciones.

En este trabajo centraremos principalmente nuestros estudios en la categoria de

bajo riesgo y concretamente en los pacientes con AR, ARSA y CRDM.

1.5. Citogenética

En el momento del diagndstico entre el 40 y el 70% de los pacientes con SMD
tienen alteraciones citogenéticas. Las mas frecuentes son la del(5q), la monosomia 7 o
del(7q), la trisomia 8, y la del(20q) (Figura 1) ***. Las pérdidas en el brazo largo de
cromosoma 5 son los cambios citogenéticos mds frecuentes en los SMD y se pueden
observar aisladas o acompafiadas de otras alteraciones. La pérdida del cromosoma Y es
también frecuente en los pacientes con SMD, pero puede considerarse como un

, . . . . 2
fenémeno relacionado con la edad y no siempre indica un trastorno clonal **.
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B Normal

M Alteracionesen 5y 7

M Alteraciones en 7

H Alteracionesen 5
Ateraciones en 17p

m+8

u-Y

m del(20q)

Ht(11g23)

Figura 1. Alteraciones cromosdmicas recurrentes en SMD. Tomado de
"Hematologic Malignancies: Myelodysplastic Syndromes." Springer. Deeg,
H.J./ Bowen, Dana T./ Haferlach, T./ Le Beau, H./ Niemeyer, C./ Deeg, H.
Joachim (Editor)

Las alteraciones citogenéticas suelen presentarse en los pacientes con AREB-1y
2, mientras que los enfermos con ARSA presentan menos alteraciones citogenéticas
182526 Ademas, los SMD secundarios al tratamiento tienen, en comparacién con los
SMD primarios, un mayor numero de cariotipos anormales, cambios citogenéticos

complejos, y pérdidas que implican el cromosoma 5, el cromosoma 7 0 ambos *’.

2. Patogénesis de los SMD

Ademas de las alteraciones citogenéticas, en la MO de estos enfermos es posible
observar una alteracién importante de varios mecanismos moleculares vy
microambientales. Hay una evidencia creciente de que la haploinsuficiencia, los
cambios epigenéticos, el sistema inmunolégico y el estroma de la MO, entre otros,
contribuyen al desarrollo de los SMD ?’. En esta seccidn, se exponen éstos y otros

mecanismos que podrian estar contribuyendo a la patogénesis de esta enfermedad.
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2.1. Modificaciones epigenéticas

2.1.1. Metilacién

La metilacion del ADN es un proceso epigenético que consiste en la adicidn de un
grupo metilo (CH3) al carbono en posicion 5 del anillo de pirimidina de la citosina en un
dinucledtido CpG (Figura 2). Las regiones particularmente ricas en CpG se denominan
islas CpG y con frecuencia se encuentra “downstream” o muy préximas a los
promotores génicos. Este proceso se lleva a cabo en una reaccidén orquestada que
incluye las metiltransferasas, proteinas con dominio de unidn a grupo metilo, y las

histona- desacetilasas .
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Figura 2. Metilacion. Adicidn de un grupo metilo al anillo de citosina.
Tomado de http://michaeldomingos.hubpages.com

La metilacidon del ADN es el evento epigenético mejor caracterizado que conduce
a la estabilizacién del genoma, la remodelacién de la cromatina y la regulacion de la
transcripcion génica *>*°. Ademas, no sélo la presencia de metilacidn sino también su
localizacién y densidad juegan un papel crucial en la regulacién de estos procesos >,
En muchos sistemas, se ha establecido una estrecha correlacién entre el silenciamiento
transcripcional y la hipermetilacién génica *. Sin embargo, el mecanismo exacto por el
gue la metilacién causa silenciamiento del gen es poco conocido, pero podria incluir la
interferencia directa con la union de factores de transcripcion, el bloqueo de la

magquinaria de transcripcion por el reclutamiento de proteinas del dominio de unién al

ADN metilado o la alteracién de la estructura de la cromatina **.
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Se ha demostrado que las alteraciones epigenéticas tienen un papel en la
carcinogénesis. La hipermetilacion del ADN en el cancer esta asociada al silenciamiento
de genes supresores de tumores, mientras que la hipometilacion juega un papel causal

en la formacién del tumor y en la inestabilidad cromosémica 231333336

. Los genes
supresores tumorales no son los Unicos genes afectados por la metilacién aberrante, ya
gue también pueden estar afectados genes que participan en la reparacion del ADN, la
apoptosis, la angiogénesis, la regulacion del ciclo celular y la interaccién célula-célula *’.
Por lo tanto, las modificaciones epigenéticas en el promotor y/o en las regiones
reguladoras que llevan al silenciamiento transcripcional de los genes y al desarrollo de

cancer deben ser estudiados en cualquier estado oncolégico y pueden constituir

atractivas dianas terapéuticas.

Son varios los genes que han sido descritos en los SMD como objetivo de
metilacion. Asi, la hipermetilacién de los genes implicados en el control del ciclo celular
y de la apoptosis es una caracteristica comun de esta enfermedad, particularmente de
los SMD de alto riesgo. Es bien conocido que p15/NK4b (P15) y p16INK4a (P16) son
genes importantes para la regulacién del ciclo celular. Estos dos genes estan raramente
mutados o delecionados *%; sin embargo, la transcripcion del gen P15 estd a menudo
silenciada debido a la metilacidn anormal de su regiéon promotora. La hipermetilacién
del promotor de este gen se ha observado en el 30-50% de los casos con SMD y se
correlaciona con la presencia de un mayor porcentaje de blastos en la MO y con el

riesgo de evolucién a LAM %4,

Se ha demostrado que el numero de loci que sufren metilacion es mayor en los
SMD de alto riesgo y durante la progresion de la enfermedad **. Ademas, algunos
cambios epigenéticos podrian disminuir la produccion de proteinas supresoras de
tumores en los SMD si afectan a genes haploinsuficientes, tales como FZD9 en el
cromosoma 7 (que codifica para el receptor de la proteina WNT) * y RBM22 en el

cromosoma 5 (que codifica para una proteina de unién a ARN) *. Otros genes que estan
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frecuentemente afectados por la hipermetilaciéon en los SMD son HIC1, CDH1 y ER. La
hipermetilacidn de estos genes se asocia con un peor prondstico en las primeras etapas

de los SMD 4,

2.1.2. microRNAs

Los microRNAs (miRNAs) son una familia de RNAs pequefios no codificantes, de
unos 18-25 nucleédtidos altamente conservados desde los organismos invertebrados
hasta los vertebrados. Los miRNAs inhiben la expresion génica por la unién a la regidn

3’UTR de su gen diana y modulan la expresion del gen a nivel post-transcripcional **.

La formacion de un miRNA comienza con la actuacién de la ARN Polimerasa |,
gue genera un transcrito primario (pri-miRNAs) de varias kilobases de longitud. En este
transcrito monocatenario se genera una horquilla compuesta por un fragmento
apareado por complementariedad de bases y un pequeino bucle en el extremo. En el
nucleo de las células, la proteina Drosha reconoce a esta estructura y la procesa con
ayuda de la proteina DGCR8. De esta manera el pre-miRNA se libera y pasa al
citoplasma en un proceso mediado por la proteina Exportina 5. Una vez en el
citoplasma, la proteina Dicerl reconoce al pre-miRNA y corta el bucle del extremo,
liberando un fragmento de doble cadena. Una de las dos hebras de este duplex de ARN
se une a la proteina de la subfamilia Ago para generar el complejo efector RISC,
mientras que la otra cadena es degradada. El complejo RISC usa el miRNA como guia
para silenciar de forma especifica los ARN mensajeros que contienen una secuencia

complementaria a la del “ARN guia” (Figura 3) .
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Figura 3. Formacion del miRNA e

El andlisis del perfil de expresién de los miRNAs ha demostrado que los miRNAs
se expresan de manera diferente en muestras normales frente a tumorales *’. Cada vez
son mayores las evidencias que sugieren que la expresion anormal de los miRNAs es

, s p ;. 48
una caracteristica comun de los procesos neoplasicos ™. De hecho, los patrones de
expresion de los miRNAs pueden distinguir canceres segun su diagndstico y estadio de

desarrollo *°.

En el caso concreto de los SMD, algunos trabajos recientes han demostrado cémo
el perfil de expresidon de los miRNAs permite diferenciar los SMD de los controles, los
enfermos con alteraciones cromosémicas de aquellos que no las presentan e incluso los
distintos subtipos de SMD entre si **** (Tabla 9). Otros trabajos ademas se han centrado
en el estudio de la expresion de determinados miRNAs en la MO de los pacientes con
SMD. Asi, los SMD presentan una sobreexpresién de miR-10a/b, miR-15a/miR-16, miR-
21, miR-126, miR-155, miR-181 y miR-222 respecto a controles y también se observa
una sobreexpresién del miR-15a y del miR-16 en los SMD de bajo riesgo respecto a los

de alto riesgo **.
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Tabla 9. miRNAs infraexpresados en los SMD >

miRNA Cromosoma Subtipo de SMD
miR-197 1p13.3 Todos los SMD
miR-128b 2q21.3,3p22.3 Del(5q)
miR-1284 3p14.1 Todos los SMD
miR-95 4pl16.1 Del(5q)
miR-1305 4935.1 Todos los SMD
miR-583 5q15 Todos los SMD
miR-143 5933.1 Del(5q), AR/CRDM (+8)
miR-145 5933.1 Del(5q), AR/CRDM (+8)
miR-146a 5g33.3 Del(5q), todos los SMD
miR-206 6p12.2 Del(5q), todos los SMD
miR-93 7922.1 AR/CRDM (+8)
miR-182 7q32.2 Del(5q)
miR-335 7q932.2 Del(5qg), AR/CRDM (+8)
miR-124 8p23.1 Todos los SMD
miR-875-5p 8022.2 Todos los SMD
miR-30d 8924.22 AR/CRDM (+8)
miR-661 8q24.3 AR/CRDM (tri8), del(5q)
let-7a 9q222.§§,1;.13q124.1, Todos los SMD
miR-326 11913.4 Todos los SMD
miR-940 16p13.3 Todos los SMD
miR-423-5p 17g11.2 Todos los SMD
miR-10a 17921.32 Del(5q), SMD de bajo riesgo, LMMC
miR-196a* 17921.32,12qg13.13 Todos los SMD
miR-150 19q13.33 Del(5q), todos los SMD
miR-520c 19q13.41 Del(5q)
miR-525-5p 19913.41 Todos los SMD
miR-507 Xg27.3 Todos los SMD

El perfil de expresion diferencial que ha sido descrito para los miRNAs en los SMD
podria reflejar una alteracién en el proceso de formacion de los mismos. De este modo,
los enzimas implicados en dicho proceso, tales como DICER1, estarian dafados, lo que
provocaria una desregulacion en el conjunto de los miRNAs, tal y como se ha mostrado
en algunos trabajos. Por todo ello, una mejor comprension de los mecanismos que
controlan la expresién diferencial de estos miRNAs en los SMD asi como sus
consecuencias funcionales podria mejorar el conocimiento de la patogenia de estos

enfermos.
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2.2. Apoptosis

Descrita por primera vez en 1980 *®, la apoptosis es un proceso dependiente de
energia caracterizado morfolédgicamente por la condensacién citoplasmatica y nuclear,
la fragmentacién de los nucleos a "cuerpos apoptdticos", la preservacién de la
integridad de membrana plasmatica y la fagocitosis de los restos celulares por los

3739 Este mecanismo de muerte

macréfagos en ausencia de una respuesta inflamatoria
es crucial en el mantenimiento de un numero de células en un organismo. Las
alteraciones de la apoptosis han sido implicadas en muchas enfermedades, entre las

que se incluyen los SMD.

El proceso de apoptosis puede ser conceptualmente dividido en dos: la via

extrinseca y la via intrinseca.

Arbitration

Apoptosis Apoptosis

Figura 4. Via intrinseca (izquierda) y via extrinseca (derecha) de la apoptosis 60

La activacion de la via extrinseca de la apoptosis esta mediada por la unién de los
ligandos de muerte (ej. Fas, TNF-a y TRAIL) a los receptores transmembrana de las

61-64

células . Por el contrario, el estrés y el dafio celular pueden iniciar la activacion

intrinseca de las procaspasas. En esta via, las mitocondrias son estimuladas para liberar
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citocromo c al citosol, el cual forma un complejo con Apaf-1, procaspasa-9 y dATP *.

Este complejo activa la ruta de las caspasas que desencadenan finalmente la apoptosis

(Figura 4).

La familia Bcl-2 de proteinas intracelulares incluye muchos de los reguladores
mds importantes de la apoptosis (Figura 5) . Algunos miembros proapoptéticos de la
familia, tales como Bad actuan mediante la unidn y la inactivacién de los miembros
inhibidores de muerte celular de la misma familia ®. Otras moléculas apoptéticas tales
como Bax y Bak estimulan la liberacién de citocromo c de la mitocondria. Forman homo
o heterodimeros que crean poros de membrana o canales de iones que facilitan la

871 por el contrario, algunos

liberacion de citocromo c y otras proteinas apoptogénicas
miembros de esta familia, tales como Bcl-2 y Bcl-X, inhiben la apoptosis mediante el
bloqueo en la liberacidon de citocromo c (Figura 5). Estas moléculas, pueden unirse
directamente y secuestrar citocromo c y Apaf-1 o interactuar con Bax o Bak, inhibiendo

de este modo la formacién de poros de membrana "*”°.

Survival signal

&—Bm—

Apoptosome:
APAF1, Cytc,
Procaspase-9

.
00 | "\é

OO Caspase-3, -6, -7 p———
[e) (executioner caspases)

Death substrates

m

Figura 5. Bcl-2 en la ruta de apoptosis ’
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Los estudios de la morfologia, la inmunohistoquimica, la citometria de flujo y la
detecciéon molecular de proteinas han permitido demostrar una alta tasa de apoptosis
en los SMD ”’. En 1995 se demostré por primera vez un aumento de la apoptosis en

78,79

pacientes con SMD mas indolentes . Estos estudios se corroboraron mediante el

andlisis de la fraccion CD34+ %y de las células no clonales .

La causa de la apoptosis anormal en los SMD es desconocida. Aln se desconoce si
el aumento de la actividad caspasa se debe a la activacién de la via extrinseca o de la
ruta apoptética intrinseca, por lo que ambas vias siguen siendo estudiadas en la

actualidad.

2.2.1. Alteraciones en la via extrinseca de la apoptosis

Algunos autores sugieren la desregulacidon de la via extrinseca como la razén
principal del aumento de la apoptosis en los SMD. Mas concretamente, se ha descrito
que los ligandos de muerte celular (TRAIL, Fas) podrian estar implicados en dicha

82

desregulacion Asi se ha observado que TRAIL bloquea la diferenciaciéon de

eritroblastos en SMD de bajo riesgo determinando la severidad de la diseritropoyesis y

la anemia %,

Otros estudios han demostrado que Fas se sobreexpresa en
aproximadamente el 40% de los SMD mas indolentes e incluso que existe una
correlacién negativa entre la intensidad de la expresion de Fas en las células CD34 + vy el
porcentaje de blastos en la MO #. Fas aumenta la apoptosis y disminuye el crecimiento
de colonias de igual manera en las ARSA y en los controles. Sin embargo, causa una
activacion de las caspasas significativamente mayor en las ARSA ®. Otros estudios han
demostrado una mayor actividad de la caspasa-8 inducida por Fas en las AR y ARSA que

en condiciones normales o en SMD en estado avanzado %%'.

Por otro lado, no hay consenso acerca de los receptores de muerte celular de

Fas, TNF-a y TRAIL. Mientras que en algunos estudios se ha descrito que estas
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moléculas estan sobreexpresadas y promueven la apoptosis en las células eritroides de

los SMD indolentes %

, otros trabajos sugieren que el bloqueo del receptor Fas por
anticuerpos antagonistas no rescata de la apoptosis a las células de los enfermos con

ARSA &,

2.2.2. Alteraciones en la via intrinseca de la apoptosis
Recientemente, se ha sugerido que las alteraciones en la via intrinseca podrian

9293 varios estudios

ser las desencadenantes del aumento de la apoptosis en los SMD
han analizado la expresion de ciertos miembros de la familia de Bcl-2 (pro- versus anti-
apoptdticos), ya que estas proteinas controlan los potenciales de membrana
mitocondrial. Asi, la proporcion de C-Myc:Bcl-2 es mayor en los casos de los SMD mas
indolentes y menor en los SMD en estadios mds avanzados y en las LAM. Ademas, la
relacidon entre Bax (pro-apoptética) y Bcl-2 (anti-apoptdtica) estd aumentada en fases
iniciales de los SMD, y disminuye cuando la enfermedad estd mas avanzada "”°*%°. Estos
estudios apoyan la hipétesis de que el equilibrio relativo entre la muerte celular y la
sefializacion de la célula por la supervivencia estd asociado al aumento de la apoptosis
observada en progenitores de los SMD. Por tanto, el aumento de la apoptosis en los

SMD podria estar relacionado con alteraciones en los miembros de la familia de Bcl-2,

sin embargo, las causas de esta desregulacion siguen siendo desconocidas.

2.3. Alteraciones en la transcripcion

Los factores de transcripcion (FTs) son proteinas capaces de unirse a las regiones
promotoras de algunos genes para modular la expresion de los mismos y regular la
produccién de las proteinas codificadas por dichos genes. Los FTs son fundamentales en

procesos como la eleccion de linaje, la maduracion y la autorrenovacién celular. Estos
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procesos desempefian un papel muy importante en la hematopoyesis y, por tanto, en el

desarrollo de las neoplasias hematoldgicas *°.

Algunos FTs pueden verse implicados en reordenamientos cromosémicos, como
es el caso de EVI1, localizado en 3g26. Los pacientes con SMD pueden sufrir
translocaciones o inversiones a este nivel, que pueden dar lugar a la expresion
inapropiada de EVI1 . La expresién anormal de EVI1 en las células hematopoyéticas
estd implicada en el desarrollo y progreso de los SMD *. Ademds EVI1 reprime la
expresion del receptor de EPO en modelos animales, lo que podria explicar en parte la

falta de respuesta a EPO que pueden tener algunos pacientes con SMD .

La formacién de megacariocitos y de su completa diferenciaciéon en plaquetas
depende especialmente del nivel de expresién del FT GATA1 '®. La expresion de GATA1
esta desregulada en los SMD y es posible que las alteraciones en la metilacién pudieran
ser las responsables de esta alteracion, lo que podria contribuir a la eritropoyesis

101

ineficaz observada en los SMD ~. Por ultimo, la mutaciéon de algunos FTs puede

ocasionar alteraciones en su expresion, como ocurre con AMLI1 (RUNX1) en los SMD **.

En resumen, son muchos los FTs que pueden estar desregulados en los SMD y
varias las causas que pueden dar lugar a esta desregulacion (reordenamientos
cromosomicos, metilacion, mutacién...). Por consiguiente, un estudio sobre la
regulacién de los FTs, asi como de las dianas en las que un FT estd influyendo podria

aportar nuevos datos en el estudio de la patogénesis de los SMD.
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2.4. Desregulacion en el sistema inmune

Hay una evidencia creciente de que la desregulacién inmune juega un papel
importante en la fisiopatologia de los SMD. La incidencia de trastornos autoinmunes
estd aumentada en estos pacientes '® y de hecho, en un estudio realizado con un
amplio nimero de enfermos se comprobd que el 63% de los casos analizados

presentaban alguna alteracidn relacionada con el sistema inmune '*.

Las alteraciones mas frecuentemente descritas son la hipergammaglobulinemia
asi como las alteraciones cuantitativas y funcionales de los linfocitos T y de las células
NK . Varios estudios han demostrado la existencia de expansion policlonal de los
linfocitos T (CD4+) o la expansion clonal u oligoclonal de las células T citotdxicas (CD8+)

106,107

en la sangre y en la MO de estos pacientes . Estos datos llevaron a proponer que la

mielosupresién observada en los SMD podria deberse a un proceso autoinmune

mediado por linfocitos T %1%,

Algunos estudios clinicos han mostrado que el tratamiento de determinados
pacientes con globulina antitimocitica (ATG) y ciclosporina puede ser eficaz en los SMD.

1o112 ) 5 ATG ha dado lugar a respuestas hematoldgicas completas hasta en el 10-15%

de los SMD **!, que se ha asociado con la desaparicién de clones de células T *****,

Sin embargo, las preguntas fundamentales acerca de los mecanismos de la
autoinmunidad en los SMD siguen sin respuesta. La hipétesis de que los linfocitos T
atacan a los antigenos especificos de células progenitoras de los SMD sigue sin
demostrarse. Asimismo, no estd claro por qué algunos pacientes responden a la

inmunosupresidn y otros no.
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2.5. Alteraciones en la angiogénesis

La angiogénesis es el proceso fisioldgico que consiste en la formaciéon de vasos
sanguineos nuevos a partir de los vasos preexistentes por lo que es un mecanismo
biolégico importante en el mantenimiento y recuperacion del organismo. En
condiciones fisiolégicas normales, tiene lugar durante el desarrollo embrionario, en los
procesos de cicatrizacion de heridas, en la restauracién del flujo sanguineo en los
tejidos dafados, en la reconstruccién ciclica del endometrio y en la génesis de la

115

placenta durante el embarazo “. Las alteraciones de este proceso estan asociadas con

el crecimiento, la difusion y la metéstasis en los tumores sélidos **° y con las neoplasias
hematoldgicas, aunque en éstas Ultimas parece desarrollarse de forma diferente a los

tumores sélidos 78

Gran parte de los estudios muestran que la angiogénesis es mayor en los SMD
respecto a individuos control y son varios los trabajos que demuestran que la
microvasculatura en la MO de estos pacientes parece ser mayor que en personas sin

hemopatias malignas (Figura 6) """

. Ademas, se ha descrito que los niveles en
plasma de ciertos factores angiogénicos como VEGF, bFGF o HGF estan aumentados en
los SMD *”**2, mientras que los niveles de la ANG y la IL-6 son mayores en los SMD de

alto riesgo respecto a los de bajo riesgo '*°.
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Figura 6. Comparacion de la densidad microvascular en la MO de controles,
SMD, SMD transformados y LAM 120
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Se ha demostrado que la microvasculatura en la MO de pacientes con AREBt es

123

mayor que en pacientes con AR, ARSA o AREB ““°. Por el contrario, otros trabajos

describen la formacion de colonias endoteliales en los casos de AR, ARSA y AREB, pero

124

no en los enfermos con AREBt %, asi como una relacién negativa entre la

microvasculatura vy el riesgo de transformacién a LAM *#

. La alteracién de los procesos
angiogénicos es, por tanto, evidente en los SMD, aunque no hay trabajos funcionales

qgue profundicen en el estudio en las diferentes entidades de SMD.

Son muchas las moléculas implicadas en la angiogénesis, y entre ellas la
endoglina (ENG) ha adquirido en los ultimos afios un papel relevante en este proceso.
La ENG es una glicoproteina integral de membrana cuyas propiedades la han convertido

en un marcador de angiogénesis tumoral y un objetivo para la terapia anti-angiogénica

126127 'En estudios realizados en células endoteliales procedentes de vasos de diferentes

tumores se ha observado una correlacidon entre el aumento en la expresion de la ENG y
la proliferacién de células endoteliales tumorales *?%. Sin embargo, en células de cancer

de préstata, la ENG suprime la adhesion celular, la motilidad y la invasién y su expresion

disminuye en la progresién del tumor 2%,

Por otro lado, a pesar de que la ENG es una proteina de membrana, se pueden
encontrar niveles disminuidos de su forma soluble en el plasma (sENG), probablemente
debido a un corte proteolitico *'. Se ha demostrado que la SENG provoca disfuncién

endotelial, inhibe la formacién de pseudocapilares "in vitro" y aumenta la

132,133

permeabilidad vascular Los niveles de la forma soluble de ENG pueden

encontrarse aumentados en ciertos tumores sdlidos como por ejemplo el cancer de

mama *. Ademas, los niveles altos de la SENG parecen correlacionarse con el riesgo de

desarrollar metastasis en estos pacientes asi como en enfermos con cancer de color y

pulmén %% por tanto, estos estudios indican que la SENG podria servir como

127

marcador prondstico de la progresion tumoral en varios tipos de cancer ~“'. Otros
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estudios muestran una elevada concentracién de la proteina soluble en las LAM vy las

neoplasias mieloproliferativas crénicas **’.

2.6. Cambios en el metabolismo del hierro y mitocondrial en

las ARSA

La anemia refractaria con sideroblastos en anillo (ARSA) es un subtipo de SMD
que presenta anemia aislada, eritrocitos hipocrémicos, eritropoyesis ineficaz
hiperplasica y acimulos de hierro mitocondrial en las células precursoras eritroides.
Dichos acumulos de hierro (en forma de sideroblastos en anillo alrededor del nicleo),
parecen estar implicados en el aumento de la apoptosis de los eritroblastos y, por lo

138 Sin embargo, la base molecular de esta

tanto, en la eritropoyesis ineficaz
acumulacién anormal de hierro, de los defectos en las funciones mitocondriales y de la

biosintesis ineficaz el grupo hemo en la ARSA sigue siendo desconocida.

El hierro es esencial para la sintesis del grupo hemo y la biogéneisis del cluster Fe-
S en la célula eritroide. Ambos procesos tienen lugar en la mitocondria. La sintesis del
grupo hemo es iniciada por el enzima ALAS, que cataliza el primer paso del proceso.
Otros enzimas tales como ALAD catalizan los pasos intermedios de la sintesis y, por
dltimo, el hierro se incorpora a la protoporfirina IX por medio del enzima FECH **#3%14°,
Se ha especulado que un defecto en alguno de los enzimas que catalizan esta sintesis
lleva a la escasez de precursores del hemo en la ARSA y de hecho, se ha demostrado
que esta entidad presenta la expresion alterada en genes implicados en la biosintesis
del grupo hemo asi como de genes mitocondriales. Ademas, los perfiles de expresion
génica en células CD34+ demostraron que los pacientes con ARSA constituyen un grupo

relativamente homogéneo debido en parte a la expresién alterada de este conjunto de

genes (Tabla 10) .
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Tabla 10. Genes diferencialmente expresados en la ARSA

141

AR

AREB

ARSA

Biosintesis del grupo hemo

FECH 1.35(0.69-3.89)  1.07 (0.45-2.02)  2.20(0.79-5.78)
ALAS2 2.00 (0.65-20.44) 1.60 (0.60-29.17) 12.77 (1.16-104.4)
ALAD 1.12 (0.74-2.84)  0.97 (0.66-2.19)  1.93 (0.88-4.90)
HMBS 1.10(0.60-2.43)  0.94(0.52-2.02)  2.41(0.89-8.39)
UROD 1.03 (0.43-2.24)  0.91(0.30-2.22)  1.73 (0.87-2.83)

Otros genes eritroides
GATA1

1.22 (0.79-2.38)

0.90 (0.52-2.21)

1.91 (0.80-3.36)

CA2 1.15(0.17-8.97) 0.88 (0.12-2.63) 1.90 (0.28-10.36)
EPO-R 1.40 (0.70-3.36) 1.02 (0.41-2.70) 2.08 (1.19-4.66)
Genes mitocondriales

CGI-69 1.31 (0.75-3.09) 1.49 (0.77-4.71) 3.03 (1.23-9.33)
TRAP1 0.92(0.42-1.59)  0.93 (0.43-2.58) 1.62 (0.79-2.75)
TIMM10 0.96 (0.59-1.90) 0.93 (0.39-2.24) 1.64 (0.65-2.79)

A su llegada a la mitocondria, El Fe* se reduce a Fe®. Existen evidencias que
apuntan hacia el complejo IV (citocromo c oxidasa) de la cadena respiratoria como

142,143 El Fe2+

artifice de este proceso es la unica forma en la puede ser utilizado por el

enzima FECH por lo que si esta conversidn no se produjera el hierro se acumularia en la

104
I

matriz mitocondrial ~". Basados en esta idea, algunos autores proponen un modelo

patogénico en las ARSA que postula un defecto en el metabolismo del hierro

mitocondrial y no en la sintesis del grupo hemo ***

. La primera evidencia de disfuncién
de la cadena respiratoria en la MO de pacientes con ARSA fue descrita en 1980 **°. Estos
autores observaron que el citocromo c oxidasa y la ATPasa sensible a oligomicina,
ambos componentes de la cadena respiratoria, presentan una actividad reducida en
pacientes con ARSA. Ademds, la funcidon de la cadena respiratoria puede verse
comprometida por mutaciones en el ADN mitocondrial. Asi, han sido identificadas

numerosas mutaciones puntuales que podrian estar jugando un papel en la patogénesis

de las ARSA 146148,
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El hierro que no se incorpora en la sintesis del grupo hemo es transportado por la

139 La infraexpresion de ABCB7

proteina de membrana ABCB7 fuera de la mitocondria
en las ARSA *°, junto con la analogia de esta entidad con la anemia sideroblastica ligada
al cromosoma X, en la que el gen se encuentra mutado, hicieron que ABCB7 se
propusiera como candidato causante de la formacién de sideroblastos en estos

14

pacientes **. Sin embargo, los andlisis mutacionales revelaron que la secuencia de

ABCB7 no presenta variaciones en los pacientes con ARSA adquirida *°**°.

Ademas, algunos estudios han mostrado una sobreexpresién de la ferritina
mitocondrial y una relacién significativa entre el porcentaje de ferritina en los
eritroblastos y el de sideroblastos en anillo. Estos hallazgos sugieren que la mayor parte
del hierro mitocondrial depositado en la zona perinuclear de los sideroblastos esta

presente en forma de ferritina mitocondrial *****2,

3. Aplicacion de las nuevas tecnologias al

estudio de los SMD

3.1. Microarrays de alta densidad

3.1.1. Arrays de expression

El transcriptoma o perfil de expresidn génico de un individuo es el conjunto total
de genes que se expresan o se transcriben a partir del ADN gendmico y determina el
fenotipo y la funcién celular. Los microarrays de expresidon permiten realizar el estudio
global del transcriptoma asi como de sus alteraciones ya que permiten el andlisis

simultaneo de miles de genes en un Unico experimento.
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La introduccién de la tecnologia de los microarrays o biochips a mediados de los
90 ha representado un punto de inflexidn en el estudio del cdncer. Durante la Ultima
década, este tipo de abordaje ha permitido la clasificacién de algunas neoplasias y
definir nuevas entidades a través de las diferencias entre los perfiles de expresion.
Ademas los biochips han permitido correlacionar las firmas genéticas de algunos
tumores con el prondstico de la enfermedad y la respuesta al tratamiento. Los perfiles
de expresidn también se han aplicado al andlisis de la progresidon tumoral, con el fin de
identificar genes especificamente activados o inactivados durante los distintos estadios
del tumor. Por ultimo, esta tecnologia ha ayudado a la identificacion de dianas
terapéuticas en el cancer. Los investigadores han estudiado la expresidon de miles de
genes en una gran variedad de cdnceres, incluyendo linfomas difusos de célula B

153-160

grande, linfomas foliculares, LAM y SMD

El estudio del perfil de expresién génico ha permitido diferenciar los SMD de las
LAM ', los SMD de bajo riesgo de los de alto riesgo '®, los pacientes con SMD-t de
aquellos cuya enfermedad se mantiene estable '* asi como los casos que presentan un
cariotipo complejo aberrante de los SMD sin alteraciones cromosdmicas. Ademas los

pacientes con 5qg-, trisomia 8 y -7/del (7q) presentan un perfil de expresién

caracteristico y diferencial (Figura 7) ******.

Los estudios de arrays han permitido conocer que las vias desreguladas en los

SMD incluyen la sefializacién de interferones, la sefializacién de trombopoyetina y las

164

vias de Wnt " asi como los genes que codifican para factores de crecimiento, proteinas

161

implicadas en la regulacidn redox y proteinas de membrana ~-. Los pacientes con SMD

de bajo riesgo presentan un aumento de la susceptibilidad a los dafios celulares *** y

una infraexpresién de los genes asociados al linaje de células B **°

, mientras que los
casos de alto riesgo tienen una sobreexpresién de genes asociados a la proliferacion .

Dentro de las rutas desreguladas en los SMD de bajo riesgo se encuentran la apoptosis,
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inmunodeficiencia y quimioquinas, mientras que los SMD avanzados se caracterizan por

la desregulacion de la respuesta al dafio en el ADN **.

down up
- W W del(5q) normal karyotype WM other karyotype

Figura 7. Andlisis no supervisado a partir de los genes diferencialmente
expresados en los pacientes con del(5q), pacientes con SMD con cariotipo
normal y SMD con alteraciones citogenéticas distintas a 59-, que demuestra
un perfil genético diferenciado en los enfermos con 5qg- .

Los estudios del perfil de expresiéon han demostrado que el gen DLK se expresa en

181 Ademas, algunos

la mayoria de los casos de SMD y rara vez en los casos de LAM
trabajos parecen indicar que la expresion alterada de los genes TACSTD2, UQCRCI,
TNNC y KDELR en células CD34+ es predictiva en casos con SMD de bajo riesgo '* y que
existe una correlacién entre la mayor expresidon de FLT3 con el porcentaje de blastos,
mientras que una mayor expresion de ARG1, LCN2 y MMP9 se asocia con un porcentaje
menor de blastos. Se ha demostrado que la expresion especifica de algunos genes en
las diferentes etapas de la enfermedad puede tener importancia prondstica ya que en

. . . ., ;. 166,1
algunas situaciones puede predecir la transformacién leucémica ***'%’.

En resumen, los estudios de expresion génica de las células progenitoras o de los
neutrdéfilos en los SMD han puesto de relieve la heterogeneidad de la enfermedad a
nivel molecular, las diferencias en la expresidon genética entre la enfermedad de bajo y

alto riesgo y las diferencias entre los grupos citogenéticos de los SMD. Ademas, el
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analisis mediante microarrays puede proporcionar datos suficientes para detectar
genes o patrones de genes, que estan asociados con alteraciones especificas en las vias
celulares o cascadas de sefializacion en los SMD. La identificacion de "firmas
moleculares especificas" puede generar informacidn relevante para seguir avanzando

en la prediccidn del prondstico y en la respuesta al tratamiento.

3.1.2. Arrays de metilacion

Durante la ultima década, el interés por la metilacion del ADN ha crecido
rapidamente por lo que sus métodos de analisis han experimentado avances
importantes. De esta manera, los analisis que se restringian a localizaciones especificas
en un numero limitado de genes se combinan ahora con el analisis a gran escala del
metiloma completo '®®. Estos andlisis de alto rendimiento se utilizan actualmente para
identificar las firmas de metilaciéon de diferentes tumores que pueden ser de gran
utilidad en la deteccidon temprana de la enfermedad o en el diagndstico de la misma.
Estas tecnologias también pueden ayudar a mejorar el conocimiento de la evolucién del

paciente lo que permite asentar unas bases racionales para la terapia epigenética.

En el afio 2007, la técnica de amplificacidon de las islas CpG metiladas (MCA) se
combind con la tecnologia de los microarrays dando lugar a los arrays de metilacién
MCAM. Esta metodologia, utilizada para la realizacion de esta tesis doctoral, permite
analizar la metilacion de 12192 islas CpG a lo largo del genoma completo. Ademads
permite obtener informacidn sobre hipermetilacién e hipometilacién en promotores,
regiones 5’ y regiones 3’ '®°. Las islas CpG metiladas son seleccionadas mediante el uso
de oligonucledtidos después de dos rondas de digestién: el ADN gendmico se digiere en
primer lugar con Smal, que elimina sitios no metilados, y a continuacidn con Xmal, que
crea extremos cohesivos en los fragmentos metilados. Posteriormente, y gracias a la
union de adaptadores, el ADN es amplificado y los amplicones resultantes (la fraccidn

metilada del genoma) son marcados con fluorocromos. Por ultimo, se realiza una
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hibridacidon competitiva entre la muestra del paciente y una muestra control sobre una

plataforma de microarrays (Figura 8) *°.

Tumor DNA Normal DNA
yatb tc ?dy fajbtctd?
Di ion with Smal i CCCGGG sites)

Y = yay
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Figura 8. Esquema del método MCAM 169

El patron de metilacién de los SMD no ha sido tan bien estudiado como en otras
hemopatias malignas y la mayoria de los estudios se han centrado en analisis que se
restringen a un numero limitado de genes. Sin embargo, es interesante destacar
algunos trabajos recientemente publicados sobre el analisis del perfil de metilacién en
los SMD en los que se pone de manifiesto la importancia de este tipo de estudios para
la compresidn de la enfermedad. Concretamente, estos estudios muestran una mayor
metilacion en los SMD respecto a controles sanos *’° asi como en los SMD-t en relacién
con el resto de SMD *. Los genes diferencialmente metilados en los SMD parecen estar

170

relacionados con las rutas de WNT y de las MAPK “". Se ha descrito que existe una

asociacion entre el estado de metilacién de los genes P16, CHK2'y WT1y el IPSS Yy se

atribuye un peor prondstico a los pacientes que presentan pérdida y metilaciéon del gen
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FzZD9 *'. Ademds, se ha observado que la metilacidn de los pacientes con SMD tratados

con azacitidina disminuye respecto a la fase inicial ”°.

3.2. Secuenciacion masiva

En el afo 2001 se publicé el primer borrador del genoma humano, que costo casi
3.000 millones de dodlares. Estos costes, inasumibles para cualquier laboratorio,
estimularon a algunos cientificos a buscar soluciones mas econdmicas. En esta
busqueda, se desarrollaron los secuenciadores de segunda generacion, capaces de
generar cientos de miles de reacciones de secuencias en paralelo gracias a la
inmovilizacién de las reacciones en una superficie sélida. Concretamente, la tecnologia
aplicada por Roche en su modelo GS-FLX (utilizado en esta tesis doctoral) permite la
lectura de hasta 100 millones de bases en un tiempo aproximado de 4 horas a un coste

asequible.

La secuenciacion masiva en paralelo esta basada en la pirosecuenciacion del ADN
y los pasos seguidos con esta tecnologia son los que se describen a continuacion (Figura

9):

Figura 9. Esquema de la técnica de secuenciacion masiva. Tomado de
http://www.genengnews.com
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1- Preparacion de la libreria de ADN
La preparacién de la libreria de ADN consiste en el fraccionamiento del ADN
gendmico (gDNA) en pequefios fragmentos (de 300 a 500 pb) que son posteriormente
pulidos (extremos romos) y ligados a adaptadores (A y B). Estos adaptadores
proporcionan las secuencias de hibridacidon necesarias para la posterior amplificacidon y
secuenciacion de los fragmentos de la libreria. Ademads el adaptador B estd biotinilado
en su extremo 5', lo que permite la inmovilizacién de la libreria sobre las esferas

recubiertas de estreptavidina.

2- PCR en emulsién

Cada esfera contiene una Unica molécula de ADN de cadena sencilla de la libreria.
La esfera unida a la libreria se emulsiona con los reactivos de amplificacién en una
micela de agua y aceite, de tal manera que cada una queda englobada en su propio
microreactor, dentro del cual ocurre la amplificacién mediante PCR. El resultado es una

esfera inmovilizada, que contiene fragmentos de ADN amplificados clonalmente.

3- Secuenciacion

Las esferas unidas a los fragmentos de ADN se distribuyen en capas dentro de la
placa de secuenciacidn junto con unas esferas enzimdticas que contienen luciferasa y
sulfurilasa. Cada pocillo de la placa contiene una unica esfera con miles de copias del
mismo fragmento de ADN. Durante el flujo de nucleétidos, cada uno de los cientos de
miles de esferas con millones de copias de DNA se secuencia en paralelo. Si un
nucledtido es complementario a la cadena molde en algun pocillo, la polimerasa
extiende la hebra existente de ADN mediante la adicidon de nucleétido(s). La adicion de
uno (o mas) nucledtido(s) resulta en una reaccion que genera una senal de luz que es
recogida por la cdmara CCD del equipo. La intensidad de la sefal es proporcional al
numero de nucledtidos incorporados en un solo flujo de nucleétidos. Esto genera una

imagen que se analiza e interpreta en forma de secuencias de nucleétidos (Figura 10).
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Sulfurylase

a ATP

Luciferase Luciferin

Light + oxy luciferin

Figura 10. Ultimo paso en la técnica de secuenciacién masiva:
. ... 172
Pirosecuenciacion

La mayoria de las mutaciones descritas hasta la fecha en los SMD son poco
frecuentes y pueden encontrarse también en otras neoplasias mieloides. Existen
mutaciones en genes supresores tumorales, oncogenes, genes relacionados con la

. . . . “« . s » 173
regulacién del ciclo celular, con mecanismos de apoptosis o con “splicing . Estas
mutaciones podrian estar implicadas en el desarrollo de la enfermedad, aunque en
ocasiones el papel de las mismas en la patogenia o progresion de los SMD no estd muy

claro.

La mayoria de las mutaciones conocidas hasta dia de hoy en los SMD (TETZ,
AML1, TP53, JAK2 o FLT3 entre otras) fueron detectadas mediante el uso de técnicas de
secuenciaciéon convencional como es la secuenciacion Sanger. Sin embargo, en los
ultimos afios, las técnicas de secuenciacidon masiva han sido aplicadas en el estudio de
las diferentes hemopatias malignas, incluidos los SMD, y han permitido definir de esta
manera la presencia de nuevas mutaciones en genes que podrian estar implicados en
estas enfermedades **’°. Entre los afios 2011 y 2012 se han publicado mas de diez
trabajos diferentes que han supuesto un hito importante en el estudio de los SMD "

1. . e . e . .
. En todos ellos, la secuenciaciéon masiva ha permitido analizar decenas de pacientes

con SMD y describir la presencia de mutaciones en el gen SF3B1, no relacionado hasta
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el momento con la enfermedad. SF3B1 es un componente del “spliceosoma”, cuyas
mutaciones estan claramente asociadas con la presencia de sideroblastos en anillo,
siendo su frecuencia de 65-75% en casos con ARSA (Figura 11). Estas mutaciones
parecen estar presentes también en otro tipo de hemopatias, como es la leucemia

linfatica crdnica, aunque en estos casos con una frecuencia mucho menor 190191

0.94
0.84
064
0.54 :

—
034

ol

<15% 15%-50% >50%

SF381 Mutant Allele Burden, %

Percentage of Bone Marrow Ring Sideroblasts

Figura 11. Relacidon entre la mutacién en SF3B1 y la proporcién de
sideroblastos en anillo **

Es importante destacar también que la existencia de mutaciones en este gen se
ha relacionado con menos citopenias, mayor supervivencia y menor probabilidad de

evolucién a LAM (Figura 12).
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Figura 12. Curvas Kaplan—Meier que representan la probabilidad de

supervivencia en un grupo de SMD de acuerdo a la presencia o ausencia de
. 185

mutaciones en SF3B1
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En conclusiéon, podemos afirmar que los recientes hallazgos en SF3B1 mediante la
aplicacion de la secuenciacion masiva son un claro ejemplo de cdmo esta metodologia

puede ayudar en el estudio y la compresion de la patologia de los SMD.
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Hipotesis

Los SMD de bajo riesgo constituyen una enfermedad heterogénea y diversa
debido a su compleja fisiopatologia. Estas enfermedades son, en ocasiones, entidades
dificiles de separar de la normalidad y por tanto presentan dificultades en su
diagndstico ademds de una gran variabilidad en su comportamiento clinico, como
corresponde a un grupo heterogéneo de enfermedades. Por todo ello, este trabajo de
tesis doctoral plantea como hipédtesis la posibilidad de diferenciar este grupo de
enfermos mediante el estudio en profundidad del transcriptoma, metiloma y genoma,
mas alld de la diferenciacion morfolégica y citogenética que se utiliza para su
diagndstico. Para ello, la aplicacion de las nuevas técnicas de analisis genético y

epigenético global podrian constituir una herramienta de gran utilidad.

En la ultima década la introduccién de la tecnologia de los microarrays ha
permitido diferenciar los SMD de las LAM, de otras hemopatias malignas e incluso de
aquellos enfermos con SMD en transformacidn. Sin embargo, ha sido mas dificil
distinguirlas de las MO normales. Nuestro grupo, como parte el proyecto MILE
(“Microarray Innovations in LEukemia”), ha realizado estudios en los que los SMD
fueron diferenciados de otras quince hemopatias malignas a través de su perfil de
expresion génico. Sin embargo, los SMD de bajo riesgo han sido menos analizados por
lo que el estudio de las caracteristicas que permiten distinguir este grupo de pacientes
de la normalidad es de gran interés. Ademas nuestro grupo se planted que las posibles
diferencias encontradas a nivel transcripcional podrian deberse a cambios en su perfil
de metilacién. La posibilidad de realizar un estudio combinado, epigenético vy
transcripcional, en el mismo grupo de pacientes, puede revelar hasta qué punto la
expresion diferencial estd influida por una metilacién aberrante, algo que hasta el

momento no ha sido investigado en los SMD de bajo riesgo.

Una de las funciones celulares que suele afectarse en los SMD es la alteracion en
el proceso de angiogénesis. Sin embargo, todavia existen algunas contradicciones sobre

los mecanismos y los procesos involucrados en la angiogénesis andmala que tienen
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estos pacientes. Nuestro grupo se planted que la realizacién de estudios funcionales en
los que estuviera implicado el microambiente medular, la busqueda de diferencias en la
angiogénesis entre las distintas entidades de SMD y el analisis en profundidad del papel
gue puede desempeiiar ENG en este proceso podria ayudar a conocer mejor la biologia

del proceso en estos enfermos.

La tecnologia de secuenciacion masiva ha permitido recientemente Ia
identificacion de mutaciones en el gen SF3B1, que han sido relacionadas con la
presencia de sideroblastos en anillo en los SMD. Sin embargo, hasta el momento sélo
existen dos trabajos que relacionen la alteracién funcional de este gen con la aparicién
de los sideroblastos en anillo. Ademas, la presencia (en menor medida) de mutaciones
en SF3B1 en otras hemopatias sin sideroblastos en anillo no ha podido ser justificada.
Por ello, nos propusimos analizar la presencia de mutaciones en nuevos genes
relacionados con el metabolismo del hierro y mitocondrial que podrian estar implicados

en la fisiopatologia de los SMD con sideroblastos en anillo.

Todos estos interrogantes han sido los que nos han inducido a realizar el

presente trabajo, cuyos objetivos se exponen a continuacion.
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Objetivos

Objetivo global

Profundizar en el conocimiento de los mecanismos fisiopatolégicos de los SMD de

bajo riesgo mediante un andlisis combinado del transcriptoma, del metiloma y del

genoma en la médula 6sea de estos enfermos.

Objetivos especificos

1.

Analizar las diferencias que existen a nivel de expresién génica entre los SMD de

bajo riesgo y los enfermos sin hemopatias malignas.

Identificar las funciones y vias de sefializacién principalmente desreguladas en

los SMD de bajo riesgo.

Definir el patrén de metilacion de los SMD de bajo riesgo.

Determinar qué genes pueden tener afectada su expresion génica debido a una
metilacion aberrante mediante el estudio combinado del perfil de expresiéon y

de la metilacidon en el mismo grupo de pacientes con SMD de bajo riesgo.

Profundizar en el conocimiento de los mecanismos implicados en la
angiogénesis en los SMD de bajo riesgo y realizar estudios funcionales que

permitan definir las diferencias entre los distintos tipos de SMD.

Analizar el papel de la endoglina, recientemente descrita como un importante

marcador angiogénico, en los SMD de bajo riesgo.
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7. Caracterizar el subgrupo de SMD con sideroblastos en anillo mediante estudios

de expresidn génica y de secuenciacién masiva.

8. Determinar la presencia de mutaciones en genes implicados en el metabolismo

del hierro y mitocondrial en los SMD con sideroblastos en anillo.
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Abstract

The functional mechanisms involved in angiogenesis and the potential role of endoglin
(ENG), recently described as a new marker for this process, have not been explored in
Myelodysplastic Syndromes (MDS). In order to gain insight in MDS angiogenesis a
combined analysis in bone marrow (BM) of gene expression levels, angiogenesis-related
soluble factors and functional angiogenesis-related studies was carried out. Ninety-
seven MDS patients and forty-two normal BM samples were studied. The morphology
of the capillary-like structures originated by two endothelial cells lines in the BM
environment of patients with refractory cytopenia with multilineage dysplasia (RCMD)
was different from those of the remaining MDS. In addition, the BM mononuclear cells
from RCMD patients displayed over-expression of VEGF, HIF and FN1 while they showed
reduced expression of ENG in contrast to the normal ENG expression of the remaining
low-risk MDS and the high expression of ENG in high-risk MDS subtype. Moreover,
higher soluble ENG and soluble FLT-1 levels in BM microenvironment were observed in
RCMD cases, which distinguished them from other individuals. Therefore, the present
study suggests that the patterns of angiogenesis are different between the MDS
subtypes. The differences in angiogenesis observed in RCMD patients could be related

to ENG abnormalities.
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Introduction

Myelodysplastic Syndromes (MDS) are a heterogeneous group of hematopoietic
malignancies, characterized by ineffective haematopoiesis, hypercellular bone marrow
(BM), dysplasia of at least one lineage and cytopenias in the peripheral blood [1]. These
disorders are classified according to WHO criteria, which take into account types and
number of cell dysplasias, percentage of blasts and cytogenetic abnormalities [2,3].
Moreover, based on these parameters, MDS can be divided into four prognostic
categories: low, intermediate-1, intermediate-2 and high risk [4]. MDS are stem cell
disorders, however, some studies have recently stressed the possibility that the BM
microenvironment may play a relevant role in the pathogenesis of these diseases [5]. In
addition, abnormalities in signal transduction, transcription activity, cell-cycle control,

epigenetic, mitochondrial DNA and angiogenesis have been related to MDS [6].

Angiogenesis is the process by which new blood vessels are formed from pre-existing
vessels and it has been associated with growth, dissemination and metastasis of solid
tumours [7]. In hematological malignancies, angiogenesis develops in different way
than in solid tumours [8,9]. There are conflicting evidences regarding angiogenesis in
MDS; some studies have proposed that BM microvascular density (MVD) increases with
MDS progression [10], whereas others suggest an increased vascularity in the early but
not the latter stages of MDS [11]. Differences between MDS subtypes could explain
these conflicting results and hence the importance of the discrimination between the

different entities of MDS.

Endoglin (ENG) is an integral membrane glycoprotein whose properties have made it a
reliable marker of tumour angiogenesis and a prime target for anti-angiogenic therapy
[12]. ENG serves as co-receptor for members of the transforming growth factor beta
(TGF-B) superfamily of proteins [13] and a major evidence for the pivotal role of ENG in
angiogenesis is that mice lacking Eng (Eng-/-) die from cardiovascular defects at mid

gestation with major defects in yolk sac vasculature [13,14]. ENG is mainly expressed in
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proliferating vascular endothelium and its expression increases during tumour
angiogenesis and inflammation [12,13]. Elevated expression of ENG correlates with the
proliferation of tumour endothelial cells [15] and also in hematopoietic tumours such as
multiple myeloma [16] and in hairy cell leukemia [17]. The mechanism involved in the
ENG over-expression is probably multifactorial, being hypoxia one of the most suitable
candidates. In fact, many of the pathophysiological settings where ENG is upregulated
involve hypoxic microenvironments, as is the case of tumour angiogenesis [18].
Although ENG is a membrane protein, low levels of soluble protein (SENG) can be found
in extracellular medium. The appearance of this soluble protein form is probably due to
proteolytic cleavage of isoform membrane as occurs with betaglycan, which can be
shed by metalloproteinase 1 [19]. SENG interferes with TFG-B signalling causing
endothelial dysfunction [20]. It has been demonstrated that sENG inhibits the capilar

tube formation “in vitro” and increases vascular permeability [21].

Most of the studies of angiogenesis in MDS have been focused on malignant
haematopoietic cells but there is growing evidence that BM-derived endothelial cells
may contribute to tumour angiogenesis [22,23]. In addition, clonal cells may have
interactions with these BM endothelial cells and the contact between endothelial cells
and normal or malignant haematopoietic cells is mediated by soluble angiogenic factors
of the BM microenvironment [24,25]. Therefore the role of endothelial cells in the BM
malignant microenvironment and their possible relationship with the malignant clone
remains to be clarified by functional studies and not only assessed by
immunohistochemistry that so far has been the most used method of analyzing

angiogenic activity in MDS [26].

In order to gain insight in the mechanisms involved in angiogenesis in MDS a study of

the cellular expression and the BM microenvironment levels of sSENG and other

angiogenic factors was carried out. The results showed marked differences in the
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angiogenesis in the MDS subtypes, and could open new approaches in the treatment in

MDS patients.
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Design and Methods

1. Patients samples

A total of 97 MDS patients and 42 age-matched controls were included in the study.
Classification of MDS was performed according to the World Health Organization
(WHO) criteria [3]. Twenty-nine patients were diagnosed as refractory cytopenia with
multilineage dysplasia (RCMD) and forty-six had other low-risk MDS excluding RCMD:
nineteen of them had a refractory anemia (RA), twenty-two had a refractory anemia
with ring sideroblasts (RARS) and five patients had a 5g- syndrome. The remaining
twenty-two patients had a refractory anemia with excess of blasts (RAEB: high-risk
MDS) (Supplementary Table 1). The study was approved by the local ethical committees
“Comité Etico de Investigaciéon Clinica, Hospital Universitario de Salamanca”. Written
informed consent was obtained from each patient before they entered the study.
Mononuclear cells as well as the supernatant fluid were isolated from BM of MDS
patients and controls by density gradient (Ficoll). Total RNA from cells was extracted by
homogenization in TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) following the protocol
supplied by manufactures, and treated with RQl RNAse-Free DNase (Promega,
Madison, USA) to eliminate genomic DNA contamination, and finally purified with
RNeasy Minikit (Qiagen, Hilden, Germany). The RNA quantity and quality was
determined by Agilent 2100 Bioanalyzer (Santa Clara, CA, USA). The BM supernatant
fluid was collected by centrifugation. The liquid was withdrawn carefully to avoid

disturbing the cells and collected in a separate container at -802C.

2. BMEC-1 cell culture

The immortalised cell line, BMEC-1 (Bone marrow endothelial cells), kindly donated by
Dr. F.J. Candal (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia) was used
in our studies [27]. This cell line was generated by transfecting an early passage of

primary BMEC with a vector (pSVT) encoding the large T antigen of SV40. BMEC-1

109



Resuliados

express VWF/Factor VIIl and maintain a phenotype similar to that of primary cells, even
at high passage number.

Cells were maintained in culture at 372C in a humidified atmosphere of 95% air and 5%
CO; in Medium MCDB 131 (Invitrogen) supplemented with 15% foetal calf serum (FCS),

10ng/ml endothelial grow factor (EGF) and 1pg/ml hydrocortisone.

3. HMVEC-L cell culture

Lung-derived normal human microvascular endothelial cells (HMVEC-L) were purchased
from Clonetics (Lonza Walkersville, MD, USA) and maintained exactly as recommended
by the manufacturer. Cells were cultured with the EGM-2MV bullet kit containing
endothelial cell basal medium-2 (EBM-2) and the following growth supplements: hEGF,
hydrocortisone, GA-1000, FBS, VEGF, hFGF-B, R>-IGI-1 and ascorbic acid. The
experiments described in this study were performed on cells between three and four

passages.

4. Cell proliferation assay

Subconfluent BMEC-1 were plated in 96-well plates to a density of 5,000 cells per well.
Twelve hours after plating, cells were serum starved (5% FCS) and the BM supernatant
fluid from MDS patients or controls was added (1:10 dilution). After incubation during
24 h, 48 h or 72 h, Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT, Sigma, Illinois, USA) was
added to each well and incubated for 4 h. The formazan crystals formed from MTT by
the living cells were dissolved in the lysis buffer (10% sodium dodecyl sulfate (SDS); 5%
isopropanol; 0.1M HCI) for 12 h, and the formazan purple solution was detected using a
Sunrise plate reader (Bio-Tek, Instruments, Winooski, USA) at 595 nm. All experiments

were performed in quadruplicate.

5. Endothelial cell tube formation assay
Endothelial cell tube formation was assessed as previously described Jerkic et al[28]. In

brief a total of 8000 BMEC-1 per well were plated on Matrigel® precoated plates (BD
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Biosciences, New Jersey, USA) and cultured in medium MCDB 131 with 15% FCS. Half an
hour later, the BM supernatant fluid from MDS patients or controls was added in the
wells (1:10 diluted). After seeding on Matrigel®, cells spread and aligned with each
other to develop hollow, tube-like structures. Endothelial tube formations were
observed each hour during seven hours of incubation and the morphological changes
were photographed at 5h using a phase contrast inverted Zeiss Microscope (Carl-Zeiss,
Jena, Germany). Each experiment was performed in duplicate. As a control in one of
each 5 wells just culture medium was added. The experiment was performed in the
same way with HMVEC-L. Likewise, a total of 8,000 HMVEC-L per well were plated on
Matrigel® precoated plates. However, in this case, it was used its appropriate culture

medium as above described.

6. Real-Time PCR

The expression levels of endoglin (ENG), vascular endothelial grow factor (VEGF),
hypoxia-inducible factor 1-alpha (H/IF1) and fibronectin (FN1) genes were analyzed by
Real-Time PCR. First-strand cDNA was generated from 1 pg of total RNA using poly-dT as
primers with the M-MLV reverse transcriptase (Promega). Real-time PCR was
performed in triplicate. Each 20 pl reaction contained 300ng of cDNA, 400 nM of each
primer, and 1x iQ SybrGreen Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Standard curves
were run for each transcript to ensure exponential amplification and to rule out non-
specific amplification. The expression level of the glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) gene was used to normalize differences in input cDNA. The
reactions were run on an iQ5 Real-time PCR detection system (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). The primers were designed for specific sequences and checked by BLAST
algorithm [29]. Primer sequences were as follows:

GAPDH- forward: 5-CAG GGC TGC TTT TAA CTC TGG TAA-3’

GAPDH- reverse: 5'-GGG TGG AAT CAT ATT GGA ACA TGT A-3’

ENG- forward: 5'-AGG TGC TTC TGG TCC TCA GT-3’

ENG- reverse: 5 -CCA CTC AAG GAT CTG GGT CT-3’
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VEGF- forward: 5'-CGA AGT GGT GAA GTT CAT GG-3'
VEGF- reverse: 5"-CAC AGG ATG GCT TGA AGA TG-3’
HIF1- forward: 5'-GTC ACT TTG CCA GCT CAA AA-3°
HIF1- reverse: 5-ACC AAC AGG GTA GGC AGA AC-3’
FN1- forward: 5°-TCA CAG CTT CTC CAA GCATC-3’
FN1- reverse: 5'-TGG CTG CAT ATG CTT TCC TA-3’

7. Enzyme-linked immunosorbent assay

In order to assess the concentration of proangiogenic soluble factors, an enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) was carried out in the BM supernatant fluid from patients
and controls. The levels of sENG, soluble fms-like tyrosine kinase 1 (sFLT-1) and VEGF
were assessed by using commercially available kits from R&D Systems (R&D Systems,
Minneapolis, USA). The whole protocol was performed following the instructions given

by the manufacturer.

8. Statistical analysis

The relationship between clinical or biological data and genomic characteristics was
analyzed using an independent sample ANOVA test or Mann-Whitney test. All P-values
reported were two-sided and statistical significance was defined as P-value < 0.05.
Statistical evaluation was carried out using the SPSS 15.0 statistical software. The
graphics of the study show the mean t standard error of the mean or the median of
each group that was used for the comparisons in each experiment between the

different entities of MDS and the range in each case.
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Results

e BM microenvironment from MDS patients induces endothelial
proliferation

Endothelial proliferation is crucial in the process of angiogenesis. First, we studied the
effect of BM supernatant fluid from MDS patients and controls on BMEC-1 proliferation,
during eight days. Endothelial cells reached the peak of maximum proliferation at the
sixth day (Figure 1A) and the values at this day were chosen for comparison between
different subgroups.
At the sixth day, MDS BM supernatant fluid induced a significantly higher proliferation
rate in BMEC-1 than the control BM supernatant fluid (p<0.005). Specifically, the
proliferation was 2.4 times higher in MDS than controls (Figure 1A) and this significant
difference (p<0.05) was detected in all three MDS subgroups analyzed (low-risk
excluding RCMD, RCMD, high-risk) while no statistical differences in the endothelial

proliferation were observed between the three groups of MDS themselves (Figure 1B).

e BM microenvironment from MDS patients induces abnormal tube
formation

Tube formation indicates the extent of angiogenesis and is considered to be an
important prognostic factor in this process. To investigate the BM supernatant fluid
effects on BMEC-1 (Figure 2A) and HMVEC-L (Figure 2B) tube generation, we used a
common method for gauging in vitro angiogenesis, the capillary-like tube formation
assay on Matrigel®. As a control, the endothelial tube formation by BMEC-1 and
HMVEC-L was maintained in culture medium (Figure 2Ai and 2Bi, respectively). The
tubes seem to be completely formed after five hours of incubation, and this time was
used to compare the effect of different MDS BM supernatant fluid.
When the endothelial cells lines were cultured with BM supernatant fluid from the
control, there was a well organized tube formation. The endothelial tube appearance in

cells treated with BM supernatant from controls and cell maintained in culture medium
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was similar (Figure 2A and B i-ii). By contrast, the tube morphology was strikingly
influenced by BM supernatant fluid from MDS patients. Therefore, BM supernatant
fluid from MDS patients induces morphogenetic changes in the endothelial tube
formation (Figure 2A and B iii-viii). MDS-treated BMEC-1 and HMVEC-L tented to
assemble and form aggregates along the tube-like structures, which was not observed
in control cells (Arrows in Figure 2). Incubation with different BM supernatant fluid
from MDS stimulated the capillary network aggregation of endothelial cells, including
increasing areas covered by the cells and lengths of network compared to controls
(Figure 2A and B iii-viii). It should be noted that the tubes originated after the
incubation of BMEC-1 and HMVEC-L with the BM supernatant fluid from RCMD patients

almost completely disrupted the capillary networks (Figure 2 A and B vii-viii).

e Endoglin and other angiogenic factors expression differences in RCMD
patients with respect to other MDS patients

Clonal-derived hematopoietic myeloid progenitor cells may facilitate the angiogenesis
without directly participating in this process by promoting the activation of normal
BMEC. To better understand the role of ENG in the angiogenesis of MDS patients, a
gene expression study was performed. RNA obtained from BM mononuclear cells from
MDS was used to analyze four angiogenic factors: ENG, VEGF, HIF1 and FN1. Regarding
ENG expression, no differences were observed between all MDS patients as a single
group and the control group (Supplementary Figure 1A). However, marked differences
in the ENG levels were observed in the separate analysis of MDS groups. Thus a down-
regulation of ENG expression was patent in RCMD patients (p<0.05). By contrast, ENG
expression in high-risk MDS cases was higher than in controls (p<0.05). No differences
were found between the ENG levels of low-risk MDS (excluding RCMD) and healthy
controls (Figure 3A).
Overall the expression levels of VEGF, HIF1 and FN1 in MDS were significantly higher
(p<0.05) than in controls (Supplementary Figure 1B-D). Thus, the low-risk MDS groups
(including RCMD) showed over-expression of VEGF (Figure 3B), HIF and FNI1
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(Supplementary Figure 2) with respect to the control group (p<0.05). Moreover,
patients with RCMD showed the highest values in the expression of these three genes
with respect to the other low-risk MDS (Figure 3B and Supplementary Figure 2). By
contrast, no differences in high-risk MDS patients regarding VEGF, HIF1 and FN1
expression with respect to the control group were observed (Figure 3B and

Supplementary Figure 2).

e Patients with RCMD display high concentrations of anti-angiogenic
soluble factors in the BM microenvironment

To assess the levels of angiogenic and anti-angiogenic factors present in the BM
supernatant fluid in different MDS groups, ELISA assays were carried out in the BM
supernatant fluid from MDS patients and controls. Therefore, circulating levels of SENG
and sFLT-1 as well as VEGF were analyzed.
The Figure 4 summarizes the results: RCDM displayed higher levels of SENG with respect
to the controls (p<0.005), the remaining low-risk MDS (p<0.05) and the high-risk MDS
patients (p=0.05). Moreover, sFLT-1 concentrations in BM supernatants were higher in
RCMD with respect to the healthy cases (p=0.001), the remaining low-risk MDS and
high-risk patients (p<0.005) (Figure 4B). By contrast, the study lacked in detect
differences in the concentration of VEGF in the three MDS groups analyzed (Figure 4C).
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Discussion

Myelodysplastic syndromes (MDS) are clonal stem cell diseases in which altered
angiogenic mechanisms have been described. In the present study, a combined analysis
of gene expression, angiogenesis-related soluble factors and functional angiogenesis-
related studies were carried out in bone marrow (BM) of patients with MDS. The results
demonstrated marked differences in angiogenesis in the subtypes of MDS. Thus, the
patients with refractory cytopenia with multilineage dysplasia (RCMD) showed an

abnormal angiogenesis characterised by an increased level of soluble endoglin (SENG).

The involvement of the microenvironment in MDS disorders has been stressed.
However, most of angiogenesis studies in MDS have been focused in plasma from
peripheral blood, while results regarding the BM microenvironment analysis are scarce
[8,30,31]. In the present report functional studies in the non-cellular portion of BM
were performed. A proliferation assay showed that MDS BM supernatant fluid
stimulated bone marrow endothelial cells (BMEC-1) proliferation more than
supernatant fluid from controls. Our results support the aberrant angiogenesis in MDS
previously analyzed by other techniques [26,32,33]. In addition, the generation of new
vessels in MDS is critical in the multistep process of conversion from normal to
dysplastic BM [5,33]. The endothelial tube formation by BMEC-1 and HMVEC-L in
Matrigel® was performed in the presence of BM supernatant fluid from MDS patients
and differences in thickness, structure and density of the formed tubes were observed.
In addition, the differences between the capillary-like structures originated by BMEC-1
in RCDM and the remaining patient groups were evident. RCMD cases showed less
extensive capillary network and reduced vessel formation (Figure 2vii-viii). BM
angiogenesis in MDS has been usually studied by measuring the microvascular density
by immunohistochemistry [8,26,31,34]. However, this is the first time, to our
knowledge, that the formation of pseudocapillaries in MDS BM supernatant fluid by
means of functional techniques has been carried out. Thus, the present studies

demonstrated that MDS patients displayed an abnormal angiogenesis characterized by
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a high endothelial proliferation and aberrant pseudocapillary formation. Therefore the

BM microenvironment plays an important role in this aberrant angiogenesis.

It has been demonstrated that leukemic cells may have intimate interactions with bone
marrow endothelial cells (BMEC) and can elicit the sprouting of new blood vessels from
pre-existing capillaries by the active release of angiogenic factors [32,33,35]. Based on
this consideration, we focused our attention on the analysis of several molecules in BM
mononuclear cells from MDS that have been reported to be involved in the
angiogenesis processes and could be influencing on BMEC behavior. Thereby, we
demonstrated that vascular endothelial grow factor (VEGF), hypoxia-inducible factor 1-
alpha (HIF), and fibronectin (FN1) expression were differentially over-expressed in low-
risk MDS patients, including RCMD cases. These findings are supported by some studies
where VEGF and other angiogenic factors were significant increase in overall MDS
group [34]. In addition, the over-expression of these molecules could explain the

abnormal proliferation and tube formation by endothelial cell lines in low-risk MDS.

However, angiogenesis involves two stage of vascular development: the differential
growth and sprouting of endothelial tubes and the remodeling the primary endothelial
network into a mature circulatory system. Endoglin gene (ENG) encodes an endothelial
transmembrane protein that is required for both processes [14,21]. As ENG staining
represents a powerful marker to quantify tumor angiogenesis [13] we have evaluated
the expression of ENG in MDS cells and we have demonstrated an over-expression in
the high-risk cases. ENG expression is elevated during alterations in vascular structure
and has been associated to many cancers, including breast, ovary, prostate and cervical
cancer [20]. As cellular ENG levels regulate the formation of new blood vessels [14],
ENG antibodies have been successfully used to elicit anti-angiogenic effects in tumor-
associated endothelium mouse models where ENG was highly expressed [36]. These
advances will provide new approaches for the development of new therapies for high-

risk MDS patients.
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Interestingly, ENG expression was significantly lower in RCMD patients than in cell from
healthy controls. This event may resemble other vascular diseases, such as the
hereditary hemorrhagic telangiectasia type | (HHT). HHT patients have significantly
lower ENG levels and are characterized by arteriovenous malformations and focal loss
of capillaries [37]. In addition, it has been reported that isolated murine Eng+/- cells
display impaired capillary tube formation and significantly less vascular structures
compared to wild type mice [28]. Based on these findings, we suggest that the under-
expression of ENG in RCMD patients could be associated with the decreased blood
vessel formation in vitro models of angiogenesis observed in the same group of
patients. Furthermore, the expression variations in the diverse angiogenic factors could
play different roles in the MDS subtypes suggesting different mechanisms involved in
the pathogenesis of these diseases leading to a different angiogenesis in patients with

RCMD with respect to the other MDS patients.

The results of ENG gene expression led us to investigate their presence in the
extracellular medium as well as the levels of soluble fms-like tyrosine kinase 1 (sFLT-1)
(anti-angiogenic factor) and VEGF (angiogenic factor). RCMD patients showed the
highest levels of SENG and sFLT-1 in BM supernatant fluid with respect to both the
other MDS and the control group (Figure 4). By contrast, the VEGF levels were similar to
the controls. A high concentration of SENG has been also described in acute myeloid
leukemia and chronic myeloproliferative disorders[38] and in patients with pathologies
associated to vascular dysfunction[39]. Elevated circulating concentrations of SENG and
SFLT-1 have been showed in the maternal endothelial dysfunction called preeclampsia.
In fact, some authors suggest that SENG may act in concert with sFLT-1 to induce severe
preeclampsia [21,40]. In addition, some studies have displayed that sFLT-1 binds to and
neutralizes the pro-angiogenic actions of VEGF and the contributions of SENG and sFLT-
1 to the pathogenesis of maternal preeclampsia are, at least in part, related to their
inhibition of TGFP and VEGF, respectively [41]. This finding could explain the mitigated

VEGF secretion observed in RCMD patients in relation to the expression gene in the
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same group of patients. Based on our results, we suggest that the soluble form of ENG
antagonizes the membrane bound form in RCMD patients and therefore potentiates
the anti-angiogenic actions of sFLT-1, by disrupting the capacity to form capillary tubes

of BMEC-1 and HMVEC-L as we have previously showed in this group of patients.

Angiogenesis is a balanced process between pro and anti-angiogenic factors. In MDS
patients, our results suggest the presence of an altered balance that could be involved
in RCMD patients. In fact, RCMD patients showed high expression levels of pro-
angiogenic factors such as VEGF, HIF, and FN1. In contrast, this group of MDS had low
ENG expression, high levels of SENG and sFLT-1 in BM microenvironment, a decrease
level of VEGF with respect to the expression gene and the reduced vessel formation by
endothelial cell lines. Regarding the increased BMEC-1 proliferation observed in RCMD
there are conflicting evidences: endothelial cell proliferation is key early event in
angiogenesis, but some studies have demonstrated that myeloid malignancies with high
levels of SENG are characterized by a high cellular proliferation rate in BMEC and even,
in myelopoietic lineage what could explain the high proliferation in an anti-angiogenic
environment [28,38]. Therefore we suggest that the RCMD display features that tip the

balance of angiogenesis and appear to be impairing this process.

Previous studies have demonstrated an abnormal angiogenesis in MDS. However most
of them have analyzed the differences between the low-risk and high-risk patients while
the RCDM patients were not included as an independent group [26,34]. The RCMD has
been recently proposed by the WHO classification as a specific MDS disorder [2] and the
present study showed these patients had a different pattern of angiogenesis. These
results provide new insights in the molecular mechanisms of RCMD patients that could
be ENG-related. Furthermore, recently, it has been suggested that the inhibition of
putative protease involved in sENG shedding may be of therapeutic benefit in the
treatment of preeclampsia [20]. These observations could provide new therapeutic

approaches for this specific subtype of MDS.
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Figure 1. Effect of MDS BM microenvironment on BMEC-1 proliferation. (A) BMEC-1
proliferation curve. To analyze the effect of the BM supernatant fluid from MDS patients and
controls on BMEC-1 proliferation, the cell line was incubated with BM supernatant fluid. The cell
number was estimated by MTT at two, four or six days. The measurement of absorbance is
indicative of the rate of cell proliferation and each value of each patient is the mean of four
independent experiments. Each point is the mean of these values + SEM. The graphics show the
increase of proliferation in MDS patients. ANOVA test was used to analyze the overall MDS
results at sixth day. The proliferation was 2.4 times higher in MDS than controls (p<0.005). (B)
The box plot compares median levels of BMEC-1 proliferation at sixth day in the different
subtypes of MDS. Whiskers represent the range. Significant differences between RCMD and the
control group (p<0.01), the other low-risk MDS and the control group (p<0.05) and high-risk MDS
patients and the controls (p<0.05) were observed by Mann-Whitney test.

MDS: myelodysplastic syndrome; BM: bone marrow; BMEC-1: bone marrow endothelial cells; MTT:
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide; SEM: standard error of the mean; RCMD: refractory cytopenia with

multilineage dysplasia.

(Controls n=8; MDS n= 14; Low-Risk MDS excluding RCMD n= 6; RCMD n= 4; High-Risk MDS n= 4)
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Figure 2. Effect of the MDS BM microenvironment on BMEC-1 and HMVEC-L tube formation.
BMEC-1 (A) and HMVEC-L (B) were seeded at a concentration of 8,000 cells per well of 96-well
plate and incubated for 7h at 37°C in 5% CO,. The endothelial tube formation was photographed
at 5h using a phase contrast inverted microscope. Each experiment was performed in duplicate.
The pictures show the appearance of endothelial cell tubes on Matrigel® precoated plates in
culture medium (i) and BM supernatant fluid from healthy control (ii), RA (iii), RARS (iv), 5q
syndrome (v), RAEB (high-risk MDS) (vi) and RCMD (vii-viii) patients at 1:10 dilution in culture
medium. As the arrows show in the figure, the tube morphology was strikingly influenced by BM
supernatant fluid from MDS (iii-viii) with respect to the controls (ii). The tubes originated after
the incubation of BMEC-1 or HMVEC-L with the BM supernatant fluid from RCMD patients (vii-
viii) were almost completely disrupted and formed closed capillary networks.

MDS: myelodysplastic syndrome; BM: bone marrow; BMEC-1: bone marrow endothelial cells; HMVEC-L:
lung-derived normal human microvascular endothelial cells; RA: refractory anemia; RARS: refractory
anemia with ring sideroblast; RAEB refractory anemia with excess of blasts; RCMD: refractory cytopenia
with multilineage dysplasia.

(Controls n=13; RA n=5; RARS n= 6; 5q syndrome n=2; RAEB n=4; RCMD n=7)
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Figure 3. ENG and VEGF RNA expression in mononuclear BM cells of MDS subtypes. The box
plot compares median of ENG and VEGF expression levels in BM mononuclear cells between the
different MDS groups and controls. The gene expression levels were analyzed by RT-PCR. Each
sample was performed in triplicate. Value of each patient is the mean of these three
experiments. Mann-Whitney test was used to analyze the results. The box plot compares the
RNA expression in BM mononuclear cells of subtypes of MDS. Whiskers represent the range. A
down-regulation of ENG was showed in RCMD cases (p<0.05). By contrast, ENG expression in
high-risk MDS patients was higher than in controls or in the other MDS (p<0.05). No significant
differences in low-risk MDS excluding RCMD patients in ENG expression with respect to the
healthy controls were found (A). The low-risk MDS groups showed over-expression of VEGF with
respect to the control group (p<0.05). Moreover, patients with RCMD showed the highest
values in the expression of this gene with respect to the other low-risk MDS. No significant
differences in high-risk MDS patients in VEGF expression with respect to the healthy controls
were found (B).

ENG: endoglin; VEGF: vascular endothelial grow factor; BM: bone marrow; MDS: myelodysplastic
syndrome; RCMD: refractory cytopenia with multilineage dysplasia; RAEB: refractory anaemia with excess

of blasts.

(Controls n=13; Low-Risk MDS excluding RCMD n= 22; RCMD n= 12; High-Risk MDS n= 16)
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Figure 4. Soluble angiogenic factors in
MDS BM microenvironment. The box
plot compares median levels of SENG,
SFLT-1 and sVEGF in BM supernatant
fluid of wvarious types of MDS. To
measure the levels of angiogenic factors
present in the BM supernatant fluid in
the different MDS groups, ELISA assays
were carried out in the BM supernatant
fluid from MDS patients and controls.
Whiskers represent the range. Mann-
Whitney that sENG
concentrations in BM supernatants was
higher in RCMD with respect to the
healthy cases (p<0.005), the remaining
low-risk MDS (p<0.05) and high-risk
patients (p=0.05) (A). RCDM displayed
higher levels of sFLT-1 with respect to

test showed

the controls (p=0.001), the remaining
low-risk MDS (p<0.005) and the high-risk
MDS (p<0.005) (B). No
significant sVEGF
concentration of MDS groups were
found (C).

patients
differences in

MDS: myelodysplastic syndrome; BM: bone
marrow; ENG: endoglin; sFLT-1:
tyrosine kinase 1; VEGF: vascular endothelial

fms-like

grow factor; RCMD: refractory cytopenia with
multilineage dysplasia.

(Controls n= 24; Low-Risk MDS excluding
RCMD n= 15; RCMD n= 15; High-Risk MDS n=
6)
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Supplementary Figure 1. ENG, VEGF, HIF1 and FN1I RNA expression in mononuclear MDS BM
cells. The box plot compares median of ENG, VEGF, HIF1 and FN1 expression levels in BM
mononuclear cells between MDS and controls. To analyze the gene expression levels of the
angiogenic factors we used RT-PCR. Each value of each sample is the mean of three independent
experiments. The box plot shows the differences between the samples expression distributions
in control and MDS group. Whiskers represent the range. Mann-Whitney test was applied in all
cases. No significant differences were found in ENG expression between MDS patients and
control group (A). Overall the expression levels of VEGF, HIF1 and FN1 in MDS were significantly
higher (p<0.05) than levels of controls (B-D).

ENG: endoglin; VEGF: vascular endothelial grow factor; HIF1l: hypoxia-inducible factor 1-alpha; FN1:
fibronectin; BM: bone marrow; MDS: myelodysplastic syndrome.

(Controls n=13; MDS n=50)
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Supplementary Figure 2. HIF1 and FN1I RNA expression in mononuclear BM cells of MDS
subtypes. The box plot compares median of HIF1 and FN1 expression levels in BM mononuclear
cells between the different MDS groups and controls. The gene expression levels were analyzed
by RT-PCR. Each sample was performed in triplicate. Each value of each patient is the mean of
these three experiments. Mann-Whitney test was used to analyze the results. The box plot
compares the RNA expression in BM mononuclear cells of subtypes of MDS. Whiskers represent
the range. The low-risk MDS groups showed over-expression of HIF1 and FNI respect to the
control group (p<0.05). Moreover, patients with RCMD showed the highest values in the
expression of these two genes respect to the other low-risk MDS. Overall no significant
differences in high-risk MDS patients in HIF1 and FN1 expression respect to the healthy controls
were found.

HIF1: hypoxia-inducible factor 1-alpha; FN1: fibronectin; BM: bone marrow; MDS: myelodysplastic

syndrome; RCMD: refractory cytopenia with multilineage dysplasia; RAEB: refractory anaemia with excess
of blasts.

(Controls n=13; Low Risk MDS excluding RCMD n= 22; RCMD n= 12; High Risk MDS n= 16)

*Supplementary Tables in CD
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Los SMD constituyen un grupo de enfermedades clonales caracterizadas por la
presencia de displasias morfolégicas, hematopoyesis ineficaz y citopenias periféricas,
gue pueden evolucionar a LAM en el 25% de los casos. Los SMD son ademas un grupo
heterogéneo de enfermedades cuyo diagndstico esta basado en criterios morfoldgicos y
citogenéticos. Es por ello, que los SMD, y en especial aquéllos con una escasa poblacidn
de blastos, cariotipo normal o pocas alteraciones morfolégicas son, en ocasiones,
entidades dificiles de separar de la normalidad y, por tanto, presentan dificultades en su
diagndstico. En este trabajo de tesis doctoral se ha querido profundizar en el estudio
del transcriptoma, genoma y metiloma en los SMD de bajo riesgo con el fin de conocer
si otras caracteristicas distintas a las morfoldgicas y citogéneticas podrian permitir su
identificacion. Para ello, usamos las nuevas metodologias como los microarrays o la

secuenciacion masiva en el estudio de estas enfermedades.

La posibilidad de analizar, en un solo experimento y de manera simultanea, la
trascripcién de la casi totalidad de los genes conocidos proporciond nuevos datos que
han permitido profundizar en el conocimiento de la biologia de los SMD. Este trabajo
preliminar sirvié para delimitar una serie de genes y de funciones celulares que han sido
la base del estudio posterior y que se encuentran esquematizados en la figura 13. El
andlisis del estado de metilacidon de los SMD y sobre todo, el estudio integrado del
transcriptoma y del metiloma identific6 genes con la expresidon inactivada que
participan en la desregulacion de rutas implicadas en el desarrollo de los SMD. También
mediante los arrays de expresion, fuimos capaces de identificar un conjunto de genes
relacionados con la angiogénesis que estan diferencialmente expresados en los SMD, lo
gue nos llevd a un estudio mas detallado del proceso. De la misma manera, se observé
un perfil de expresion diferencial en el subgrupo de las ARSA que constituyd la base
para un analisis mutacional global en el que los genes implicados en el metabolismo del

hierro y mitocondrial desempefian un papel fundamental.

175



Discusion general

ARSA
Regulacién

epigenética
Angiogénesis
Regulacién de
exp n génica
Prncesamiento
del ARN
- L ~
Respuesta w -7 R
Inmune P h g
¢ Desregulaciénen ', +  cympiosen 1
Apoptosis

| el microambiente ] |

Metabolismo
del hierroy
mitocondrial

[}
3 , secuencia génica
\ medular ’ L, ’

L ’ . ’
~ v ~ ’
~.‘rn_' "’ "l-. ”

. Perfil de expresion génico

Figura 13. Visidn global de los mecanismos de regulacion celular en los SMD
de bajo riesgo

El estudio del perfil de expresion génico en las células mononucleares de MO
demostré que GDF15 es el gen mas sobreexpresado en los SMD de bajo riesgo. GDF15
desempena un papel fundamental en la regulacion de las vias inflamatorias vy
apoptéticas durante los procesos de enfermedad. Sin embargo, el desarrollo celular y la
modificacion post-traduccional fueron las funciones moleculares y celulares mas
frecuentemente desreguladas, mientras que el proceso en el que se afectaban un
mayor numero de genes fue el crecimiento y proliferacion celular. El uso de células no
fraccionadas frente a las células separadas (CD34+) ha constituido en los Ultimos afios
un tema de debate. En este sentido, nuestro trabajo esta avalado por estudios previos,
que, han sido capaces de identificar caracteristicas bioldgicas y de caracter prondstico
en los SMD y la LAM mediante el estudio del perfil de expresion génico y el uso de

células mononucleares %2

. Ademads, es importante sefialar que estos estudios
demostraron diferencias entre los distintos grupos en un andlisis no supervisado
mediante el uso de células mononucleares. Bien es cierto que los defectos

hematopoyéticos en los SMD tienen su origen en la célula progenitora por lo que los
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estudios en células CD34+ poseen un gran valor cientifico. Sin embargo, el uso de
muestras no fraccionadas permite la identificacién de las interacciones entre los
distintos tipos celulares, circunstancia que las muestras fraccionadas no permiten. Cabe
sefialar ademas que al realizarse estudios comparativos entre los resultados obtenidos
con células mononucleadas y los descritos con células CD34+ '** se obtuvo un alto nivel
de concordancia entre ambos procedimientos. De esta manera, los estudios en células
mononucleares estarian afiadiendo informacién adicional y probablemente de caracter

muy interesante en la compresion de la biologia de la enfermedad.

La metilacién aberrante es un mecanismo potencial para la inactivacion de genes
que ha sido implicado en varias enfermedades hematoldgicas, incluyendo los SMD
193194 Sin embargo, la mayoria de los estudios que existen hasta el momento se han
centrado en analisis que se restringen a un numero limitado de genes, generalmente,
supresores tumorales. Ademas, el perfil de metilacién de los SMD de bajo riesgo nunca
ha sido bien definido y existen pocos estudios donde se haya demostrado que este
grupo de pacientes presenten un perfil de metilacién diferencial tal y como sucede con
el perfil de expresion ***'°*, La primera parte de nuestro estudio demostré por primera
vez que los pacientes con SMD de bajo riesgo tenian un perfil de metilacién diferente a
los individuos sanos, que implicaba la desregulacién de 817 genes. Ademas, se observd
que la hipermetilacidén era un proceso mas frecuente que la hipometilacion. También en
el estudio del metiloma el uso de células fraccionadas es un tema controvertido en la
actualidad, aunque un estudio reciente demuestra que los perfiles de metilacién del
ADN eran muy similares entre la fraccion CD34+ y la CD34- (r> = 0,93), y que la
variabilidad observada entre ambas era menor que la variabilidad entre pacientes (r <=
0,83) 7% . Todo ello sugiere que los perfiles epigenéticos aberrantes dentro de la médula
pueden transmitirse verticalmente a partir de los progenitores hasta la progenie mas

diferenciada. Nuestra estrategia de analisis con células no fraccionadas esta basada en

estos hallazgos.
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Con el fin de poder explicar la desregulacién en la expresidon de ciertos genes
previamente identificados en nuestro trabajo, realizamos un andlisis combinado del
perfil de expresiény de la metilacién en los pacientes con SMD de bajo riesgo. Ademas,
en este estudio fueron incluidos exactamente la misma cohorte de pacientes con SMD
para analizar ambos perfiles, algo que no se habia realizado previamente. En este
estudio integrado se identificaron marcadores de metilacion del ADN que podrian
motivar una infraexpresiéon de algunos genes implicados en importantes funciones
celulares en los SMD de bajo riesgo. Dentro de los genes afectados se encontraban

DICER1, IL27RA, BCL2 y ETS1.

Son varios los trabajos que describen una desregulacién en el conjunto global de

%933 Nuestros datos corroboraron estos hallazgos ya

los miRNAs en pacientes con SMD
qgue demostraron la existencia de una leve infraexpresién de los miRNAs en los SMD de
bajo riesgo (p= 0,039). Existen estudios que sugieren que hay muchos miRNAs
localizados en sitios fragiles del genoma y regiones con alteraciones genéticas. La
expresion de un subconjunto de estos miRNAs estd significativamente alterada y es
probablemente relevante en los SMD *°. La adquisicién de mutaciones sométicas o la
presencia de polimorfismos en los miRNAs es otro mecanismo por el cual la expresion
de los mismos podria verse modificada y por tanto la funcién de sus genes diana en los
SMD podria alterarse. Sin embargo, Starczynowski et al. no presentan evidencias de
mutaciones en los miRNAs en su estudio mediante secuenciacién masiva **°. Por ultimo,
se podria pensar que la expresion anormal de estos miRNAs en los SMD podria
producirse debido a procesos epigenéticos como la metilacién. Esta idea es sustentada
por un trabajo reciente donde se demuestra cdmo la expresion del miR-124 es
inversamente proporcional a su grado de metilacién . No obstante, la expresion

diferencial del conjunto de miRNAs descrita para los SMD no ha podido ser explicada

hasta momento.
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DICER1 es una endonucleasa RNAsa Il esencial para la biogénesis de los miRNAs

y el procesamiento del ARN **°

, por lo que se puede esperar que una expresion alterada
de dichos miRNAs ocurra como resultado de variaciones en su procesamiento por esta
endonucleasa. En el presente estudio, se observé que los niveles de expresién de
DICER1 eran muy inferiores en los pacientes con SMD de bajo riesgo respecto al grupo
control. Ademas, DICER1 estaba hipermetilado en estos pacientes, lo que podria
explicar la infraexpresidon de este gen observada en el mismo grupo de pacientes. La
reciente publicacién de un estudio con ratones knockout para DICER1 sugiere que la
desregulacion global de los miRNAs pudiera estar implicada en la patogénesis de los
SMD. En este modelo, la supresion especifica de DICER1 en osteoprogenitores produjo
un deterioro de la diferenciacién osteoblastica y de la integridad de la hematopoyesis
asi como una induccién de la disfuncién de la MO similar a la que ocurre en la

1% Ademds, una expresion alterada de los miRNAs maduros en las

mielodisplasia
células sanguineas puede contribuir a defectos de la diferenciacidn, responsables de la

neutropenia, la trombocitopenia y/o la anemia >°.

La administracion de “simuladores” de miRNAs pudiera ser una opcidn
terapéutica en los SMD en un futuro. La administracion in vivo de miRNAs presenta
muchos problemas derivados de su baja estabilidad, degradacién rapida e ineficiente

liberacion en las células “destino” *’

. Por todo ello, la investigacidn sobre liposomas,
transportadores para la liberacion de “simuladores” de miRNAs, puede abrir nuevas vias

en el tratamiento de los SMD.

IL27RA es un componente heterodimérico del complejo receptor IL27R que esta
implicado en la inmunosupresion mediante la induccion de la transduccién de sefiales
en respuesta a IL27 (46). Para esta transduccién de sefiales es necesaria la co-expresion
de ambas subunidades del complejo receptor por lo que la pérdida o disminucion de
funcion de una de ellas podria llevar a defectos en el sistema inmune del individuo *.

Nuestros estudios han identificado una marcada diferencia en los niveles de metilacion
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de IL27RA entre los pacientes con SMD de bajo riesgo y los controles sanos, que puede
ser la responsable de la escasa expresidon del gen presente en estos pacientes. Estos
resultados son consistentes con estudios recientes en los que IL27RA ha demostrado
ser, ademas, un promotor de la diferenciacion de células madre hematopoyéticas, que
parece aumentar la mielopoyesis en ratones transgénicos (46). De acuerdo con esto, la
infraexpresion de IL27RA podria conducir a una diferenciacidn ineficaz de los
progenitores hematopoyéticos, ya descrita en pacientes con SMD por otros autores
(33), por lo que un solo componente de un receptor de citoquinas tendria la capacidad
de regular vias de sefalizacién en las células hematopoyéticas. A la luz de estos
hallazgos, nuestros estudios sugieren que este tipo de receptores pueden desempefiar
papeles en la mediacién de la respuesta inmune o en la diferenciacién celular en

algunos trastornos mieloides como los SMD.

Los factores de transcripcidn son proteinas capaces de unirse a las regiones
promotoras de algunos genes y asi regular la expresion de los mismos. La desregulacion
de estos genes diana debido a una expresidn aberrante del correspondiente FT podria
constituir un mecanismo implicado en la patogenia de los SMD. Nuestro andlisis
integrado propone que la infraexpresion del FT ETS1 se debe a la metilacién en su
secuencia génica. ETS1 es una fosfoproteina nuclear que funciona como FT mediante la
unién a secuencias de ADN diana que contienen el motivo GGAA/T denominado EBS *°.
Hasta la fecha se han definido mdas de 400 genes diana para ETS1, basandose en la

200

presencia del motivo EBS en sus regiones reguladoras . Del mismo modo que otros

estudios en tumores sélidos han demostrado una co-expresion entre ETS y sus posibles

201203 * hyestro estudio funcional demostré la presencia de 83 genes

genes diana
infraexpresados que presentaban el motivo EBS en sus regiones reguladoras. El estudio
sugiere que la metilacién del FT ETS1 provoca su infraexpresion y que ello da lugar, a su
vez, a la desregulacién transcripcional de 83 genes diana. La proteina ETS controla la
expresion de genes diana implicados en diversos procesos biolégicos como apoptosis,

0

. . .z . . .7 2 .
hematopoyesis, proliferacion celular y diferenciacién *®°. De todas ellas, la apoptosis
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constituyd el proceso celular mds afectado en los SMD de bajo riesgo, con la

infraexpresion de 9 genes.

Algunos estudios previos han sugerido que el aumento de la apoptosis en los
precursores mieloides de la MO es un factor importante en la hematopoyesis ineficaz
de pacientes con SMD. Ademas, estos estudios han demostrado que el aumento de la
muerte celular programada, probablemente representa un mecanismo fisiopatolégico
como tal y no un proceso para contrarrestar el aumento en el crecimiento celular
11164167 Sy embargo, la causa de la apoptosis anormal en los SMD es atn desconocida
y la cuestién de si el aumento de la actividad caspasa se debe a la activacién de la via
extrinseca o de la ruta apoptdtica intrinseca no ha sido todavia resuelta. Nuestro
estudio aporta un dato mas a esta investigacion. Como ya se ha comentado, algunos
miembros de la familia de Bcl-2, como el propio gen BCL2, son importantes inhibidores
de la via intrinseca de la apoptosis mediante el bloqueo en la liberacidn de citocromo c.
En nuestro trabajo se demuestra que la expresidon de BCL2 es significativamente mas
débil en los SMD de bajo riesgo que en los individuos normales. Estos resultados estan
de acuerdo con estudios previos que pusieron de manifiesto una reduccién de la
expresion de BCL2 en células CD34+ de los pacientes con SMD en estadios tempranos *°.
Por otra parte, nuestro estudio mostré que BCL2 presenta niveles significativamente
mas altos de metilacion en los SMD de bajo riesgo que en el grupo control. Es
importante destacar que existe una evidencia creciente del papel fundamental del

204206 Cabria esperar,

silenciamiento epigenético en las vias de apoptosis en el cancer
por tanto, que la hipermetilacion de BLC2 y la correlacidn inversa con su expresion
pudiera ser un mecanismo que promueva la apoptosis en los pacientes con SMD de
bajo riesgo. En este trabajo de tesis doctoral se propone una investigacién en
profundidad de BCL2 como biomarcador en los SMD de bajo riesgo asi como una

posible diana terapéutica para estos pacientes en un futuro. Ademas, el estudio

combinado de la desregulacién de la via intrinseca de la apoptosis por BCL2 junto con la
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desregulacion de la via extrinseca, previamente descrita, aportaran nuevos datos para

la compresién de la apoptosis aberrante presente en los SMD.

La hipermetilacidon del ADN global en pacientes con cancer puede ser un proceso
tan frecuente como la hipometilacién *”’. Aunque no de manera tan clara como los
procesos de hipermetilacion, la hipometilacidn génica parece estar jugando también un
papel causal en la formacién de tumores produciendo la sobreexpresion del propio gen
29,31,33,35,36 . . ;

. Asi, nuestro estudio revelé que los genes UBE2D3 e ING1 presentan
hipometilacién y sobreexpresidon en pacientes con SMD de bajo riesgo. Cabe destacar
que la funcion de ambos genes estd relacionada con P53. Mientras que UBE2D3 parece

208

estar implicado en la ubiquitinacidon de P53 “°, ING1 codifica para una proteina que

puede inducir apoptosis mediante la estabilizacion de P53 y bloqueo de su poli-
ubiquitinacién 2®. De estos resultados se deduce que estos dos genes podrian estar
contribuyendo también, aunque no de manera directa, a la desregulacién y aumento de

la apoptosis en los SMD de bajo riesgo.

Por consiguiente, los hallazgos descritos en esta tesis doctoral podrian explicar la
presencia de una mayor apoptosis en los SMD a través de dos vias principales (Figura
14): (1) la metilacion y disminucidn de la expresion del gen BCL2 y (2) la infraexpresidn
de los genes diana de ETS1 relacionados con apoptosis a través de su metilacién y la
disminucién en la expresién de este FT. Ademads, la implicacidn indirecta de UBE2D3 e
ING1 podria estar contribuyendo en este proceso. Una comprensiéon mas clara de las
alteraciones moleculares que conducen a la desregulacion de la muerte celular en los
SMD podria permitir, en un futuro, la identificacion de nuevas dianas terapéuticas y

marcadores diagndsticos para los enfermos con SMD.
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Figura 14. Modelo que incluye los distintos mecanismos de activacién de apoptosis identificados
en los SMD de bajo riesgo

En la segunda parte de esta tesis doctoral se llevd a cabo un analisis funcional, de
la expresidn génica y de los factores solubles relacionados con la angiogénesis en la MO

de los pacientes con SMD.

La medida de la microvasculatura ha sido una de las técnicas mas utilizadas para

evidenciar la desregulacidn de la angiogénesis en los SMD 7119120123

. Sin embargo, la
demostracién mediante técnicas funcionales de este hecho asi como la participacién del
microambiente en este trastorno (resaltado en muchos trabajos como fundamental), no
ha sido puesta de manifiesto en la MO, ya que la mayoria de los estudios se basan en la

117,119,122
7119122 Basados en

medida de los niveles de ciertos factores angiogénicos en la SP
todo ello, se llevaron a cabo dos estudios funcionales donde se pudo demostrar la

implicacion directa del microambiente en la angiogénesis de la MO de los pacientes con
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SMD. Mas concretamente, en este trabajo se cuantificd la proliferacién de las células
endoteliales en presencia de sobrenadante de MO y la formacion de capilares por estas
células también en presencia del microambiente medular. Es importante destacar que
para llevar a cabo estos experimentos se utilizaron dos lineas celulares endoteliales, de
las cuales una de ellas (BMEC-1) procede de MO humana. Hasta el momento esta linea
celular nunca habia sido utilizada para esta clase de experimentos y es posible que sus
caracteristicas la hagan la mas adecuada para demostrar este tipo de procesos en la MO
de los pacientes. El ensayo de proliferacion demostré que el sobrenadante de la MO de
los SMD estimula la proliferacién de las células endoteliales en relaciéon con el
microambiente medular de los controles sin hemopatias malignas. Ademas los SMD
presentaron diferencias de espesor, estructura y densidad en la formacion de capilares
en comparacion con la MO normal (Tabla 11). Estos resultados estan en concordancia
con la angiogénesis aberrante previamente descrita en estas enfermedades %
Asimismo, estos hallazgos aportan datos nuevos acerca del papel de las células
endoteliales de la MO y del microambiente medular en la angiogénesis de los SMD.
Cabe destacar ademads que la formacidn de capilares fue distinta en los subgrupos de
SMD: los pacientes con CRDM presentaban redes capilares menos extensas y mas
cerradas y una formacién de vasos mas reducida (Tabla 11). Este hecho sugiere que los
resultados contradictorios publicados hasta el momento en relacién con la angiogénesis
en los SMD pudieran ser debidos a que este proceso se desarrolla de manera diferente

en las distintas entidades incluidas en los SMD.

Se ha demostrado que las células leucémicas pueden tener interacciones intimas
con las células endoteliales de la MO (BMEC), lo que puede provocar el crecimiento de
vasos nuevos a partir de capilares preexistentes mediante la liberacién activa de

124125210 con el fin de determinar si ésta podria ser una

factores angiogénicos
explicacion para el comportamiento anormal de las BMEC, previamente observado en
nuestros estudios funcionales, centramos nuestra atencién en el analisis

transcripcional de varias moléculas angiogénicas en células mononucleares de la MO de
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pacientes con SMD. Asi se observd que VEGF, HIF1 y FN1 estaban sobreexpresados en
los SMD de bajo riesgo (incluido el subtipo de CRDM) respecto a los controles (Tabla
11). Estos hallazgos estan en la misma linea que algunos trabajos publicados hasta la
fecha que observan un incremento significativo de los factores angiogénicos en el

conjunto de los SMD **°

. Ademds la sobreexpresidn de estos genes podria estar
influyendo en el comportamiento aberrante de las células endoteliales en los SMD de
bajo riesgo. Cabe destacar ademds que en los pacientes con CRDM mostraron los
valores mas altos de expresion respecto al resto de pacientes con SMD de bajo riesgo

(Tabla 11).

Sin embargo, la angiogénesis implica dos etapas del desarrollo vascular: el
crecimiento diferencial, y la formaciéon de tubos endoteliales y la remodelacidén de la red
endotelial primaria en un sistema circulatorio maduro. El gen de ENG codifica una

133,211

proteina transmembrana que se requiere para ambos procesos por lo que es un

| 22, Curiosamente, al evaluar

buen marcador para cuantificar la angiogénesis tumora
los niveles de expresiéon de ENG en los SMD de bajo riesgo se pudo observar una
infraexpresion de ENG en pacientes con CRDM respecto al resto de SMD de bajo riesgo
y respecto a los controles (Tabla 11). Este hallazgo podria compararse con lo observado
en otras enfermedades vasculares tales como la telangiectasia hemorragica hereditaria
tipo | (THH). Los enfermos con THH tienen niveles significativamente menores de ENG y
se caracterizan por malformaciones arteriovenosas y la pérdida focal de capilares **>.
Ademas, algunos estudios han descrito ratones Eng+/- cuyas células muestran una
menor formacion de tubos capilares y una alteracién en dicha formacién, en
comparacién con ratones de tipo salvaje ***. Basandonos en estos hallazgos, nuestro
estudio sugiere que la “insuficiente” expresion de ENG en pacientes con CRDM podria

estar asociada con la disminucion en la formacion de vasos en nuestro modelo in vitro

de angiogénesis observada en el mismo grupo de pacientes.
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Los resultados de la expresion de ENG en células mononucleares nos llevaron a
investigar su presencia en el microambiente medular (sENG), con el fin de valorar su
influencia directa en las células endoteliales. También se midieron los niveles del factor
anti-angiogénico sFLT-1 y el factor angiogénico sVEGF. Asi, los pacientes con CRDM
presentaron los niveles mas altos de sENG y sFLT-1 con respecto al resto de SMD de
bajo riesgo y al grupo control. Sin embargo, los niveles de sVEGF fueron similares a los
controles (Tabla 11). Se ha demostrado que la forma soluble de ENG es antagonista de
la forma unida a la membrana y por lo tanto, potencia la accién anti-angiogénica de
SFLT-1 **?2, Ademas, algunos estudios han mostrado que sFLT-1 se une y neutraliza la

21> Este hallazgo podria explicar la secrecién

accion pro-angiogénica de sVEGF
“mitigada” de sVEGF observada en pacientes con CRDM en relacién con la expresion del

gen en el mismo grupo de pacientes.

Tabla 11. Visién general de la angiogénesis en los SMD

.SMD de bajo SMD de alto
CRDM riesgo (excepto .
CRDM) riesgo

ENG L 4 Normal Normal -#
Expresion génica en las células VEGF Tt 1t Normal
mononucleares de MO HIF1 1 1t Normal
FN1 L 1t Normal
Niveles solubles en el sENG 1 Normal Normal
microambiente medular sVEGF Normal Normal Normal
(espacio extracelular) sFLT-1 Tt Normal Normal

Linea endotelial en presencia Proliferacion 1 1 1t

del microambiente medular  Capilares Reducidos Gruesos Gruesos

La angiogénesis es un proceso equilibrado entre los factores pro y anti-
angiogénicos. Nuestros hallazgos sugieren una pérdida de este equilibrio en los
pacientes con CRDM. De hecho, estos pacientes mostraron altos niveles de expresion

de factores pro-angiogénicos tales como VEGF, HIF1, y FN1 en las células
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mononucleadas de la MO. Sin embargo, este grupo de SMD presentd una baja
expresion del factor pro-angiogénico ENG. A esto hay que afiadir los altos niveles de los
factores con caracteristicas anti-angiogénicas de sENG y sFLT-1 en el microambiente
medular y la disminucidon de sVEGF respecto a la expresidn génica probablemente
debida al secuestro de esta proteina por sFLT-1. En base a estos resultados se podria
sugerir que las caracteristicas anti-angiogénicas del microambiente medular de los
pacientes con CRDM podrian explicar las redes capilares menos extensas y mas
cerradas y la formacidon de vasos mas reducida de estos pacientes observadas en

nuestros estudios funcionales (Figura 15).

Normal CRDM

Terg, SFLT- 1<®

SFLT 1

TGF-B1

sFLT 1

Microambiente medular Microambiente medular
(medio extracelular) (medio extracelular)

Célula mononucleada de MO Célula mononucleada de MO

Nucleo

ARN VEGF

Tl

Nucleo

Figura 15. Modelo que incluye las caracteristicas anti-angiogénicas del
microambiente medular observadas en los enfermos con CRDM

En cuanto al aumento de la proliferaciéon de las células endoteliales existen
evidencias contradictorias: bien es cierto, que la proliferacién de células endoteliales es

un evento clave en la angiogénesis. Sin embargo, algunos estudios han demostrado que
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las neoplasias mieloides con altos niveles de sENG se caracterizan por una alta tasa de
proliferacién celular endotelial, lo que podria explicar la proliferacién elevada, en un

posible ambiente anti-angiogénico de los pacientes con CRDM 72,

Los pacientes con CRDM constituyen una entidad que ha sido recientemente
propuesta por la clasificacién de la OMS como un trastorno especifico dentro de los
SMD 2 y nunca antes habia sido incluida como un grupo independiente en dichos

estudios %%,

En el presente trabajo se muestran marcadas diferencias en Ia
angiogénesis entre los subtipos de SMD y mds concretamente presenta un patrén
distinto de este proceso en los casos con CRDM. Estos hallazgos proporcionan nuevos
conocimientos en los mecanismos moleculares de los pacientes con CRDM que podrian
estar relacionados con la ENG. Ademas, la inhibicién de la proteasa encargada de la

liberacion de sENG al medio extracelular podria proporcionar nuevos enfoques

terapéuticos para este subtipo de SMD.

En la tercera parte de este trabajo de tesis doctoral, tratamos de identificar los
genes que estan comunmente desregulados en relacidn con el metabolismo del hierro
y mitocondrial en pacientes con ARSA, con el fin de determinar su participacién en los

acumulos de hierro caracteristicos de esta entidad.

Los pacientes con ARSA presentaron un perfil de expresidn génico particular. El
metabolismo del hierro y mitocondrial constituyé la categoria mds afectada y los genes
presentaban mayor expresion en los pacientes con ARSA que en los controles o el grupo
de CRDU, representado el 38% y el 33% del total de genes sobreexpresados,
respectivamente. GDF15 es un gen sensible a la deplecion de hierro que mostré la
mayor sobreexpresion en pacientes con ARSA. Dicha sobreexpresion podria ser una
consecuencia de la acumulacion de hierro dentro de la mitocondria y por lo tanto de la
baja concentracidn de hierro en el citoplasma. En nuestro trabajo también se observé

una mayor expresion de seis genes: ALAD, HMBS, UROS, UROD, CPOX y PPOX, que
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codifican enzimas que catalizan la biosintesis de grupo hemo, algunos de los cuales ya
habian sido descritos como sobreexpresados en las células CD34+ de los pacientes con
ARSA . Ademds es importante destacar la sobreexpresién del gen ABCB6 implicado en
el transporte de coproporfirinégeno IIl desde el citoplasma a la mitocondria (también

como parte del proceso de formacién del hemo) ***°.

Nueve genes estaban
relacionados con la homeostasis celular de iones de hierro, de los cuales TF, TFR2, TFRC,
FXN, SLC25A37 y SCL25A38 estaban sobreexpresados en pacientes con ARSA. SLC25A37
contribuye a la adquisicion de hierro mitocondrial en células de mamiferos, ya que su

217,218 Nyestros

disminucién reduce drasticamente el hierro dentro de la mitocondria
resultados sugieren por tanto, que este gen podria estar implicado en los acimulos de

hierro que presentan los pacientes con ARSA.

El gen ALAD codifica para una enzima citosélica que cataliza la condensacion de
dos moléculas de acido D-aminolevulinico (ALA) para formar porfobilindgeno (PBG) en

219. En nuestro estudio se

la segunda etapa de la ruta de biosintesis de grupo hemo
identificaron dos polimorfismos ya descritos en el exdn 6 y, curiosamente, la presencia
de uno de ellos estaba condicionada siempre por la presencia del otro, situado a 49
pares de bases del primero. Cabe destacar que la aparicidn conjunta de los dos
polimorfismos ("haplotipo polimdrfico") era mas comun en los SMD con sideroblastos
en anillo (18%) que en resto de grupos analizados (6%). La presencia de haplotipos se ha
relacionado con la desregulacion algunos genes en diferentes neoplasias
hematoldgicas, tales como la leucemia linfatica crénica y la leucemia aguda linfoblastica
220221 Basados en estos datos, la presencia de este “haplotipo polimérfico” podria estar
implicada en la sobreexpresion del gen ALAD en los pacientes con ARSA, y por tanto,

podria estar contribuyendo a la desregulacién del metabolismo del hierro vy

mitocondrial en los SMD con sideroblastos en anillo.

La técnica de secuenciacidon masiva y la posterior secuenciacién convencional del

gen ALAD permitieron ademads identificar dos cambios no descritos en dos pacientes
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con ARSA. Estos cambios se detectaron en el 4% de los casos con sideroblastos en anillo
y se situaban muy préximos entre si en el exdn 7. A pesar de que estas variaciones
fueron detectadas también en las células CD3+ de la SP de los pacientes afectados y en
dos familiares de uno de ellos, no fueron halladas en los controles o en otros SMD de
bajo riesgo analizados. Ademas, ambas variaciones daban lugar a un cambio de
aminodacido en su secuencia proteica. Por otro lado, la misma cohorte de pacientes con
ARSA fue utilizada para el analisis mutacional de SF3B1, recientemente descrito como
mutado en un alto porcentaje de SMD con sideroblastos en anillo. Curiosamente, los
dos pacientes que presentaban variaciones en ALAD se encontraban entre el 30% de los
casos con sideroblastos en anillo que no presentan mutaciones en SF3B1. Estos
resultados sugieren que estas variaciones podrian tener un posible papel en la
predisposicién a la enfermedad y podrian estar contribuyendo a la patogénesis de la

ARSA.

SLC25A38 es un gen que ha sido implicado en la patogénesis de la anemia
sideroblastica congénita debido a la presencia de mutaciones en su secuencia **. Este
gen fue incluido en nuestro estudio mutacional y fue analizado en los SMD de bajo
riesgo y en un unico caso con anemia sideroblastica congénita. Los resultados
mostraron que este caso tenia una mutacidn diferente de las mutaciones descritas
previamente para esta enfermedad **, a pesar de que se encontraba localizada en la
misma posicion que una de ellas. La enferma portaba un cambio 187R>Q en su
secuencia proteica mientras que la mutacién anteriormente descrita daba lugar al
cambio 187R>P. Curiosamente, cuando este gen fue secuenciado en un grupo de casos
con CRDU, se detectd una nueva mutacion en el exdn 4 de uno de los casos estudiados.
La mutacion daba lugar un cambio de aminoacido en su secuencia proteica (97V>A). Sin
embargo, no se encontraron mutaciones en ninguno de los casos con sideroblastos en
anillo. Todo ello sugiere que puedan ser otros los mecanismos que podrian estar dado
lugar a la sobreexpresidén de este gen en pacientes con ARSA. Ademas, estos resultados

indican que las mutaciones del gen SLC25A38 no son exclusivas de la anemia
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sideroblastica congénita y por tanto, existen otras variaciones en este gen que podrian

estar relacionadas con los SMD de bajo riesgo.

En resumen, el trabajo de investigacidon llevado a cabo durante el desarrollo de
esta tesis doctoral ha permitido identificar, gracias a un analisis global (transcriptoma-
metiloma-genoma), varias alteraciones que aportan nueva informacién acerca de la
patogénesis de los SMD de bajo riesgo y que podrian tener relevancia clinica para esta
enfermedad. En primer lugar, la integracidn de los datos procedentes de los arrays de
expresion y metilacién ha permitido describir la desregulacidon epigenética de DICERI,
IL27RA, BCL2 y ETS1. lLos estudios funcionales en los SMD de bajo riesgo han
demostrado una angiogénesis aberrante en los pacientes con CRDM que podria estar
relacionada con ENG. Finalmente, el estudio combinado de la expresion y el estado
mutacional ha permitido identificar nuevas variaciones en el gen ALAD en los pacientes
con ARSA que podria estar desempefiando un papel en la predisposiciéon a la
enfermedad. En conjunto, todos los genes descritos en esta tesis doctoral podrian estar
contribuyendo con la patogénesis de los SMD de bajo riesgo y, en un futuro podrian
considerarse como marcadores diagndsticos e incluso, en algunos casos, como posibles
dianas terapeuticas. Por consiguiente, estos resultados confirman que los SMD son una
enfermedad muy heterogénea. Ademas resaltan la utilidad de las técnicas de analisis
masivo (microarrays y secuenciacion masiva) en el estudio del cancer en general y de
los SMD en particular, al tratarse de una enfermedad heterogénea a nivel clinico y

molecular.
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1. Los enfermos con SMD de bajo riesgo presentan un perfil de expresién génico

caracteristico y diferente a los enfermos sin hemopatias malignas.

2. El anélisis del perfil de expresién génico de los enfermos con SMD de bajo

riesgo demuestra que el desarrollo celular, las modificaciones post-traduccionales y la
respuesta inmune son las funciones moleculares y celulares alteradas con mas
frecuencia en estos pacientes. Ademas, el crecimiento y la proliferacion celular son los
procesos con un mayor numero de genes diferencialmente expresados respecto al

grupo de enfermos sin hemopatias malignas.

3. Los enfermos con SMD de bajo riesgo tienen un perfil de metilacidn

caracteristico en el que la hipermetilacién de los genes es un proceso mas frecuente

gue la hipometilacién.

4. La integracién de los datos procedentes de los microarrays de expresion y de

metilacion demuestra que el 66.7% de los genes hipermetilados en los SMD de bajo
riesgo también presentan infraexpresion. Los resultados de este estudio revelan que la
infraexpresion de los genes DICER1, BCL2, ETS1 e IL27RA estd motivada por una
desregulacion epigenética. La alteracién de estos genes puede determinar cambios en
las funciones celulares en las que estan implicados el procesamiento del ARN, la

apoptosis, la regulacion génica y la respuesta inmune.

5. Los estudios funcionales en los SMD de bajo riesgo ponen de manifiesto la

existencia de una angiogénesis aberrante en la médula ésea de estos pacientes. La
activacion de este proceso es claramente diferente en los subtipos de SMD de bajo

riesgo.
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6. Los enfermos con citopenia refractaria con displasia multilineal se caracterizan

por presentar una baja expresién de ENG asociada con altos niveles de sSENG y sFLT1 en
el sobrenadante de la médula ésea asi como disminucidn de sVEGF y una formacion de
pseudocapilares deficiente, lo que podria estar produciendo un desequilibrio en los

procesos angiogénicos.

7. El perfil de expresidn génico ha permitido diferenciar el grupo de las ARSA del
conjunto de enfermos sin hemopatias malignas y de los pacientes con CRDU. Una gran
cantidad de genes sobreexpresados en las ARSA estdn implicados en el metabolismo del
hierro y mitocondrial. Este hecho podria justificar las alteraciones morfoldgicas

observadas en esta entidad.

8. El estudio combinado de la expresién y del estado mutacional ha permitido la

identificacion y caracterizacidon de nuevas alteraciones en los SMD con sideroblastos en

anillo:
o El 4% de los enfermos con sideroblastos en anillo tienen variaciones en el gen
ALAD, que podrian estar implicadas en su patogénesis y predisposicidon a la

enfermedad. En estos enfermos no se han observado mutaciones del gen SF3B1.

e La sobreexpresion del gen SLC25A37 en pacientes con sideroblastos en anillo no

es debida a variaciones en su secuencia.

e Las mutaciones en el gen SLC25A38 no son exclusivas de las ARSA congénitas

sino que también pueden producirse en enfermos con SMD adquirido
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