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Resumen

La prolactina (PRL) y el receptor de prolactina (PRLR) estan ampliamente estudiados
como posible diana terapéutica en distintos procesos tumorales debido a su papel en
la proliferacién y la diferenciacion celular. Por este motivo, este proyecto se ha
centrado en desvelar por primera vez el papel del receptor y su ligando en las
neoplasias hematolégicas, concretamente en la leucemia mieloide aguda (LMA), una
enfermedad con mal pronéstico y caracterizada por recaidas producidas por procesos
de quimiorresistencia, dejando en evidencia la necesidad de hallar nuevas estrategias
terapéuticas que erradiquen la enfermedad y eviten las recidivas. En este trabajo se
demuestra la importancia de la sefializacion mediada por el PRLR debido a la
activacion por su ligando natural en la LMA. En lo que respecta al ligando, se ha
observado que, aunque la PRL no tiene un papel relevante en el inicio de la LMA, si
que participa en el mantenimiento de ésta mediante un incremento de la proliferacion
y de la capacidad de autorrenovacion de las células. Por otro lado, el estudio de la
funcionalidad del PRLR ha revelado una implicacién tanto en el inicio como en el
mantenimiento de la LMA, permitiendo una mayor migracion celular hacia otros
tejidos y proporcionando resistencia a agentes quimioterapéuticos debido a diferentes
mecanismos de quimiorresistencia (MOC), donde destaca la entrada en senescencia
para evitar que los dafios en el ADN producidos por los farmacos eliminen las células
neoplasicas, fomentado por la activaciéon de Stat3 y Stat5 mediada por el receptor.
Ademas, su expresion incrementada en superficie podria ser utilizada como
biomarcador de facil deteccion para el diagnéstico y seguimiento de la LMA. La
inhibicion de la via de senalizacion de PRL-PRLR, sobre todo la inhibicion centrada
en el receptor per se, permite una disminucién en la capacidad proliferativa, de
autorrenovaciéon y de migracién, asi como un incremento en la sensibilidad a
quimioterapia relacionada con una salida del estado senescente de las células. Estos
datos ponen en evidencia por primera vez que la supresion de la sefializacion mediada
por PRLR dificulta el progreso de la LMA e incrementa la sensibilidad a farmacos,
revirtiendo los mecanismos de quimiorresistencia, sugiriendo que el desarrollo
preclinico de inhibidores dirigidos al receptor podria considerarse una estrategia

terapéutica muy prometedora con especificidad de células transformadas.
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Abstract

Prolactin (PRL) and prolactin receptor (PRLR) are widely studied as potential new
therapeutic targets in several cancer types due to their role in proliferation and
differentiation. For this reason, this project has focused on disclosing for the first
time the role of this receptor and its ligand in haematological malignancies,
particularly in acute myeloid leukaemia (AML). AML is characterized by a poor
outcome, bad prognosis, and frequent relapse due to chemotherapy resistance,
highlighting the urgent need for new therapeutic strategies which completely eradicate
the disease. In this project we demonstrate the importance of the PRLR signalling
due to the natural ligand activation in AML. Regarding the ligand, even though PRL
does not have any role in AML initiation, it participates in the maintenance of the
disease increasing proliferation and self-renewal capacity of the cells. On the other
hand, PRLR functionality studies reveal an implication not only in the initiation, but
also in the maintenance of AML, allowing a greater cellular migration to other tissues
and providing chemotherapy resistance due to different mechanisms of
chemoresistance (MOC). Among them the induction of senescence to prevent cell
death due to DNA damage produced by drugs, enhanced by PRLR-mediated Stat3
and Stat5 activation, stands out. Moreover, increased surface PRLR expression could
be used as an easy diagnostic and follow-up biomarker for AML. The inhibition of
PRL-PRLR signalling pathway, especially the inhibition of the receptor, decreases not
only the proliferative, self-renewal and migration capacity of leukemic cells, but also
increases the sensitivity to chemotherapy related with an exit of the senescent state of
the cells. Those results suggest for the first time that PRLR signalling suppression
attenuates AML progression and increases the sensitivity to drugs, reverting the
mechanisms of chemotherapy, suggesting that the preclinical development of
inhibitors targeting the receptor could be used as a potential malignant cell-specific

therapeutic strategy.
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Abreviaturas

ADN: 4cido desoxirribonucleico

AMPc: adenosin monofosfato ciclico

ANOVA: anilisis de la varianza

AraC: citarabina

AraCDP: citarabina difosfato

AraCMP: citarabina monofosfato

AraC R: resistente a citarabina

AraCTP: citarabina trifosfato

Arg: arginina

ARN: acido ribonucleico

ARNm: acido ribonucleico mensajero

ATM: del inglés Ataxia Talangiectasia Mutated

ATR: del inglés ATM and Rad3-related

ATRA: del inglés all-trans retinoic acid (acido holotransretinoico)
BME: 2-mercaptoetanol

BSA: albimina de suero bovino

BSP: blastos en sangre periférica

BMO: blastos en médula 6sea

C/EBPB: del inglés CCAAT/ enhancer-binding protein beta
cADN: ADN complementario

CCHMC: Cincinnati Children’s Hospital Medical Center
CDA: citidina deaminasa

CEEA: comité de ética de experimentaciéon animal

CFU: unidad formadora de colonias

CISH: el inglés gytokine inducible SH2-containing protein

COL: del inglés ce// of origin (célula de origen)

CRE: del inglés cAMP response element (elemento respuesta a AMPc)
CRISPR: del inglés clustered regularly interspaced short palindromic repeats (repeticiones
palindrémicas cortas, agrupadas y regularmente interespaciadas)
Ct: umbral de ciclo

CXCL12: quimiocina 12 con motivo C-X-C
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CXCR4: receptor de quimiocinas C-X-C tipo 4

dCK: deoxicitidina quinasa

dCMPK: deoxicitidina monofosfato quinasa

DDR: del inglés DINA damage response (respuesta al dano en el ADN)
Dil: 1,1"-Dioctadecyl-3,3,3',3"-Tetramethylindocarbocyanine
DMSO: dimetilsulfoxido

DUPD1: proteina fosfatasa dual especifica 1

EC50: concentracion media maxima eficaz

EDTA: icido etilendiaminotetraacético

EGF: factor de crecimiento epidérmico

ELISA: ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas

ELN: European Leukemia Network

ERu: receptor de estrogenos alfa

F: femenino

FAB: francesa-americana-britanica

FLT3: tirosina cinasa parecida a fms-3

FLT3L: ligando de FLLT3

FBS: del inglés fetal bovine serum (suero fetal bovino)

FSC: dispersion frontal de la luz

GALT: galactosa-1-fosfato uridiltransferasa

GAS: clementos sensibles a interferén y

GEO: del inglés gene excpression ommibus

GFP: del inglés green fluorescence protein (proteina verde fluorescente)
GH: del inglés growth hormone (hormona del crecimiento)

Gly: glicina

hENT: transportador de equilibrio de nucleésidos

HSC: del inglés hematopoietic stem cell (célula madre hematopoyética)
hPRLR: del inglés human prolactin receptor (receptor de prolactina humano)
IDIBAPS: Institut d’Investigacions Biomediques August Pi i Sunyer
IGTP: Institut d’Investigacié en Ciencies de la Salut Germans Trias i Pujol
IJC: Institut de Recerca contra la Leucemia Josep Carreras

IL-3: interleuquina 3
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IMIM: Institut Hospital del Mar d’Investigacions Mediques

IPSS-R: del inglés revised international prognostic scoring system

Jak: Janus Quinasa

LCM: leucemia de células del manto

LCP: leucemia de células plasmaticas

Lin-: linaje negativo

LILA-B: leucemia linfoblastica aguda B

LLA-T: leucemia linfoblastica aguda T

LMA: leucemia mieloide aguda

LMC: leucemia mieloide crénica

LPA: leucemia promielocitica aguda

LSC: del inglés lenkemic stem cell (célula madre leucémica)

M: masculino

MAPK: proteina quinasa mitogénica activadora

MDR: del inglés multidrug resistance phenotype (fenotipo de resistencia a multidrogas)
MFT: intensidad media de fluorescencia

MILE: Microarray Innovations in Leukemia

MULL: del inglés mixed-leukemia lineage 1 (leucemia mixta de linaje 1)

MM: mieloma multiple

MM: MonoMac-1

MNC: célula mononucleada

MO: médula 6sea

MOGC: del inglés mechanisms of chemoresistance (mecanismos de quimiorresistencia)
mPRL: del inglés mouse prolactin (prolactina de raton)

MRP4: del inglés multidrug resistance protein 4 (proteina de resistencia a multidrogas 4)
NaCl: suero fisiolégico

N/D: sin datos

NDK: quinasa nucledsida difosfato

NF«f: factor nuclear kappa beta

NIH: del inglés National Institute of Health (Instituto Nacional de la Salud)
NPM1: nucleofosmina 1

ns: no significativo

15



NT: no transducido

NT5E: 5-nucleotidasa

OIS: del inglés oncogenic-induced senescence (senescencia inducida oncogénicamente)
OMS: organizaciéon mundial de la salud

PAF: factor activador de plaquetas

PBS: tampon fosfato salino

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PI3K: fosfoinositol 3-quinasa

PIAS: proteinas inhibidoras de Stats activos

PIP2: fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato

PIP3: fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato

PN-I: pirimidina nucleosidasa I

PRL: prolactina

PRLR: receptor de prolactina

PTEN: fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato 3-fosfatasa

QR: quimiorresistencia

R/R: recaida y refractariedad

RMA: del inglés Robust Multichip Average

ROS: especies reactivas del oxigeno

RT-PCR: PCR semicuantitativa en tiempo real

RXRa: receptor de acido transretinoico

SA-B-gal: beta galactosidasa

SAHF: del inglés senescence-associated — heterochromatin ~ foci  (condensaciones de
heterocromatina asociadas a la senescencia)

SASP: del inglés senescence-associated secretory phenotype (fenotipo secretor asociado a la
senescencia)

SCF: factor de células madre

SEM: error estandar de la media

sgRNA: del inglés single-stranded gnided RN.A (ARN monocatenario gufa)
shRNA: del inglés short hairpin RINA

SMD: sindromes mielodisplasicos

SMI: del inglés small mocecule inhibitor (molécula pequefa inhibitoria)
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SOCS: proteinas supresoras de la sefializacién de citoquinas

SP: sangre periférica

SRE: del inglés serum: response element (elemento respuesta a suero)
SSC: dispersion lateral de la luz

TGF: factor de crecimiento transformante beta

TPO: trombopoyetina

TRH: hormona liberadora de tirotropina

UB: Universidad de Barcelona

VDR: receptor de vitamina D3

VIP: péptido inhibidor vasoactivo
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1.1. Neoplasias hematolégicas

Las neoplasias hematolégicas forman un grupo de enfermedades oncolégicas que
afectan a la sangre, a la médula 6sea y al sistema linfatico y, debido a la conexién que
tienen estos 6rganos gracias al sistema inmune y al sistema circulatorio, si uno de ellos
se ve afectado, afectara a los otros dos. A diferencia de los tumores sélidos, las
neoplasias hematoldgicas no presentan mutaciones prevalentes y en la gran mayoria
se observa un cariotipo normal, lo que las separa a nivel de diagnéstico, tratamiento
y estudio de los demas tipos de cancer. Este grupo de enfermedades incluyen
leucemias, linfomas, enfermedades mieloproliferativas, mielodisplasias y mielomas
(Arber et al., 2016; Eisfeld et al., 2017). Debido al interés que presenta para este
trabajo, los siguientes apartados se centraran, basicamente, en leucemia mieloide
aguda (LMA) que, dentro de las leucemias de linaje mieloide, es la mas comun, con
una incidencia de 4,3 casos por cada 100.000 que se incrementan hasta 17,9 por cada

100.000 en adultos mayores de 65 anos (Estey & Dohner, 2000).

1.1.1. Leucemia mieloide aguda

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una neoplasia hematoldgica caracterizada por
la acumulacién de progenitores mieloides, los blastos, que presentan un bloqueo en
la diferenciacion y tienen una respuesta muy reducida a estimulos proliferativos (Dick
& Bonnet, 1997; Estey & Dohner, 2006; Thomas & Majeti, 2017). El bloqueo en la
diferenciacién produce una insuficiencia de células sanguineas normales (globulos
rojos, plaquetas y granulocitos, entre otros) que contribuyen a la morbilidad de la
enfermedad (Thomas & Majeti, 2017). Segtn el Instituto Nacional de la Salud de los
Estados Unidos (NIH) un 0,5% de la poblacién mundial sera diagnosticada con LMA
en algin momento de su vida y sélo el 28,7% sobreviviran mas de cinco afios. El
riesgo de padecer LMA incrementa a partir de los 40 afios de edad, siendo la edad

media de diagnostico los 68 afios y la de mortalidad, los 73 afios (Déhner et al., 2017).

Existen diferentes alteraciones citogenéticas asociadas a la aparicion de LMA que
pueden estar relacionadas con la edad, como son las deleciones -5/-7, o ser
independientes a ésta, como las translocaciones t(15;17) y t(8;21). Aunque estas
alteraciones tengan un papel importante, la mayoria de pacientes de LMA presentan
un cariotipo normal y s6lo se observan alteraciones genéticas en diferentes proteinas
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como FLT3, NPM1, CEBPA, MLL, RAS, BAALC o EVII, entre otras (Eisfeld et al.,
2017). Cabe destacar la mutacién en la nucleofosmina 1 (NPM1) ya que es la mas

comun, presentandose en el 48-64% de los casos de LMA con cariotipo normal (Estey

& Ddéhner, 2000).

Dado que una caracteristica fundamental de la LMA es la presencia anormal de blastos
alterados en médula 6sea y sangre, no es sorprendente que el diagnoéstico de la
neoplasia se base en la cuantificacién de estas células, confirmandose la apariciéon de
la enfermedad cuando los blastos superan el 20-30% de la poblacién celular total de

médula 6sea y considerando el estado de remisién cuando el contaje desciende al 5%

(Dé6hner et al., 2015; Estey & Ddéhner, 2000).

La ausencia de un tumor sélido que caracterizar y la gran heterogeneidad que presenta
la LMA ha hecho imperiosa la necesidad de clasificar la neoplasia para poder generar
prondsticos y aplicar tratamientos mas efectivos a los pacientes. Destacan dos
clasificaciones: la clasificacion Francesa-Americana-Britanica (FAB), basada en la
morfologia de las células (Bennett et al.,, 1976) y la clasificacion mas reciente de la
OMS (Organizacion Mundial de la Salud), basada en criterios citogenéticos y
moleculares (Arber et al., 20106). La clasificacion FAB fue publicada por primera vez
a finales de los afios 70 y clasifica la LMA en funcién del nivel de maduracion de los
blastos leucémicos. Podemos diferenciar hasta 8 tipos de leucemia clasificados de MO
a M7. Las LMAs MO, M1, M2 y M3 presentan células preferentemente con
diferenciacién granulocitica; la M4 presenta diferenciacion granulocitica y monocitica;
la M5 presenta diferenciacién monocitica; y, finalmente, la M6 y M7 presentan
diferenciacion eritroblastica (Bennett et al., 1976). En este punto es interesante
mencionar que la leucemia promielocitica aguda (LPA), considerada una LMA tipo
M3 segun la clasificacion FAB, no se considerara en este trabajo debido a las
caracteristicas propias y al tratamiento especifico que conlleva su diagnostico. Aunque
la morfologia de las células sigue siendo fundamental para el diagnéstico de la LMA,
ésta no tiene ninguna relaciéon con el pronostico de la enfermedad, haciendo que la
clasificacion FAB sélo tenga importancia en investigacion, permitiendo comparar
resultados anteriores a los actuales (Arber et al., 2016; Bennett et al., 1976). La

clasificacion mas reciente de la OMS se publico el 2016 y, principalmente, es una
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revision de las clasificaciones anteriores, sin modificar los grupos e incorporando
nuevos datos clinicos, morfolégicos, inmunofenotipicos, citogenéticos y moleculares
que han surgido desde la ultima revision del 2008. Debido a su relaciéon con el

prondstico, esta clasificacion es la utilizada actualmente (Arber et al., 2016).

1.1.2. Sindromes mielodisplasicos

Los sindromes mielodisplasicos (SMD) engloban un conjunto de patologias
caracterizadas por hematopoyesis fallidas que llevan a citopenias, displasias
morfologicas de uno o mas linajes hematopoyéticos, presencia de sideroblastos en
anillo, exceso de blastos y anomalias genéticas (Arber et al., 2016; Jaiswal & Ebert,
2014), generalmente producidas por splicing de ARN (Papaemmanuil et al., 2013).
Ademais, en la mayorfa de casos la enfermedad progresa hacia una LMA afectando
mayoritariamente a individuos de edad avanzada (Arber et al., 2016; Jaiswal & Ebert,

2014; Palacios-berraquero & Alfonso-pi, 2021).

La gran heterogeneidad observada entre pacientes y la gran complejidad de los SMD
hacen que la clasificacion sea dificil y esté basada, principalmente, en el grado de
displasia y en el porcentaje de blastos, asi como la presencia de delecién en 5q (Arber
et al., 2016; Palacios-berraquero & Alfonso-pi, 2021). Esta heterogeneidad también
afecta al tratamiento de los pacientes, ya que muchos no requieren tratamientos o sélo
tratamiento de soporte, mientras que en otros casos se utilizan agentes hipometilantes

y, €N casos mas severos, tratamientos similares a los empleados en la LMA (Arber et

al., 2016).

1.1.3. Células madre leucémicas

1.1.3.1. Identificacion de las células madre leucémicas
Como se ha comentado anteriormente, la proliferaciéon de los blastos leucémicos es
muy limitada, lo que sugiere que existe otra poblacién capaz de mantener el poo/ de

células leucémicas.

En condiciones normales, la hematopoyesis humana esta estrictamente regulada y se
basa en una jerarquia dénde las células madre hematopoyéticas (HSC, del inglés
Hematopoietic ~ Stem  Cell), unas células indiferenciadas y con capacidad de

autorrenovacion, son capaces de generar células progenitoras que se multiplicaran y
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diferenciaran en los distintos linajes celulares sanguineos (Chopra & Bohlander, 2019)
(Figura 1). En la década de los 90, Dick y Bonnet, y mas adelante Lapidot,
demostraron que existia una pequefa poblacién de células con un fenotipo y unas
propiedades similares a las HSC; las llamaron células madre leucémicas (LSC, del
inglés Lenkenic Stem Cell) por analogia con las HSC (Dick, 1996; Dick & Bonnet, 1997;
Lapidot et al., 1994). Dentro de la poblaciéon de células leucémicas, la poblacion
CD34+CD38- era capaz de generar leucemia en ratones SCID/NOD, corroborando
la existencia de una célula madre leucémica capaz de generar toda la poblaciéon de
blastos leucémicos (Lapidot et al., 1994). Esta teorfa nos sugiere que la LMA esta
organizada como una jerarquia de células muy similar a un sistema hematopoyético
normal (Dick, 1996; Dick & Bonnet, 1997; Lapidot et al., 1994) (Figura 1). Aunque
esté establecido el fenotipo de las LSC como CD34*CD38- independientemente del
subtipo de la LMA (Dick & Bonnet, 1997), esta clasificacion tiene ciertas limitaciones
(Dick, 2008). Los marcadores de superficie son antigenos cuya expresion puede verse
modificada debido a procesos de diferenciacion, mecanismos alterados en cancer. Por
lo tanto, hay que ser especialmente cuidadosos a la hora de escoger los marcadores de
las LSC (Dick, 2008). La mejor manera de definir una LSC reside en criterios
funcionales: la propiedad clave de las células madre es la capacidad de diferenciarse
en combinacion con la capacidad de autorrenovacion (Dick, 2008). Se ha observado
que las Jong-termm HSC con elevada capacidad autorrenovativa generan las short-term
HSC, con una capacidad autorrenovativa inferior (Guenechea et al., 2001; Jordan &
Lemischka, 1990). Otros estudios relacionados determinaron que las LSC también
presentan diferencias en la capacidad autorrenovativa, igual que la comentada respeto
a las HSC. Aun asi, una clara diferencia entre las HSC y las LSC es que las segundas
tienen una capacidad regenerativa mayor una vez son inyectadas en un receptor (Dick

& Bonnet, 1997; Jordan & Lemischka, 1990).
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Figura 1. Modelo jerarquico de la hematopoyesis normal y la hematopoyesis en el
contexto leucémico.

1.1.3.2. Célula de origen

Aunque la teorfa de Dick y Bonnet mencionada anteriormente ha servido como
esquema basico de la organizacion jerarquica de la LMA, datos experimentales
posteriores sugieren que la transformacién leucémica ocurre en un progenitor mas
maduro y no en las HSC (Chopra & Bohlander, 2019). La célula de origen de la LMA
(COL, del inglés Cell of Origin of Leukemia) es una célula que ha sufrido diferentes
cambios y transformaciones, modificindola y convirtiéndola en una LSC. Existen dos
teorfas que podrian explicar esta transformacion: la primera afecta a las HSC, que
podrian aumentar su potencial proliferativo (Dick & Bonnet, 1997), mientras que la
segunda teoria sostiene que un progenitor ya predestinado a un linaje determinado
adquirirfa capacidad de autorrenovacion (Chopra & Bohlander, 2019; Dick, 2008).
Estudios mas recientes demuestran que las LSC tienen enriquecidos los programas de
célula madre, pero no los progenitores o embriolégicos, sugiriendo que la COL puede
provenir de una HSC transformada o que el proceso leucemogénico proporciona a

los progenitores componentes de programas de células madre neonatales (Eppert et

al,, 2011).

1.1.3.3. Heterogeneidad tumoral
La gran heterogeneidad observada en la LMA la encontramos en el fenotipo de los

blastos leucémicos no sélo a nivel morfolégico, sino también a nivel funcional,
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abarcando diferencias en la proliferacion o, incluso, en el inicio del tumor (Dick,
2008). Podemos diferenciar dos tipos de heterogeneidad: la intrapaciente y la
interpaciente. La heterogeneidad intrapaciente esta definida en la clasificacion FAB
de la LMA mencionada anteriormente, donde encontramos los subtipos de la
enfermedad con blastos mas o menos diferenciados (Bennett et al., 19706; Dick, 1996).
Por otro lado, la heterogeneidad interpaciente la podemos explicar mediante dos
modelos excluyentes entre si y vigentes actualmente: el modelo estocastico y el

modelo jerarquico (Dick, 2008).

El modelo estocastico defiende que, inicialmente, un tumor es biolégicamente
homogéneo, pero toda célula progenitora puede verse afectada por factores
intrinsecos y extrinsecos que la guiaran por dos caminos completamente distintos: la
autorrenovacion y la diferenciacion. Si la célula se autorrenueva, se obtendran dos
células con las mismas caracteristicas que la célula inicial; en cambio, si la célula se
diferencia perdera las caracteristicas de célula madre, pero conservara la capacidad de
proliferacién, de manera que podra generar células idénticas y totalmente
diferenciadas. Estos dos procesos ocurren de manera aleatoria o estocastica (Ogawa,
1993; Till et al., 1964). Varios autores han evidenciado que las HSC se encuentran en
estado quiescente o en fase Gy del ciclo celular, indicando que la autorrenovacion esta
asociada a una salida del estado de latencia, mientras que la diferenciacién se
caracteriza por una continua réplica de las células (Lajtha, 1979; Ogawa, 1993). Si
tenemos en cuenta este modelo, no tenemos cabida para las LSC, ya que todas las
células tumorales serfan funcionalmente equivalentes, pero si que observariamos la
presencia de LSC funcionales (Dick, 2008; Dick & Bonnet, 1997, Wang & Dick,
2005).

Por otro lado, el modelo jerarquico defiende la existencia de una poblaciéon de
células con caracteristicas de célula madre y capacidad de autorrenovacion,
responsables de generar una poblaciéon tumoral funcionalmente heterogénea. Esta
pequenia poblacién son las LSC (Dick, 2008). Teniendo en cuenta este modelo, la
organizaciéon de la LMA es entendida como una caricatura de la jerarquia de la

hematopoyesis en condiciones normales, donde en la parte mas alta tenemos una
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célula madre indiferenciada y con capacidad de autorrenovacion capaz de generar toda

la poblacién de blastos leucémicos (Dick, 2008; Dick & Bonnet, 1997).

La principal diferencia entre las LSC funcionales y las LSC reside en que las primeras
pueden aparecer de manera espontinea y todas las células del tumor pueden
comportarse como tal. En cambio, en el modelo jerarquico, sélo una pequefia

poblacién son LSC (Dick, 2008).

Las LSC son células con mucha plasticidad y una elevada adaptabilidad, siendo
capaces de generar un sistema, aunque si jerarquico, mucho mas dinamico que el
descrito en la hematopoyesis (Greaves, 2016) y en el modelo jerarquico (Dick, 2008).
Esto nos lleva a un tercer modelo para explicar la heterogeneidad intrapaciente: el
modelo de la evolucidn clonal, que defiende la existencia de una jerarquia funcional.
Ya en la década de los afios 70, Nowell propuso que las trayectorias evolutivas que
siguen las células de las neoplasias hematoldgicas eran muy complejas y ramificadas
(Nowell, 1976), conclusiones confirmadas por varios autores mas recientemente
(Anderson et al., 2011) y que van en paralelo con la teoria evolutiva de Chatles Darwin
y su Arbol de las Especies (Greaves, 2016; Greaves & Maley, 2012; Merlo et al., 2006).
Las LSC pueden sufrir mutaciones o cambios epigenéticos que ayudan a la adquisicion
de fenotipos que favorecen la expansion de células con capacidad de autorrenovacion,
asf como la migracion e invasion de tejidos, siempre y cuando no pierdan la capacidad
de autorrenovacion y caracteristicas de célula madre. Estas modificaciones permiten
la generaciéon de una subpoblacion de blastos que estaran mas adaptados a la

supervivencia a tratamientos y a las condiciones del ecosistema tisular en el que se

encuentran (Greaves & Maley, 2012; Metlo et al., 2006; Reya et al., 2008).

Actualmente, la unica manera para determinar qué modelo es el correcto seria poder
aislar las diferentes células presentes en el tumor y analizar sus caracteristicas
individualmente. Aun asi, como se ha comentado en el apartado anterior, aislar las
LSC de la poblaciéon de células leucémicas es complicado y aun no se conocen los

marcadores totalmente especificos para ello (Dick, 2008).
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1.1.4. Entorno tisular

La interaccion con el entorno celular es importante tanto en condiciones normales
como en neoplasias. En el caso de la LMA este entorno se conoce como estroma
medular y, aunque no tiene una funcién clara, juega un papel crucial en la regulacion
de las HSC y LSC (Raaijmakers et al., 2010), asi como en la evolucion hacia la mejora
en la supervivencia y la resistencia a firmacos, proporcionando una ventaja evolutiva
(Greaves & Maley, 2012; Lathia et al., 2011). Por otro lado, la proliferaciéon de las
células leucémicas en la médula 6sea también es responsable de producir cambios en
el microambiente estromal, generando nichos mas aptos para el crecimiento de las
células CD34*, permitiendo la alteracion de la respuesta antitumoral del sistema
inmune (Colmone et al., 2008). Esta ventaja evolutiva hacia las células leucémicas
declina la balanza hacia este tipo celular, haciendo que el nimero de HSC se vea

disminuido progresivamente (Colmone et al., 2008; Gilbert & Hemann, 2010).

Los tratamientos quimioterapéuticos pueden alterar el ecosistema formado por los
tejidos, generando nuevas presiones selectivas y nuevas oportunidades para el
surgimiento de variantes celulares tumorales capaces de sobrevivir a la terapia que,
conjuntamente con la protecciéon que suponen los nichos especializados, protegen a

las células del tratamiento (Gilbert & Hemann, 2010).

1.1.5. Tratamientos

Desde la década de los 70, la terapia combinatoria ya se consideré una opcién para
tratar a los pacientes de LMA (Rodriguez et al., 1973) y, poco después, se opto por el
“régimen 7+3” (Yates et al., 1973), basado en 7 dias de tratamiento con citarabina y
3 dias con antraciclinas (daunorubicina o idarubicina) (D6hner et al., 2017; Yates et
al., 1973). Casi 50 afios después, el régimen 7+3 sigue siendo el utilizado en clinica,

pero acompanado de trasplante de progenitores hematopoyéticos (Estey & Dohner,

2006; Thomas & Majeti, 2017).

Una vez diagnosticada la LMA, se procede a un tratamiento en dos fases. La primera
fase consiste en el régimen 7+3 y se aplica siempre que el paciente sea elegible para
este tipo de tratamiento. Pretende conseguir una remisién total, definida como una

presencia de blastos leucémicos inferior a un 5% en médula 6sea (Estey & Déhner,
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20006). Actualmente, es la tnica respuesta que lleva a la cura del paciente y a un
incremento de la supervivencia (DShner et al., 2015; Estey & Doéhner, 2006). La
segunda fase pretende alargar la remision completa del paciente y es esencial, dado
que las recaidas son frecuentes, aunque pasados tres anos desde la remision, la
probabilidad de recaida disminuye hasta un 10% (Dohner et al., 2015; Estey &
Dohner, 20006). Este tratamiento consiste en dosis de citarabina de manera intensiva
seguido, siempre que sea posible, de trasplante autélogo o alogénico de progenitores

hematopoyéticos (Dohner et al., 2015).

En pacientes menores de 60 afios, las ratios de remisién rondan el 20-75%, mientras
que en pacientes mayores s6lo son del 10%. Esta bajada en la recuperacion se asocia
a la dificultad de sobrevivir al tratamiento y a la relacién existente entre la edad y la
aparicion de anomalfas citogenéticas que agravan las condiciones de la LMA (Estey &
Déhner, 2006; Thomas & Majeti, 2017). Estos tratamientos disminuyen
eficientemente la poblacién de blastos leucémicos a corto plazo, lo que supone una
mejorfa en el curso de la enfermedad, pero los resultados a largo plazo no han
mejorado en las ultimas décadas. La supervivencia de los pacientes menores de 60
afos durante 5 afios ronda el 35-40% vy la media de supervivencia es,

aproximadamente, de un afio (Thomas & Majeti, 2017).

La importancia de las LSC a nivel clinico no sélo reside en ellas como iniciadoras de
la LMA, sino en sus caracteristicas de célula madre y su heterogeneidad entre
pacientes, entre otras. Recientemente se ha observado que un incremento en el perfil
génico de las LSC, asi como un incremento en nimero de células CD34*CD38- en el
momento de diagnostico, nos puede dar informacién sobre la supervivencia y la
respuesta a tratamientos que tendra cada sujeto (Eppert et al.,, 2011; Shlush et al,,
2017). Estas caracteristicas, junto con la idea del sistema jerarquico de la LMA donde
las LSC estan en la parte mas alta, nos llevan al estudio de las LSC como una diana
terapéutica efectiva para erradicar completamente la LMA y evitar las recaidas
(Copelan, 2006; Dick & Bonnet, 1997; Greaves & Maley, 2012). En este punto es
donde surge la complejidad de la enfermedad, ya que las LSC tienen caracteristicas de
célula madre donde destacan la autorrenovacién, comentada anteriormente, una

quiescencia relativa, resistencia a la apoptosis y la posesion de bombas de eflujo que
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eliminan las sustancias que entran al citoplasma de la célula, generando resistencia a
farmacos (Copelan, 2006; Lajtha, 1979; Ogawa, 1993). Ademas, el estroma medular
confiere un entorno que favorece el crecimiento de las LSC y las protege de los

agentes externos (Colmone et al., 2008).

1.1.5.1. Nuevas estrategias terapéuticas

La vision de las LSC como una diana efectiva para erradicar la LMA y otras neoplasias
hematoldgicas (Copelan, 2006; Dick & Bonnet, 1997; Greaves & Maley, 2012) ha
llevado al estudio de diferentes estrategias centradas en estas células. Caracterizar las
LSC y saber en qué se diferencian de las HSC es un paso clave para entender la
patologia y descubrir nuevos tratamientos contra la LMA, pero presenta muchas
dificultades. Aunque el concepto de célula madre se estableci6 hace décadas, el estudio
de las HSC y su comparacién con las LSC se ha visto dificultado por la falta de
marcadores especificos y fiables que nos ayuden a identificarlas y aislarlas de la
poblacién leucémica total (Dick, 1996, 2008; Dick & Bonnet, 1997; Lapidot et al.,
1994; Ogawa, 1993). Aun asi, sigue habiendo un elevado interés en el estudio de las
LSC y su comparativa con las HSC, debido a la firma génica similar, aunque

ligeramente distinta (Eppert et al., 2011; Shlush et al., 2017).

Aunque las terapias no han cambiado en las tltimas décadas, el estudio de nuevas
estrategias esta en alza. A continuacion, se describen algunos de los métodos mas
usados para el desarrollo de nuevos farmacos y el descubrimiento de nuevas opciones

terapéuticas.

a) Cribado de alto rendimiento

Las diferencias en la firma génica de las LSC y las HSC, as{ como entre las LSC en las
recaidas y al momento de diagnéstico (Eppert et al., 2011) nos pueden ayudar a
encontrar la ventana terapéutica entre las HSC y LSC, permitiendo un tratamiento
dirigido exclusivamente contra las células leucémicas. El desarrollo de cribados de alto
rendimiento ha ayudado enormemente a la identificacion de estas moléculas o
elementos y nos permiten iniciar el desarrollo de posibles inhibidores, como es el caso
de los antihistaminicos (Cornet-Masana et al., 2019; Laverdicre et al., 2018). Aun asi,

es necesaria mucha mas investigacion, ya que la resistencia a farmacos derivada de las
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bombas de eflujo que contienen las LSC junto con la complejidad a la hora de
identificar y aislar las LSC, dificultan el estudio de estas células (Dick, 2008; Greaves
& Maley, 2012).

b) Combinaciéon de farmacos

Con la premisa del régimen 7+3 (Yates et al.,, 1973) y viendo la efectividad del
cotratamiento, se formul6 el liposoma CPX-351, con un ratio 5:1 de citarabina y
daunorubicina. La encapsulacion permite una mayor vida del farmaco y disponibilidad
para las células, incrementando el efecto antileucémico, aunque los efectos

secundarios son los mismos que con el tratamiento libre (Feldman et al., 2011).

El problema que suponen las bombas de eflujo de las LSC y que confieren resistencia
a farmacos se ha intentado solventar con la combinacién de farmacos citotoxicos y
no citotoxicos. Aun asi, la plasticidad y adaptabilidad las LSC hace el estudio de nuevas
terapias complejo y con resultados poco satisfactorios (Estey & Dohner, 20006;

Greaves & Maley, 2012).

c) Microambiente como diana terapéutica

Como se ha comentado anteriormente, la interaccién con el microambiente y los
cambios de éste asociados al tratamiento son cruciales para la supervivencia y
capacidad proliferativa de las células tumorales. Se han realizado estudios centrados
en atacar directamente éste microambiente o bien impedir la interaccion de éste con

las células que lo rodean, ya sean LSC o blastos leucémicos (Pienta et al., 2008).

d) Cancer como una enfermedad crénica

Llevar la enfermedad, no sélo las leucemias, sino cualquier neoplasia, al ambito
crénico es una terapia establecida y utilizada actualmente en clinica. Mientras que las
drogas citotoxicas favorecen presiones que seleccionan las células resistentes a los
tratamientos, las terapias citoestaticas retrasan la progresion y la mortalidad de los
pacientes en mayor medida que los tratamientos mas agresivos. El conjunto de células
tumorales ve suprimida su actividad proliferativa, disminuyendo asi la apariciéon de
nuevas mutaciones, y, ademas, consumen nutrientes que, en otras condiciones, serfan
unicamente para las células resistentes que sobreviviesen al tratamiento citotoxico

(Greaves & Maley, 2012). Se ha observado que el mantenimiento de un tumor ovarico
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sin modificaciones en ratones alarga la vida del animal indefinidamente (Duan et al.,

2017).

e) Diferenciacién para eliminar las LSC

Se ha observado que las LSC y los blastos leucémicos tienen un bloqueo en los
procesos de diferenciacion. Este bloqueo mantiene las caracteristicas de célula madre
de las LSC que, basicamente, son las que impiden que muchos tratamientos lleguen a
ellas debido a las bombas de eflujo, entre otras. Derivar el bloqueo de la diferenciacién
y dirigir las células a un linaje hematopoyético alternativo podria ser una terapia eficaz
para erradicar completamente la poblacion de células leucémicas. La induccién de una
diferenciacién terminal de las LSC eliminaria el conjunto de estas células, dejando
unicamente los blastos leucémicos que, dada su baja actividad proliferativa y su vida
finita, podrian ser erradicados con tratamientos citotéxicos convencionales (Sachlos

et al., 2012).

f) Inhibidores de vias de sefializacion

Una vez mas, las similitudes entre las LSC y las HSC hace que compartan vias de
sefializacion con ligeras diferencias. Esto ha llevado al estudio de moduladores de
estas vias de sefializacion y, aunque han mejorado las tasas de remision (Burnett et al.,
2011; Jin et al., 20006), el éxito se ha visto disminuido debido a los efectos secundarios

que conlleva la extrema similitud entre las vias de sefalizaciéon de la hematopoyesis

sana (HSC) y leucémica (LSC) (Takebe et al., 2011).

Paralelamente, para contrarrestar la problematica asociada a la extrema similitud entre
las LSC y las HSC, se han aprobado diversos farmacos que defienden la premisa del
tratamiento personalizado. Aunque se necesitan mas estudios para verificar sus
efectos, es interesante mencionar que los estudios preliminares indican que las nuevas
estrategias terapéuticas centradas en mecanismos de accion pueden ser muy efectivas
con un efecto antileucémico elevado y una toxicidad muy reducida, disminuyendo los

efectos secundarios (Risuefio et al., 2021).

1.1.6. Quimiorresistencia
Aunque los tratamientos para combatir la LMA se establecieron hace décadas, las

recaidas siguen siendo uno de los retos mas complicados a afrontar actualmente
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(Figura 2). Los datos de remision son satisfactorios, pero muchos pacientes tienen
recaidas provocadas, principalmente, por la resistencia adquirida de las células
leucémicas a los tratamientos (Ferrara et al., 2019; Qian et al., 2020). Se ha observado
que el 80% de los pacientes mayores de 65 anos mueren en el lapso de un afio desde
el diagnostico debido a fenémenos de quimiorresistencia (Shallis et al., 2019). Uno de
los intentos para mejorar el tratamiento y evitar la resistencia se basa en la propuesta
de una nueva clasificaciéon de la LMA independiente de la Clasificacion FAB vy la
propuesta por la OMS y que depende de la sensibilidad a tratamientos antileucémicos
en el momento del diagnéstico. Agrupa a los pacientes en tres grupos: quimiosensibles
a diagnostico, quimiorresistentes a diagnostico y quiorresistentes de adquisicion por

evolucion clonal (Short et al., 2020; Short & Ravandi, 20106).

Autorrenovacion
Recaidas

Célula madre Progenitor

leucémica leucémico Erradicacion

de la LMA

Blastos leucémicos

Figura 2. Modelo de adquisicién de quimiorresistencia asociado a las recaidas.

Las recaidas y la refractariedad (R/R), entendidas como la reaparicién de la
enfermedad (Vosberg & Greif, 2019) y la ausencia de remision completa después de
dos ciclos de quimioterapia (Bose et al., 2017; Schmid et al., 20006), respectivamente,
son el mayor problema que provoca la ausencia de respuesta a los tratamientos de
LMA. Las R/R pueden existit antes de la exposicién a quimioterapia o bien se pueden
desarrollar o incrementar durante el tratamiento (Marin et al., 2016). Se ha observado

que el 60% de los pacientes de riesgo favorable y el 85% de riesgo adverso desarrollan

R/R y sélo el 10-20% sobreviven mas de 5 afios (Fajardo-Ordufa et al., 2021).

Aunque los mecanismos de resistencia a farmacos también son heterogéneos entre
pacientes, tienen algunas similitudes recogidas en el fenotipo de resistencia a
multidrogas (MDR, del inglés Multidrug Resistant Phenotype). Se caracteriza por ser un
fenémeno multifactorial que genera resistencia generalizada a distintos tratamientos y
se explica por un conjunto de mecanismos de quimiorresistencia (MOC, del inglés

Mechanisms Of Chemoresistance) que llevan a la disminucién de la eficacia de los
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tratamientos anticancer (Fajardo-Ordufia et al., 2021; Marin et al., 2016). Los MOC
tienen tres caracteristicas clave: en primer lugar, la reduccién de la cantidad de farmaco
dentro de la célula debido a disfunciones en mecanismos de absorciéon y al incremento
de bombas de eflujo; en segundo lugar, la disminucién de los activadores de farmacos
y el incremento de los inactivadores; y, por ultimo, la reduccion de la efectividad del
farmaco debido a cambios en la diana terapéutica, al incremento de la capacidad de
reparacion de los dafos en el ADN, a la disminucién de los mecanismos
proapoptoticos y al incremento de los antiapoptoticos, al incremento de la respuesta

al estrés y a los cambios en el microambiente (Fajardo-Orduifia et al., 2021; Zhang et

al., 2019).

La clave para incrementar la supervivencia reside en entender los mecanismos de
quimiorresistencia, sobre todo asociados a citarabina, ya que es el firmaco mas usado
en clinica. Para hacerlo, es imprescindible conocer los MOC del paciente en cada

momento de la historia clinica para poder desarrollar estrategias efectivas (Fajardo-

Ordufia et al., 2021).

1.1.6.1. Activacion de la citarabina

En condiciones normales, la citarabina entra por diferentes vias a la célula: por
difusién pasiva (Cros et al., 2004) y mediante transportadores de membrana,
conocidos como transportadores de equilibrio de nucleésidos (hENT, del inglés
human Egquilibrative Nucleoside Transporter) (Negoro et al., 2011). Una vez dentro de la
célula, la citarabina tiene que ser fosforilada un total de tres veces por diferentes
elementos. Primero, la deoxicitidina quinasa (dCK) da lugar a la citarabina
monofosfato (AraCMP), seguidamente, la deoxicitidina monofosfato quinasa
(dCMPK) da lugar a la citarabina difosfato (AraCDP) y, por ultimo, el nucledsido
difosfato quinasa (NDPK) da lugar a la citarabina trifosfato (AraCTP), la forma activa.
Essta dltima puede entrar al nicleo celular y unirse al ADN durante la Fase S del ciclo
celular, provocando la apoptosis de la célula (Fajardo-Orduna et al., 2021) (Figura
3). Se ha observado que la AraCTP es un indicativo de la citotoxicidad ejercida por la
droga a nivel celular y, por lo tanto, esta directamente relacionada con la respuesta al
farmaco (Cros et al., 2004; Negoro et al., 2011). Ademas, una disminucién en la

cantidad de AraCTP se relaciona con resistencia al farmaco debido a poca actividad
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de los transportadores de la familia hENT, bajos niveles de enzimas activadoras
(sobre todo dCK) y altos niveles de enzimas inactivadoras (CDA, citidina deaminasa,
y NT5E, 5-nucleotidasa, entre otras), mientras que observamos mayores
acumulaciones de AraCTP en células sensibles que en resistentes (Fajardo-Ordufia et

al., 2021).
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Figura 3. Esquema general de la internalizacion y activacion de la citarabina.

El desarrollo de farmacos enfocados a evitar y solventar el problema de la
quimiorresistencia se basa en la combinaciéon de varias moléculas que promuevan la
apoptosis de las células leucémicas de tres maneras distintas: incrementando el efecto
apoptotico que se ha visto disminuido por la citarabina, inhibiendo las vias de
sefializacién relacionadas con la quimiorresistencia e inhibiendo el fenotipo

quimiorresistente (Fajardo-Ordufa et al., 2021).
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1.2. Prolactina

La prolactina (PRL) es una hormona polipeptidica que, originalmente, recibié su
nombre debido a la habilidad de promover la lactancia en respuesta al estimulo de la
succioén producida por las crias de mamiferos (Riddle et al., 1933). Actualmente, la
PRL se considera una hormona multifuncional con un rango de acciones muy amplio,
sintetizada y secretada por mdltiples o6rganos y tejidos (Freeman et al, 2000;

Gregerson, 2006; Marano & Ben-Jonathan, 2014).

1.2.1. Sintesis y secrecion
La sintesis y liberacion de PRL esta mediada por la hormona liberadora de tirotropina

(TRH) y el péptido inhibidor vasoactivo (VIP), mientras que su liberacion esta
inhibida por la dopamina (Neidhart, 1997).

Anteriormente, se crefa que la PRL sélo podia ser sintetizada por las células
lactotropas de la glandula pituitaria anterior (Riddle et al., 1933), pero posteriormente
se ha descrito su sintesis y secrecion en diferentes tejidos y 6rganos, refiriéndose a ella
como PRL extrapituitaria y presentando la misma estructura y capacidad de union a
su receptor (Bern & Nicoll, 1968; Marano & Ben-Jonathan, 2014). Entre los 6rganos
extrapituitarios secretores de PRL encontramos el cerebro (concretamente el
hipotalamo) (DeVito, 1988), 6rganos reproductores masculinos y femeninos, tejido
adiposo, coclea, células endoteliales, foliculos pilosos y piel (Freeman et al., 2000;
Gregerson, 2006; Marano & Ben-Jonathan, 2014) y tejidos del sistema inmune
(Freeman et al., 2000; Gregerson, 2006; Hiestand et al., 1986; Marano & Ben-
Jonathan, 2014).

En cuanto al sistema hematopoyético, las células sanguineas mononucleadas, los
timocitos y los linfocitos de sangre periférica expresan PRL constitutivamente a nivel
transcripcional (Pellegrini et al., 1992), totalmente independiente de la prolactina
pituitaria (Hiestand et al., 1986). La PRL podria tener un papel importante en la
hematopoyesis ya que las células estromales y las células primitivas CD34* de médula
Osea expresan la hormona bajo el estimulo del factor activador de plaquetas (PAF) y
el receptor de prolactina (PRLR), respectivamente, promoviendo el crecimiento y la

diferenciacion celular (Bellone et al., 1995, 1997).
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Un gran numero de lineas celulares hematopoyéticas humanas, derivadas
principalmente de leucemias y linfomas, sintetizan y secretan PRL, aunque ninguna
de ellas depende totalmente de la hormona para su crecimiento. Ademas, la relacion
entre la transformacion neoplasica y la expresion génica de PRL no ha sido
determinada (Hiestand et al., 1986). Aun asi, se ha observado un incremento en el
ARN mensajero (ARNm) de PRL en lineas celulares derivadas de sarcoma
histiocistico (U937) al aplicarles tratamientos con vitamina D3 y el factor de
crecimiento transformante beta (TGF), dos agentes diferenciadores que
incrementan los marcadores monociticos y macrofagociticos, produciendo la
diferenciacién terminal del macréfago (Testa et al., 1993). Es importante mencionar
para el trabajo que se esta presentando, que aunque existe evidencia de que los
pacientes con LMA presentan niveles elevados de PRL en suero (Hatfill et al., 1990)
y que los blastos mieloides leucémicos producen y expresan PRL a nivel
transcripcional y traduccional (Kooijman et al., 2000; Montgomery, 2001; Pellegrini
et al., 1992; Sabharwal et al., 1992), la funcién de la PRL en los procesos leucémicos

se desconoce.

1.2.2. Funciones

Como se ha comentado anteriormente, aunque la PRL originalmente fue estudiada
por sus funciones reproductivas y osmorreguladoras, actualmente se han
caracterizado otras como sus funciones en el metabolismo y en el comportamiento
(Bole-Feysot et al., 1998; Freeman et al., 2000). Una de las funciones mas estudiada y
mas interesante a nivel de patologias, son las acciones que la PRL lleva a cabo en el
crecimiento y desarrollo de diferentes 6rganos y tejidos. Se ha demostrado que la PRL
es capaz de incrementar las ratios proliferativas de distintos tipos celulares y tejidos,
asi como aumentar y potenciar el crecimiento tumoral. También es importante
mencionar las acciones de la PRL en la inmunorregulacion, ya que inhibe la apoptosis

de los linfocitos e incrementa los rechazos en trasplantes, entre otras (Bole-Feysot et

al., 1998).

1.2.3. Formas y modificaciones
En el genoma humano, la PRL se codifica desde un unico gen situado en el

cromosoma 6 y formado por 5 exones y 4 intrones, con un tamafio de 10kb. La
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transcripcion de esta hormona esta regulada por dos promotores independientes: uno
de ellos controla la expresion de la PRL pituitaria, mientras que el otro regula la

expresion extrapituitaria (Freeman et al., 2000; Gregerson, 20006).

Aunque la PRL mayoritaria se encuentra en su forma de 23kDa, existen diversas

variantes en circulaciéon producto de modificaciones pre- y post-traduccionales.

El empalme o splicing alternativo y la escision proteolitica son las modificaciones
menos frecuentes y tienen lugar en la glandula pituitaria y en el hipotalamo (Sinha,

1995).

La dimerizacién, polimerizacion y formacion de agregados con proteinas de
unién generan una molécula de 100kDa, la macroprolactina (Sinha, 1995). Las
cantidades presentes en el organismo son muy bajas en condiciones normales y sélo

se ven incrementadas en patologias como las hiperprolactinemias (Cavaco et al.,

1995).

La fosforilacion tiene lugar en las vesiculas secretoras de las células lactotropas, justo
antes de la exocitosis (Greenan et al., 1989). Una vez fosforilada, la PRL tiene una
menor actividad biolégica, suprime la secrecion de PRL no fosforilada y actia como
antagonista de las vias de sefializacion activadas por la PRL no fosforilada, asi como
de los procesos proliferativos de las células Nb2 de linfoma de rata, una linea celular

dependiente de PRL para poder proliferar (Coss et al., 1999).

La glicosilacion de la PRL tiene lugar en la glandula pituitaria y, ademas de disminuir
su actividad biologica, disminuye la capacidad de unién al receptor y la reactividad

inmunolégica (Gregerson, 2000).
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1.3. Receptor de Prolactina

El receptor de prolactina (PRLR) pertenece a los receptores transmembrana de clase
I, ya que sélo cruza la membrana una tnica vez, y a la familia de los receptores de
tirosina quinasa debido a su actividad (Abramicheva & Smirnova, 2019; Brooks,
2012). Puede sufrir modificaciones dando lugar a diferentes isoformas
estructuralmente distintas y que seflalizan de manera diferencial (Brooks, 2012;

Clevenge & Kline, 2001).

La unién del PRLR con su ligando, la prolactina, genera un complejo heterodimérico
que induce un cambio conformacional en el dominio extracelular que se transmite al
dominio intracitoplasmatico, permitiendo la transduccion de sefal y la consiguiente

activacion de las distintas vias de sefalizacion (Brooks, 2012).

1.3.1. Situacion en el genoma y estimulo de la expresion

En el genoma humano, el gen del PRLR se encuentra localizado en el cromosoma 5
y esta constituido por 11 exones. La expresion del gen esta iniciada por la accién de
tres promotores diferentes que controlan exones especificos (PI, PII y PIII)
(Abramicheva & Smirnova, 2019). Mientras que el promotor PI y el PII son
especificos de las gonadas e higado, respectivamente (Hu et al., 1996), el PIII esta
activo en todos los tejidos sensibles a PRL (Hu et al., 1999). Los promotores y, por
lo tanto, la estimulacion de la expresion del receptor, esta afectada por diferentes
factores como el estradiol, los receptores de estrogenos o (ERa, del inglés Estrogen
Receptor) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF, del inglés Epidermic Growth

Factor):

El estradiol estimula la expresion de PRLR en el contexto de lineas celulares de

cancer de mama (MCF-7 y T47D) (Leondires et al., 2002).

La union de ERa a C/EBPP (del inglés CCAAT/ enhancer-binding protein beta)

estimula especificamente el promotor PIII (Hu et al., 1999).

El EGF estimula la expresion de PRLR por s sélo o desencadenando la cascada de
sefializacion de MAPK/MEK vy PI3K, que fosforilarin y activarin ERa,

promoviendo la expresion del receptor (Kavarthapu & Dufau, 2016).
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1.3.2. Estructura
El PRLR esta formado por tres componentes distintos: el dominio extracelular,

transmembrana e intracitoplasmatico (Clevenge & Kline, 2001).

La funcién principal del dominio extracelular es la unién del ligando. Presenta
homologia con los receptores de la familia de las citoquinas y esta formado por dos
subdominios que poseen motivos fibronectina-/£e tipo I11: el S1, en la regién amino-
terminal, y el S2, situado en la regiéon proximal a la membrana. Existen dos puentes
disulfuro en el dominio S1 y un motivo WS en el dominio S2 criticos para el
plegamiento y movilizacion del receptor. Ademas, S1 y S2 forman un complejo con
una elevada afinidad por el ligando (Abramicheva & Smirnova, 2019; Bouilly et al.,

2012; Clevenge & Kline, 2001).

El dominio transmembrana cruza una unica vez la membrana celular y es
predominantemente hidrofébico. Se desconoce si tienen una funcién concreta en la
sefializacion, pero hay alguna evidencia que ayuda a la dimerizacion del receptor

(Abramicheva & Smirnova, 2019; Bouilly et al., 2012; Clevenge & Kline, 2001).

El dominio intracitoplasmatico lleva a cabo la transduccion de sefal y, debido a
modificaciones, genera distintas variantes o isoformas del receptor (Clevenge & Kline,

2001).

1.3.3. Activaciéon

En humanos, el PRLR puede ser activado por PRL, por la hormona del crecimiento
(GH, del inglés Growth Hormone) y por el lactégeno placentario. Aunque todos pueden
actuar en el rango nanomolar, es importante mencionar que la GH se encuentra en
un rango 10 veces inferior a la PRL y que el lactégeno placentario sélo se produce

durante el embarazo, sugiriendo que la mayor activacion del receptor viene dada por

su ligando natural, Ia PRL (Goffin & Touraine, 2015).

La activacion del receptor tiene lugar cuando los dominios extracelulares de dos
moléculas de PRLR interaccionan con dos sitios de uniéon asimétricos del ligando
(Figura 4). En primer lugar, la PRL se une a una molécula del PRLR, en la zona S1

y S2, también conocida como size 1, que posee una elevada afinidad por el ligando.
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Seguidamente, la PRL ya unida a la primera molécula de PRLR, se une a una segunda
molécula del receptor, en el size 2, que ha incrementado su afinidad. Una vez tenemos
el complejo dimérico del PRLR unido a una molécula de PRL, se inicia la transduccién
de sefial, que activara el transductor de sefal Janus Quinasa 2 (Jak2) y el factor de
transcripcion Stat, asi como la proteina quinasa mitogénica activadora (MAPK, del
inglés Mitogen-Activated Protein Kinase) y las vias de sefalizacion fosfoinositol 3-quinasa

(PI3K), entre otras (Maria Diakonova, 2014).

¥

Sefalizacion

Figura 4. Heterodimerizacion de PRLR por unién del ligando PRL.

1.3.4. Distribucion y regulacion

El PRLR se encuentra en muchos tejidos, pero presenta una expresion mas elevada
en el higado, la glandula mamaria y adrenal y el hipotalamo. Existen tejidos que sélo
expresan una de las isoformas, mientras que se ha observado la coexpresion de varias
isoformas en otros, teniendo un papel importante en el desarrollo de estos, como es

el caso de los foliculos del ovario (Bouilly et al., 2012).

La distribucion de los receptores de prolactina es tan amplia que proponer una vision
general de su regulacion presenta muchas dificultades (Bole-Feysot et al., 1998). Aun
asi, a nivel general, la expresion del receptor esta modulada por los niveles circulantes
de PRL y otras hormonas, como las esteroideas, que pueden incrementar o suprimir
la expresion dependiendo del contexto celular y de las condiciones fisioldgicas. La
PRL también es capaz de inducir degradaciéon proteolitica del PRLR a través de

procesos de ubiquitinacién (Swaminathan et al., 2008). Se ha descrito que los
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lisosomas son los encargados que degradar el PRLR una vez que la sefializacién ha
sido iniciada promoviendo la ubiquitinacién, internalizacién y degradacién del

receptor (Bouilly et al., 2012).

1.3.5. Isoformas

Las modificaciones transcripcionales, como el splicing alternativo, o post-
traduccionales, como la protedlisis, generan diferentes isoformas del PRLR
clasificadas por la longitud del dominio intracitoplasmatico, ya que es la unica
estructura que se ve afectada (Abramicheva & Smirnova, 2019; Clevenge & Kline,
2001) (Figura 5). Aun asi, algunos autores defienden que las diferencias también se
pueden encontrar en el dominio extracelular (Brooks, 2012). En humanos se han

observado hasta 6 isoformas diferentes: larga (80-90kDa), intermedia (50kDa), AS1 y
AS2 (70kDa), corta 1a (56kDa), corta 1b (42kDa) y soluble (32kDa) (Clevenge &

Kline, 2001). Las diferentes isoformas tienen importancia a nivel de patologias, ya que
se encuentran expresadas de manera diferencial en células normales y tumorales y
tienen funciones biolégicas especificas. Por ejemplo, la coexpresion de la isoforma
larga con la corta inhibe la respuesta a PRL, sugiriendo que la isoforma corta podria

actuar como un dominante negativo y tener un papel protector contra la

sobreestimulaciéon de PRL (Hu et al., 2001).
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Figura 5. Estructura de las diferentes isoformas de PRLR.
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1.3.5.1. Isoforma larga

La isoforma larga del PRLR fue clonada por primera vez en 1989, tiene un peso
aproximado de 80-90kDa y es la isoforma que tiene el papel principal en la
sefializacion de PRL (Boutin et al., 1989; Clevenge & Kline, 2001). Transfectando la
isoforma larga en lineas celulares se ha observado que el receptor esta implicado en
procesos proliferativos y de supervivencia celular. Ademas, su expresion esta asociada

a fenotipos mas diferenciados (Clevenge & Kline, 2001).

Estructura

En la zona mas proximal de la membrana de la regién intracitoplasmatica
encontramos las estructuras Box 1 y Box 2, que presentan una elevada homologia
entre los receptores de citoquinas. El Box 1 es una regién hidrofébica, con una zona
muy rica en prolina que se asemeja a un dominio SH3 y permite la interaccion con
Jak2. Por otro lado, el dominio Box 2 esta menos estudiado y, aunque se sabe que es
hidrofébico y acidico, se desconoce su funcién (Bouilly et al., 2012; Clevenge & Kline,
2001). Contiene un total de 10 residuos de tirosina donde destaca el mas C-terminal
(Y587) que contribuye a la unién de los dominios SH2 de proteinas transductoras de

sefial, como los Stats (Clevenge & Kline, 2001).
Sefalizacion
La unién de la PRL a la isoforma larga del receptor promueve la activacion de varias

quinasas como Jak2, MAPK, PI3K y Src, entre otras (Abramicheva & Smirnova, 2019;
Maria Diakonova, 2014) (Figura 6).
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Figura 6. Vias de sefializacion activadas por PRLR.

a) Jak/Stat

La familia de proteinas Jak esta formada por varios elementos (Jak1, Jak2, Jak3 y Tyr2)
y se caracterizan por tener una activaciéon muy rapida posterior a la activacion del
receptor de citoquinas al que estan asociadas. Las proteinas Jak, principalmente Jak2,
tienen un papel crucial en la sefializacion del PRLR, ya que la pérdida de Jak2 impide
la senalizacion y la subsecuente activacion de genes. Ademas, aunque Jak1 y Jak2 son
capaces de interaccionar con el PRLR, sélo Jak2 es imprescindible para la

transduccion de sefial, por lo que este apartado se centrara unicamente en Jak2

(Clevenge & Kline, 2001) (Figura 7).

Las proteinas Stat tienen un papel fundamental en la proliferacion, supervivencia
celular y respuesta inmune. Todas las proteinas de esta familia tienen estructuras
comunes como son el dominio de unién al ADN, el dominio SH3-like y SH2 y el
dominio de transactivaciéon C-terminal. Ademas, todas poseen residuos tirosina que
pueden ser fosforilados por las proteinas Jak. Jak2, principalmente, une la proteina
Stat5, que puede presentar dos isoformas con funciones especificas. Si nos centramos
en la senalizacion mediada por la PRL, Stat5a tiene un papel principal, promoviendo
la diferenciacién de algunos tejidos, como es el caso del tejido epitelial de la glandula

mamaria. Por otro lado, Stat5b se encarga del mantenimiento del dimorfismo sexual
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durante el crecimiento, de la expresion de genes del higado y estd asociado a algunas
funciones inmunitarias. Ademas, lleva a cabo el feedback negativo que inicia la

sefializacion de PRL en el hipotalamo (Abramicheva & Smirnova, 2019).

Jak2 se encuentra constitutivamente acoplado a la regiéon proximal de la membrana
celular del dominio intracitoplasmatico del PRLR, el Box 1, aunque es necesario un
cambio conformacional en el receptor para activarlo. Cuando se produce la
dimerizacion del receptor por accioén de la unidon de la PRL en el dominio extracelular,
diversas moléculas quinasa asociadas fosforilan residuos tirosina de Jak2 y del PRLR.
Esto promueve la unién de los factores de transcripciéon Stat (principalmente
Stat5a/b, Statl y Stat3) al dominio C-terminal del receptor mediante el dominio SH2,
que seran fosforilados por Jak2, permitiendo la asociacién de Stat a otra molécula Stat
formando homo- o heterodimeros. Cabe destacar que algunos estudios defienden que
la unién de Stat> puede ocurrir directamente con Jak2, formando el complejo
PRLR/Jak2/Stat5. La asociacion de Stats se disocia del elemento al que esté unido y
se transloca al nucleo de la célula, uniéndose al ADN y regulando la activaciéon de
promotores con elementos sensibles a interferon y (GAS) (Bouilly et al., 2012;
Clevenge & Kline, 2001). El reclutamiento de Stat es tres veces mas rapido que la
activacion de la cascada de MAPK, ya que esta dltima requiere una interaccion

proteina-proteina mayor (Clevenge & Kline, 2001).

La via de sefializacion PRLR/Jak2/Stat estd altamente regulada por diferentes
factores, donde destacan la participacion de las proteinas supresoras de la sefializacién
de citoquinas (SOCS) y la familia de proteinas inhibidoras de Stats activos (PIAS), que

se detallan seguidamente.

Las proteinas SOCS estan expresadas en las células sensibles a PRL y son las
encargadas de modular la sefializacion de Jak/Stat activada por el PRLR. Dentro de
las proteinas SOCS encontramos diferentes variantes (de SOCS1 a SOCS7 y CIS) que
tienen un dominio SOCS box comuin formado por un dominio C-terminal y un
dominio SH2, imprescindible para la interaccion con residuos fosforilados de tirosina
quinasa de receptores de citoquinas. SOCS1 y SOCS3 se encuentran expresados de

manera transitoria, mientras que SOCS2 y CIS aumentan su expresion 24h después
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de la activacion del PRLR debido a la PRL. SOCS1, SOCS3 y CIS inhiben la cascada
de senalizacién activada por PRLR y su expresion estd incrementada por la presencia
de Stat en el nicleo, ya que contienen promotores con sitios de unién a Stat. SOCS1
y SOCS3 se asocian al complejo PRLR/Jak2 gracias al dominio SH2 e inhiben la
fosforilacion de Jak2, suprimiendo su actividad catalitica. Aunque se ha descrito que
la afinidad de SOCS3 por Jak2 es menor que la de SOCSI, las dos proteinas tienen
actividad inhibitoria sobre Jak2. CIS, en cambio, se une al residuo de tirosina
fosforilado del PRLR mas préximo al punto de unién con Stat, evitando la interaccion
del factor de transcripciéon con el receptor. SOCS2 tiene la capacidad de unirse
directamente al receptor y, aunque se desconoce el mecanismo mediante el que actua,
se ha observado que inhibe a SOCSI, sin afectar a SOCS3, recuperando la actividad
de Jak2 (Alexander & Hilton, 2004; Howard & Flier, 2000).

La familia de proteinas PIAS esta formada por PIAS1, PIAS2, PIAS3 y PIAS4, que
se encuentran localizadas en el nucleo celular, donde regulan la actividad de diversos
factores de transcripcion como Stats, NFkf (factor nuclear k) y el factor supresor
tumoral p53, entre otros, mediante diversos mecanismos (Abramicheva & Smirnova,
2019; Shuai, 2000). Se ha observado que en las células Nb2 de rata, PIAS3 suprime la
cascada de Stat5 iniciada por la isoforma larga del PRLR uniéndose al dominio de
ADN especifico de Stat5. Esta interaccion se hace mediante el dominio N-terminal,

que se encuentra presente en células de cancer de mama (Abramicheva & Smirnova,

2019).
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Figura 7. Via de sefializacion de PRLR en relacion con Jak2/Stat5 y sus acciones a
nivel nuclear.

b) MAPK/Erk

La via de sefializacion MAPK/Erk puede ser activada mediante la estimulacién de la
isoforma larga y corta del PRLR. Esta iniciada por una cascada de quinasas de tres
niveles, donde diferentes MAPK se fosforilan y se activan, fosforilando otra molécula
MAPK. El interés de esta via de sefalizacién reside en la relacion que tiene la
activacion de Erk en el desarrollo de varios tipos de cancer (Maria Diakonova, 2014).
Mediante estudios inhibiendo el PRLR con antagonistas de PRL se ha observado la
supresion de la sefalizacion de MAPK, disminuyendo la proliferacion celular y dando
evidencia de la activacion de esta via en las células sensibles a prolactina (Abramicheva

& Smirnova, 2019).

Como se ha comentado en el apartado anterior, Jak2 se encuentra constitutivamente
asociado al dominio intracitoplasmatico del PRLR y su fosforilacién, causada por la
union del ligando al receptor y su dimerizacion, recluta proteinas adaptadoras como
Shc, Grb2 y SOS, donde el dominio SH2 y SH3 de estas protefnas y el dominio C-
terminal del PRLR juegan un papel importante (Abramicheva & Smirnova, 2019).

Estas proteinas permiten la asociaciéon de GTPasa Ras, que recluta, fosforila y activa
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Raf, que realiza la misma accién sobre MEK vy, finalmente, se promueve la activacion
de Erk, que fosforila y activa proteinas efectoras y factores de transcripciéon como

Myc, Jun y TCF (Clevenge & Kline, 2001).

La activacion de la cascada de MAPK/MEK/Erk promueve la progresion del ciclo
celular, asi como la proliferacion, diferenciacion y apoptosis de las células (Clevenger
et al., 1998; Maria Diakonova, 2014). Aun asi, se ha observado que la respuesta celular
mediada por la cascada de MAPK esta dictaminada por la durada de la sefializacion y
puede variar en funcién del contexto celular, de manera que existen diferentes efectos

asociados a esta cascada (Clevenge & Kline, 2001).

c) PI3K/Akt

Las PI3K pertenecen a la familia de las quinasas lipidicas (Clevenge & Kline, 2001) y
su activacion promueve la supervivencia celular, la progresion del ciclo celular, la
proliferacion y el crecimiento celular (Abramicheva & Smirnova, 2019; Clevenge &
Kline, 2001). Igual que ocurre con las vias de sefializacion explicadas anteriormente,
su importancia a nivel patolégico reside en el papel de la via en la carcinogénesis, ya
que una sobreexpresion de la via no es suficiente para iniciar un proceso tumoral,

pero si que acelera el proceso en las células sensibles a PRL (Clevenger et al., 2009).

La cascada de PI3K/Akt se inicia con el cambio conformacional del PRLR debido a
la unién del ligando. Este cambio conformacional junto con la fosforilacion del
mismo permite la interaccion de la PI3K con el receptor gracias al dominio SH2 y
SH3 y a la ayuda de proteinas acopladoras como Fyn o Ras. La unidad catalitica de la
PI3K se activa alostéricamente y convierte el fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato (PIP2)
en fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3). Este tdltimo puede unir Akt, que se
fosforilara gracias a diferentes quinasas como PDK1 o mTOR2, activandola y

permitiendo que actde sobre diferentes dianas, activandolas (Kavarthapu & Dufau,

2016).

En un contexto tumoral, esta via de sefializacién puede estar incrementada por la
presencia de Stat5a en el nucleo de la célula. El factor de transcripcion es capaz de
unirse a la secuencia consenso de Akt, incrementando su expresion y generando mas

sustrato Akt para PIP3, que la fosforilara y activara, promoviendo principalmente la
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proliferacion celular. Ademas, se ha observado en células de cancer de mama que la
activacion de la via es imprescindible para la progresion de la via de MAPK durante

la estimulaciéon de PRL (Abramicheva & Smirnova, 2019).

Esta via de sefializacion esta regulada por PTEN (fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato 3-
fosfatasa), que desfosforila PIP3 y regula negativamente la cascada, impidiendo la

union de Akt y la progresion de la transduccion de sefial (Clevenge & Kline, 2001)

d) Familia Src

La familia de proteinas protooncogénicas Src esta formada por siete quinasas, cuatro
de ellas (Src, Yes, Yrk y Fyn) expresadas en la mayoria de células del organismo y
localizadas en la membrana celular, proximas a receptores transmembrana. La
estructura SH es comun en todas ellas, pero destaca la forma SH2, que permite la
union a proteinas fosforiladas en residuos de tirosina (Maria Diakonova, 2014). Estan
involucradas en vias de sefializacion que controlan la adhesiéon, migracion,

angiogénesis, supervivencia y diferenciacion, entre otras (Abramicheva & Smirnova,

2019).

La observacién de la interaccion de las proteinas Src con el PRLR se hizo a la vez que
la identificacién de la asociacion de PRLR/Jak2 en células Nb2 de linfoma de rata,
demostrando el papel en la sefalizacion mediada por el PRLR. Se observo que las
diferentes isoformas del PRLR (larga, intermedia y corta) estaban asociadas
constitutivamente a la proteina Fyn (p59fy). Mas adelante, se observé la interaccion
de la proteina Src (p605) con el PRLR en higado y tejido mamario (Clevenge & Kline,
2001; Maria Diakonova, 2014).

El mecanismo concreto de interaccion entre PRLR vy las proteinas Src se desconoce,
pero dependiendo de la tirosina que sufra la fosforilacién, la actividad que llevara a
cabo sera antagonica. Si se fosforila el domino C-terminal (Y527) se induce la unién
de una fosfotirosina gracias al dominio SH2 y la inactiva; en cambio, si se fosforila
una tirosina interna mediante autofosforilacion, la actividad quinasa de las Src se ve
incrementada, permitiendo la transduccién de sefial uniendo y activando elementos
como la PI3K o los Stats, entre otros (Abramicheva & Smirnova, 2019). Dado que el

PRLR puede interactuar de la misma manera con Jak2 y las protefnas Src, se ha
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estudiado la posible interaccion entre ellas. Aunque los resultados no han sido muy
esclarecedores, parece ser que hay una interaccién entre ellos, pero la activacion de
las Src y de Jak2 son independientes la una de la otra (Abramicheva & Smirnova, 2019;

Clevenge & Kline, 2001).

1.3.5.2. Isoforma intermedia

La isoforma intermedia del PRLR fue identificada y clonada por primera vez en
células de cancer de mama T47D en 1999 (Kline et al., 1999). Tiene un peso
aproximado de 50kDa debido a modificaciones que acortan el dominio
intracitoplasmatico y presenta diferencias funcionales en comparaciéon con la
isoforma larga (Clevenge & Kline, 2001). La linea celular Nb2 de linfoma de rata
codifica para la isoforma intermedia del PRLR y actia como un potente mitégeno,
efecto que no tiene en otras lineas celulares. La sefalizacion via Jak/Stat se encuentra
activa, promoviendo la supervivencia celular pero sin tener ningun efecto proliferativo

(Kline et al., 1999).

Estructura

El dominio extracelular, transmembrana e intracitoplasmatico proximal a la
membrana son idénticos a los explicados anteriormente en la isoforma larga,
presentando los motivos Box 1 y Box 2. A diferencia de la isoforma larga, sélo posee
los dominios tirosina proximos a la membrana celular y carece de la tirosina Y587

situada en el extremo C-terminal (Bole-Feysot et al., 1998; Kline et al., 1999).

Funciones

Una vez descrita la isoforma intermedia en células humanas, se observé que su
afinidad por la PRL era la misma que la isoforma larga, aunque las funciones que
desencadenaba eran diferentes. La activacién de la isoforma intermedia no tiene
ningun efecto proliferativo en las células, pero si que esta implicada en funciones
osmorreguladoras y de inmunomodulaciéon (Kline et al., 1999). Estas diferencias
funcionales respecto a la isoforma larga pueden deberse a la ausencia del residuo C-
terminal del dominio intracelular (Clevenge & Kline, 2001; Kline et al., 1999). Este
dominio podria ser clave para la activacion total de receptor, incluyendo la activacion

de Jak2 y Fyn, y promoviendo las acciones mitogénicas clasicas del PRLR. Se ha
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demostrado que la activacion de la isoforma intermedia activa Jak2, pero no Fyn, que
si que se encuentra activado en las células Nb2 (que dependen totalmente de la PRL

para proliferar) (Clevenge & Kline, 2001).

1.3.5.3. Isoforma corta

La isoforma corta del PRLR fue descrita en humanos y clonada en células en 2001
(Hu et al., 2001). Esta generada por empalme alternativo de los exones 10 y 11 del
gen del PRLR y su estructura esta caracterizada por tener un dominio
intracitoplasmatico mas corto en comparacion con la isoforma larga del receptor.

Cabe destacar que es una de las isoformas menos estudiada a nivel funcional

(Abramicheva & Smirnova, 2019; Hu et al., 2001).

Estructura

Los cambios en el dominio intracitoplasmatico hacen que el receptor carezca del
dominio Box 2 y C-terminal clasico del PRLR, por lo tanto, no puede interactuar con
el dominio SH2 de factores de transcripcion como los Stats y le confiere un papel de
dominante negativo, ya que inhibe la activacién de los promotores que estimula la
isoforma larga (Abramicheva & Smirnova, 2019; Hu et al., 2001). Aun asi, dado que
el dominio extracelular no ha sufrido ninguna modificacién, posee la misma afinidad

por el ligando que la isoforma larga (Hu et al., 2001).

En humanos la isoforma corta puede presentar dos variantes con estructura y funcion
ligeramente distinta: la isoforma Sla y la isoforma S1b. La isoforma Sla se caracteriza
por tener un dominio C-terminal Unico que le confiere funciones celulares y de
sefializacion distintas a la isoforma larga, ampliando el rango de accion de la PRL. En
cambio, la isoforma S1b tiene una funcién inhibitoria de las vias de sefalizacion
mayor que Sla y, basicamente, consiste en la asociaciéon con una molécula de PRLR

larga, que unira el ligando sin promover la transduccion de sefial (Hu et al., 2001).

Funciones

Las dos isoformas cortas del PRLR tienen una distribuciéon muy amplia en diferentes
6rganos y tejidos, hecho que da importancia a la funcién regulatoria que ejercen sobre
la senalizacion de la isoforma larga. Ademas, aunque la funciéon mas destacada es la

inhibicién de la sefalizacion y, por lo tanto, de la proliferacién, como ocurre en las
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células del ovario, se ha descrito que en otros tipos celulares promueve la activaciéon
de la via de sefializacion de las MAPK asociadas a DUPD1 (proteina fosfatasa dual
especifica 1), aumentando la proliferaciéon celular (Abramicheva & Smirnova, 2019;

Hu et al.,, 2001).

La familia de los transductores de sefial FOXO también esta implicada en la
sefializacion mediada por la isoforma corta. Esta familia de proteinas esta formada,
en mamiferos, por FOXO1, FOXO3 y FOXO4 y tienen un papel importante en la
parada del ciclo celular, la apoptosis y las respuestas al estrés. Cabe destacar la
importancia de FOXO3, que tiene un papel fundamental en el desarrollo de los
foliculos ovaricos y promueve la transcripcion de GALT (galactosa-1-fosfato

uridiltransferasa) (Abramicheva & Smirnova, 2019; Halperin et al., 2008).

1.3.5.4. Isoforma soluble
La isoforma soluble del PRLR tiene un peso de 33kDa y se ha descubierto mas

recientemente (Tan et al., 2008).

Estructura

Debido a procesos de protedlisis celular, la isoforma soluble sélo esta formada por
un dominio extracelular libre que no esta anclado a la membrana celular. Este cambio
estructural hace imposible la sefializacién, aunque puede unirse al ligando en
circulacion. Se ha observado que puede actuar como un inhibidor 7 vitro, ya que une
una tercera parte de la PRL circulante, dejando menos proteina disponible para la

sefializacion (Ben-Jonathan et al., 2008; Clevenge & Kline, 2001).

Funciones

La inhibicién de la sefalizacion mediada por la isoforma soluble puede ocurrir de
distintas maneras. Por un lado, disminuyendo la disponibilidad de PRL circulante, ya
que la isoforma puede unirse eficientemente al ligando. También es capaz de unir GH,
por lo que disminuye su disponibilidad para el receptor de GH. Por otro lado, una
molécula de receptor soluble puede dimerizar con otra molécula de otra isoforma del
PRLR, inhibiendo la sefializacion (Abramicheva & Smirnova, 2019; Clevenge &
Kline, 2001). Asimismo, esta isoforma es capaz de incrementar el tiempo de

circulacion y la actividad biolégica de la PRL (Abramicheva & Smirnova, 2019).
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1.3.5.5. Isoforma AS1y AS2

Las isoformas AS1 y AS2 son de reciente descubrimiento y su interés reside en la

implicacién en diferentes procesos tumorales (Abramicheva & Smirnova, 2019; Tan

et al., 2008).

Estructura

El nombre de la isoforma viene dado por la carencia del dominio extracitoplasmatico
S1y S2, mientras que el dominio intracitoplasmatico es homologo a la isoforma larga
del receptor (Abramicheva & Smirnova, 2019; Clevenge & Kline, 2001). Se ha
observado que las dos isoformas tienen una sefializacién mas rapida que la isoforma
larga, aunque la afinidad por el ligando es menor (Clevenge & Kline, 2001). La
importancia de estas isoformas reside en su papel en el cancer de prostata y de mama,
aunque también se encuentra en células normales de éstos tejidos, asi como en células

endoteliales (Abramicheva & Smirnova, 2019).
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1.4. La senalizacion del PRLR en cancer

1.4.1. PRL y cancer

Se ha observado que la produccion de PRL esta alterada en algunos tejidos
patogénicos, estando también relacionada con la presencia de algunos tipos de cancer.

Por lo tanto, no es sorprendente que su regulacion suscite interés (Goffin & Touraine,

2015).

1.4.1.1. Inhibidores de PRL

Como se ha comentado anteriormente, la PRL pituitaria esta regulada negativamente
por las acciones de la dopamina (Freeman et al., 2000). El primer inhibidor de las
acciones de la dopamina fue la bromocriptina y durante mas de tres décadas se ha
usado como tratamiento para los prolactinomas (Neidhart, 1997). Actualmente,
existen otros inhibidores con eficacia demostrada para inhibir la produccién de PRL
en la glandula pituitaria y, por lo tanto, disminuir sus niveles circulantes, como la

cabergolina, la pergolida y la quinagolida (Gillam et al., 2000).

Aunque este mecanismo de control de la PRL circulante parecia muy prometedor,
tiene algunas limitaciones, como los efectos secundarios relacionados con el
tratamiento (Gillam et al., 2006) y la premisa de que la producciéon de PRL no esta
limitada a la glandula pituitaria (Marano & Ben-Jonathan, 2014). Por lo tanto, el
consenso actual defiende que la dopamina y sus agonistas son incapaces de regular la
produccion total de PRL, haciendo mas relevante dirigir las terapias al PRLR (Goffin

& Touraine, 2015).

1.4.2. PRLR y cancer

Los modelos experimentales para determinar la eficacia antitumoral de los
compuestos anti-PRLR es compleja. Uno de los estandares de oro de la validacion de
farmacos en oncologia involucra xenotrasplantes de células humanas tumorales en
modelos de ratén inmunocomprometido (Goffin & Touraine, 2015). Cuando
aplicamos estos modelos al campo de la PRL y su receptor, nos encontramos con
varias limitaciones debidas, sobre todo, a la incompatibilidad interespecie. Primero, el
PRLR humano no presenta sensibilidad a la PRL no humana, incluida la de ratén,

haciendo que el efecto fisiolégico de la estimulaciéon por PRL endocrina no se pueda
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observar, dificultando el disefio y la interpretacién de los modelos animales (Utama
et al., 2009). Segundo, la produccién de PRL extrapituitaria es mas dificil de detectar
en células humanas inmortalizadas, haciendo que en un modelo de xenotrasplante, el
entorno carezca de PRL endocrina y autocrina, disminuyendo los efectos de los
farmacos anti-PRLR (Goffin & Touraine, 2015; Nitze et al.,, 2013). Por dltimo,
actualmente no existe ninguna linea celular, a excepcién de la Nb2 de linfoma de rata,
que sea dependiente de PRL para su crecimiento (Goffin & Touraine, 2015). Un
intento de mejorar los modelos de ratén para estudiar el efecto de los farmacos anti-
PRLR lo encontramos publicado recientemente, ya que se ha establecido una cepa de
ratén, mediante una estrategia &nock-in, que expresa PRL humana en lugar de ratén.
Esto podtia ayudar a resolver algunos problemas relacionados con la incompatibilidad

interespecie (Christensen et al., 2013).

Aunque los modelos experimentales para estudiar el PRLR y su ligando no sean los
mas idéneos, se han utilizado para probar la eficacia de distintos farmacos bloqueantes
de la senalizacién con buenos resultados en varios tipo de cancer como el cancer de
pecho, ovario y prostata, asi como tumores gastrointestinales (Goffin & Touraine,

2015).

Para el proyecto que se esta presentando, es importante mencionar que,
recientemente, se ha vuelto a prestar atencion a la relacion entre el PRLR y el sistema
hematopoyético. Aunque la implicacion de la PRL en la regulacién del sistema
hematopoyético e inmunitario ya se describié hace varias décadas (Clevenger et al.,
1998), un estudio epidemiolégico reciente ha identificado las neoplasias
hematologicas en mujeres como el segundo tipo de cancer mas frecuente (Berinder et
al., 2011). Estos datos hacen que el estudio de PRLR y PRL en LMA y otras neoplasias

hematoldgicas sea de gran interés.

A lo largo de los anos, han surgido diferentes estrategias centradas en inhibir el PRLR

mediante distintos mecanismos. A continuacion, se explican algunos de ellos.

1.4.2.1. Antagonistas del PRLR
En el 19906, el laboratorio de Goffin produjo el primer antagonista del PRLR a partir

de una variante de la PRL humana y conocido como G129R-hPRL. Contenia una
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mutacion (sustituyeron la Gly129 por una Arg) que disminuia la afinidad por el lugar
de unién size 2 del PRLR, formando un homodimero incapaz de iniciar la sefializacion
(Goftin et al., 1996). Debido a que conservaba trazas de accién agonistica, el mismo
laboratorio modificé la molécula delecionando los 9 dltimos aminoacidos del extremo
N-terminal y desarroll6 el del-1-9-G129R-hPRL (Bernichtein et al, 2003).
Paralelamente, se desarrollaron antagonistas similares como combinaciones de
G129R-hPRL con proteinas funcionales (Goffin & Touraine, 2015) y moléculas
mimicas de la hPRL fosforilada (S179D-PRL), un antagonista competitivo (Walker,
2007). Aun asi, la mayoria de antagonistas que se encuentran en estudio tienen una

afinidad por el receptor muy inferior al ligando natural (Goffin & Touraine, 2015).

1.4.2.2. Anticuerpos neutralizantes del PRLR

Los anticuerpos monoclonales tienen una ventaja clara sobre los antagonistas: tienen
una vida media mas duradera debido a su mayor tamafio, aunque esto conlleva una
mayor dificultad para la eliminaciéon via renal (Goftin & Touraine, 2015). Actualmente
existen dos estudios con anticuerpos dirigidos contra PRLR y que disminuyen la
actividad inducida por PRL: LFA102, aunque al finalizar la Fase I del ensayo clinico
se ha observado que presenta toxicidad tolerable por los pacientes, pero no ejerce
actividad antitumoral (Minami et al., 2020); y Mat3, que se ha descartado debido a su

toxicidad (Otto et al., 2015).

1.4.2.3. Pequeiias moléculas inhibidoras

Las moléculas pequefias suelen tener afinidad en el rango de micromolar, mientras
que la PRL esta en el rango nanomolar. Igualmente, esto se compensa con la facil
producciéon de estas moléculas (Goffin & Touraine, 2015). Aun asi, dirigir los
tratamientos directamente contra PRLR con moléculas pequefias no ha sido una
prioridad del desarrollo de farmacos. Recientemente, desde el laboratorio de Ben-
Jonathan se ha propuesto el uso de la molécula pequefia SMI-6 (del inglés Swall
Molecule Inbibitor-6) como tratamiento efectivo contra el cancer de mama bloqueando

el PRLR, aunque esta en fases muy tempranas (Borcherding et al., 2021).

68



La presencia de PRL y su receptor en el contexto tumoral ha suscitado interés en su
estudio y su posible uso como diana terapéutica, aunque, como se ha comentado, a
dia de hoy no se dispone de un mecanismo especifico para inhibir la sefializacién de
manera eficaz. Aun asi, sigue siendo una diana terapéutica de interés para combatir

diferentes procesos tumorales.
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1.5. Senescencia

Uno de los grandes paradigmas de la biologfa celular era que las células cultivadas 7z
vivo en condiciones optimas podian replicarse indefinidamente. Esta premisa cambi6
en la década de los 90, cuando Hayflick y Moorhead observaron que los fibroblastos
en cultivo tenfan una capacidad finita de replicacion y, llegado ese momento, entraban
en un estado irreversible de parada del ciclo celular conocido como senescencia o
limite de Hayflick (Hayflick & Moorhead, 1961). Mas adelante se relaciond este
proceso con el acortamiento de los telémeros de los cromosomas y el consecuente
envejecimiento y disfuncién del organismo (Hayflick, 1965). Actualmente, este
proceso se conoce como senescencia celular y se entiende como una etapa en que
las células han llegado al limite de su capacidad proliferativa y no pueden seguir
duplicandose. Estas células se caracterizan por presentar morfologia alargada,
granulosis citoplasmatica y cambios estructurales en la cromatina; ademas, aunque son
metabdlicamente activas, son incapaces de responder a estimulos proliferativos y
apoptoticos (Di Micco et al., 2021). Paralelamente, en la década de los 90 se describié
un proceso muy similar, pero con ligeras diferencias: la senescencia prematura,
caracterizada por una senescencia inducida por un incremento en la sefializacién
oncogénica, tratamientos con agentes diferenciadores y con dosis bajas de agentes
citotéxicos, una pérdida de la capacidad supresora tumoral o una replicacion aberrante
y descontrolada del ADN que lleva a errores en las secuencias (Di Micco et al., 2000;
Serrano et al, 1997), presentando efectos beneficiosos para el correcto
funcionamiento de los organismos y tejidos (Cosme-Blanco et al,, 2007). Mas
recientemente, se ha observado que el proceso de senescencia prematura es reversible.
Al retirar el agente que ha producido la entrada en senescencia y el arresto del ciclo
celular, una parte de las células moriran por catastrofe mitética, mientras que otras
saldran del estado senescente y continuaran proliferando con normalidad (Duy et al.,
2021). El término catastrofe mitética tiene varias definiciones, pero, a grandes rasgos,
es una muerte celular producida durante la mitosis debido a la combinacién de puntos

de control mitoticos (checkpoints) deficientes y dano en el ADN (Castedo et al., 2004).

70



1.5.1. Mecanismos de entrada en senescencia

Las sefiales que llevan a la célula a entrar en senescencia son diversas, pero una de las
claves para la entrada es el dafio producido en el ADN, que inicia la respuesta al dafio
en el ADN (DDR, del inglés DN.A Damage Response). Este mecanismo bloquea el
progreso del ciclo celular y previene la propagacion de los dafios (Di Micco et al.,
2021). Teniendo en cuenta esta premisa, podemos diferenciar tres vias para estimular
la entrada a la senescencia: el acortamiento de los telémeros, la respuesta al dafio

en el ADN (DDR) y la activacion de oncogenes (Figura 8).
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Figura 8. Sefiales celulares que promueven la entrada en senescencia y los cambios
fenotipicos que este proceso conlleva. DDR, repuesta a danos en el ADN; ROS; especies
reactivas del oxigeno; ATM, Ataxia Telangiectasia Mutated; ATR, ATM and Rad3-related; SA-3-
gal, B-galactosidasa; SAHF, condensaciones de heterocromatina asociadas a la senescencia;
SASP, fenotipo secretor asociado a senescencia.
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1.5.1.1. Acortamiento de telomeros
El envejecimiento va asociado a la pérdida de los extremos cromosémicos, los
telémeros. Este mecanismo genera una respuesta a dano en el ADN (DDR) que

induce la parada del ciclo celular y el fenotipo clasico de la senescencia (Di Micco et

al., 2021).

1.5.1.2. Respuesta al dafio en el ADN

Los dafos en el ADN activan una cascada de sefalizacion iniciada por la fosforilacion
de la histona H2AX, asf como de proteinas asociadas (53BP1 y MDC1). Esto genera
una activaciéon por fosforilacion de ATM (del inglés Ataxia Telangiectasia Mutated) y
ATR (del inglés ATM and Rad3-related) (Jackson & Bartek, 2009) que, a su vez,
fosforilan y activan CHK2 y CHKI, respectivamente. Finalmente, las dos vias
convergen en la activaciéon por fosforilacion de p53, que permite a la célula iniciar la
entrada a senescencia gracias a la inhibicién de p21, esencial para mantener la parada
del ciclo celular (Di Micco et al., 2021). La inhibicién de las quinasas de la sefalizacion

DDR permiten a las células senescentes salir de ese estado y volver a entrar en el ciclo

celular (D1 Micco et al., 2021).

1.5.1.3. Activacion de oncogenes

La senescencia inducida oncogénicamente (OIS, del inglés Oncogenie-Induced Senescence)
tiene dos fines completamente distintos. Por un lado, la activacién de oncogenes
produce estrés mitocondprial, hiperproliferacion celular, estrés replicativo y dafios en
el ADN en las regiones mas fragiles. Todo esto lleva a la activacion de las vias DDR,
promoviendo la parada del ciclo celular y, por ende, la senescencia asociada a
mecanismos supresores de tumores (Astle et al., 2012; Di Micco et al., 2021). Por otro
lado, la OIS puede ser un proceso reversible, sobre todo para células tumorales que
han sido afectadas por tratamientos citotoxicos a dosis bajas y por agentes
diferenciadores. Las células entran en estado de senescencia para evitar iniciar
procesos apoptoticos, suprimidos es ese estado, y suponiendo una ventaja para los
procesos tumorales (Duy et al., 2021). Una via de sefializacion a destacar es la PI3K-

Akt, que promueve la OIS dependiente de p53 (Astle et al., 2012).

73



1.5.2. Mecanismos de mantenimiento en senescencia

Una vez la célula ha sufrido la parada del ciclo celular y la consecuente entrada en
senescencia, suceden varios cambios que ayudan a permanecer en ese estado como
cambios morfoldgicos; prolongacion del arresto del ciclo celular gracias al incremento
de p21 y pl6; dano oxidativo producido por un incremento de los niveles de ROS
(especies reactivas del oxigeno) dentro de la célula; resistencia a apoptosis gracias al
incremento de proteinas antiapoptoéticas de la familia BCL-2; cambios metabdlicos
como la acumulacién de B-galactosidasa (SA-B-gal), utilizada como marcador del
estado senescente de las células; condensaciones de heterocromatina asociadas a la
senescencia (SAHF, del inglés Senescence-Associated Heterochromatin Foci); y el fenotipo
secretor asociado a la senescencia (SASP, del inglés Senescence-Associated Secretory
Phenotype) (D1 Micco et al., 2021). El SASP, aunque presenta diferencias segun el tipo
celular y el estimulo que ha llevado a la senescencia, es un programa caracterizado por
citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento y proteasas de la matriz extracelular
que refuerzan la senescencia o afectan al entorno celular de las células senescentes (Di
Micco et al., 2021). La via de sefializacion de Jak/Stat3 activa factores telacionados
con SASP con propiedades inmunosupresoras en modelos de senescencia inducidos
por la pérdida de PTEN. Los inhibidores de Jak/Stat son efectivos reprogramando

SASP para incrementar los efectos de la quimioterapia (Toso et al., 2014).

Todas las vias de activacion de la senescencia convergen en la activacion de las vias
de DDR vy, por lo tanto, en la activacion de p53. Esta molécula se encarga,
principalmente, de la regulaciéon de la reparacion de ADN, de la detenciéon del ciclo
celular y de la consecuente entrada en senescencia mediante la inhibicion de p21,
impidiendo la progresién del ciclo celular y, por lo tanto, deteniendo la proliferacion.
La activacion de p53 también promueve la entrada en apoptosis, de manera que las
sefiales que llevan a una célula a entrar en senescencia también podrian inducir la
apoptosis; la eleccion entre las dos vias no esta clara actualmente, pero parece
depender de la intensidad y duracion del estimulo inicial, la naturaleza del dafio y el
tipo celular (Childs et al., 2014). Dado que las dos vias convergen en p53, los niveles

de esta proteina determinarfan la direccion que tomaria la célula (Kirschner et al.,

2015).
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La realizacién de un cribado 7 silico por el grupo de investigacion ha revelado que la
inhibicién de la secrecion de PRL potenciaria la diferenciacion terminal de las células
leucémicas, uno de los tratamientos mas prometedores para erradicar la LMA (Sachlos
et al.,, 2012). La confirmacién de esto se llevé a cabo previamente con el uso de
bromocriptina, un agonista de la dopamina y, por lo tanto, inhibidor de la secrecion
de PRL. El tratamiento con este compuesto disminuye la viabilidad y clonogenicidad
e incrementa la diferenciacion de las células de LMA sin afectar las muestras de
donantes sanos (Lara-Castillo et al., 2016). Ademas, estudios realizados por otros
grupos de investigacion han revelado que las LSCs presentan una activacion general
de los genes activadores de la via de sefializacion de PRLR, regulandola positivamente

(Majeti et al., 2009; Majeti & Weissman, 2011).

En base a las publicaciones mencionadas y los datos preliminares del grupo, se ha
planteado la hipoétesis que el eje de senalizacion PRL:PRLR podria tener un papel
importante en el inicio y mantenimiento de la LMA. Por lo tanto, el objetivo principal
de este proyecto consiste en la identificacion del papel de la PRL y su receptor en los
eventos asociados con el inicio y mantenimiento de la LMA. Para poder conseguir

este objetivo, se han propuesto objetivos secundarios:

1) Caracterizacion del papel de la via de sefializacion de PRLR en el potencial
transformante de las células de LMA y la consecuente apariciéon de la
enfermedad.

2) Caracterizacion del papel de la via de sefializaciéon de PRLR en los procesos
leucemogénicos.

3) Evaluacion de potencial efecto terapéutico antileucémico de los inhibidores
del PRLR.

4) Evaluacién del uso de la expresiéon del PRLR como biomarcador para el

diagnéstico y prondstico de la LMA.
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3. Materiales y métodos
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3.1. Materiales

3.1.1. Lineas y cultivos celulares

Todas las lineas celulares usadas en este trabajo se cultivaron a 37°C y al 5% de CO»

en medio suplementado con 5-10% de suero fetal bovino (FBS) (Biowest), 2mM de

L-Glutamina (Gibco) y ImM de aminoacidos no esenciales de MEM (Biowest). Las

lineas celulares de neoplasias hematologicas se cultivaron en medio RPMI1640

(Biowest) y la linea celular HEK-293T se cultivd en medio DMEM (Biowest). La

informacion de las lineas celulares se encuentra recogida en la Tabla 1.

Linea celular Patologia Procedencia Referencia
MonoMac-1 Steube et al., 1997
HIL-60 Gallagher et al., 1979
KG-1 DSMZ Koeffler & Golde, 1978
Kasumi-1 Asou et al., 1991
U-937 LMA IJC Ralph et al., 1976
SKM-1 (Dr. Buschbeck) Nakagawa et al., 1993
SKM-1 AraC R -
HL-60 AraC R Produccién propia -
KG-1 AraC R -
CCHMC

MDS-L SMD (Dr. Starczynowski) Rhyasen et al., 2014
K-562 LMC Lozzio & Lozzio, 1975

Linfoma de IDIBAPS .
RAMOS (RA1) Burkitt (Dra. Colomer) Benjamin et al., 1982
HBL-2 Abe et al., 1988

LCM IDIBAPS
GRANTA-519 (Dr. Subero) Jadayel et al., 1997
Jurkat Weiss et al., 1984
CCRF-CEM IMIM (Dra. Bigas) Foley et al., 1965
RPMI-8402 LLA-T Huang et al., 1974
Sahai Srivastava &
MOLT-4 DSMZ Minowada, 1973
JJN-3 LCP Hospital 12 de Octubre Jackson et al., 1989
RPMI-8226 MM (Dr. Martinez-Lopez) Matsuoka et al., 1967
U-266 ' p Nilsson et al., 1970
SR Linfoma DSMZ Stein et al., 1981
células B

Epitelio de
HEK-293T rinon ATCC Dubridge et al., 1987

embrionario
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Tabla 1. Informacion de las lineas celulares. AraC R, resistentes a citarabina; LMA,
leucemia mieloide aguda; SMD, sindromes mielodisplasicos; LMC, leucemia mieloide
créonica; LCM, leucemia de células del manto; LILA-T, leucemia linfoblastica aguda T; LCP,
leucemia de células plasmaticas; MM, mieloma multiple; IJC, Institut de Recerca contra la
Leucémia Josep Carreras; CCHMC, Cincinnati Children’s Hospital Medical Center;
IDIBAPS, Institut d’Investigacions Biomediques August PiiSunyer; IMIM, Institut Hospital
del Mar d’Investigacions Mediques.

3.1.2. Muestras primarias

Las muestras de pacientes de LMA y SMD se obtuvieron de las colecciones de
muestras del Hospital Clinic de Barcelona (C.0000397) y del Institut de Recerca contra
la Leucemia Josep Carreras, Campus ICO-GRiP (C.0002922). El diagnéstico y
clasificacion se realizé segin los criterios de la OMS (Arber et al., 2016). El estudio
se aprobé por los comités éticos de investigacion clinica de los hospitales
correspondientes y se obtuvo el consentimiento informado de los pacientes de
acuerdo con la Declaracion de Helsinki. Llas muestras de cordén umbilical y las capas
leucocitarias de donantes sanos se obtuvieron del Banc de Sang i Teixits con la

aprobacion del comité ético del Hospital universitario Vall d’Hebron.

La sangre periférica, la sangre de cordon umbilical, la sangre de médula 6sea y los
concentrados leucocitarios obtenidos de leucoaféresis terapéuticas se mezclaron con
PBS y se aislaron las células mononucleadas (MNCs) por centrifugacion en gradiente
con Ficoll (Ficoll-Paque, GE Healthcare). En las muestras de cordon umbilical se
realiz6 una deplecion de linaje, que consiste en la seleccion positiva de células que
expresan marcadores asociados a linajes maduros, en columna usando anticuerpos
con el Lineage cell Depletion kit (Miltenyi Biotec) y los estudios se realizaron con la

fraccién negativa (lin), enriquecida en la poblacién primitiva.

Para el cultivo de células de muestras primarias de LMA se utiliz6 medio IMDM
(Biowest) suplementado con el 3% de FBS, 2mM de L-Glutamina (Gibco), ImM de
aminoacidos no esenciales de MEM (Biowest), 100U/mL de penicilina (Biowest),
100pg/ml de estreptomicina (Biowest), ImM de piruvato sédico (Gibco), 20% de
BIT9500 (Stem Cell Technologies), 5ng/ml de IL.-3 (PeproTech) y 5x10-°M de 2-
mercaptoetanol (BME, Sigma-Aldrich). Para el cultivo de células de cordon umbilical
de donantes sanos se utiliz6 medio IMDM suplementado con un 1% de BSA

(albimina de suero bovino, Sigma-Aldrich), ImM de aminoacidos no esenciales de
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MEM (Biowest), ImM de piruvato sédico (Gibco), 100U/mL de penicilina (Biowest),
20ng/ml de TPO (trombopoyetina, PeproTech), 100ng/ml. de FLT3L (PeproTech),
100ng/mlL SCF (factor de células madre, PeproTech) y 5x10°M de BME (Sigma-

Aldrich).

3.1.3. Compuestos

Todos los compuestos utilizados en este estudio se resuspendieron en H>O (Thermo

Fisher Scientific) o DMSO (Sigma-Aldrich) siguiendo las instrucciones del proveedor.

Se almacenaron a -80°C a la concentracion determinada por el fabricante para una

mayor conservacion segun las caracteristicas de solubilidad del compuesto. La lista de

compuestos utilizados se encuentra recogida en la Tabla 2.

Nombre Abrev. Prov. Accion Referencia Num. CAS Solv.
Bromocriptina AgD2Ry Johansen et al.,
(mesilato) Bromo Enzo D3R 1986 22260-50-1 DMSO
. Campbell et
Prolactina PRL PreP Ag PRILLR al., 1994 - H,O
del 1-9 G129R G129R | MyBio | AntPRIR | Dermichteinet . H,0
al., 2003
Inhibidor Stat3 Inh Stat3 | SA Inh P Stat3 Zh;g fot a1 22112.89.6 | DMSO
Inhibidor Stat5 Inh Stat5 | SA Inh P Stat5 M“lzlgggt al, | 185086-31-4 | DMSO
. Quintas-
Ruxolitinib Ruxo |SigAb| InhJak2 | Cardamaetal, | 941678-49-5 | DMSO
(fostato)
2010
Sebolt-
PD184352 PD52 SA Inh MEK | Leopold etal,, | 212631-79-3 | DMSO
1999
Ly294-002 Ly, Guo etal.,,
(idrocloruo) L4002 SA Inh PI3K 5000 934389-88-5 | DMSO
AMD 3100 AMD | Tocris | Ant CXCR4 B“dlgg; ;t al, | 155148.31-5 | DMSO
5-Azacitidina Aza cC Inh ADN Brueckneret | 550 25 | DMSO
metiltrans. al., 2005
Daunorubicina Dauno | SCBT 23541-50-6 | H,O
(hidrocloruro) .
— Anti- Murphy &
Citosina -D- AraC leucémico Yee, 2017
arabinofura- i N SA > 147-94-4 H,O
L. citarabina
noésido
Acido . ATRA | SA Dif. Degos, 1992 | 302-79-4 | DMSO
holotransretinoico
10,25-Dihidroxi- | Vitamina Dif, Napoli &
vitamina D3 D3 SA monocitica Martin, 1991 32222-06-3 | DMSO
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Elimusertib Elimu SC Inh ATR Licking et al.,

(hidrocloruro) 2020 1876467-74 | DMSO

Tabla 2. Compuestos utilizados. Abrev, abreviatura; Solv, solvente; Enzo, Enzo Life
Science; PreP, PreProtech; MyBio, MyBioSource; SA, Sigma-Aldrich; Sig Ab, Signalway
Antibody; CC, Cayman Chemical; SCBT, Santa Cruz Biotechnology; SC, Selleckchem; Ag,
agonista; D2R, receptor de dopamina 2; D3R, receptor de dopamina 3; PRLR, receptor de
prolactina; Ant, antagonista; Inh, inhibidor; metiltrans, metiltransferasas; Dif, diferenciacion.

3.1.4. Anticuerpos acoplados a fluoréforo
Los anticuerpos acoplados a fluoréforo utilizados para la citometria de flujo se

encuentran recogidos en la Tabla 3.

Anticuerpo Clon Proveedor Fluorocromo
CD11b/Mac-1 ICRF44 BD PE
CD14 M5E2 BD APC
CD14 M®DP9 BD V450
CD45 HI30 BD FITC, PE, APC, V450
CD41a HIP8 BD FITC
CD11c B-ly6 BD APC
CD33 WM53 AB D serotec Alexa488
CD33 HIM3-4 BD FITC, PE
CD13 WM15 BD PE
CD13 WM15 AB D serotec Alexa647
CD15 HI198 BD APC
CD19 §J25C1 BD FITC
CD3 HIT3a BD APC
CD2 RPA-2.10 BD FITC
CD56 B159 BD PE
CD16 B73.1 BD APC
CD34 581 BD APC, PE
CD38 HIT2 BD FITC, PE
CD184 12G5 BD APC
CD45 ratén 30-F11 BD PE

Tabla 3. Lista de anticuerpos acoplados a fluoréforo para citometria de flujo. Todos
reconocen la el marcador de superficie humano, excepto si se especifica.

3.1.5. Anticuerpos primarios
Los anticuerpos primarios se utilizaron para reconocer de manera especifica proteinas
en superficie por citometria de flujo y proteinas totales obtenidas de lisados de células

por western blot (Tabla 4).

86




Anticuerpos Clon Casa comercial
PRLR U5 Thermo Fischer Scientific
PRLR Policlonal Abcam

PRL 9D12 Antibodies Online
GAPDH 6C5 Thermo Fischer Scientific
pStat3 3E2 Cell Signaling

Stat3 79D7 Cell Signaling
pStat5 8-5-2 Millipore

Stath Policlonal Abcam

RXRa H-10 Santa Cruz Biotechnology
VDR D-6 Santa Cruz Biotechnology
Lamin B1 B-10 Santa Cruz Biotechnology

Tabla 4. Lista de anticuerpos primarios.

3.1.6. Cebadores utilizados para la RT-PCR semi-cuantitativa

Los cebadores utilizados para analizar la expresion de genes por RT-PCR semi-

cuantitativa se encuentran recogidos en la Tabla 5.

Gen . Sentido Secuencia Referencia
amplificado
GAPDH Forward | GTGGACCTGACCTGCCGTCT Pan et al.,
Reverse | GGAGGAGTGGGTGTCGCTGT 2007
PRLR long Forward | TCCAGGTATGTGGGTTTCAT
(isoforma Reverse | GATTTGATGCTCATCTGTTGGA
larga) Ueda et al,,
PRLR short 1b | Formard | CAACATCAAGGGGTCACCTC 2006
S;fé;tma Reverse | CATGAATGATACAACCGTGTGG
LENT] Forward | GGGCAGCCTGTTTGGTCT
Reverse | CCACTGGCAATAGCGCAG
LENT2 Forward | CTCCTGTCCATGGCCAGTG Levin et al.,
Reverse | GGGCCTGGGATGATTTATTG 2021
LENTS Forward | TCAGCGGTGCCTCCACTGT
Reverse | GCAGCCAAGTCCACCAATGA
MRPA Forward | TCAAGTCCGTTCCGAAGGCA McBride et
Reverse | GCATTTAACTGGTGGCCTGCA al., 2009
K Forward | GCCGCCACAAGACTAAGGAA
Reverse | GACTTCCCTGCAGCGATGTT
DK Forward | ATTCCGCCTTGTTGGTCTGA
Reverse | TTGGAGTCTGCAGGGTTGGT | Levin etal,
PN Forward | ANCAACATAGCATCCCCGTGT 2021
Reverse | TTCCTCAAGGCACCATCATGT
CDA Forward | TGTGCTGAACGGACCGCTA
Reverse | GCAGGTCCTCAGGCCCAA




NT5E

Forward

TCTTCTAAACAGCAGCATTCC

Reverse

CATTTCATCCGTGTGTCTCAG

McBride et
al., 2009

Tabla 5. Lista de cebadores utilizados para la RT-PCR semicuantitativa.
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3.2. Métodos

3.2.1. Generalidades y estadistica

Todos los experimentos de citometria de flujo presentados a lo largo de esta tesis se
han realizado con el citometro FACSCantoll (Becton Dickinson) y los resultados se
han analizado con el software Flow]o (Tristar). En todos los experimentos analizados
con citometria de flujo se fij6 el negativo de tinciéon con un control wustained (sin
tincién) y se compensaron adecuadamente los diferentes canales de emision con

controles unitarios de tincion para corregir el spi/lover de fluorescencia entre ellos.

Los test estadisticos se realizaron con el programa GraphPad Prism® 8.0 (GraphPad
software). Para los experimentos de lineas celulares se realizé un test de normalidad
para determinar la distribucién gaussiana y se han realizado pruebas # Student no
emparejadas bilaterales con un nivel de confianza del 95%. En algunos casos, se han
realizado test ANOVA de medidas repetidas de dos factores. A la hora de comparar
grupos de muestras primarias no se ha asumido una distribucién gaussiana y se han
realizado test no paramétricos de Mann-Whitney no emparejados bilaterales con un
nivel de confianza del 95%. Todas las barras de error mostradas en las graficas de
barras corresponden al error estandar de la mediana (SEM), medida adoptada como
estandar en el grupo de investigacion al tener en cuenta la variabilidad y el tamafio de
la muestra, representado, por lo tanto, la certeza relativa sobre ese valor. Se ha

considerado estadisticamente significativos valores de p<0,05.

3.2.2. Contaje celular y viabilidad

El contaje de células vivas para la preparacion de experimentos se ha realizado con
un hemocitémetro (camara de Neubauer, VWR) con una tincién de azul tripan
(Sigma-Aldrich) para la discriminacién de la viabilidad. En los experimentos de
citometria de flujo, los analisis se realizaron dentro de la poblacion de células vivas
identificadas como negativas para 7-AAD (eBioscience) y con un patrén correcto de
tincion positiva para Hoechst33342 (Sigma-Aldrich), para detectar particulas con
nucleo y descartar células fusionadas. También se ha comprobado el perfil de FSC-
SSC. En algunos experimentos y por motivos de solapamiento con otras tinciones, se

ha usado sélo una de las dos medidas de viabilidad.
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3.2.3. Analisis de la expresion de proteinas en superficie

3.2.3.1. Analisis de la expresion de PRLR en superficie

Para analizar la expresion del receptor PRLR en la membrana de las células por
citometria de flujo se realizaron tres tinciones secuenciales sobre las células: 1)
anticuerpo de ratéon anti-PRLR humano (Tabla 4); 2) anticuerpo secundario P-
phycoerythrin goat anti-mouse IgG (H+L) (Life Technologies); y 3) marcadores especificos
de poblaciones (Tabla 3) y marcadores de viabilidad. Se realizaron lavados de las
células con el tampén PEF (PBS 1x, 0,5mM EDTA y 3% FBS) después de cada
tincion. Después de la adquisicion por citometria de las células, se analizé dentro de
las células vivas el porcentaje de células que expresaban PRLR. En las muestras
primarias el analisis se realizé dentro de las diferentes poblaciones discriminadas en
base a la tinciéon por CD3, CD13, CD19, CD34 y CD45, entre otras. Para la seleccion
de blastos en muestras primarias de neoplasias hematologicas se realizaron blast gates

que permiten la identificaciéon en base a CD45dim y SSCint (Lacombe et al., 1997).

3.2.3.2. Analisis de la diferenciacién mieloide

Para analizar los efectos sobre la diferenciacion de las células leucémicas, se analizé la
expresion en superficie de marcadores de diferenciacion terminal mieloide CD11b y
CD14. Se cultivaron 1,5x105 células/mL y se trataton con los compuestos a la
concentraciéon indicada durante 72h. Las células se tifieron con los anticuerpos
especificos para los marcadores mencionados y los de viabilidad y se adquirieron por
citometria de flujo. Se analizé el porcentaje de células con la expresion de los
marcadores y la MFI (media de la intensidad de fluorescencia, del inglés Mean
Fluorescence Intensity), dependiendo del experimento, dentro de la poblacion de células

vivas.

3.2.3.3. Analisis de marcadores de migracion celular

Para analizar la capacidad migratoria de las células leucémicas, se determiné la
expresion de CD184 o CXCR4 en superficie. 1,5x105 células/mlL se analizaron en
estado basal o bien se trataron con los compuestos indicados durante 72h. Las células
se tifieron con el anticuerpo especifico de CD184 (Tabla 3) y los de viabilidad y se

adquirieron por citometria de flujo. Se analiz6 el porcentaje de células con la expresion
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de los marcadores y la MFI, dependiendo del experimento, dentro de la poblacién de

células vivas.

3.2.4. Analisis de la expresion de genes por PCR semi-cuantitativa en
tiempo real

Para analizar la expresion de genes a nivel de ARN mensajero, el ARN total de las
células en las condiciones de interés se extrajo utilizando el Toza/ RNA Purification Kit
(Norgen Biotek) siguiendo las indicaciones del proveedor. La retrotranscripcion a
cADN se realizé utilizando el ¢gSeript cDINA Synthesis Kit (Quanta Bioscience), que usa
cebadores hexameros al azar. Con el cADN obtenido se realizaron RT-PCRs semi-
cuantitativas con Power Up SYBR Green PCR Mastermix (Applied Biosystems) y
cebadores disefiados para la deteccion de los genes correspondientes siguiendo las
indicaciones del proveedor (Tabla 5). La reaccién se llevo a cabo en el termociclador
QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) y se valoré
la expresion de genes cuando se observaban perfiles de melting curve correctas y Cts

(ciclo umbral, del inglés freshold cycle) inferiores a 35.

El analisis de los resultados se realizé con el software propio de QuantStudio™ 7 Flex

Real-Time PCR System, se extrajeron los Ct y los valores del gen de referencia
GAPDH se restaron a los obtenidos con el resto de cebadores (ACt). Seguidamente,
se extrajeron los Cts de la condicién control a los de las otras condiciones (AACt) y

se calculé el fold change como FC=2-*Ct (Livak & Schmittgen, 2001).

3.2.5. Clonaje y transduccion

3.2.5.1. Clonaje en el plasmido intermediario pUC19

Para poder realizar mutagénesis dirigida, se introdujo en el vector pUC19 (Addgene
#50005) el inserto de PRL silvestre (wt) amplificado previamente por PCR a partir de
ADN genémico de la linea celular MonoMac-1 (MM). Los cebadores utilizados para
la amplificacién contenian overhangs que permitieron delimitar el gen PRL con dianas

de restriccion de EcoRV (Tabla 6). Los resultados se secuenciaron por Sanger.
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5" EcoRV Spel - PRL | CCCGATATCCCACTAGTATATGAACATCAAA

Dy RV BamHL T CCCGATATCTTGGATCCAATTAGCAGTTGTIGT

Tabla 6. Cebadores utilizados para amplificar PRL y delimitarlo con las dianas de
restriccion EcoRV.

3.2.5.2. Mutagénesis dirigida

Para obtener la forma dominante negativa de PRL (PRL mut), se introdujeron
mutaciones puntuales consistentes en el cambio de un tnico nucleétido que permite
la sustitucion de la Gly129 por una Arg mediante mutagénesis dirigida. Este cambio
genera una forma de la PRL incapaz de sefializar a través del receptor (Bernichtein et
al., 2003; Goftin et al., 1996). Para hacerlo, se usaron oligonucleétidos solapantes
(Tabla 7) partiendo de la construccién pUC19-PRL wt. El éxito de la mutagénesis se

determiné por secuenciacién Sanger.

5 PRL G129R

3> PRL G129R

CTGACTATCAGCTCCATGCGCTCTAGAAGCCGTTTGGTTTG

Tabla 7. Cebadores utilizados para la mutagénesis dirigida con oligonucleé6tidos
solapantes.

3.2.5.3. Clonaje en el vector intermediario pEF1
Se ha utilizado el vector intermediatio pEF1/V5-HisA (Invitrogen #V92020) pata

generar las construcciones de PRL y PRLR en un vector de expresion eucariota
transitoria. El inserto PRL wt y PRI mut se extrajo mediante digestion con EcoRV
(Thermo Fisher Scientific) del vector pUC19-PRL wt y -PRL mut para insertarlo en
el vector pEF1. El plasmido pEF1-PRLR wt fue cedido amablemente por el
laboratorio del Dr. Clevenge (Virginia Commonwealth University, EEUU) y el
plasmido pEF1-PRLR short se obtuvo insertando la secuencia PRLR short mediante
cebadores especificos junto con las dianas de restriccion 5° EcoRI y 3’ Xbal en el

vector pEF/V5-HisA (Tabla 8). Los resultados se secuenciaron por Sanger.

5 EcoRI — 5 PRLR CCCGAATTCATAATGAAGGAAAATGTGG
3> EcoRI — 3’ PRLR short | CCCTCTAGAATAAGGGGTCACCTCCAACAG

Tabla 8. Cebadores para el clonaje de la forma PRLR short con las dianas de
restriccion.
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3.2.5.4. Clonaje en el vector lentiviral pULTRA

Con el objetivo de expresar las formas de PRL y PRLR clonadas en las células
mieloides se usé el vector lentiviral de tercera generacion pULTRA (Addgene
#24129) (Figura 9), que permite la expresion bicistronica del gen de interés y el gen
marcador GFP. El clonaje se realiz6 a partir de las construcciones previas en pEF1,
transferidas al plasmido pULTRA mediante digestiéon con Xbal (Thermo Fischer

Scientific). Los resultados se comprobaron por secuenciaciéon Sanger.
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Figura 9. Mapa del plasmido lentiviral pULTRA. Plasmido obtenido por el laboratorio
de Malcolm Moore (Addgene #24129).

3.2.5.5. Clonaje de shRNAs en el plasmido pLKO.1
Se ha intentado silenciar el gen PRLR mediante short hairpin RNA, usando como control un
shRNA contra el gen GFP. Los cebadores especificos se adquirieron en el RNA znterference

consortinm (http:/ | www.broadinstitute.org/ rmai/ ter) (Tabla 9).

PRLR shRNA 2 5' pLKO-TCR clon TRCN0000373248
PRLR shRNA 5 5' pLKO-TCR clon N0000059109
GFP shRNA 5' pLKO-TCR eGFP clon TCRN0000072193

Tabla 9. Cebadores especificos para los shRNA.

Las secuencias se anillaron y se insertaron en el vector pLKO.1-TCR (Addgene
#10878) (Figura 10) siguiendo las instrucciones del proveedor. El resultado se

secuencio por Sanger.
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Figura 10. Mapa del plasmido pLKO.1-TCR. Plasmido obtenido por el laboratorio de
David Root (Addgene #10878). El plasmido original tiene una secuencia de 1,9kb que se
libera después de cortar con las enzimas de restricciéon Agel y EcoRI (Thermo Fischer
Scientific). Los cebadores de shRNA reemplazan la secuencia que se ha eliminado.

3.2.5.6. Clonaje de sgRNAs en el plasmido pLentiGuide-Puro

Para conseguir una disminucién drastica en la expresion de PRLR, se utilizo la
tecnologia CRISPR-Cas9 con un sistema de dos vectores. El plasmido inicial no
contiene la expresion de Cas9, por lo que es necesario transducirlo primero a las
células, asi que se transdujeron células de LMA con el plasmido pLentiCas9-Blast
(Addgene #52962) (Figura 11, izquierda) y se seleccionaron mediante tratamiento
con blasticidina (Sigma-Aldrich). Paralelamente, el plasmido pLentiGuide-Puro
(Addgene #52963) (Figura 11, derecha) se digirié con la enzima de digestion BsmBI
(Thermo Fischer Scientific) y los cebadores sgARN disefiados segin las indicaciones
del proveedor para silenciar especificamente el gen PRLR y generados en la pagina
web  chopchop  (betp:/ /www.  https:/ [ chopehop.cbn.uib.no/) se clonaron en él
(CACCGGTTCGCTGCAAA-CCAGACCA vy  CCAAGCGACGTTTGGTC-
TGGTCAAA).
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Figura 11. Mapa de los plasmidos pLentiCas9-Blast y pLentiGuide-Puro. Plismidos
obtenidos por el laboratorio del Dr. Feng Zhang (Addgene #52962, izquierda; Addgene
#52963, derecha).

3.2.5.7. Transduccion de vectores lentivirales en células leucémicas

2,5x105 células HEK-293T en un volumen de 2ml y sembradas en placas de 6 pocillos
se transfectaron con los plasmidos de interés y con plasmidos complementarios
necesarios para la generacion de virus lentivirales de tercera generaciéon (Dull et al.,
1998) (Tabla 10). La transfeccion se realizé por liposomas con el kit JerPes DN.A
transfection reagent (Polyplus transfection) siguiendo las indicaciones del proveedor y
utilizando la proporcion recomendada de plasmidos (6:4:4:3; plasmido de interés :

pMDLg/pRRE : pRSV-Rev : pMD2.G).

Nombre Procedencia Elemento codificado
Addgene

pMDL/pRRE 1 2% 51 gag, pol
Addgene

pRSV-Rev H#10953 Lab. Trono Rev
Addgene

pMD2.G 12250 VSV-g (env)

Tabla 10. Relacién de plasmidos complementarios necesarios para la generacion de
lentivirus de tercera generacion.

Se infectaron 5x105 células mieloides/ml. con el sobrenadante lentiviral filtrado 48h

después de la transfeccion. La infeccion se ayudé con una centrifugacion en presencia
de 4pg/mlL de bromuro de hexadimetrina (Sigma-Aldrich) a 32°C durante 90’. La

deteccion de células transducidas se realizé por la presencia de GFP+ por citometria
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de flujo en el caso de pULTRA y mediante seleccion por blasticidina y puromicina

(Sigma-Aldrich) en el caso de pLentiCas9-Blast y pLentiGuide-Puro, respectivamente.

3.2.5.8. Analisis de la sefializacion con vectores reporteros

Para analizar la actividad sefializadora de las formas silvestre y mutada de PRL y PRLR
salvaje y short, se utilizaron distintos vectores reporteros basados en luciferasa: pGL4-
CISH, que contiene la regién del promotor de CISH (el inglés ¢ytokine inducible SH2-
containing protein), un gen regulado a nivel transcripcional por Stat5 (Fang et al., 2008);
pGL4.33[luc2P/SRE/Hygro| (Promega), que contiene un elemento de respuesta a
suero activado por la seflalizaciéon de MAPK-Erk; pGL4.29[luc2P/CRE/Hygto]
(Promega), que contiene el elemento respuesta a AMPc (CRE); y 4xM67 pTATA TK-
Luc (Addgene), que contiene el elemento respuesta a Statl/3 (Besser et al., 1999).
Todos los plasmidos expresan luciferasa /uc2 (Firefly) de manera condicional a la
estimulaciéon de los elementos respuesta. Se transfectaron 1,25x105 células HEK-
293T/mL por el sistema JetPei con el vector pGL4 con el elemento respuesta, las
diferentes construcciones de pEF1-PRL y -PRLR y un plasmido control con
expresion constitutiva del gen de luciferasa Riue (Renilla) (pRL-SV40, Addgene) a una
proporcion 2:2:1. 48h después de la transfeccion se lisaron las células y se analizo la
luminiscencia generada por las dos luciferasas siguiendo las indicaciones del
proveedor. Los datos obtenidos se presentaron como la luminiscencia de Firefly

repecto a la de Renilla.

3.2.6. Estudios de supervivencia y proliferacion

3.2.6.1. Citotoxicidad

Para estudiar el efecto citotéxico de los diferentes compuestos en las lineas celulares
se sembraron en placas de 96 pocillos 3,5x105células/ml., 2,5x105células/mL y
1,5x105células/ml. patra los experimentos de 24h, 48h y 72h, respectivamente, y se
trataron con los compuestos a la concentracion indicada. Pasado el tiempo adecuado,
se analizo6 la viabilidad por contaje volumétrico, tal como se describe en el apartado
3.2.2. En el caso de las muestras primarias, el procedimiento fue similar, pero
sembrando de 5 a 10x105células/mlL y diferenciando las distintas poblaciones
mediante anticuerpos para marcadores de distintos linajes (Tabla 3). Para poder

seleccionar los blastos leucémicos de las muestras de neoplasias hematolégicas se
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realizaron blast gates, que permiten la identificacion en base a CD45dim y SSCint
(Lacombe et al., 1997). En todos los experimentos se usaron controles afiadiendo el

solvente en volumen equivalente.

3.2.6.2. Calculo de las concentraciones efectivas medias (EC50)

La EC50 es la concentracion en la cual un compuesto induce la mitad de su efecto
citotoxico maximo. Su célculo se realizé en base a los datos de citotoxicidad después
del tratamiento con un amplio abanico de concentraciones del compuesto, obtenidos
mediante el protocolo explicado en el apartado 3.2.6.1. Los valores de las EC50 se
obtuvieron mediante el software GraphPad Prism (I ariable slope-four parameters o

Variable slope-three parameters, dependiendo del experimento).

3.2.6.3. Ensayo de proliferacion con Dil

Para el andlisis de la proliferacion celular en lineas celulares, se utilizé la sonda Dil
(1,1'-Dioctadecyl-3,3,3",3'-Tetramethylindocarbocyanine), capaz de teir las
membranas celulares lipofilicas. La intensidad media de fluorescencia disminuira a
medida que las células se dividan, ya que la tincién se reparte entre las células hijas.
Un total de 105 células, previamanete lavadas con PBS 1x, se tifieron con Dil 1ug/mL
durante 20’ a 37°C. Pasado ese tiempo, se lavaron con PBS 1x + 20% FBS dos veces
y se sembraron por triplicado a una concentracion de 2,5x105células/ml. en placas de
24 pocillos. Se afiadieron los compuestos oportunos, si correspondia, ya dia 0, 2y 4
se retir6 la mitad del medio, se analiz6 la tincién DIl por citometria de flujo, se afiadié

la misma cantidad de medio retirada y se traté con los compuestos.

3.2.6.4. Analisis del ciclo celular

Para estudiar los cambios en el ciclo celular inducidos por las diferentes
transducciones o por la acciéon de compuestos, se cultivaron las células en medio sin
FBS durante 18h para sincronizarlas. Seguidamente, se cultivaron con medio
completo para ver las diferencias basales de las transducciones o bien se trataron 24h
con los compuestos oportunos. Las células se lavaron con PBS 1x + 0,5mM EDTA
y se fijaron con etanol al 70% frio durante 18h. Pasado este tiempo, las células se
lavaron y se tifieron con Hoechst33342 y se adquirieron los datos por citometria de

flujo. Las diferentes fases del ciclo celular se determinaron por el contenido de ADN
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después de descartar los dobletes (Dean & Jett, 1974); las células en fase <GO y

>G2/M se descartaron del andlisis y se recalculé el 100% de la suma de las fases

G0/G1,Sy G2/M.

3.2.6.5. Analisis de las reversiones de la citotoxicidad
Para analizar la capacidad de la PRL para revertir la citotoxicidad de algunos
compuestos, se ha tratado 72h con combinaciones de compuestos de manera

simultanea y la viabilidad se ha analizado como explica el apartado 3.2.6.1.

3.2.7. Ensayo de clonogenicidad

Para analizar la capacidad de autorrenovacion de las células se han realizado ensayos
de clonogenicidad. Un total de 1.000 células de lineas celulares de LMA y de células
lin- de sangre de cordén umbilical o 50.000 células de muestras primarias de LMA se
trataron 18h a la concentracion indicada y en el medio correspondiente. Pasado este
tiempo, se mezcld con Iml de MethoCult H4435 Enriched (Stem Cell Technologies) y
se sembrd por duplicado en placas de 24 pocillos. Las unidades formadoras de
colonias (CFU) se contaron en base a la morfologia y la celularidad a dia 7 en el caso
de las lineas celulares y a dfa 14, generalmente, en muestras primarias de LMA y

muestras de cordén umbilical.

3.2.8. Estudios in vivo

Toda la experimentacion 7 vivo realizada en este trabajo se ha realizado de acuerdo
con los procedimientos aprovados por el correspondiente Comité Etico de
Experimentacion Animal (CEEA) de la Universidad de Barcelona (UB) y del Institut
d’Investigacié en Ciencies de la Salut Germans Trias i Pujol (IGTP) y en
cumplimiento de lo establecido en el Real Decreto 53/2013, por el cual se establecen
las normas basicas aplicadas para la proteccion de los animales usados en

experimentacion y otras finalidades cientificas.

Para los estudios 7 vive, se ha trabajado con ratones adultos inmunodeficientes NOD-
scid IL2Rgamman!! (NOD.Cg-PrkdcidI12rgtmWil /S7z] NSG) procedentes de Jackson
Laboratory. Este modelo de ratén permite una elevada eficiencia de injerto de

poblaciones hematopoyéticas, asi como una mayor reproducibilidad de los resultados

(Agliano et al., 2008; Sarry et al., 2011).
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Los animales se mantuvieron en condiciones estériles, estabulados en jaulas ventiladas
con aire filtrado y manipulados en campanas de flujo laminar. Se les suministré una
dieta ordinaria de laboratorio y acceso a agua y comida ad /ibitum. 1a temperatura se
control6 para oscilar entre 22 y 24°C y se aplicaron ciclos de luz-oscuridad de 12h.
Los experimentos se realizaron con ratones de entre 6 y 8 semanas de edad y se
mieloablacionaron con la administraciéon intraperitoneal de 30mg/kg de busulfin

(Sigma-Aldrich) 24h antes de la inyeccion de células.

3.2.8.1. Ensayo de competicion de xenotrasplante con lineas celulares

Antes de realizar los experimentos 7z vivo, células MonoMac-1 se transdujeron con el
vector comercial pULTRA-Smurf, (Addgene #48974) donde la proteina GFP ha sido
reemplazada por la proteina fluorescente AmCyan, detectable por citometria de flujo,
siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.2.5.6. Una vez validada la
transduccion, se inyectaron via intravenosa 5x10° células MonoMac-1 pULTRA-
Smurf, junto con 5x10° células MonoMac-1 transducidas con el vector pULTRA-
vacio, -PRLR wt y -PRLR short o bien pULTRA-vacio, -PRL wt y -PRL mut
resuspendidas en solucion fisiologica (0,9% NaCl, Sigma-Aldrich). Pasadas dos
semanas, los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical y se extrajeron las tibias,
los fémures y el bazo. Las células de la médula 6sea procedentes de las tibias y los
fémures se obtuvieron por disgregacion mecanica con la ayuda de un mortero,
mientras que las de bazo se obtuvieron por presion mecanica con el émbolo de una
jeringa. En los dos casos, se us6é tampén PBS 1x + 0,5mM EDTA + 0,5% BSA y las
poblaciones presentes se analizaron por citometria de flujo. Las células leucémicas se
identificaron con anticuerpos especificos de CD45 humano, descartando las CD45 de
ratén, y se considerd el porcentaje de células CD45% como el valor de injerto de las
células. Una vez seleccionada esta poblacion, las células control transducidas con
pULTRA-Smurf y las células de interés se diferenciaron gracias a la expresion de
AmCyan y GFP, respectivamente, y se representaron como el porcentaje de células,

normalizando los resultados al 100%.

3.2.8.2. Xenotrasplante con lineas celulares
Se inyectaron via intravenosa 10¢ células de la linea celular MonoMac-1, transducidas

previamente con el plasmido lentiviral pLL-EFla-eFLuc-T2A-GFP (rLuc, System
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Bioscience #LLL.410PA-1) para poder hacer un seguimiento de la capacidad de injerto
de éstas, resuspendidas en solucion fisiologica (0,9% NaCl, Sigma-Aldrich) y se
dejaron 4 dias sin tratar para permitir el injerto de las células humanas. Pasado este
tiempo, se administr6 durante dos semanas y en dias alternos PRL o G129R 0,2mg/kg
de peso por via intraperitoneal durante 14 dias, cuando se sacrificaron por dislocacion
cervical. A los ratones control se les inyecto suero fisiologico, utilizado como solvente
en los compuestos. Se analizo6 la carga leucémica en dias alternos con el sistema de
toma de imagenes 7 vivo no invasivo IVIS® Lumina 111 Iz vivo Imaging System (Perkin
Elmer). Se inyecté de forma intraperitoneal Luciferina 150mg/kg de peso del raton
(Perkin Elmer) y se anestesiaron con 3% de isoflurano (BBraun). Pasados 10 se

realizaron las capturas de imagenes en un lapso de 2’ y se analizaron con el software

Aura®.

3.2.9. Western Blot

Para el analisis de proteinas en estado basal, se recolectaron 3x10° células de las lineas
celulares de LMA o de muestras primarias procedentes de sangre periférica o de
leucoaféresis para asegurar un elevado porcentaje de blastos. Para el analisis de
proteina tras un tratamiento o estimulo, 3x10° células de LMA se cultivaron 4-6h con
medio en ausencia de FBS para sincronizar las células y se trataron posteriormente
con los estimulos indicados 2h. Para analizar la proteina total, las células se lisaron
con el tampon RIPA complementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (1mM
benzamidina, ImM DTT, lpg/mL leupeptina, lug/ml. aprotinina, 1mM PMSF,
1mM ortovanadato de sodio, 20mM NaF). Para analizar la fraccién nuclear, se ha
utilizado el kit NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmatic Extraction Reagents (Thermo
Fischer Scientific), que permite lisar las células separando la fraccion de proteinas
citoplasmatica y nuclear, siguiendo las indicaciones del proveedor. Una vez obtenidos
los extractos de proteina, se han cuantificado con el kit BCA Protein Assay Kit (Thermo
Fischer Scientific) utilizando el espectrofotémetro Synergy HT Multi-Detection Microplate
Reader (BioTek) a 562nm.

Los extractos de proteina se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida a
una concentracion de 60-100ug y en presencia de condiciones desnaturalizantes y

reductoras (SDS y B-mercaptoetanol, Sigma-Aldrich) y se transfirieron a una
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membrana de nitrocelulosa de 0,2um (BIO-RAD). Para la inmunodeteccion, se
utilizaron anticuerpos primarios especificos (Tabla 4) y anticuerpos secundarios
IRDye ®800 CW'y IRDye® 680 CIW (LI-COR) siguiendo las indicaciones del sistema
de inmunodeteccién Odyssey (LI-COR). Las imagenes se obtuvieron mediante el
Odyssey Infrared Imaging System® (LI-COR) y se us6 GAPDH y Lamin B1 (Tabla 4)
como referencia para las proteinas totales y nucleares, respectivamente. Las bandas se

cuantificaron con el software Izage].

3.2.10. Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)
La deteccién de la PRL (prolactina ligando) se realizé mediante el kit PRI (Human)

EILISA kit (Abnova), siguiendo las instrucciones del proveedor.

3.2.11. Ensayo de migracion transpocillo

Para determinar la habilidad migratoria de las células de LMA se realiz6 un ensayo de
migracioén a través de una membrana porosa en placas de 24 pocillos, que permite
separar el pocillo de cultivo en dos camaras, una superior y una inferior
(Millicel/l®Hanging cell culture insert, Millipore). En la camara superior se sembraron
2,5x10° células/mL con el estimulo indicado y con medio completado con 5% de
FBS; en la camara inferior se afiadi6 medio complementado con FBS 20% para
otorgar a las células un medio atrayente, generando un gradiente de suero. Pasadas
72h, se analiz6 por citometria de flujo la cantidad de células presenten en la camara

inferior como indica en el apartado 3.2.2.

3.2.12. Generacion de lineas resistentes a citarabina

Para el estudio de resistencia en las lineas de LMA, las células HL-60, SKM-1 y KG-
1 se escogieron por su elevada sensibilidad a quimioterapia y se trataron al valor de la
EC50 hasta que fueron resistentes. En este punto, se increment6 gradualmente la
concentracioén del tratamiento hasta que incrementaron la EC50, aproximadamente,
el doble del valor inicial. Las células resistentes se mantuvieron con la dosis de la EC50
en el medio para que no perdiesen la resistencia y se comprobé por citometria de flujo

el valor de ésta para validarlas.
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3.2.13. Estudio de la senescencia

El estudio de la senescencia se realiz6 con el kit B-Galactosidase Staining Kit (Cell Signal)
que ayuda a la detecciéon de SA-B-Gal, un indicativo de la senescencia. 5x10°
células/mlL en estado basal o tratadas previamente segin se indica, se lavaron, fijaron
y tifieron durante 12h segun las instrucciones del proveedor. Pasado el tiempo
establecido, se realizaron capturas de distintos planos a 40x aumentos con un

microscopio invertido y se cuantificé la tincién con el software Izage].

3.2.14. Analisis bioinformaticos

3.2.14.1. Connectivity Maps

Se utiliz6 la serie GSE982 (GSM15451, GSM15452, GSM15453, GSM15576,
GSM15577, GSM15578, GSM15561, GSM15562 y GSM15563) depositada en el
repositorio GEO para obtener la firma génica asociada a la diferenciacién inducida
por acido holotransretinoico (ATRA) enlalinea celular HL-60 (Stegmaier et al., 2004).
Se utilizaron los algoritmos del software DChip (Harvard School of Public Health, Boston,
EEUU) para normalizar los ficheros originales (.cel) (Li & Hung Wong, 2001). Tras
el analisis de las muestras normalizadas por el programa GenePattern (Broad Institute
Cancer Program), se seleccionaron las sondas con una expresion diferencial de al menos
dos magnitudes y con un valor estadistico p<0,005. Se identificaron las sondas que
durante el proceso de diferenciacion mediada por ATRA tenian mayor regulacion
negativa y positiva. Estas sondas fueron sometidas posteriormente a un cribado 7

silico basado en firmas denominado Connectivity Maps (Broad Institute Cancer Program).

(Lamb et al., 2000)

3.2.14.2. Analisis de la expresion génica asociada a LSCs

Se utiliz6 el software DChip para normalizar las muestras de expresion génica de LSC
de LMA (GSM591231, GSM591232, GSM591233, GSM591234, GSM591235,
GSM591236, GSM591237, GSM291238), de HSC de cordon umbilical (GSM591216,
GSM591217 Y GSM591218) y de HSC de médula 6sea (GSM591219, GSM591220,
GSM591221 y GSM591222, pertenecientes a la serie GSE24006 (Gentles et al.,
2014)).
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4. Resultados

105



106



4.1. Resultados preliminares

Este trabajo surge de estudios realizados anteriormente por el grupo de investigacion
centrados en la busqueda de nuevas moléculas que permitan erradicar la LMA y
prevenir las recaidas. El primer paso de la bisqueda consistié en centrarse en nuevas
moléculas que permitiesen inducir la diferenciacion terminal de las LSCs, dirigiendo
las células a un linaje hematopoyético alternativo y permitiendo la eliminacién de éste
grupo de células de manera indirecta (Sachlos et al., 2012). Para identificar la firma
génica asociada al proceso de diferenciacién terminal de las LSCs a cada uno de los
linajes mas importantes, se han utilizado perfiles de expresion génica de repositorios
publicos (GEO, ArrayExpress) de células de LMA (LSC) y de células sanguineas sanas
(granulocitos, monocitos y células dendriticas), asi como los perfiles después de
tratamientos con agentes diferenciadores farmacolégicos (éster de forbol, vitamina
D3 y ATRA), junto con herramientas bioinformaticas. Para refinar los resultados, se
eliminaron las firmas génicas asociadas a la diferenciaciéon de las células
hematopoyéticas sanas (HSC), relacionadas con una hematopoyesis normal. Las
firmas génicas identificadas se enfrentaron con la base de datos de Connectivity Maps
(Lamb et al., 2000) y se buscaron compuestos capaces de inducir cambios en el patréon
de expresion génica similar a las firmas génicas de los procesos de diferenciacion. La
base de datos en su versién 1.0 estaba formada por 1309 compuestos, de los cuales
72 tueron escogidos debido al valor en el cribado  silico, la concentraciéon a la cual
inducian la expresion génica deseada y la significacion de la estadistica. De estos 72
compuestos, se seleccionaron 17 que se podian clasificar en cuatro familias: farmacos
para la enfermedad de Parkinson, farmacos antimalaricos, agentes antifungicos e
inhibidores de la secreciéon de PRL. En este punto, se mostré interés en las vias de
sefializacion del PRLR, ya que se observé que las LSCs tienen una firma génica de
genes asociados a la sefializacion por el PRLR especifica y distinta de los progenitores
y células madre hematopoyéticas sanas, gracias al analisis con la base de datos
GSE24006. Ademas, los genes implicados en la sefalizacion mediada por el PRLR y
en su regulacién positiva estan sobreexpresados, mientras que los genes que la regulan
negativamente estan reprimidos (Majeti et al., 2009; Majeti & Weissman, 2011)

(Figura 12).
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Figura 12. La via de sefializacién del PRLR esta diferencialmente expresada en las
LSCs en comparacion con las HSCs y precursores tempranos. Se seleccionaron los
perfiles de expresiéon génica asociados a genes de la sefalizacion del PRLR, previa
normalizaciéon por RMA (Robust Multichip Average), y se agruparon jerarquicamente sin
supervision. Las muestras de pacientes de LMA enriquecidas para LSCs estan marcadas. Los
datos del array se obtuvieron de GEO GSE240006 y de la base de datos de vias de sefializacion
KEGG Prolactin signaling pathway hsa04917. Los analisis bioinformaticos se realizaron con el
software DChip.

La implicacién de la PRL se validé con el uso de bromocriptina, una molécula
moduladora del receptor de dopamina y, por ende, inhibidora de la secrecién de PRL
pituitaria (Lara-Castillo et al., 2016; Maurer, 1980). Las células de LMA MonoMac-1,
HL-60 y KG-1 se trataron durante 72h con bromocriptina a diferentes
concentraciones, observandose una disminucion en la viabilidad celular (Figura 13)
y un incremento en la diferenciacién mieloide basada en la expresion en superficie de
los marcadores de CD11b (diferenciaciéon granulocitica) (Figura 14A) y CD14

(diferenciacion monocitica) (Figura 14B).
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Figura 13. La bromocriptina disminuye la supervivencia celular en lineas de LMA.
Células MonoMac-1 (MM), HL-60 y KG-1 se trataron 72h con bromocriptina 0,1uM, 1uM
y 10uM vy se analiz6 la viabilidad celular por citometria de flujo. Las barras indican la media
de células vivas respecto al control de triplicados de tres experimentos independientes, donde
cada punto es el valor de la media de cada experimento = SEM. **p<0,01; ****p<0,0001.
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Figura 14. La bromocriptina induce la diferenciacién mieloide en lineas de LMA.
Células MonoMac-1 (MM), HL-60 y KG-1 se trataron 72h con bromocriptina 0,1uM, 1uM
y 10uM vy se analizaron para la expresiéon en superficie de los marcadores A) CD11b y B)
CD14 por citometria de flujo. Las barras indican la media de la MFI de triplicados de tres
experimentos independientes, donde cada punto es el valor de la media de cada experimento
T SEM. **p<0,001; ***+p<0,0001.
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4.2. Estudio de la PRL y el PRLR en neoplasias hematolégicas

En base a los resultados obtenidos en el cribado z silico y viendo la implicacion de las
vias de sefializacion de la PRL, se decidi6 estudiar la expresion diferencial de PRL y

PRLR en diferentes neoplasias hematoldgicas.

4.2.1. Expresion de PRL y PRLR en células hematopoyéticas sanas y
neoplasicas

El primer paso para determinar la expresiéon de PRL y su receptor consistio en el uso
de la base de datos publica de expresion génica R2: Genomics Analysis and Visulization
Platform (hgserverl.amc.nl/cgi-bin/12). Se escogi6 la base de datos GSE13159, que
engloba los datos generados en el estudio MILE (Microarray Innovations In 1enkemia)
del European Lenkemia Network (ELN), generados a partir de muestras de pacientes de
LMA de sangre periférica y de médula 6sea al diagnostico (Haferlach et al., 2010;
Kohlmann et al., 2008) mediante la plataforma de Affymetrix HG-U133 Plus 2.0 en
su version actual Clarions Dy se seleccionaron las sondas de expresion 205445_at para
PRL y 211917_s_at para PRLR. Una vez obtenidos los datos, aunque no se
observaron diferencias en la expresion de PRL, si que se observé un incremento
significativo en la expresiéon de PRLR en muestras de LMA respecto a los controles
(Figura 15A). Seguidamente, dada la gran dispersién de la expresion tanto en PRL
como en su receptor, se decidid estudiar si habia diferencias entre los distintos
subtipos de LMA segun la clasificacion de la OMS (Arber et al., 2016) y se observé
un incremento significativo en la expresion de PRL y su receptor entre algunos
subtipos. La PRL se encuentra sobreexpresada a nivel transcripcional en pacientes
con reordenamiento en el gen MLL, presente en un 5-10% de los pacientes (Eisfeld
et al., 2017). Por otro lado, se ha observado un incremento del PRLR en pacientes
con cariotipo normal, presente en el 45% de los diagnésticos, siendo en el grupo
citogenético mas comun, asi como en pacientes con la translocacién t(8,21), presente
en el 6-8% de los pacientes. Este ultimo grupo citogenético pertenece al core binding
factor (CBL-AML) de buen prondéstico (Eisfeld et al., 2017). A continuacion, se decidié
estudiar también la expresiéon de PRL y PRLR en SMD, ya que es una enfermedad
relacionada con la LMA porque presenta caracteristicas patologicas similares, afecta

al linaje mieloide y se transforma a LMA en un porcentaje elevado de casos (Arber et
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al., 2016). Se observé un incremento de la expresion génica tanto de PRL como de

PRLR en pacientes respecto al grupo control (Figura 15B).
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Figura 15. La PRL esta sobreexpresada a nivel transcripcional en LMA con
translocacion de MLL y en SMD y el PRLR esta sobreexpresado en LMA y SMD. A)
Expresion de PRL (izquierda) y PRLR (derecha) en células primarias hematopoyéticas sanas
(gris) y células de LMA (rojo). B) Expresion de PRL (izquierda) y PRLR (derecha) en funcion
de los diferentes subgrupos de LMA segun la clasificaciéon de la OMS y de SMD. Cada punto
indica el valor de expresion de un individuo (Log2) y la barra indica la media de todos los
valores obtenidos de la base de datos GSE13159. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*Hxp<0,0001; ns, no significativo.

Una vez analizada la expresion del receptor y el ligando, se decidié estudiar también
la expresion de los principales elementos de la via de sefializacion. El PRLR activa,
principalmente, la via Jak/Stat, sobre todo a través de Jak2, Stat3, StatSa y Stat5b
(Brooks, 2012). Las sondas de expresion seleccionadas para obtener los datos fueron

211917 _s_at, 209991 _at, 203010_at y 212549_at, respectivamente. Aunque no se
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observaron diferencias en la expresion génica de Stat3 entre células sanas y células de
LMA, si que se observé un incremento de expresion de StatSa y una disminucion en
la expresion génica de Statbb y Jak2 (Figura 16). Esto podria deberse a varios
motivos: por un lado, Stat5a es el mensajero secundario preferente de PRLR, mientras
que Stat3 esta relacionado con multiples rutas de sefializacion; por otro lado, la
funcién especifica de Stat5a y Stat5b no esta clara, pero si se ha demostrado que no
son redundantes, revelando una mayor implicaciéon de Stat5b en las células del linaje

linfoide (Maurer et al., 2019) y explicando la disminucién de expresion en LMA.
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Figura 16. La expresion génica de StatSa se encuentra incrementada en células de
LMA respecto a células hematopoyéticas sanas, mientras que la de Stat5b y Jak2 esta
disminuida. Datos de la expresiéon génica en células hematopoyéticas sanas (gris) y células
de LMA (rojo) de Jak2, Stat3, Stat5a y Stat5b. Cada punto indica el valor de expresioén de un
individuo (Log2) y la barra indica la media de todos los valores obtenidos de la base de datos
GSE13159. *p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001; ns, no significativo.

Uno de los principales problemas clinicos que conlleva el diagnéstico de la LMA son
las recaidas, que son frecuentes y tienen un mal prondstico, y donde las LSCs tienen
un papel fundamental (Eppert et al., 2011). Dado que en estas células la expresion de
genes implicados en la sefializacién mediada por PRLR estan activados, seria
esperable que las muestras de recaidas, enriquecidas en LSCs, tuviesen una mayor
regulacion mediada por esta ruta de sefializacion. Por este motivo, se ha analizado la
expresion de PRL y PRLR, asi como de los elementos de la via de sefalizacion
comentados anteriormente, en el momento del diagnostico de la enfermedad y en el
de la recaida. Para ello, se ha utilizado la base de datos publica GSE66525 y se ha
seguido el protocolo publicado por Hackl e# a/. (Hackl et al., 2015). Aunque se ha
observado una disminuciéon del ARNm del PRLR, asi como de Jak2, la expresion de
los efectores intracelulares Stat5a y StatSb esta aumentada en las recaidas respecto al

momento del diagnéstico (Figura 17).
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Figura 17. La expresion de PRLR y Jak2 se ve reducida en el momento de la recaida,
mientras que la expresion Stat5a/b incrementa. Cada punto indica el valor de expresion
de un individuo en unidades arbitrarias obtenidos de la base de datos GSE66525. *p<0,05.

Con el analisis bioinformatico de los datos obtenidos de repositorios publicos y la
demostracion de la sobreexpresion de PRLR en células de neoplasias hematolégicas,
se decidi6 analizar la expresion del receptor en superficie mediante citometria de flujo
en células hematopoyéticas sanas y de neoplasias hematoldgicas, permitiendo
observar los niveles de proteina, considerada la unidad funcional y, por lo tanto,
efectiva en cuanto a sefializacion. La expresion de PRLR en células sanas se analizé
en las MNCs aisladas por gradiente de densidad de capas leucocitarias de donantes
sanos y muestras de sangre de cordén umbilical. Estas dltimas se deplecionaron para
obtener la fraccion linaje negativa (lin-), que corresponden a las células
hematopoyéticas mas primitivas ya que carecen de marcadores de linajes. La expresion
del receptor de neoplasias hematolégicas se analizé en células hematopoyéticas de
sangre periférica de muestras de LMA y de SMD, determinando la poblaciéon CD45*
y el perfil de tamafo y complejidad SSC-FSC adecuado (datos que se obtuvieron en
colaboracion con otros miembros del laboratorio). Aunque las muestras de neoplasias

hematolégicas presentan un amplio rango de expresion del receptor, resultados
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compatibles con la alta heterogeneidad de la enfermedad, se observa un incremento
significativo en este respecto a la expresion en células hematopoyéticas de donantes
sanos y de células de sangre de cordén enriquecidas para las fracciones celulares mas
primitivas (lin-), es decir, células madre y progenitores hematopoyéticos (Figura 18A).
Paralelamente, se analiz6 la expresion de PRLR en diferentes poblaciones de células
sanas, tanto nucleadas (CD45%) como en plaquetas (CD45/CD41a"). Dentro de la
poblacion CD45%, se seleccionaron subpoblaciones hematopoyéticas mieloides
(CD11c+, CD14+, CD15+, CD33+ y CD13"), linfocitos B (CD19%), linfocitos T
(CD3%), células NK (CD2*/CD56") y monocitos (CD14int/CD16, CD14-/CD16*
y CD147/CD16). Los resultados obtenidos agrupan las células en tres grupos
distintos segun la expresion de PRLR. La expresion del receptor en células de linaje
linfoide T y en plaquetas no supera el 30%, considerandose bajo; por otro lado, las
células del linaje linfoide B expresan niveles intermedios, que rondan del 30 al 60%
de células positivas para PRLR; y, por tltimo, el linaje mieloide expresa niveles mas

altos de receptor, superando el 60% de células positivas (Figura 18B).

Una vez observado el incremento de PRLR en células leucémicas y el incremento de
expresion en el linaje mieloide, se decidi6 analizar la expresion del receptor en funciéon
de la poblaciéon hematopoyética CD45". Aunque se seguia observando una elevada
heterogeneidad en cuanto a la expresion de PRLR, se observa que la poblacion
CD45%ow  correspondiente a la poblacién leucémica, presenta una expresion de
receptor en superficie mayor que la poblacion CD45%high) representativa de la
poblacién linfoide sana, corroborando los datos de bioinformatica que demuestran la
sobreexpresion de PRLR en células leucémicas. Ademas, el incremento de expresion
significativo respecto a los linfocitos control (CD45%) nos muestra que la expresion
de PRLR es especifica de las células transformadas (Figura 18C). La sobreexpresion
en la poblacion CD45* leucémica (CD45o%) nos llevo a agrupar las muestras de LMA
segun distintos factores: sexo del paciente, procedencia de la muestra, riesgo
citogenético, refractariedad de la muestra y clasificacion de la OMS (Arber et al,,
2016). La concentracion de PRL en sangre es mas elevada en mujeres que en hombres
y, ademas, tiene un papel fisiolégico mas relevante (Patil et al., 2013). Sin embargo, a

nivel de expresion en LMA, no aparecen diferencias en la expresion de PRLR por
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sexo, sugiriendo que, probablemente, su sefalizacion no se vea afectada por el
ligando. La procedencia de la muestra, médula 6sea o sangre periférica, no presenta
diferencias en cuanto a expresion del receptor, de manera que no se ve afectada por
la movilizacién y es una caracteristica intrinseca de la célula. En funcién del riesgo
citogenético no se observan cambios significativos, aunque se observa una tendencia
a una menor expresion de PRLR en los pacientes de riesgo mas alto, lo que
concordaria con los datos de expresion de ARNm de los repositorios de diagnéstico
y recaida, donde se observaba una menor expresiéon de PRLR en el momento de la
recaida respecto al diagnostico. En cuanto a la sensibilidad a quimioterapia, no se
observan diferencias significativas en la refractariedad de la muestra, aunque si una
tendencia al incremento de la expresion de PRLR en los pacientes refractarios
compatible con los datos bioinformaticos iniciales, ya que la refractariedad esta
asociada a una mayor frecuencia de LSCs. Por ultimo, parece que se observa un
aumento de expresion de PRLR en muestras con NPM1 mutada, segtn la clasificacion
de la OMS (Arber et al., 2016), aunque el numero dispar de muestras dificulta una
conclusion sélida (Figura 18D). En resumen, en lo que respecta a las muestras de
LMA vy la expresion de PRLR en superficie, observamos un incremento de la
expresion en células leucémicas respecto a las muestras de donantes sanos, asi como
las poblaciones de células linfoides sanas de los pacientes de LMA. Ademas, el
receptor se encuentra ligeramente aumentado en muestras refractarias y disminuido
en los casos clinicos adversos, en concordancia con los datos bioinformaticos

antetriores.
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Figura 18. Las células de neoplasias hematologicas expresan niveles mayores de
PRLR en supetficie respecto a células hematopoyéticas sanas. La expresion de PRLR
en superficie se analizé6 mediante citometria de flujo. A) Expresion de PRLR en superficie
dentro de la poblacion CD45" de células de donantes sanos (gris), de sangre de cordén lin-
(gris), LMA (rojo) y SMD (azul). B) Expresion de PRLR en superficie analizada en las
diferentes poblaciones hematopoyéticas de las muestras de donantes sanos (gris) en
comparacion con las células de LMA (rojo) y SMD (azul). C) Expresiéon de PRLR en
supetficie de las diferentes poblaciones de CD45" en células de LMA; CD45" total (gtis)
CD45™" corresponde a los linfocitos sanos (rojo) y CD45™" a los blastos leucémicos
(verde). D) Expresion de PRLR en distintos subgrupos de células de LMA: sexo del paciente,
procedencia de la muestra (MO: médula 6sea (marrén) y SP: sangre periférica (rojo)), riesgo
citogenético, refractariedad y clasificacion segun la OMS (Arber et al., 2016). Cada punto
indica el valor de expresion de un individuo en porcentaje de células positivas para PRLR y
la barra indica la media de todos los valores. *p<0,05.
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Como se ha comentado anteriormente, dada la similitud entre la LMA y los SMD en
las caracteristicas patologicas y la afectacion del linaje mieloide, entre otras, se decidié
estudiar la expresion de PRLR en superficie en las muestras primarias de SMD.
Ademas, se ha observado un incremento significativo en la expresion del receptor en
las muestras de SMD tanto a nivel de ARNm como a nivel de proteina en superficie.
El analisis de las distintas poblaciones CD45" en las muestras primarias de SMD
determiné que la poblacion CD45%°v (poblacion leucémica) presenta una expresion
de PRLR mayor que la poblaciéon CD45%high (poblacién linfoide sana) y que es
especifica de las células leucémicas (Figura 19A), corroborando, una vez mas, los
datos bioinformaticos previos respecto a la expresion génica. Dado que los resultados
se asemejaban a los obtenidos con las muestras de LMA, se decidi6 seguir el mismo
proceso y analizar la expresion del receptor en distintas clasificaciones: segun el nivel
de pronéstico siguiendo el sistema IPSS-R (Greenberg et al., 2012) y segun la
clasificacion de la OMS (Arber et al., 2016). Aunque la clasificacion segin el riesgo
citogenético no muestra diferencias significativas, si que se observa una tendencia a
incrementar la expresiéon de PRLR cuando el riesgo es mas desfavorable (intermedio
y adverso), coincidiendo con las muestras de pacientes que tienen una mayor
probabilidad de transformaciéon a LMA, considerandose mas cercanas a esta
patologia. En cuanto a la clasificacion segin la OMS, se observa una elevada expresion
de PRLR (40% de células positivas) en la mayoria de los subgrupos, excepto en los
pacientes con delecion 5q (Figura 19B). Aun asi, 1a heterogeneidad interpaciente, la
falta de datos clinicos y las pocas muestras analizadas de SMD impiden que las

conclusiones sean suficientemente robustas.
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Figura 19. Las células de muestras primarias de SMD expresan niveles mayores de
PRLR en células leucémicas CD45"°" y en pacientes con riesgo citogenético mayor.
La expresion de PRLR en superficie se analizé mediante citometria de flujo. A) Expresion
de PRLR en superficie de las diferentes poblaciones de CD45+ en células de SMD. B)
Expresion de PRLR en distintos subgrupos de células de SMD: riesgo citogenético (IPSS-R)
y clasificacion segin la OMS (Arber et al., 2016). Cada punto indica el valor de expresion de
un individuo en porcentaje de células positivas para PRLR y la barra indica la media de todos
los valores. *p<0,05; ****p<0,0001.

Ademas de la expresion en superficie de PRLR, también se analiz6 la cantidad de
proteina total contenida en las células. Para ello, se usaron tres muestras primarias de
LMA y dos de sangre periférica procedentes de capas leucocitarias y se analizé la
cantidad de PRLR mediante western blot. Se observé, igual que en superficie, que la
cantidad de PRLR varia entre las muestras de LMA, pero esta incrementada respecto

a las muestras de donantes sanos (Figura 20).

MA #49
LMA #50
LMA #51
Capa
leucocitaria
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0K T PRLR

A0 KD ey e e ™= === GAPDH

Figura 20. La expresion de PRLR a nivel de proteina en muestras neoplasicas varia
entre distintos pacientes, pero es superior a la observada en muestras de células
hematopoyéticas sanas. Se realizé un western blot con los anticuerpos de PRLR humano
y GAPDH como control de carga.

La disponibilidad de muestras primarias es limitada, asi que para poder caracterizar el
papel de la PRL y PRLR en las neoplasias hematolégicas se decidié comparar la

expresion observada en estas muestras con la presente en lineas celulares
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correspondientes. La expresion de PRLR se analizé en superficie por citometria de
flujo en diferentes lineas celulares de distintas neoplasias, tanto mieloides como
linfoides. Aunque se observa una elevada variabilidad en la expresion, sigue siendo
consistente una mayor expresion en lineas celulares mieloides respecto a linfoides
(Figura 21). Aunque hasta el momento se han analizado varios parametros
relacionados con el PRLR en LMA y en SMD, a partir de este punto se decidié
focalizar el estudio unicamente en la LMA, ya que el cribado inicial se realizé con
lineas celulares de esta neoplasia hematologica y, ademas, la disponibilidad de lineas
celulares y modelos de xenotrasplante permiten estudiar la enfermedad a nivel iz vitro
e in vive. Los SMD, aunque estan relacionados con la LMA, se descartaron porque
representan un grupo mucho mas heterogéneos de enfermedades y, ademds, su
estudio se ve dificultado ya que la tnica linea celular descrita representativa de la

enfermedad, la MDS-L (Rhyasen et al., 2014), no expresa PRLR (Figura 21C).
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U-937 72,7 LMA Mieloide
HBL-2 53,4 LCM Linfoide B
K-562 38,7 LMC Mieloide
SKM-1 38,6 LMA Mieloide
MonoMac-1 12,6 LMA Mieloide
HL-60 3,9 LMA Mieloide
U-266 3,5 MM Mieloide
SR 2,7 Linfoma de células B Linfoide B
Jurkat 2 LLA-T Linfoide T
KG-1 1,8 LMA Mieloide
JIN-3 1,8 LCP Linfoide B
CCRF-CEM 1 LLA-T Linfoide T
RPMI-8402 1 LLA-T Linfoide T
MOLT-4 0,7 LLA-T Linfoide T
Kasumi-1 0,3 LMA Mieloide
GRANTA-519 0,3 LCM Linfoide B
RPMI-8226 0,3 MM Linfoide B
RAMOS 0,1 Linfoma de Burkitt Linfoide B
MDS-L 0 SMD Mieloide

Figura 21. Expresion en superficie de PRLR en lineas celulares de neoplasias
hematoloégicas. La expresion de PRLR se analizé mediante citometria de flujo y esta
representada como el porcentaje de células que expresan el receptor en lineas celulares de
neoplasias hematolégicas A) individualmente (donde cada barra representa la media de
triplicados de tres experimentos independientes = SEM) y B) agrupadas por linaje mieloide
o linfoide B y T (cada punto indica la expresiéon de PRLR de una linea celular) C) La tabla
recoge los datos numéricos obtenidos del analisis de expresion, asi como informacion sobre
el tipo de neoplasia y el linaje perteneciente de cada linea celular. LMA, leucemia mieloide
aguda; LCM, linfoma de células del manto; LMC, leucemia mieloide crénica; MM, mieloma
multiple; LLA-T, leucemia linfoblastica aguda T; LCP, leucemia de células plasmaticas; y
SMD, sindromes mielodisplasicos.
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4.2.2. Caracterizacion del papel de la via de sefializaciéon PRL:PRLR en
LMA

Aunque hay una gran heterogeneidad entre las muestras, se observa un incremento
significativo en PRLR respecto a las muestras de donantes sanos. Por lo tanto, se ha
estudiado la importancia tanto del receptor como de su ligando natural, la PRL, en la
LMA mediante experimentos de pérdida y ganancia de funcién en lineas celulares.
Para poder estudiar el papel del ligando y su receptor, se han generado lineas celulares
de LMA que sobreexpresan la forma activa de cada uno de ellos, asi como un
dominante negativo. Se ha estudiado por separado qué efectos tienen la activacion del
receptor mediante estimulo externo, asi como la activaciéon basal de cada forma

transducida.

Para poder estudiar las funciones de la PRL, las lineas celulares de LMA MonoMac-
1, HL-60 y SKM-1 se transdujeron con la forma silvestre de ésta (PRL wt) y una forma
mutada (PRL mut), incapaz de iniciar la transducciéon de sefal, con la ayuda de un
vector bicistronico, permitiendo que la PRL no esté fusionada a ningin elemento y
con expresion simultanea de GFP para validar la transduccion. Las modificaciones de
la PRL aplicadas para conseguir PRL mut se describieron en 1996 por Goftin y se
modificaron en 2003 por Bernichtein (Bernichtein et al., 2003; Goffin et al., 1996) y
permiten que la PRL actie como un antagonista del receptor, ya que la sustitucion del
residuo Glicina en el puesto 129 por una Arginina (del-1-9-G129R) impiden la
dimerizacion de receptor y la consecuente activacion y transduccion de sefial sin
afectar a la secrecion de PRL (Figura 22A). El éxito de la transduccion se valido
mediante la expresion de GFP, superior al 90% en todos los casos, por citometria de
flujo (Figura 22B). Una vez confirmado el éxito de la transduccién, se comprobé
mediante el analisis de la proteina total de PRLR por western blot que la transduccion
no habia producido cambios en la modulacién del receptor, de manera que los efectos
diferenciales observados fuesen exclusivamente por la expresion diferencial de PRL
(Figura 22C). Seguidamente, se intentaron analizar los niveles de PRL en el
sobrenadante y los lisados celulares por ELISA, pero los valores estaban por debajo
del limite de deteccion de la técnica (PRL (Human) EILSA kit, con un limite de

deteccion de 2ng/ml). También se intentd determinar la concentracién de PRL por
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western blot, pero no se consiguié ver ninguna banda, posiblemente por las
cantidades tan bajas del péptido. Una vez vista la imposibilidad de detectar los niveles
de PRL mediante distintas técnicas, se decidié validar la funcionalidad de las
transducciones con un ensayo de sefializaciéon para determinar qué tipo de
sefializacion se daba en cada una de las formas de PRL transducidas. Para ello, se
utiliz6 el vector reportero pGL4-CISH, que contiene el promotor del gen CISH, un
elemento respuesta de PRI con cuatro sitios de unién distintos parar Stat, siendo
rapidamente activado frente al estimulo de la PRL e indicativo de la sefalizacion
PRL/Jak2/Stat5 (Fang et al., 2008). Las células HEK-293T se cotransfectaron con
pEF-vacio (HisA), -PRL wt o -PRL mut, junto con pEF-PRLR wt y el vector
reportero pGL4-CISH. Se observé un aumento de la sefializacién en el caso de la
cotransfeccion con PRL wt, pero no con PRL mut, indicativo de la activacion
productiva de PRLR a través de su ruta canonica Jak2/Stat5. Como era esperable,
PRL mut no induce la activacién de la sefializacion mediada por Jak2/Stat5
(Bernichtein et al., 2003; Chen et al., 1999; Goffin et al., 1996), actuando como un
antagonista/inhibidor de la sefializacion del receptor (Figura 22D). Estos tesultados

validan la utilidad del sistema para el estudio del efecto de PRL en células leucémicas.
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Figura 22. La forma PRL wt, pero no PRL mut, induce sefializacién a través de la via
Jak2/Stat5. A) Representacion de la sefializacion con las dos formas de PRL; la PRL wt
(azul) permite iniciar la transduccién de sefial, mientras que PRL mut (roja) no sefializa a
través del receptor. B) Las células MonoMac-1 (MM), HL-60 y SKM-1 se transdujeron con
las formas pULTRA vacio o con las formas PRL wt y PRL mut. Se analiz6 el porcentaje de
transduccion mediante la expresion de GFP por citometria de flujo. El porcentaje de células
transducidas se expresa en porcentaje de células en color verde y se comparé con las células
no transducidas (NT). C) Se analizaron los posibles cambios en el PRLR mediante western
blot hibridando con anticuerpos especificos de PRLR y GAPDH como control de carga. D)
Las células HEK-293T se cotransfectaron con pEF-PRLR wt o el vector vacio (pEF-HisA)
y con las formas pEF-PRL wt y -PRL mut, junto con el vector reportero CISH para
determinar la sefializacion activada. La actividad luciferasa se muestra como una ratio de
luciferasa/renilla. Las barras indican la media de la ratio luciferasa/renilla de triplicados de
tres experimentos independientes, donde cada punto es el valor de la media de cada
experimento + SEM. ***p<0,001.

Para poder estudiar los efectos de ganancia y pérdida de funcién del PRLR, las lineas
celulares de LMA MonoMac-1, HL-60 y SKM-1 se transdujeron con dos isoformas
del PRLR: la isoforma salvaje (PRLR wt) y la isoforma corta 1b o short 1b (PRLR
short). La isoforma short actia como un dominante negativo debido a su corto
dominio intracitoplasmatico que carece de los dominios Box 2 y C-terminal,

imprescindibles para la interaccioén con el dominio SH2 que promueve la unién a los
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factores de transcripcion Stat3 y Stat5. Estas modificaciones permiten la dimerizacién
del receptor, pero no la transduccion de senal (Hu et al., 2001) (Figura 23A). El éxito
de la transduccién se cuantific6 mediante la expresion de GFP analizada por
citometria de flujo, siendo aproximadamente del 100% en MonoMac-1 y HL-60 y del
50% en SKM-1 (Figura 23B). Seleccionando la poblacion GFP*, se analiz6 la
expresion de PRLR de las diferentes transducciones y se observé un incremento en
ésta en las tres lineas celulares, demostrando la expresion en superficie de las
isoformas transducidas (Figura 23C). Dado que por citometria de flujo sélo
podemos detectar el dominio extracitoplasmatico, idéntico en las dos isoformas, se
realiz6 un western blot para observar la presencia relativa de cada una de las isoformas
con respecto a la expresion endégena. Aunque solo pudimos detectarlo en MonoMac-
1 y HL-60, se observa la isoforma larga y la corta en las transducciones
correspondientes (Figura 23D). Por dltimo, se analizé la expresion de las isoformas
por RT-PCR semi-cuantitativa usando cebadores especificos, observandose un
incremento en la expresiéon génica de la isoforma sobreexpresada (Figura 23E).
Estos resultados validan que las lineas celulares generadas poseen las propiedades

necesarias para estudiar la funcionalidad del PRLR en la LMA.
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Figura 23. Las transducciones de PRLR wt y short sobreexpresan la isoforma
correspondiente en todas las validaciones realizadas. A) Representacion de la isoforma
de PRLR wt y short y su sefalizacion. Las células MonoMac-1 (MM), HL-60 y SKM-1 se
transdujeron con las isoformas pULTRA vacia y con la isoforma PRLR wt y PRLR short. Se
analiz6 el porcentaje de B) células GEFP+ y C) células PRLR+ dentro de la poblacion GFP+
mediante citometria de flujo. D) Determinacion de la cantidad de proteinas de las diferentes
isoformas mediante western blot en MonoMac-1 (izquierda) y HIL-60 (derecha) con el
anticuerpo de PRLR humano y el GAPDH como control de carga. E) Expresion génica de
las diferentes isoformas transducidas analizada por RT-PCR semi-cuantitativa. Los
histogramas representan la expresion de PRLR dentro de la poblacion GFP+. Los graficos
de barras representan la media de expresion génica de tres réplicas de tres experimentos
independientes £ SEM respecto al control y al gen de referencia GAPDH. **p<0,01;
¥p<0,001; ¥*+*¥p<0,0001.

125



4.2.2.1. Estudio de la sefializacion basal del PRLR

Para entender el papel del PRLR en la LMA, se analiz6 la sefializacién basal activada
por las isoformas PRLR wt y short. Se utiliz6 un ensayo de sefializacion mediante la
cotransfeccion de un vector vacio (pEF-HisA) y las dos isoformas de PRLR (pEF-
PRLR wt y -PRLR short), junto con los vectores de elemento respuesta a AMPc
(CRE, sefalizacion PI3K-Akt), a suero (SRE, sefalizacion MEK-Erk), a Stat3
(PTATA, sefializacion Stat3) y a Stat5 (CISH, sefializacioén Jak2/Stat5) acoplados a
luciferasa. Primero de todo, se comprobd que las transfecciones de los plasmidos con
las isoformas de PRLR fueron eficientes y en niveles equivalentes para ambas
isoformas por western blot hibridando los anticuerpos especificos de PRLR y de
GAPDH como control de carga (Figura 24A). En cuanto al ensayo de sefalizacion
por luciferasa, la ratio luciferasa/renilla nos indica que existe una activacion hasta seis
veces mayor de la sefializacién mediada por Jak2/Stat5 (CISH) respecto a las otras
vias estudiadas. En cuanto a las vias de PI3K-Akt (CRE), MEK-Erk (SRE) y Stat3
(pTATA) se observa una activacion significativa en las células transducidas con las
isoformas de PRLR, pero muy residual, ya que el eje se ha adaptado para ver la
activacion, pero es minima (Figura 24B). En resumen, la sobreexpresion de las
isoformas PRLR wt y PRLR short en el contexto leucémico promueven, sobre todo,
la sefializacion via Jak2/Stat5. Dado que la isoforma corta tiene una capacidad de
seflalizacion practicamente nula, estos resultados sugieren una interaccion entre la
isoforma larga y corta, permitiendo una activaciéon de las vias de sefializacion

vinculadas a Jak2/Stat5 (Bole-Feysot et al., 1998; Clevenge & Kline, 2001).
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Figura 24. La isoforma PRLR wt y short activan mayoritariamente la via de
sefializacion Jak2/Stat5. A) Las transfecciones con los vectores pEF-HisA (vacio) y pEF-
PRLR wt y -PRLR short se validaron por western blot. B) La actividad luciferasa se analizé
mediante la ratio de luciferasa/renilla en el vector vacio y las isoformas PRLR wt y PRLR
short gracias al sensor contenido en el plasmido y especificado en el titulo de los graficos
(CRE, SRE, pTATA y CISH). Las barras representan la media de triplicados de tres
experimentos independientes +* SEM; cada punto representa la media de un experimento.
*p<0,05; ¥*p<0,01; ***p<0,001; ***p<0,0001.

4.2.2.2. Estudio de la sefializaciéon de PRLR tras su activacion con el ligando

Dado que la activaciéon del receptor en estado basal promueve la activaciéon de
diferentes vias de sefializacién, se decidi6 usar el ligando y un antagonista para estudiar
mas a fondo la via de sefializacion en LMA bajo activacion e inhibicion del receptor.
Anteriormente, y para poder validar los resultados del cribado 7 silico, se uséd
bromocriptina, un agonista del receptor de dopamina y, por lo tanto, inhibidor de la
secrecion de PRL (apartado 4.2). Aun asi, se ha observado que la bromocriptina sélo
limita la secrecion de PRL pituitaria, dejando los niveles de la extrapituitaria sin
modificaciones (Johansen et al., 1986). Por lo tanto, se seleccioné el antagonista del

1-9-G129R (G129R) descrito por Goftin en 1996 y modificado por Bernichtein en
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2003, un péptido que contiene la misma mutacion que la forma PRL mut transducida
en las células leucémicas, permitiendo la dimerizaciéon del receptor, pero no la

transduccion de sefial (Bernichtein et al., 2003; Chen et al., 1999; Goffin et al., 1990).

En primer lugar, se utliz6 de nuevo un ensayo de sefializacion mediante la
cotransfeccion de un vector vacio (pEF-HisA) y las dos isoformas de PRLR (pEF-
PRLR wt y -PRLR short), junto con los vectores de elemento respuesta a AMPc
(CRE, sefalizacion PI3K-Akt), a suero (SRE, sefalizacion MEK-Erk), a Stat3
(PTATA, sefializacion Stat3) y a Stat5 (CISH, sefializacién Jak2/Stat5) en células
HEK-293T. El tratamiento con G129R, el antagonista de PRLR, no promueve la
activaciéon de ninguna de las vias de sefializacion estudiadas, ya que no se observan
incrementos significativos en los elementos respuesta. En cambio, el tratamiento con
PRL si que promueve la activacién de las vias, aunque solo cuando se expresa la
isoforma PRLR wt, demostrandose que el efecto del tratamiento con PRL es
dependiente del PRLR y no de una accién de la PRL sobre el receptor. Los sensores
SRE (MEK-Erk) y pTATA (Stat3) no se ven modificados por ninguno de los
tratamientos, mientras que CRE (PI3K-Akt) si que presenta un incremento
significativo en la isoforma PRLR wt bajo tratamiento con PRL, aun asf, los niveles
son tan bajos que es posible que no tenga relevancia biolégica. Por dltimo, respecto
al sensor CISH (Stat5) se observa un aumento basal en las dos isoformas, pero sélo
la isoforma PRLR wt responde al tratamiento con PRL, mientras que el antagonista
no lo hace (Figura 25). En resumen, la via de sefializacién Jak2/Stat5 es la principal
via activada tanto a nivel basal, donde observamos un aumento del sensor en la
isoforma salvaje y short, como bajo tratamiento con el ligando, donde sélo se ve
afectada la isoforma PRLR wt. Ademas, ninguna de las formas de receptor responde
al antagonista. Estos resultados nos validan que todas las isoformas se comportan

como esperabamos.
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Figura 25. La PRL, pero no G129R, activan la seflalizaciéon mediada por Jak2/Stat5,
principalmente, cuando las células sobreexpresan la isoforma PRLR wt. Las células
HEK-293T cotransfectadas con los vectores pEF-vacio, -PRLR wt y -PRLR short se trataron
48h con un vehiculo, PRL 500ng/mL o G129R 500ng/mL. La actividad luciferasa se analiz6
mediante la ratio luciferasa/renilla. Las barras indican la media de la ratio luciferasa/renilla
en triplicados de tres experimentos independientes, donde cada punto es el valor de la media
de cada experimento = SEM. *p<0,05; **p<0,01.

Aunque la sefializacion de Stat3 no se vefa afectada por el tratamiento, dado que es
una via canonica en las células de LMA (Frank, 2007), se decidié estudiarla mas en
profundidad, junto con la via de Jak2/Stat5. Se analizé la activacion de Stat3 y Stat5
por el tratamiento de PRL o G129R mediante la cuantificacién de proteina fosforilada
relativa en funciéon de la proteina total. Células MonoMac-1 no transducidas y
transducidas con PRLR wt se trataron 2h con un vehiculo, PRL y G129R, se extrajo
proteina y se realizé un western blot donde se utilizaron anticuerpos para reconocer
pStat3, pStat5 y sus respectivas proteinas totales, asi como GAPDH como control de
carga. No se observaron cambios en cuanto al pStat3/Stat3, corroborando los datos
de expresion génica y sugiriendo que no esta implicada en la transduccion de sefiales
a partir de PRLR en el contexto de la LMA. En cambio, si que se observé un
incremento de pStat5/Stat5, resultado esperable gracias a los datos de expresion
génica y de los ensayos de luciferasa (Figura 26A). Esto nos llevé a analizar
detalladamente la activacién de la via de Jak2/Stat5, asi que se realiz6 un nuevo
experimento de sefializaciéon mediante la cotransfecciéon de pEF-PRLR wt y -PRLR

short en células HEK-293T, junto con el elemento de sefializacion CisH (Jak2/Stat5)
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y, en este caso, se tratd 24h con un vehiculo y con dosis crecientes de PRL y G129R.
Se observé una activacion dosis-dependiente de la sefializacion de Jak2/Stat5 sélo
cuando tenfamos presencia de PRLR wt (Figura 26B). Paralelamente, para poder
observar si el aumento de sefializacion era debido a un incremento en la fosforilacion
de Stat> y si era dosis-dependiente, células MonoMac-1 no transducidas y
transducidas con PRLR wt se trataron 2h con un vehiculo, PRL o G129R a dosis
crecientes, se extrajo proteina y se realizo un western blot que se hibridé con pStat5,
Stat5 y GAPDH. Las proteinas se cuantificaron y la ratio pStat5/Stat5 revela un
incremento en la fosforilacion dosis-dependiente de PRL, pero no de G129R.
También se observa un incremento en la cantidad de proteina Stat5 total bajo
tratamiento con PRL (Figura 26C). Por ultimo, se quiso observar si el Stat5
fosforilado segufa la ruta de sefializacion descrita y era internalizado en el nicleo de
la célula para llevar a cabo sus funciones sobre la regulacion génica. Las lineas celulares
MonoMac-1 no transducidas y transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron
2h con un vehiculo, PRL o G129R, se extrajo la fracciéon nuclear de proteina y se
realiz6 un western blot, donde se utilizaron los anticuerpos pStat3, pStat5 y sus
respectivas proteinas totales, asi como GAPDH como control de carga. Como era
esperable, no se observaron cambios en la fosforilacion de Stat3 en ninguna de las
condiciones estudiadas, pero si que se observé un aumento de la fosforilacion de
Stat5, acompafiado de un aumento de Stat5 total, igual que en la fraccion celular total
(Figura 26D). Estos resultados nos indican que la via mayormente activada mediante
el PRLR en el contexto leucémico es la via PRLR/Jak2/Stat5, que permite activar la
transcripcion de elementos en el nacleo. Ademas, se ha validado el papel dominante
negativo que posee la isoforma PRLR short, ya que no se observa activaciéon alguna

de las vias de senalizacién estudiadas.
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Figura 26. La PRL activa la via de sefializacion Jak2/Stat5 y la posterior
internalizacion en el nicleo de pStat5 en las células transducidas con la isoforma
PRLR wt. A) Células MonoMac-1 (MM) no transducidas y transducidas con PRLR wt se
trataron con un vehiculo, PRL y G129R 250ng/ml. y 500ng/mL durante 2h, se obtuvieron
lisados celulares postnucleares, se realizé un western blot y se hibridé con los anticuerpos
pStat3, pStat5, Stat3, Stats y GAPDH. B) Células HEK-293T se cotransfectaron con pEF-
vacio, -PRLR wt y -PRLR short, junto con el elemento respuesta CISH (sefializacion de
Jak2/Stat5) y se trat6 24h con un vehiculo y PRL o G129R a 50, 100, 250 y 500ng/mL; la
actividad de sefializacion se calculd como la ratio luciferasa/renilla. C) Células MonoMac-1
(MM) no transducidas y transducidas con PRLR wt se trataron con un vehiculo, PRL y
G129R a 50, 100, 250 y 500ng/mL durante 2h; se extrajo proteina y se realizé un western
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blot que se hibridé con pStat5, Stat5 y GAPDH. Se cuantificaron las bandas de proteina y se
representd como la ratio de pStat5/Stat5/GAPDH. D) Células MonoMac-1 (MM) no
transducidas y transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron con un vehiculo, PRL y
G129R 500ng/mL durante 2h; se extrajo proteina nucleat y se realiz6 un western blot que
se hibridé con pStat5, Stat5, pStat3, Stat3 y GAPDH. Los graficos representan la media de
triplicados de tres experimentos independientes £ SEM. *p<0,05.

4.2.2.3. Estudio de la sefializacion mediante inhibidores

Como se ha comentado en varias ocasiones, el PRLR es capaz de activar diferentes
vias de sefializacion (Abramicheva & Smirnova, 2019). En el contexto de la LMA, se
ha observado que la principal via activada es la de Jak2/Stat5 (Figura 26), aunque
también se observa una ligera activacion de la via PI3K-Akt (Figura 25). Por otro
lado, no se ha observado una mayor activaciéon de Stat3, ni la consecuente
translocacion al nucleo, aunque si que se ha visto que la PRLR puede aumentar
ligeramente la transcripcion de genes controlados por Stat3 (Figura 26). Para poder
estudiar mas a fondo la senalizacion y poder caracterizarla en el contexto de la LMA,
se ha optado por el uso de inhibidores de elementos claves de estas vias: el inhibidor
de Stat3 (Figura 27A) y el inhibidor de Stat5 (Figura 27B), que impiden la
homodimerizacién de la molécula y, por lo tanto, su funcionalidad; ruxolitinib, un
inhibidor de la fosforilaciéon de Jak2 y, por lo tanto, de la unién de Stat3 y Stat5
(Figura 27C); y PD184352 y Ly294-002, inhibidores de la fosforilacion de MEK y
PI3K, respectivamente (Figura 27D).
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Figura 27. Vias de sefializacion de PRLR una vez activado por el ligando PRL y sus
diferentes puntos de inhibiciéon farmacolégica. Representacion de las moléculas
utilizadas para A) inhibir Stat3 (inhibidor Stat3), B) inhibir Stat5 (inhibidor Stat5), C) inhibir
Jak2 (ruxolitinib) y D) inhibir MEK-Erk (PD184352, izquierda) e inhibir PI3K-Akt (Ly294-
002, derecha). Las flechas negras indican progresion de la sefializacion, las lineas rojas indican
el punto de inhibicién de los compuestos y la P indica fosforilacion de la molécula.

Todos los compuestos comentados anteriormente tienen accién citotoxica en las
células, pero estamos interesados, sobre todo, en la accién inhibitoria, por lo que se
realizaron EC50 de las diferentes moléculas para determinar concentraciones con
actividad citotéxica, pero no con una mortalidad demasiado elevada en las lineas

celulares de LMA MonoMac-1, HL-60 y SKM-1 a 72h (Figura 28).
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Figura 28. Todos los inhibidores tienen accion citotéxica en el rango micromolar.
Células MonoMac-1 (MM), HL-60 y SKM-1 se trataron 72h a concentraciones crecientes de
los distintos inhibidores. El valor final de la EC50 fue calculado. Cada punto representa la
media de un triplicado £ SEM.

Las células MonoMac-1, HL-60 y SKM-1 no transducidas y transducidas con PRLR
wt y PRLR short se trataron 72h con los inhibidores y se analiz6 la viabilidad celular
por citometria de flujo. Aunque no se observaron diferencias en viabilidad
dependiente de la expresion de PRLR, si que se observé una mayor mortalidad con

los inhibidores de Stat3 y Stat5, respecto a las otras moléculas (Figura 29).

134



MonoMac-1
= 120+ 120+

1004

Células vivas

N
o
o
L
.

o]

o

L

respecto al control (%

»
o
1

Células vivas
respecto al control (%
[2}

o
L

o 8
L

MM PRLRwt MM PRLR short HL60 HL60 PRLR wt  HL60 PRLR short

-

N

o
]

. = Control

1 Inh Stat3 75uM
m Inh Stat5 20uM
m PD184352 5uM
m Ly294-002 20uM
= Ruxolitinib 5uM

1004

oo
o
L

Células vivas
o
o
L

respecto al control (%)
N
o
1

N
o
L

o

SKM PRLRwt ~ SKM PRLR short

Figura 29. La inhibicion de Stat3 y Stat5 disminuye la viabilidad celular
independientemente de la expresion de PRLR. Células MonoMac-1 (MM), HL-60 y
SKM-1 no transducidas y transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron 72h con un
vehiculo o el inhibidor de Stat3 75uM (amarillo), inhibidor de Stat5 20uM (verde), PD184352
5uM (rojo), Ly294-002 20uM (azul) y ruxolitinib 5uM (naranja). La viabilidad se analiz6 por
citometria de flujo. Las barras indican la media £ SEM de células vivas de cada linea de LMA
respecto al control, estudiada en triplicados en tres experimentos independientes; cada punto
es la media de cada experimento. *p<0,05; **p<0,01: **p<0,001; ****p<0,0001.

Los resultados indican que las vias principalmente implicadas en la viabilidad celular
en LMA serfan las relacionadas con Jak2/Stat3 y Jak2/Stat5. Para aclarar la
implicacién y el rol de PRL en esta sefalizacion, las células MonoMac-1 no
transducidas y transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron 72h con un
vehiculo o los inhibidores de Stat3 y Stat5 y ruxolitinib, inhibidor de Jak2 y la
viabilidad celular se determiné por citometria de flujo. En lo que respecta al inhibidor
de Stat3, tanto las células parentales como las transducidas con PRLR wt responden
igual al tratamiento, mientras que las PRLR short son menos sensibles. En el caso de
la inhibicion de Stat5 se observan resultados similares, siendo, una vez mas, las células
PRLR short menos sensibles al tratamiento (Figura 30A). En cambio, el efecto del
inhibidor de Jak2 no presenta diferencias en citotoxicidad y es equivalente
independientemente de la presencia del PRLR o su version dominante negativa
(short) (Figura 30B). Estos resultados sugieren que la sefalizacion de PRLR esta
mediada en mayor medida por Stat3 y Stat5, no por Jak2. Ademas, se observa que las

células transducidas con la isoforma PRLR short poseen mas resistencia a los
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tratamientos con los inhibidores de Stat3 y Stat5, indicando cierta independencia a

esta via de senalizacion.
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Figura 30. La expresion de la isoforma PRLR short disminuye la sensibilidad a los
inhibidores de Stat3 y Stat5, pero no de Jak2. Células MonoMac-1 no transducidas (N'T)
y transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron 72h con A) los inhibidores de Stat3
(amatrillo) y Stat5 (verde) a 10uM, 50uM y 100uM y B) ruxolitinib (naranja) a 0,5uM, 1uM y
2,5uM. La viabilidad celular se analiz6 por citometria de flujo. Las barras indican la media de
triplicados de tres experimentos independientes + SEM y los triangulos dosis crecientes del
inhibidor utilizado. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

Una vez observado el efecto diferencial en la citotoxicidad de los diferentes
inhibidores en las distintas isoformas del PRLR y la mayor resistencia de la isoforma
dominante negativa, se decidié estudiar el papel de la activacioén del receptor de
manera exogena en este efecto. Células MonoMac-1 no transducidas y transducidas
con PRLR wt y PRLR shortt se trataron 72h con los inhibidores de Stat3 y Stat5 y de
Jak2 (ruxolitinib) junto con un vehiculo, PRL o G129R para observar si eran capaces
de revertir o incrementar el efecto citotéxico de los inhibidores, respectivamente. La
viabilidad celular se analiz6 por citometria de flujo. Es importante mencionar que en
todos los casos se observa que la presencia de PRL induce proliferacion en las células

de LMA, siendo una tendencia en las células parentales y significativo en las
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transducidas con PRLR wt, mientras que no se observa ningun efecto en la isoforma
short (Figura 31). Estos resultados se estudiaran en profundidad mas adelante.
Podemos observar que el efecto citotdxico del inhibidor de Stat3 es parcialmente
revertido por la presencia de PRL cuando la isoforma PRLR wt esta presente. En
cambio, la PRLL mutada (G129R) no tiene efecto alguno. Estos mismos resultados se
observan al tratar las células con el inhibidor de Stat5, ya que la PRL es capaz de
revertir parcialmente el efecto citotoxico en las células PRLR wt, pero no tiene ningun
efecto en las PRLR short. Ademas, el antagonista no ejerce ningun efecto sobre las
células (Figura 31A). El inhibidor de Jak2 por si sélo no tiene ningun efecto
diferencial entre las lineas y, ademas, no se ve afectado por el tratamiento con el
ligando o el antagonista del receptor (Figura 31B). Estos resultados nos indican que
la presencia de una forma dominante negativa de PRLR reduce la sensibilidad y
dependencia de la sefializacién por Stat3 y Stat5, lo que nos podria indicar que el
receptor podria estar senalizando directa o indirectamente por Stat3 y Stat5. Ademas,
la activacion de la sefializacién mediada por PRLR puede, parcialmente, revertir el
efecto citotéxico de los inhibidores de Stat3 y Stat5 y no se revierte con el ligando
endoégeno ni se ve incrementado por el antagonista del receptor G129R. Por dltimo,
la falta de efecto del inhibidor de Jak2 en la citotoxicidad celular nos indica que la
sefializacion por PRLR, posiblemente, no esta mediada por Jak2, pero si por Stat3 y

Stat5, en concordancia con los resultados obtenidos previamente.
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Figura 31. La PRL revierte el efecto citotoxico de los inhibidores de Stat3 y Stat5, pero
no de ruxolitinib, inhibidor de Jak2. Las células MonoMac-1 no transducidas y
transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron 72h con un vehiculo o A) los inhibidores
de Stat3 y Stat5 a 10puM, 50uM y 100uM y B) ruxolitinib 0,5uM, 1uM y 2,5uM junto con un
vehiculo o PRL y G129R 500ng/mlL. La viabilidad se analiz6 por citometria de flujo. Las
barras representan la media de triplicados de tres experimentos independientes + SEM.
*p<0,05.
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4.2.3. Caracterizacion del papel de la PRL en la LMA

4.2.3.1. Estudios in vitroy ex vivo

La PRL incrementa la proliferacién en distintos tipos celulares, asi como en varios
tipos de cancer (Bole-Feysot et al., 1998; Goffin et al, 1996). Ademas, esta
demostrada la necesidad de algunos tipos celulares de esta hormona para poder
proliferar correctamente, como es el caso de la linea celular Nb2 de linfoma de rata
(Abramicheva & Smirnova, 2019). En este trabajo se ha observado que la PRL tiene
un papel proliferativo en las células leucémicas (Figura 31), por lo que se decidié

estudiar mas en detalle estos efectos.

Las células de LMA MonoMac-1, HL-60, SKM-1, U-937, KG-1 y Kasumi-1 se
trataron 72h con un vehiculo, PRL y G129R, aunque ninguno de los compuestos tuvo
efectos en la viabilidad celular (Figura 32A). Existe respaldo bibliografico que sugiere
que el antagonista de PRL presenta cierta toxicidad (Bernichtein et al., 2003; Chen et
al,, 1999; Goffin et al, 1996) y, aunque la mayoria de estudios se basan en
experimentos 7z vivo y en modelos de cancer de prostata, cancer de mama y células de

linfoma de rata, se decidi6 probar su efecto a altas concentraciones, pero no se

observo citotoxicidad ni aumento en la proliferacion (Figura 32B).
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Figura 32. Las células de LMA no ven afectada su viabilidad tras el tratamiento con
PRL o con su antagonista G129R. Las cé¢lulas MonoMac-1 (MM), HL.-60, SKM-1, U-937,
KG-1 y Kasumi-1 se trataron 72h con A) un vehiculo o PRL y G129R 500ng/mL y B) dosis
crecientes de G129R para realizar una EC50. La viabilidad se analizé por citometria de flujo.
Las barras representan la media de triplicados de tres experimentos independientes + SEM;
cada punto representa la media de un experimento. En las EC50 cada punto representa la
media de un triplicado £ SEM.

Estos resultados no son los esperados, pero se pueden deber a distintas causas. Por
un lado, algunas lineas celulares de LMA, como HL-60, KG-1 o Kasumi-1, expresan

bajos niveles de PRLR en superficie (4%, 2% y 0,3%, respectivamente), aunque no es
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aplicable a todas las lineas utilizadas para el experimento, ya que otras expresan el
receptor en el 70% de la poblacién de células, como las U-937 (Figura 21). Por otro
lado, aunque las lineas celulares expresan PRLR a nivel de ARNm, éste puede estar
sometido a modificaciones transcripcionales o, una vez traducida la proteina,
modificaciones post-traduccionales (Abramicheva & Smirnova, 2019; Clevenge &
Kline, 2001). Estas modificaciones pueden generar una transduccién de sefial mas o
menos eficiente, de manera que la PRL no siempre actuarfa de igual manera en la

proliferacion.

Para solventar el problema de las modificaciones que puede sufrir el PRLR y la
consecuente disparidad en la sefializacién, se realizaron experimentos utilizando
células transducidas con PRLR wt y PRLR short para estimular el sistema y tener una
muestra de la ganancia y pérdida de funcién, respectivamente. Concretamente, las
células MonoMac-1, HL.-60 y SKM-1 no transducidas y transducidas con PRLR wt y
PRLR short se trataron 72h con un vehiculo, PRL y G129R y se analiz6 la viabilidad
celular por citometria de flujo. Se observé que las células que expresaban PRLR wt
veian estimulada la proliferacién al ser tratadas con PRL, mientras que no se observo
ningun efecto en el dominante negativo PRLR short, validando el efecto observado
en la isoforma salvaje. En cambio, el antagonista G129R no tuvo ningun efecto
citotoxico (Figura 33A). Para descartar la ausencia de efecto por baja afinidad u
ocupacion parcial de los receptores por parte del antagonista de PRLR, se intento
incrementar las dosis de G129R para forzar el sistema en las células MonoMac-1, HL-
60 y SKM-1 no transducidas y transducidas con PRLR wt durante 72h. Como en el
experimento anterior, no se observo ningun efecto sobre la viabilidad celular (Figura
33B). Esto nos demuestra que, en el contexto leucémico, la PRL es capaz de
promover la proliferacion celular de manera significativa y dependiente de la
expresion de PRLR, mientras que el antagonista utilizado, el G129R, no lleva a cabo
ningun efecto sobre la viabilidad de estas mismas células. Ademas, la isoforma
dominante negativa no responde al estimulo proliferativo promovido por su ligando,

debido a la incapacidad de iniciar la transduccién de sefal.
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Figura 33. La PRL estimula la proliferacion de las células de LMA transducidas con
el PRLR wt, pero no se ven afectadas por el antagonista G129R, mientras que la
isoforma dominante negativa (short) no se ve afectada por ninguno de los
tratamientos. A) Las células MonoMac-1 (MM), HL-60 y SKM-1 no transducidas (NT) y
transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron 72h con un vehiculo, PRL y G129R
500ng/mL. B) Las células MonoMac-1 (MM), HL-60 y SKM-1 no transducidas y
transducidas con PRLR wt se trataron 72h con un vehiculo o con dosis crecientes de G129R.
La viabilidad se analiz6 por citometria de flujo. Las barras representan la media de triplicados
de tres experimentos independientes * SEM. Los puntos representan la media de cada
experimento por triplicado. *p<0,05; **p<0,01.

Para poder corroborar los datos obtenidos y evaluar su efecto a tiempos mas largos
en cuanto al efecto proliferativo de la PRL en las células de LMA que expresan PRLR
wt, las células MonoMac-1, HL-60 y SKM-1 no transducidas y transducidas con
PRLR wt y PRLR short se trataron durante 4 dfas con un vehiculo, PRL o G129R y
se analizo la viabilidad a dia 0, 2 y 4 gracias a la tinciéon con Dil, que permite marcar
inespecificamente los lipidos de membrana de las células y se pierde a medida que
estas se dividen para proliferar (Figura 34A). De igual manera que ya habfamos
observado, la PRL promueve la proliferacion sostenida en el tiempo de las células que
expresan PRLR wt, observando una disminucién de la fluorescencia del Dil a dia 4,
mientras que las células con la isoforma PRLR short no muestran cambios

proliferativos debidos al tratamiento (Figura 34B).
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Figura 34. La PRL estimula la proliferacion de las células de LMA transducidas con
la PRLR wt, pero no se ven afectadas por el antagonista G129R, de forma sostenida
en el tiempo. Las células MonoMac-1 (MM), HL-60 y SKM-1 no transducidas y
transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron con un vehiculo, PRL o G129R
500ng/ml. durante 4 dfas. La viabilidad se analiz6 mediante citometria de flujo gracias a la
tincion de Dil y esta representada como A) el valor de la MFI a dia 0, 2 y 4; y como B) el
valor de la MFI a dia 4. Los puntos y las barras representan la media de triplicados = SEM
de tres experimentos independientes para MonoMac-1 y dos experimentos independientes
para HL-60 y SKM-1. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Una vez demostrado que la PRL es capaz de incrementar la capacidad proliferativa de
las células, se analiz6 si estos efectos se podian ver reflejados en las fases del ciclo
celular. Las células MonoMac-1 y HL-60 no transducidas y transducidas con PRLR
wt y PRLR short se trataron 24h con un vehiculo, PRL o G129R, después de haber
sincronizado los ciclos celulares manteniéndolas 18h en un medio sin suero, se fijaron

y se analiz6 el ciclo celular mediante citometria de flujo. No se observaron cambios

142



significativos entre la proporcion de células en cada fase del ciclo celular (Figura 35A)
ni en el perfil obtenido mediante el analisis de citometria de flujo (Figura 35B). Estos
resultados indican que la PRL incrementa la proliferaciéon celular sin modificar el

progreso del ciclo celular.
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Figura 35. La PRL o su antagonista no modifican las fases del ciclo celular en las
células leucémicas transducidas con PRLR. Las células MonoMac-1 y HL-60 no
transducidas y transducidas con PRLR wt y PRLR short se cultivaron 18h en medio sin suero
para sincronizar los ciclos celulares, se trataron 24h con un vehiculo, PRL y G129R
500ng/ml y se fijaron en etanol frio. El ciclo celular se analizé por citometria de flujo y se
representa como A) el porcentaje de células de cada fase del ciclo celular y B) el perfil de
cada fase del ciclo celular. Las barras indican la media de triplicados de dos experimentos
independientes = SEM. Se muestra una imagen representativa de cada ciclo celular.

Actualmente, no existe consenso sobre el fenotipo de las LSCs, de manera que

aislarlas de la poblaciéon hematopoyética total para poder cultivarlas iz vitro es
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practicamente imposible. Aun asi, dado que la definicién de las LSCs es funcional y
se basa en que es una célula capaz de regenerar y mantener la leucemia, se ha
desarrollado una metodologia comuinmente usada conocida como ensayos de
clonogenicidad, donde se cultivan células con potencial de autorrenovacion y
diferenciacion, convirtiéndose en la muestra experimental mas proxima para estudiar
el comportamiento de las LSCs. Células MonoMac-1 y HL-60 no transducidas y
transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron 24h con un vehiculo, PRL o
GI29R y se sembraron en un medio semisolido en presencia de citoquinas
instructivas. Pasados 7 dias, se contaron las colonias formadas por las células y se
observo que ninguno de los tratamientos afectaba a la clonogenicidad (Figura 36), ni

se observaban cambios morfolégicos en las colonias.
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Figura 36. La clonogenicidad de las células de LMA no se ve afectada por los
tratamientos con PRL o su antagonista. Células MonoMac-1 (MM) y HL-60 no
transducidas y transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron 24h con un vehiculo,
PRL y G129R 250ng/mL y 500ng/mL, se sembraron en un medio semisélido en presencia
de citoquinas instructivas y se contaron manualmente pasados 7 dias. Las barras indican la
media de colonias de duplicados de cinco experimentos independientes respecto al control
+ SEM. Cada punto representa la media de un experimento.

Hasta el momento, hemos observado que la PRL es capaz de promover la
proliferacion celular, sin afectar el ciclo celular, mas notablemente en las células que
expresan PRLR wt. Por otro lado, el antagonista, aunque inhiba la sefializacion, no
presenta efectos ni en la viabilidad ni en la proliferacion. Ademas, tampoco se
observan cambios a nivel de clonogenicidad por efecto del agonista y antagonista del
PRLR. La capacidad clonogénica, como se ha comentado anteriormente, mide la tasa
de autorrenovacion y el potencial de diferenciacién de las células; en cambio, la
proliferacion se relaciona directamente con la capacidad de division celular. Hasta el
momento, se ha observado que la PRL es capaz de incrementar la capacidad de
division de las células, sin modificar la capacidad de autorrenovacion y diferenciacion.

A sabiendas de estos resultados y debido a la elevada heterogeneidad observada, se
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han utilizado muestras primarias hematopoyéticas sanas y de pacientes de LMA
correspondientes a los grandes subgrupos de la enfermedad, excepto APL, para
complementar los resultados (Tabla 11). Las muestras primarias de LMA vy las
muestras procedentes de capas leucocitarias de pacientes sanos se trataron 72h con
un vehiculo, PRI o G129R y la viabilidad se analiz6 por citometria de flujo mediante
seleccion de las células vivas CD45" en el caso de las células de pacientes de LMA y
las diferentes poblaciones mieloide y linfoide en el caso de las células de donantes
sanos, siempre con el perfil FSC-SSC adecuado. No se observaron efectos en la
viabilidad después del tratamiento en las células de LMA ni en las células
hematopoyéticas sanas (Figura 37A). Por otro lado, se estudio la clonogenicidad de
las muestras primarias de LMA y se comparé con células de la fraccion lin- de sangre
de cordén umbilical enriquecida en células primitivas de donantes sanos como
control. Estas células se trataron 24h con un vehiculo, PRL o G129R, se sembraron
en un medio semisolido en presencia de citoquinas instructivas, se contaron pasados
14 dias y se clasificaron segun criterios morfolégicos. Aunque la PRL no tuvo ningin
efecto sobre la clonogenicidad, si que se observé una disminucion de ésta al tratar con
G129R siendo, ademas, dosis-dependiente. LLas muestras sanas no se vieron afectadas,
limitando el efecto a las células procedentes de neoplasias hematologicas (Figura
37B). Una vez analizado el efecto sobre la clonogenicidad de la PRL y su antagonista
en las muestras primarias, se ha observado que los efectos proliferativos de la PRL
estan limitados a células leucémicas mas maduras, mientras que el G129R permite
eliminar diferencialmente las células leucémicas primitivas, dejando las células sanas

intactas y presentando una ventana terapéutica para el tratamiento de la LMA.
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Figura 37. El antagonista de PRLR disminuye la clonogenicidad celular de muestras
primarias de LMA sin afectar las células hematopoyéticas sanas. A) Las células
procedentes de muestras de pacientes de LMA (n=19) y las células procedentes de capas
leucocitarias de donantes sanos (n=7) se trataron 72h con un vehiculo, PRL o G129R
250ng/ml. y 500ng/ml.. La viabilidad se analizé por citometria de flujo dentro de la
poblacién CD45" y en las distintas poblaciones mieloides y linfoides (CD3", CD13", CD19"
y CD45"), respectivamente. B) Las células procedentes de pacientes de LMA (n=10) y la
fraccion de lin- aisladas de las muestras de cordén umbilical (n=4) se trataron 24h con un
vehiculo, PRL o G129R 250ng/ml. y 500ng/mL y se sembraron en un medio semisélido
enriquecido en citoquinas instructivas. Las barras indican la media del numero de células
vivas dentro de la poblacion CD45" o la media del nimero de colonias respecto al control.
Las barras de error representan la SEM. **p<0,01.

4.2.3.2. Estudios in vivo

En este punto, podemos afirmar que, en el contexto leucémico, la PRL tiene un papel
proliferativo, mientras que su antagonista disminuye la clonogenicidad de las células.
Para comprender mejor dicho mecanismo en el contexto fisiologico, se trabajé con
modelos animales de xenotrasplante de células humanas en ratones
inmunodeficientes adultos NSG (NOD.Cg-Prkdc*id12rg™Wil /Sz]) condicionados

farmacolégicamente con busulfan para la aceptacion del injerto.

Primero de todo, la linea celular MonoMac-1 se transdujo con el vector pLL-EF1a-
tFLuc-T2A-GFP (MM rLuc), que permite la expresion de luciferasa, encargada de
oxidar la luciferina y pudiendo ser detectada por luminiscencia. De esta manera
podemos tener un seguimiento constante del injerto celular que tiene cada ratén a lo
largo del experimento. Una vez transducidas y los ratones condicionados con
busulfan, las células se inyectaron por via intravenosa y de dejaron 4 dfas para que las

células leucémicas empezasen a proliferar. Pasado este tiempo, los tratamientos se
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realizaron en dfas alternos con el vehiculo, PRL o GI129R 0,2mg/kg,
intraperitonealmente (las concentraciones usadas correspondian a las mencionadas en
la informacién de los compuestos). El dia del tratamiento se realizaron las imagenes
de seguimiento de los ratones y se cuantificé la luminiscencia obtenida para tener
resultados sobre el efecto de los tratamientos (Figura 38A). El tratamiento con PRL
induce una mayor proliferacion celular, incrementando la capacidad de injerto de las
células leucémicas tanto en machos como en hembras, observandose sobre todo a dia
13 y 14, respectivamente. El antagonista del PRLR también tiene un efecto diferencial
entre machos y hembras inhibiendo la expansion de la leucemia en las hembras mas
notablemente que en machos (Figura 38 B y C). La PRL de ratén (mPRL, del inglés
mouse Prolactin) posee cierta actividad antagénica hacia el PRLR humano (hPRLR, del
inglés human Prolactin Receptor) (Utama et al., 2009) que, junto con la mayor cantidad
de PRL circulante en el suero de las hembras, hasta 10 veces superior que en machos
(Patil et al., 2013), concuerdan con los datos obtenidos. En resumen, en las hembras
se ha descrito una mayor concentraciéon de mPRL, que podria tener efectos saturantes
sobre el PRLR, por lo que los efectos de la PRL ex6gena (hPRL) no se observarian.
Sin embargo, al afiadir el antagonista, si que observamos una disminucién de la
leucemia, ya que hay una activacién potencialmente maxima de todos los receptores.
Por otro lado, los machos practicamente no tienen mPRL, haciendo que el aporte de
PRL ex6geno sea significativo, traduciéndose en un aumento de la proliferacion y de
la leucemia. La escasa activacion del receptor debido a la poca mPRL circulante hace

que el antagonista no tenga ningun efecto.
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Figura 38. La PRL incrementa la proliferacion de las células de LMA, mientras que
el antagonista G129R disminuye la capacidad de injerto. A) Se inyectaron via
intravenosa células MonoMac-1 rLuc (MM rLuc, n=34) a ratones NSG previamente
condicionados con busulfain y, pasados 4 dias, se empezaron los tratamientos
intraperitoneales en dias alternos con un vehiculo, PRL o G219R 0,2mg/kg, dias en los que
se analizé el injerto de las células por luminiscencia hasta dia 13 o 14, cuando se sacrificaron
los ratones machos y hembras, respectivamente. B,C) la capacidad de injerto de las células
inyectadas se representan como la luminiscencia detectada a lo largo del experimento
(izquierda) y a dfa final (derecha). Los puntos y las barras representan la media de los valores
de luminiscencia, los puntos en el grafico de barras representan la luminiscencia de cada ratén
+ SEM. *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001; los numeros son el p valor.

4.2.4. Efecto diferencial de las células PRL wt y PRL mut

Como se han observado diferencias entre la ganancia y pérdida de funcién del
receptor mediada por un ligando y por un antagonista, se decidi6 estudiar esta misma
funcién, pero con las células transducidas con las formas de PRL wt y PRL mut para
poder evaluar también su potencial efecto autocrino y paracrino. Las células
MonoMac-1, HL.-60 y SKM-1 no transducidas y transducidas con PRL wt y PRI mut
se cultivaron durante 4 dfas, previamente marcadas con la sonda Dil, que permite

cuantificar la proliferacion mediante la deteccién de fluorescencia por citometria de
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flujo. Los resultados obtenidos en las tres lineas de LMA son muy diferentes; las lineas
celulares MonoMac-1 y SKM-1, que expresan niveles superiores de PRLR en
superficie (12% y 38%, respectivamente), tienen una proliferacion inferior cuando se
transducen con PRL mut, mientras que no hay diferencias cuando se expresa
ectopicamente PRI wt. En cambio, en las células HL-60, que poseen una expresion
de PRLR inferior en superficie (4%) y, por lo tanto, se espera una respuesta modesta,
la presencia de ambas isoformas induce un aumento significativo de la proliferacion
(Figura 39A). Seguidamente, se estudiaron los posibles cambios en el ciclo celular
debido a la produccién diferencial de PRL. Las células MonoMac-1, HL-60 y SKM-1
no transducidas y transducidas con PRL wt y PRL mut se fijaron y se analizaron las
fases del ciclo celular mediante citometria de flujo y, sélo en el caso de las células HL-
00, se observé una parada de células en la fase S, produciendo una acumulacién de
células en S y una disminucién en G2/M (Figura 39B). Por dltimo, las células
MonoMac-1 y HL-60 no transducidas y transducidas con PRL wt y PRL mut se
sembraron en un medio semisélido en presencia de citoquinas instructivas y, pasados
7 dias, se contaron las colonias que habfan crecido para determinar la clonogenicidad
de las diferentes lineas. Se observé una disminucién de la capacidad clonogénica de
las células transducidas con PRL mut y un aumento de ésta en las transducidas con
PRL wt, siendo una tendencia en las MonoMac-1 y significativo en las HL-60, en
concordancia con lo observado anteriormente y con la expresion diferencial de PRLR
(Figura 39C). En conjunto, estos resultados sugieren que la transducciéon con PRL
wt fomenta la capacidad proliferativa y clonogénica de las células, mas notablemente
en la linea HL-60, siendo independiente de la expresion de PRLR en superficie,
mientras que la transduccién con la forma dominante negativa del ligando disminuye
tanto la proliferacion, mas moderadamente, como la clonogenicidad, de la misma
forma que sucede cuando tratamos células de muestras primarias de LMA con el

antagonista del PRLR.
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Figura 39. Las células de LMA transducidas con PRL wt tienen una capacidad
proliferativa y clonogénica mayor que las transducidas con la forma dominante
negativa. Las células MonoMac-1 (MM), HL-60 y SKM-1 no transducidas (NT) y
transducidas con PRL wt y PRL mut se analizaron para identificar diferencias fisiologicas. A)
Las células se marcaron con Dil y se cultivaron durante 4 dfas, analizando la fluorescencia
de la sonda para determinar la proliferacién. Los puntos indican la media de triplicados *
SEM de dos experimentos independientes; la estadistica NT vs PRL wt se representa con *
y la estadistica N'T vs PRL mut se representa con #. B) Las células de LMA se fijaron y se
analiz6 el ciclo celular mediante citometria de flujo; los datos se representan como porcentaje
de células en cada fase representado como la media de triplicados = SEM de dos
experimentos independientes (izquierda) y se muestra un histograma representativo de cada
linea celular (derecha). C) Las células se sembraron en un medio semisélido en presencia de
citoquinas instructivas y, pasados 7 dias, se contabilizaron las colonias formadas. Las barras
representan la media de duplicados de siete (MM) y cinco (HL-60) experimentos
independientes = SEM vy los puntos es la media de cada experimento. * o #p<0,05; ** o
##p<0,01; #* o #H##p<0,001.
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Una vez observadas las diferencias presentes en la proliferacion y, sobre todo, la
clonogenicidad, se plantearon experimentos zz vivo para determinar la capacidad
leucemogénica de estas células. Para ello, se trabaj6 con modelos animales de
xenotrasplante de células humanas en ratones inmunodeficientes NSG (NOD.Cg-
PrkdcseidI12rg™Wil /Sz]) condicionados con busulfin para la aceptacién del injerto
siguiendo un esquema similar a los experimentos 7z vivo anteriores (Figura 40A). Para
poder tener un control interno de la capacidad de injerto de cada linea celular se
realizaron ensayos de competicién consistentes en la inyecciéon de un numero
equivalente de células MonoMac-1 control (MM pULTRA-Smurf) y células
MonoMac-1 de interés (MM pULTRA-vacio, -PRL wt o -PRL mut) y se dejaron
proliferar 14 dias hasta desarrollar leucemia. Previa inyeccion de células, se validé por
citometria de flujo que las proporciones de células eran 50%-50% (Figura 40B). Una
vez pasado el tiempo de injerto establecido, se extrajeron las células hematopoyéticas
procedentes de la tibia y fémur y del bazo y, como los analisis de las células se
realizaron por citometria de flujo y las células control y de interés presentan el
marcador Smurf y GFP, respectivamente, las poblaciones celulares se pudieron
separar y cuantificar. Los ratones control trasplantados con MonoMac-1 pSmurf y
MonoMac-1 vacio presentan una capacidad de injerto igual para las dos poblaciones
celulares, validando que la distinta transducciéon no tiene efectos a nivel de
leucemogenia y puede ser usado como control interno de injerto. En cuanto a las
células PRL wt, se ha observado el mismo resultado, ya que las proporciones entre
poblaciones son similares, aunque ligeramente superiores en médula 6sea. Por ultimo,
se ha observado una disminucion de la capacidad de injerto en las células transducidas
con PRL mut tanto en médula 6sea como en bazo, indicando una menor capacidad
leucemogénica y de migracion a otros tejidos (Figura 40C). La menor capacidad de
injerto de las células PRL wt se corresponde con el escaso efecto que tiene la isoforma
en la proliferacién y clonogenicidad, de igual manera que ocurre con los resultados
obtenidos para la forma PRL mut, que se corresponden con una menor capacidad
proliferativa y clonogénica observada en los experimentos 7z vitro. La forma
dominante negativa del ligando proporciona buenos resultados para disminuir la

malignidad de la leucemia.
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Figura 40. Las células transducidas con PRL mut tienen una capacidad
leucemogénica inferior. A) Se inyectaron via intravenosa un nimero equivalente de células
MonoMac-1 pULTRA-Smurf y MonoMac-1 pULTRA-vacio, -PRL wt o -PRL short en
ratones NSG previamente condicionados con busulfan y, pasados 14 dias, se sacrificaron y
se extrajeron las células de la tibia y fémur y del bazo (n=28). B) Histogramas representativos
de las poblaciones de células antes de la inyeccién intravenosa. C) Los resultados se
analizaron por citometria de flujo y se agruparon en funcién del marcador correspondiente.
Los graficos de barras representan la media del porcentaje de células de todos los ratones &
SEM, corrigiendo los valores al 100%. Los histogramas de citometria de flujo muestran las
poblaciones y el porcentaje de células en cada una de ellas. *p<0,05.
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4.2.5. Efecto diferencial de las células PRLR wt y PRLR short

Una vez analizadas las diferencias entre la produccion de PRL wt y PRL mut, se
decidi6 estudiar los efectos de la ganancia y pérdida de funcién del PRLR con las

isoformas transducidas PRLR wt y PRLR short, respectivamente.

Para estudiar el papel en la proliferacion, células MonoMac-1, HL-60 y SKM-1 no
transducidas y transducidas con las isoformas PRLR wt y PRLR short se marcaron
con la sonda Dil, que permite marcar inespecificamente lipidos de la membrana
celular y se pierde a medida que las células proliferan, permitiendo la deteccion de la
capacidad proliferativa por citometria de flujo a lo largo de 4 dias. Los resultados
obtenidos son variables dependiendo de la linea celular, mientras que en MonoMac-
1 no existen diferencias entre las distintas isoformas del receptor, las células HL.-60
transducidas tienen una capacidad proliferativa mayor, pero en las células SKM-1 los
resultados son opuestos, las células transducidas tienen una capacidad proliferativa
inferior, sobre todo la isoforma PRLR wt (Figura 41A). Para poder esclarecer estos
resultados, se recolectaron células MonoMac-1 y HL-60 no transducidas vy
transducidas con PRLR wt y PRLR short, se fijaron y se analiz6 el ciclo celular
mediante citometria de flujo. No se observaron diferencias significativas entre las
distintas fases, pero en la linea celular MonoMac-1 PRLR short se observa una
disminucién de células en fase G1 y un incremento de células en fase S. En cambio,
en lo que respecta a las HL-60, la isoforma PRLR wt presenta una disminucion de
células en fase G1, producida posiblemente por el arresto celular en fase G2/M, en
concordancia con el aumento proliferativo observado en el ensayo de proliferacion
(Figura 41B). En resumen, aunque s observamos efectos proliferativos y en el ciclo

celular, éste es residual y especifico de cada linea celular.

Dado que el grado de diferenciacién celular puede verse modificado por la expresion
de diferentes elementos y se han observado efectos en la capacidad clonogénica,
indicativa de la capacidad de autorrenovacion y diferenciacion de las células, se decidio
analizar la diferenciacion mieloide basal de las células de LMA. Las células MonoMac-
1, HL-60 y SKM-1 no transducidas y transducidas con PRLR wt y PRLR short por
citometria de flujo en funcién de la expresion de CD11b (diferenciacion granulocitica)

y CD14 (diferenciacién monocitica), pero se observé mucha variabilidad, dificultando
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las conclusiones (Figura 41C). Por ultimo, para realizar estudios de capacidad
clonogénica, células MonoMac-1 y HL-60 no transducidas y transducidas PRLR wt y
PRLR short se sembraron en un medio semisélido enriquecido en citoquinas
instructivas y, pasados 7 dias, se contaron las colonias formadas. Una vez mas, se
obtuvieron resultados muy heterogéneos, aunque se observa una disminuciéon
significativa de la clonogenidad en la isoforma PRLR wt en MonoMac-1 y una
tendencia al aumento de esta en las células HL-60 transducidas con PRLR wt y short
(Figura 41D). Estos resultados nos sugieren que los efectos de la sobreexpresion del
receptor son minimos en MonoMac-1 y SKM-1, mientras que en las células HL-60
observamos que la proliferacion, la acumulacién de células en fase mitotica y el
incremento de la capacidad clonogénica se ven incrementados por la sobreexpresion
de las isoformas de PRLR, sobre todo la isoforma salvaje. Esto posiblemente es
debido a la distinta expresion de PRLR en superficie de las distintas lineas celulares.
Dado que las HL-60 expresan niveles inferiores (4%), la sobreexpresion del receptor

modificaria en mayor medida el comportamiento fisiologico de las células.
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Figura 41. Las células transducidas con PRLR con una diferencia de expresion mayor
respecto a la linea parental presentan un incremento en la proliferacién, fase mitética
y clonogenicidad. Las células MonoMac-1 (MM), HL-60 y SKM-1 no transducidas (NT) y
transducidas con PRLR wt y PRLR short se analizaron para identificar diferencias
fisiologicas. A) Las células se marcaron con Dil y se cultivaron durante 4 dias, analizando la
fluorescencia de la sonda para determinar la viabilidad a dia 0, 2 y 4. * indica la estadistica
NT vs PRLR wt y # indica la estadistica de N'T vs PRLR short. B) Las células se fijaron y se
analiz6 el ciclo celular por citometria de flujo; las barras representan la media de triplicados
del porcentaje de células en cada fase = SEM de dos experimentos independientes (izquierda)
y un histograma representativo de cada linea celular (derecha). C) Se analiz6 la expresion en
supetficie de CD11b y CD14 por citometria de flujo; las barras representan la media de tres
experimentos independientes del porcentaje de células CD11b" y CD14" £ SEM; cada punto
indica la media de cada experimento. D) Las células se sembraron en un medio semisélido
enriquecido en citoquinas instructivas y, pasados 7 dias, se contabilizaron las colonias
formadas. Las barras indican la media de triplicados de cinco experimentos independientes
+ SEM; cada punto indica la media de cada experimento. * o #p<0,05; **p<0,01.

Aunque se han observado ligeras diferencias fisiologicas entre las isoformas del

receptor in vitro, estas no son consistentes en todas las lineas celulares. Aun asi,
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sabemos que las condiciones 7z vivo estan afectadas por muchos mas factores que
pueden alterar las acciones del receptor, por lo que se trabajé con modelos de animales
de xenotrasplante de células humanas en ratones inmunodeficientes NSG (NOD.Cg-
PrkdcseidI]2rgmWil /Sz]) condicionados con busulfin para la aceptacion del injerto.
Una vez mas, se realiz6 un ensayo de competicion entre células MonoMac-1 control
(MM pULTRA-pSmurf) y células MonoMac-1 transducidas con las isoformas de
PRLR (pULTRA-vacio, -PRLR wt y -PRLR short) para tener un control interno. Se
inyecté un nimero equivalente de células a cada ratén y se dejaron proliferar hasta
desarrollar leucemia 14 dias. Pasado este tiempo, se extrajeron las células de la tibia y
témur y del bazo, se seleccioné la poblacion CD45% para determinar las células
hematopoyéticas humanas y se usé el marcador Smurf y GFP para diferenciar la
poblacién control y transducida por citometria de flujo (Figura 42A). En lo que
respecta las células control junto con el vector vacio, se observa una capacidad de
injerto igual en las dos poblaciones, como era esperable. En cuanto a las células
transducidas con la isoforma PRLR wt, se observa que la proporcion respecto a las
células control es 50/50, indicando que no hay efectos debido a la expresion del
receptor, de la misma manera que ocurre en los experimentos z vitro en las células
MonoMac-1. Por ultimo, se observa una disminucion de la capacidad leucemogénica
de las células transducidas con el dominante negativo PRLR short tanto en médula
6sea como en el bazo, puesto que el porcentaje de injerto de estas células es
significativamente menor con respecto al control (Figura 42B). La sobreexpresion
de PRLR wt no tiene ningun efecto a nivel proliferativo zz vitro y, en concordancia, no
tiene efectos sobre la capacidad leucemogénica de las células iz vivo. En cambio, si que
observamos que la imposibilidad de transduccion de sefial caracteristica de la forma
PRLR short disminuye la capacidad de injerto de las células, de igual manera que
ocurre con la forma dominante negativa del ligando. Ademas, la disminucién de
células PRLR short en el bazo respecto al control o a las células transducidas con
PRLR wt nos indica una incapacidad de las células para colonizar otros tejidos, hecho

interesante a nivel de terapia relacionada con el PRLR.
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Figura 42. Las células transducidas con PRLR short tienen una capacidad
leucemogénica inferior en médula 6ésea, mucho mas pronunciada en bazo,
relacionandose posiblemente con una capacidad migratoria inferior. A) Se inyectaron
via intravenosa un nimero equivalente de células MonoMac-1 (MM) pULTRA-Smurf y
MonoMac-1 pULTRA-vacio, -PRLR wt y -PRLR short en ratones NSG previamente
condicionados con busulfan y, pasados 14 dias, se sacrificaron y extrajeron las células de la
tibia y fémur y del bazo (n=31). B) Los resultados se analizaron por citometria de flujo y se
agruparon en funcién del marcador correspondiente. LLos graficos de barras representan la
media del porcentaje de células de todos los ratones + SEM, corrigiendo los valores al 100%.
Los histogramas de citometria de flujo muestran las poblaciones y el porcentaje de células en
cada una de ellas. ***p<0,001: ****p<0,0001.

4.2.5.1. Estudio de la capacidad migratoria

Los experimentos de competicion 7z vivo realizados con las células PRLR wt y PRLR
short han demostrado que las udltimas tienen una capacidad leucemogénica y
migratoria inferior, ya que su presencia en médula 6sea y en bazo es menor en
comparacién con las células control y las PRLR wt. Por ese motivo, se decidi6 estudiar

la implicacién de CXCR4 (CD184), un receptor de membrana presente en las células
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leucémicas y relacionado con la capacidad de migracion (Teicher & Fricker, 2010). En
condiciones normales, CXCR4 se encuentra activo, estimulado por CXCL12, su
ligando, permitiendo que las células permanezcan en el nicho del estroma medular.
Cuando el receptor es farmacolégicamente inhibido, las senales de supervivencia se
ven inhibidas y, ademas, permite a las células migrar fuera de la médula o6sea y

colonizar otros tejidos, como podtia ser el bazo (Cancilla et al., 2020; Tavor et al.,

2004) (Figura 43).
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Figura 43. Modulacion de CXCR4 (CD184) sobre las células leucémicas. Adaptacion
de Cancilla e7 al. (Cancilla et al., 2020).

Primero de todo, se analiz6 la expresion de CD184 por citometria de flujo en las
células MonoMac-1, HL-60 y SKM-1 no transducidas y transducidas con PRLR wt y
PRLR short en estado basal. Aunque no se observaron diferencias entre las distintas
isoformas, si se observo que en la linea celular HL-60 sélo el 50% de las células
expresan el receptor en superficie, mientras que el 100% de las células MonoMac-1 y
SKM-1 lo expresaban (Figura 44A). Las lineas celulares de LMA con la mayor
expresion de CD184 pertenecen al subtipo M4 y M5 segun la clasificacion FAB
(Bennett et al., 1976), asociadas a una mayor expresion del receptor en superficie
(Cancilla et al.,, 2020). Seguidamente, para determinar qué papel tenfa la via de
sefializacion de PRLR sobre el CD184, las células MonoMac-1 no transducidas y
transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron 24h, 48h y 72h con un vehiculo,
PRL o G129R y se determiné la expresion de CD184 por citometria de flujo. El

estimulo de PRLR con el ligando disminuye la expresiéon de CD184 en superficie,
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siendo mas notable a 48h y 72h, mientras que el G129R no tiene ningun efecto
(Figura 44B). Con la idea de validar estos resultados en otras lineas de LMA y viendo
que la mayor disminucién de CD184 tenfa lugar a las 72h, células MonoMac-1, HL-
60 y SKM-1 no transducidas y transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron
72h con un vehiculo, PRL o G129R y se analiz6 la expresion de CD184 por citomettia
de flujo de nuevo. La linea HL-60 transducida con PRLR wt presenta una tendencia
a la disminuciéon de CD184 bajo tratamiento con el ligando, mientras que la
disminuciéon del receptor en la linea SKM-1 PRLR wt es significativa y mas
pronunciada, emulando los resultados obtenidos en MonoMac-1 también expresando
ectopicamente PRLR wt y con quien comparte subtipo en la clasificacion FAB
(Bennett et al., 1976). Por otro lado, el antagonista de PRLR no tienen ningun efecto
sobre la expresion de CD184 (Figura 44C). Por ultimo, se analiz6 si la PRL podia
tener un efecto sinérgico con un inhibidor de CD184, AMD3100, asi que células
MonoMac-1 no transducidas y transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron
48h con un vehiculo, PRL, G129R sélo o en combinaciéon con AMD3100 y se analizo
la expresion de CD184 por citometria de flujo. Se observé que la PRL tenfa un efecto
mayor en la disminucién de CD184 que el inhibidor AMD3100, aunque sélo
observable cuando habia una sobreexpresion de PRLR wt. No se observé ningun
efecto al combinar AMD3100 y el antagonista del PRLR (Figura 44D). Hasta el
momento, se ha observado que en las células con mayor diferenciacion (MonoMac-1
y SKM-1) y con una mayor expresion de PRLR y de CD184, el estimulo de la via de
PRLR disminuye los niveles de CD184, mientras que en células mas indiferenciadas
y con niveles de PRLR inferior (HL-60), los niveles de CD184 son inferiores vy,

ademas, la via del PRLR afecta sus niveles de manera residual.

El receptor CXCR4 (CD184) tiene un papel crucial en el mantenimiento de la
leucemia, pero cabe destacar las sefales que permiten el secuestro de las células
leucémicas en la médula 6sea, donde reciben estimulos de supervivencia y anti-
apoptoticos (Cancilla et al., 2020). Una vez observada la regulacion negativa que ejerce
la via de sefalizaciéon de PRLR sobre la expresion de CD184, se decidi6 estudiar la
capacidad migratoria de las células mediante experimentos de migracion a través de

una membrana, que permiten la separacion del pocillo de cultivo en dos camaras, una
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superior y una inferior, con una membrana. Células MonoMac-1 no transducidas y
transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron con un vehiculo, PRL o G129R
durante 72h y se sembraron en la camara superior con medio completo suplementado
con un 5% de FBS. La camara inferior contenia el estimulo atrayente, consistente en
medio completo con 20% de FBS (gradiente de suero). Se analiz6 la cantidad de
células que migraron hacfa el estimulo del suero por citometria de flujo. La
estimulaciéon del PRLR afecta significativamente las células no transducidas y se
traduce en una mayor capacidad de migracion, siendo sélo una tendencia en las células
transducidas con PRLR wt y PRLR short. Por otro lado, el antagonista no ejerce

ningun efecto en la movilizaciéon de las células (Figura 44E).

Todos los resultados explicados previamente nos muestran que las lineas celulares de
LMA mas diferenciadas (MonoMac-1 y SKM-1) tienen una mayor expresion de
CD184 y, ademas, ese marcador es reprimido en mayor medida por la activaciéon de
la via de sefializacion mediada por PRLR. Estos datos sugieren que la activacion del
PRLR regula negativamente la expresion de CD184 en superficie de las células
leucémicas y, ademas, esta relacionado directamente con la capacidad de migracién de

éstas.
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Figura 44. La via de sefalizacion PRL-PRLR regula negativamente la expresion de
CD184 y promueve la movilizacion de las células leucémicas. La expresion de CD184
se analizé por citometria de flujo en células MonoMac-1 (MM), HL-60 y SKM-1 no
transducidas (NT) y transducidas con PRLR wt y PRLR short en A) condiciones basales
(n=3) y B) tratadas 24h, 48h y 72 (n=3) o C) s6lo 72h con un vehiculo, PRL o G129R
500ng/ml. (n=3). D) Las células MonoMac-1 no transducidas (NT) y transducidas con
PRLR wt y PRLR short se trataron 48h con un vehiculo, PRL o G129R 500ng/mL junto
con AMD3100 y se analiz6 la expresion de CD184 por citometria de flujo (n=4). E) Las
células MonoMac-1 no transducidas (NT) y transducidas con PRLR wt y PRLR short se
sembraron en un transpocillo y se trataron 72h con un vehiculo, PRL o G129R 500ng/mL
(n=3). Se analiz6 el nimero de células que migraron hacia un estimulo proporcionado por
una concentraciéon mayor de suero por citometria de flujo. Las barras indican la media de
triplicados de los experimentos independientes + SEM y los puntos son la media de cada
experimento. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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4.3. Papel de 1a PRL y del PRLR en la quimiorresistencia

4.3.1. Sensibilidad a quimioterapia en lineas celulares de LMA

La quimiorresistencia es uno de los problemas clinicos mas importantes a la hora de
combatir la LMA. Se ha observado que el 80% de los pacientes mayores de 65 afios
sucumben a la enfermedad en el lapso de un afio desde el diagnéstico debido a
procesos de quimiorresistencia (Shallis et al., 2019). Ademas, la principal causa de los
procesos de recaida esta asociado a la resistencia a farmacos (Marin et al., 2016). Por
lo tanto, entender los mecanismos de resistencia y saber qué vias de senalizacion estan
implicadas es crucial para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas (Fajardo-Ordufia
et al., 2021). Por ello, se ha estudiado el papel de la senalizaciéon del PRLR en los

procesos de quimiorresistencia.

Las lineas celulares de LMA MonoMac-1, HL-60, SKM-1, U-937 y KG-1 se han
tratado 72h con los tres compuestos utilizados en clinica para combatir la LMA:
azacitidina (Aza), daunorubicina (Dauno) y citarabina (AraC). Se ha analizado la
viabilidad celular por citometria de flujo y se ha determinado el valor de la EC50
(Figura 45A). Los valores obtenidos para daunorubicina no muestran grandes
diferencias entre lineas, pero si lo hacen en el caso de la azacitidina y la citarabina, por
lo que se ha decidido hacer una correlaciéon con la expresion de PRLR de cada linea,
que también es ligeramente distinta (Figura 45B). Sorprendentemente, se observa que
el incremento de expresiéon de PRLR en las lineas celulares deriva en una mayor
resistencia a la citarabina, traducida en un valor de la EC50 superior, por lo que la
expresion de PRLR se correlaciona positivamente con la resistencia a citarabina
(Figura 45C). Estos datos corroboran los obtenidos en el analisis de muestras de
pacientes de LMA, donde se observa una tendencia al incremento en la expresion de
PRLR en pacientes refractarios a quimioterapia (50% de expresion de PRLR respecto
a 35% en pacientes que responden a los tratamientos) (Figura 18D). Por lo tanto, en
este punto del trabajo, se ha demostrado la implicacién del PRLR no sélo en la
proliferacion y avance de la LMA, sino también en la respuesta a los tratamientos

quimioterapéuticos comunmente usados en clinica.
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Figura 45. La expresion de PRLR correlaciona positivamente con una mayor
resistencia a citarabina. A) Las células de LMA MonoMac-1 (MM), HL-60, SKM-1, U-
937 y KG-1 se trataron 72h con concentraciones crecientes de azacitina (Aza), daunorubicina
(Dauno) y citarabina (AraC) y la viabilidad se analiz6 por citometria de flujo. Las graficas son
réplicas representativas donde cada punto es la media de triplicados = SEM (n=3). B) Se
calcul6 el valor de la EC50 y la expresion de PRLR en superficie (representado en porcentaje
de células PRLR+) por citometria de flujo. C) El valor de expresion de PRLR en superficie
se correlacioné con la EC50 de cada farmaco. Cada punto representa el valor de una linea
celular £ SEM. p<0,05 se consider6 significativo.

4.3.2. Sensibilidad a quimioterapia en células de LMA transducidas con
PRL wt y PRL mut

La observacion de la implicaciéon de la expresion de PRLR en la sensibilidad a
citarabina, nos llevé a estudiar si este mecanismo estaba regulado por el papel del
ligando o bien por la expresion de receptor. Para ello, se utilizaron las transducciones

de las lineas celulares de LMA de PRL wt y mut y PRLR wt y short.

Las células MonoMac-1, HI.-60 y SKM-1 no transducidas y transducidas con PRL wt

y PRL mut se trataron 72h a dosis crecientes de azacitidina, daunorubicina y citarabina
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y se determino la viabilidad celular por citometria de flujo. La citotoxicidad ejercida
por azacitidina no presenta diferencias en funcion de la isoforma de PRLR expresada,
pero, en cambio, la linea HL-60 transducida con cualquiera de las dos formas del
ligando si que presenta una mayor resistencia a daunorubicina. Aun asi, dado que no
es consistente con las otras lineas celulares de LMA, no se estudié mas. Por dltimo,
la sensibilidad a citarabina tampoco se ve afectada por las diferentes formas del
ligando PRL (Figura 46). Esto nos sugiere que los mecanismos de resistencia
asociados a citarabina en LMA residen en la expresion del PRLR y su funcionalidad,

sin estar afectados por la abundancia o presencia de ligando.
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HL-60 PRL wt 2,6 15 57
PRL mut 2,6 16 35
NT 1,2 14 102
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Figura 46. La PRL no afecta a la resistencia a citarabina asociada a la via PRLR-PRL.
Las células MonoMac-1 (MM), HL-60 y SKM-1 no transducidas (NT) y transducidas con
PRL wt y PRL mut se trataron 72h a dosis crecientes de azacitidina (Aza), daunorubicina
(Dauno) y citarabina (AraC). A) La viabilidad se analizé por citometria de flujo y se muestra
una grafica representativa donde cada punto es la media de triplicados de un experimento
independiente = SEM (n=3). B) Se calcularon los valores de la EC50.

Con tal de confirmar que la PRL no tiene ninguna implicacion en la sensibilidad a

citarabina, las células MonoMac-1, HL-60 y SKM-1 no transducidas y transducidas

con PRLR wt se trataron 72h con un vehiculo o PRL junto con citarabina a distintas

dosis. La viabilidad se analizé por citometria de flujo y no se observé que la PRL fuese
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capaz de revertir los efectos citotéxicos del farmaco (Figura 47). Por lo tanto, queda
corroborado que el ligando no tiene ningin papel significativo en la resistencia a

citarabina asociada con la via de sefializacion del PRLLR.

__ 150+ . MonoMac-1 . MM PRLR wt 150+ HL-60 HL-60 PRLR wt
S S .
» s
L 1004; S 100l JUTSSRRRRSRR ISP {» .....................
> > oA
3 3 JEDE
S 504 = 504
N ‘O 2
0- 0 -+ ::I T 1.1 1

g ——— g ———

150~ SKM-1 SKM-1 PRLR wt

= 1 Control
< = PRL 500ng/mL
§ 1004 3 4 m Citarabina
>
2}
®
= 504
0
®)

04

Figura 47. La PRL no es capaz de revertir los efectos citotéxicos de citarabina. Las
células MonoMac-1 (MM), HL-60 y SKM-1 no transducidas (N'T) y transducidas con PRLR
wt se trataron 72h con un vehiculo o PRL 500ng/mlL, junto con citarabina 50nM, 250nM y
500nM para MonoMac-1, 5nM, 50nM y 100nM para HIL.-60 y 50nM, 100nM y 250nM para
SKM-1. La viabilidad se analiz6 por citometria de flujo. Las barras representan la media de
triplicados de cinco experimentos independientes en el caso de las MonoMac-1 y tres
experimentos independientes para HL-60 y SKM-1 + SEM. Los colores mas intensos del
rojo corresponden a dosis mas altas de citarabina y los cuadros el cotratamiento con PRL.

4.3.3. Sensibilidad a quimioterapia en células de LMA transducidas con
PRLR

Los mecanismos que confieren resistencia a las células leucémicas se desconocen,
pero son un gran reto a superar para encontrar tratamientos farmacologicos
adecuados que erradiquen la LMA y prevengan las recaidas (Vosberg & Greif, 2019).
En este trabajo se ha demostrado que una mayor expresion de PRLR en superficie
afecta a la sensibilidad a citarabina, uno de los farmacos clasicos para el tratamiento
de la LMA en clinica, sugiriendo que la sefializacién por el receptor esta implicada en
procesos de resistencia al farmaco. Las células MonoMac-1, HL.-60 y SKM-1 no
transducidas y transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron 72h a dosis

crecientes de azacitidina, daunorubicina y citarabina y se observd que las lineas
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celulares MonoMac-1 y SKM-1 transducidas presentaban un incremento en la
resistencia a la citarabina (Figura 48). Las lineas celulares MonoMac-1 y SKM-1
parentales son las que presentan una mayor resistencia a citarabina, sensibilidad que
se ve incrementada al sobreexpresar las dos isoformas del PRLR, posiblemente
debido a interacciones entre ellas. En cambio, la menor expresion de la linea HIL.-60

parental dificulta la observacion de este efecto.
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MonoMac-1 | PRLR wt 1,8 21,1 1100
PRLR short 2 10,6 1195
NT 0,6 5,4 63
HL-60 PRLR wt 0,7 21,5 51
PRLR short 1,3 10,1 26
NT 0,6 13,7 40
SKM-1 PRLR wt 0,4 11,4 270
PRLR short 0,2 20,8 241

Figura 48. Las células MonoMac-1 y SKM-1 transducidas con PRLR presentan una
mayor resistencia a los tratamientos con citarabina. Las células MonoMac-1, HL-60 y
SKM-1 no transducidas (NT) y transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron 72h a
dosis crecientes de azacitidina (Aza), daunorubicina (Dauno) y citarabina (AraC). La
viabilidad se analizé por citometria de flujo y se calcul6 el valor de la EC50. Las graficas
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muestran una réplica representativa de tres experimentos independientes, donde cada punto
es la media de triplicados de un experimento independiente = SEM.

4.3.4. Implicacion del PRLR en la resistencia a citarabina

Para validar que los cambios relacionados con la resistencia a la citarabina son debidos
al incremento de la PRLR, se escogieron las lineas de LMA HL-60, SKM-1 y KG-1,
por tener una sensibilidad mayor al tratamiento, y se trataron hasta conseguir lineas

resistentes que duplicaron los valores de las EC50 (Figura 49).
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Figura 49. Las células de LMA resistentes generadas tienen una menor sensibilidad
a la citarabina e incrementan el valor de su EC50. Las células HL-60, SKM-1 y KG-1 se
trataron con citarabina 15nM, 50nM y 20nM, respectivamente, hasta que las células
adquirieron resistencia. A) Las lineas parentales y resistentes se trataron con dosis crecientes
de citarabina y la viabilidad se determiné por citometria de flujo. B) Los valores de las EC50
se calcularon y se observé que estaban incrementados en las lineas resistentes generadas. Los
graficos de las EC50 son una réplica representativa de tres experimentos individuales, donde
cada punto es la media de triplicados de un experimento + SEM. Las barras representan la
media del valor de la EC50 de tres experimentos independientes para HIL-60 y dos para
SKM-1 y KG-1. *p<0,05.

La implicacién del PRLR en la quimiorresistencia se determiné mediante el analisis
de la expresion en superficie del receptor por citometria de flujo y la cantidad de
proteina por western blot de las células HL-60, SKM-1 y KG-1 parentales y
resistentes. Todas las lineas celulares resistentes generadas presentan un incremento
en la expresion en superficie de PRLR respecto a la linea celular parental (Figura
50A), mientras que el analisis de la proteina total revela que sélo HL-60 y SKM-1

incrementan la cantidad de PRLR, permaneciendo sin cambios en KG-1 (Figura
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50B). Aunque se esperarfa un aumento de PRLR en el analisis mediante las dos
técnicas, es importante mencionar que el receptor funcional es el que se expresa en
superficie, siendo el de interés. El receptor puede ser internalizado para regular su
seflalizacion y dejarfa de transducir sefiales (Bouilly et al., 2012), por lo que el

detectado en la proteina total podria estar parcialmente inactivo.

Z

m Células parentales B)
m Células resistentes ,
100 m Células parentales

m Células resistentes

80 HL-60 SKM-1 KG-1

60 4

O
©

x

Q

o J

< <

s g e=s =% ==w PRLR
s s s s (5 APDH 0

HL-60 SKM-1 KG-1 HL-60 SKM-1 KG-1

Control

40

Control
AraC-R
PRLR/GAPDH
N

20

Células PRLR+ (%)

Figura 50. La expresion del PRLR esta incrementada en superficie en las lineas de
LMA resistentes a citarabina. Se analiz6 la expresion de PRLR de las células HL-60, SKM-
1 y KG-1 parentales y resistentes a citarabina por A) citometria de flujo (HL-60 n=4; SKM-
1 n=5; y KG-1 n=06) y B) western blot hibridando con el anticuerpo de PRLR y de GAPDH
como control de carga (n=3). Las barras representan la media de triplicados de experimentos
independientes = SEM. *p<0,05; **p<0,01.

Una vez validada la relacién entre el aumento de expresion del PRLR vy la resistencia
a citarabina, se decidi6 estudiar la implicacion de la expresion de PRLR en la
activacion del farmaco. La ciratabina se internaliza en la célula por difusiéon pasiva o
mediante transportadores y, una vez llega al dominio intracitoplasmatico, sera activada
por tres fosforilaciones distintas llevadas a cabo por diferentes enzimas. Finalmente,
se internalizara en el nucleo, donde llevara a cabo sus efectos citotoxicos.
Paralelamente, existen otras moléculas encargadas de inactivar la citarabina,
impidiendo que los efectos citotdxicos se lleven a cabo (Cros et al., 2004; Fajardo-

Ordufia et al., 2021; Negoro et al., 2011) (Figura 3).

Para determinar los cambios que produce la sobreexpresion de PRLR en la
internalizacion y activacion de la citarabina, se realizaron RT-PCR semi-cuantitativas
para estudiar la expresion génica de diferentes genes implicados en células MonoMac-
1, HL-60 y SKM-1 no transducidas y transducidas con PRLR wt y PRLR short. Se
estudiaron los transportadores internalizadores hENT1-3 y el externalizador MRP4,
los activadores dCK y NDK vy los inactivadores PN-I, CDA y NT5E. Aunque los
resultados presentan variacion y las lineas celulares no se comportan exactamente

igual, si que observamos una disminuciéon de hENT1-3 en la mayoria de lineas y un
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incremento en MRP4, unicamente en MonoMac-1 cuando sobreexpresa PRLR wt. A
grandes rasgos, los activadores también se encuentran disminuidos en células HL-60
y SKM-1, pero no en la linea celular MonoMac-1 y, finalmente, los inactivadores se
encuentran sobreexpresados en su mayorfa en todas las lineas celulares (Figura 51).
En resumen, tenemos una internalizacion menor de citarabina, siendo mayormente
inactivada y/o expulsada, disminuyendo los efectos citotoxicos cuando se

sobreexpresa PRLR en el contexto leucémico (Figura 52).
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Figura 51. La sobreexpresion de PRLR promueve cambios génicos que favorecen la
resistencia a citarabina. La expresion génica de transportadores (hENT1-3 y MRP4),
activadores (dCK y NDK) e inactivadores (PN-I, CDA y NT5E) de citarabina, asi como el
gen de referencia GAPDH se analizé en las lineas MonoMac-1 (MM), HL-60 y SKM-1 no
transducidas (NT) y transducidas con PRLR wt y PRLR short. Las barras representan la
media de triplicados de cuatro experimentos independientes = SEM y cada punto es la media
de un experimento. Los datos se representan como el nivel de expresion de cada gen después
de normalizar con el gen de referencia GAPDH y con las células no transducidas. *p<0,05:
*p<0,01; **p<0,001.
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Figura 52. Cambios en la expresién génica en el metabolismo de la citarabina debido
al incremento de expresion de PRLR.

4.3.5. Sensibilidad a quimioterapia y senescencia

En cuanto a la resistencia, en este punto hemos observado que el incremento de
expresion de PRLR confiere resistencia a las células mediante cambios en la expresion
génica de genes relacionados con el metabolismo de la citarabina. Aun asi, debido a
la variabilidad observada en estos datos, es posible que haya otros mecanismos
celulares implicados. Uno de los mecanismos utilizados por las células oncogénicas
para evitar la destruccion de éstas por farmacos consiste en procesos que promueven
la parada del ciclo celular y la consecuente entrada en senescencia (Di Micco et al.,
2000). De esta manera, la célula permanecera en un estado quiescente y esperara el
momento oportuno para salir de este estado y volver a proliferar (Duy et al., 2021).
La elevada tasa de proliferaciéon de los blastos, la presencia de oncogenes y los
tratamientos citotoxicos producen dafios en el ADN (DDR), caracterizado
principalmente por la activaciéon de ATM y ATR, que produciran la activaciéon de p53
y una subsecuente parada del ciclo celular y entrada en senescencia (Di Micco et al.,
2021). Las células permaneceran en este estado hasta que las condiciones sean 6ptimas
de nuevo y puedan volver a replicarse. Las células en estado senescente secretan SA-
B-gal, que puede ser detectada y nos permite determinar el estado senescente de las
células (D1 Micco et al., 2021). Las células HL-60, SKM-1, MonoMac-1 y U-937 se
han marcado para observar la cantidad de SA-3-gal (Figura 53A) y se ha observado
que a mayor expresion de PRLR, las células presentan un estado senescente

incrementado (Figura 53B). Por lo tanto, un aumento de la expresion del receptor
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se relacionarfa con un estado senescente mas elevado y la consecuente resistencia a

farmacos.
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Figura 53. Las células de LMA con una expresion mayor de PRLR son mas
senescentes y, por lo tanto, mas resistentes a tratamientos farmacoloégicos. Las células
HIL-60 (n=4), SKM-1 (n=4), MonoMac-1 (MM, n=06) y U-937 (n=3) se fijaron y se tifieron
para poder observar la SA-$-gal. A) Las imagenes se observaron en un microscopio invertido
y se muestra un campo representativo a 40x aumentos. B) Las imagenes se cuantificaron con
el software Image] y se ha representado el area tefiida. Las barras representan la media de
tres cuantificaciones de experimentos independientes £ SEM, donde cada punto es la media
de cada experimento.

Para corroborar estos resultados, se decidio seleccionar células MonoMac-1, HL-60 y
SKM-1 no transducidas y transducidas con PRLR wt y PRLR short, fijarlas y
marcarlas para detectar la SA-B-Gal. Se han observado resultados dispares entre las
lineas celulares de LMA. Por un lado, se observa un estado senescente menor en todas
las lineas celulares en comparacién con las células U-937 analizadas anteriormente
(Figura 53). En lo que respecta a las transducciones con PRLR, en la linea celular
MonoMac-1 no se observan diferencias en cuanto a la cantidad de SA-B-Gal en
funcién de la expresion de PRLR. En cambio, en las lineas células HL-60 y SKM-1
que sobreexpresan PRLR wt se observa un incremento del estado senescente,

volviendo a los niveles de las células parentales cuando la transduccién sobreexpresa
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la isoforma dominante negativa del receptor (Figura 54). La linea celular MonoMac-
1 esta considerada un modelo de resistencia a citarabina, motivo por el cual no se
intentd generar resistencia previamente en estas células. Posiblemente, la resistencia
farmacolégica esta relacionada con el estado senescente, que no puede verse
incrementado o, si no, las células entrarfan en estado quiescente y dejarfan de
replicarse, fendmeno que no observamos 2 vitro al cultivarlas. En cambio, las células
HI-60 y SKM-1 son sensibles a citarabina, asi que la sobreexpresion de PRLR wt

promueve una entrada parcial a la senescencia, confiriéndoles mas resistencia

farmacolégica.
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Figura 54. Las células de LMA sensibles a citarabina y transducidas con PRLR wt
son mas senescentes que la linea parental. Las células MonoMac-1 (MM, n=5), HL-60
(n=4), SKM-1 (n=4) no transducidas (NT) y transducidas con PRLR wt y PRLR short se
fijaron y se tifieron para poder observar la SA-B-gal. Las imagenes se observaron en un
microscopio invertido y se muestra un campo representativo a 40x aumentos. La tincién se
cuantificé con el software Image]. Las barras representan la media de la cuantificacién de
tres imagenes de experimentos independientes £ SEM.

173



Hemos observado que el incremento de expresion de PRLR tanto de lineas de LMA,
como el incremento de su expresion por transduccién incrementa el estado
senescente de las células sensibles a citarabina. Para poder relacionarlo con la
resistencia a quimioterapia, las células MonoMac-1, HL-60 y SKM-1 no transducidas
y transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron 24h con citarabina, se fijaron
y se marcaron para poder analizar la presencia de SA-3-Gal. Los cambios observados
en la linea celular MonoMac-1 no transducida y transducida con PRLR son
insignificantes, posiblemente debido a la resistencia inherente de las células. En las
células HL-60 y SKM-1 parentales, asi como en las transducidas con PRLR short, se
observa un incremento de la senescencia relacionada con el tratamiento con
citarabina, pero mayor que el observado en las lineas transducidas con PRLR wt. Estas
diferencias se deben, posiblemente, al mismo mecanismo que ocurre en la linea celular
MonoMac-1: una linea celular con resistencia notoria al tratamiento ya tendra niveles
senescentes incrementados, que no podran aumentar (Figura 55). Estos resultados
nos sugieren que, aunque el tratamiento con el agente citotéxico citarabina incrementa
el estado senescente de las células, si estas de forma basal ya presentan resistencia y
son senescentes, el grado de senescencia no se podra incrementar. Esto se relaciona
con la mayor expresion de PRLR en superficie, que permite a la célula permanecer en
un grado de senescencia elevado y, por lo tanto, no podra verse incrementado al tratar

con citarabina.
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Figura 55. El estado senescente se relaciona con una mayor expresion de PRLR y
una mayor resistencia a citarabina. Las células MonoMac-1 (MM, n=5), HL.-60 (n=3) y
SKM-1 (n=4) no transducidas (NT) y transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron
24h con citarabina 250nM, se fijaron y se tifieron para poder observar la SA-B-gal. Las
imagenes se observaron en un microscopio invertido y se muestra un campo representativo
a 40x aumentos (izquierda), asi como la cuantificaciéon con el software Image] (derecha). Las
barras representan la media de tres imagenes cuantificadas de experimentos independientes
+ SEM.

Como se ha comentario anteriormente, las células pueden entrar en senescencia
debido a diversos mecanismos. Aun asi, todos ellos convergen en dafios en el ADN.

Los danos citotoxicos producidos por la citarabina, por ejemplo, se resumen en dafios
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a nivel de ADN, lo que genera una respuesta en la célula que activa ATM y ATR y,
tinalmente, promueve la activaciéon de p53, la parada del ciclo celular y la entrada en
senescencia (Di Micco et al., 2021). Se ha observado que la inhibiciéon farmacolégica
de ATR impide la entrada en senescencia y, por lo tanto, sensibiliza las células frente
a tratamientos quimioterapéuticos (Duy et al., 2021) (Figura 56). Para poder
determinar si este proceso también ocurre cuando tenemos sobreexpresion de PRLR,
las células MonoMac-1, HL.-60 y SKM-1 no transducidas y transducidas con PRLR
wt y PRLR short se trataron 72h con elimusertib, un inhibidor de ATR, y con
citarabina a diferentes dosis para determinar si existia sensibilizacién al tratamiento
analizando la viabilidad celular por citometria de flujo. Como era esperable, el
tratamiento con elimusertib, el inhibidor de ATR, sensibiliza todas las lineas celulares
de LMA estudiadas para citarabina, disminuyendo el valor de la EC50 (Figura 57A).
Una vez cuantificado y comparado el valor obtenido de la EC50 de citarabina y con
el tratamiento conjunto, se ha observado que el aumento de la sensibilidad es similar
en todas las isoformas transducidas con PRLR (Figura 57B). Aun asf, el calculo del
Fold Change (cambio relativo) en la sensibilidad revela que no todas las lineas celulares
se comportan igual. Las lineas celulares MonoMac-1 y SKM-1, notoriamente mas
resistentes a citarabina en condiciones parentales, no presentan grandes diferencias en
cuanto a sensibilizaciéon debido a la sobreexpresion de las isoformas de PRLR. En
cambio, la linea celular HL-60 transducida con la isoforma PRLR short, pero sobre
todo con la isoforma PRLR wt, presenta un aumento en la sensibilidad a citarabina
mayor al tratar conjuntamente con el inhibidor de ATR (Figura 57C). En resumen,
se ha corroborado el efecto quimiosensibilizador del inhibidor de ATR, pero, mas
interesante, se ha demostrado que la via de sefializaciéon del PRLR juega un papel
importante en la senescencia relacionada con la quimiorresistencia. En este punto,
encontramos una relacién directa con la sefializacion PRLR/Jak2/Stat, ATR vy la
quimiortesistencia derivada de la senescencia, ya que la sefializacion via Jak2/Stat
incrementa el SASP (fenotipo secretor asociado a senescencia), permitiendo el
mantenimiento del estado senescente de las células e incrementando su resistencia a
quimioterapia (Toso et al., 2014). Paralelamente, la inhibicién de ATR tiene efectos
mas notorios cuando tenemos sobreexpresion de PRLR, sobre todo la isoforma

salvaje.

176



2 — ( Senescencia

Figura 56. Modelo de sefializaciéon de entrada en la senescencia por el estimulo de
dafio en el ADN, asi como la diana de elimusertib, un inhibidor de ATR. Las flechas
negras indicas progresion de la sefializacion y las rojas inhibicion; las P indican fosforilacion
y activacion de proteina.
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Figura 57. El inhibidor de ATR (elimusertib) sensibiliza las células a citarabina,
sobre todo a las células transducidas con PRLR. Las células MonoMac-1 (MM), HL.-60
y SKM-1 no transducidas (NT) y transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron 72h
con elimusertib y con un vehiculo o dosis crecientes de citarabina para determinar la
viabilidad por citometria de flujo y calcular el valor de la EC50. Los resultados se presentan
como A) una réplica representativa de las EC50 en las distintas lineas, donde cada punto
representa la media de triplicados de un experimento independiente £ SEM (n=3) y B) los
valores numéricos de las EC50 calculadas = SEM (n=4). C) Fold Change relativo (1-(EC50
AraC/EC50 cotratamiento) para tepresentar el incremento en la sensibilidad. Cada barra
indica la media del fold change de tres experimentos independientes & SEM; cada punto indica
el valor de un experimento. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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4.4. Papel de 1a PRL y PRLR en la diferenciacién

Los blastos leucémicos estan caracterizados, entre otras muchas propiedades, por
tener un bloqueo en la diferenciacion que les aporta ventajas frente a los tratamientos
citotéxicos convencionales y de proliferacion, ya que la tasa proliferativa de las células
inmaduras es mayor que en las células diferenciadas terminalmente (Dick & Bonnet,
1997; Estey & D6hner, 2006; D. Thomas & Majeti, 2017). Por otro lado, en el cribado
in slico inicial, se ha observado que la PRL y sus vias de sefializacion a través del PRLR

estan relacionadas con los procesos de diferenciacién mieloide.

4.4.1. Papel de 1a PRL y su antagonista en la diferenciacién

Para estudiar el papel de la via de sefializacion del PRLR respecto la diferenciacion
celular, se han utilizado células MonoMac-1, HL-60 y SKM-1 no transducidas y
transducidas con PRLR wt y PRLR short y se han tratado 72h con agentes
diferenciadores (acido holotransretinoico, ATRA, y vitamina D3) junto con PRL o
G129R y se ha determinado la diferenciacion mieloide por citometria de flujo
analizando la expresion en superficie de los antigenos CD11b y CD14, asociados a la
diferenciacién granulocitica y monocitica, respectivamente. El analisis del marcador
en superficie CD11b ha revelado que la PRL por si sola es capaz de inducir un
aumento de su expresion, aunque sélo observable en la linea celular SKM-1. Ademas,
las células leucémicas transducidas con la isoforma PRLR wt y tratadas con PRL y
ATRA o vitamina D3 presentan un aumento en la diferenciaciéon granulocitica
respecto al tratamiento con el agente diferenciador unicamente, resultados no
observados en las células transducidas con la isoforma dominante negativa (Figura
58A). El tratamiento con el antagonista del PRLR no tiene ningtun efecto por si solo
ni en combinacién con los agentes diferenciadores en ninguna de las lineas celulares
estudiadas (Figura 58B). Es decir, la estimulacion de la via de PRLR incrementa la
predisposicion de las células leucémicas a diferenciarse a linajes granulociticos bajo
tratamiento con ATRA y vitamina D3y, en el caso concreto de las células SKM-1, la
sobreexpresion de PRLR y su estimulacion con el ligando es suficiente para

diferenciarse, sin necesidad de agentes diferenciadores.

A diferencia de los resultados observados respecto a la expresion en superficie de
CD11b, el marcador CD14 no muestra cambios tan notorios. Cabe destacar que la
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diferenciacién hacia linajes monociticos (CD14) esta fomentada por la vitamina D3
de manera especifica, mientras que ATRA no tendrfa un efecto tan elevado. Se ha
observado que el tratamiento conjunto de PRL y ATRA no promueve la
diferenciacién mediada por CD14, como era esperable, mientras que la vitamina D3
incrementa la expresion de CD14 en todas las lineas, aunque independientemente de
la expresion de PRLR o del tratamiento conjunto con PRL. Aun asi, la sobreexpresion
de la isoforma PRLR salvaje muestra una cierta tendencia al incremento de la
diferenciacién monocitica (Figura 59A). Por otro lado, el antagonista del receptor no
ejerce ningun efecto sobre la diferenciacion mediada por CD14 sélo o en

combinacién con agentes diferenciadores (Figura 59B).

Estos resultados indican que la sobreexpresion de PRLR y el estimulo de su via de
sefializacion predisponen las células a diferenciacion granulocitica, mientras que la
inhibicién farmacolégica del receptor no tiene ningun efecto. Finalmente, es
importante mencionar que, en algunos casos, el efecto diferenciador de la vitamina
D3 consigue diferenciar aproximadamente el 100% de las células, de manera que

observar sinergia con el ligando de PRLR es practicamente imposible.
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Figura 58. La PRL incrementa la diferenciaciéon granulocitica (CD11b) en las células
SKM-1 transducidas con PRLR wt, de igual manera que lo incrementa el
cotratamiento con PRL y agentes diferenciadores en todas las lineas celulares
estudiadas. Las células MonoMac-1 (MM), HL-60 y SKM-1 no transducidas (NT) vy
transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron 72h con acido holotransretinoico
(ATRA) 1uM o vitamina D3 100nM junto con A) un vehiculo o PRL 500ng/mL o B) un
vehiculo o G129R 500ng/ml.. La expresién de CD11b se analiz6 por citometria de flujo.
Las barras representan la media de triplicados de tres experimentos independientes = SEM
del porcentaje de células PRLR positivas, donde cada punto representa la media de cada
experimento. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 59. El cotratamiento de PRL y agentes diferenciadores no genera grandes
cambios en la diferenciacion monocitica (CD14). Las células MonoMac-1 (MM), HL.-60
y SKM-1 no transducidas (NT) y transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron 72h
con ATRA 1uM o vitamina D3 100nM junto con A) un vehiculo o PRL 500ng/ml o B) un
vehiculo o G129R 500ng/ml.. La expresion de CD14 se analiz6 por citomettia de flujo. Las
barras representan la media de triplicados de tres experimentos independientes = SEM del
porcentaje de células positivas para el PRLR, donde cada punto representa la media de cada
experimento. **p<0,01; ***p<0,001.

Dado que parece que hay cierta interaccion entre agentes diferenciadores y la PRL, se
decidi6 centrar el estudio en la vitamina D3. La vitamina D3 puede ser internalizada
sola 0o una vez unida a su receptor transmembrana VDR vy, finalmente, sera
transportada al nicleo celular, donde se unira a RXRa y activara la transcripcion de
genes que fomentaran la produccion de CD14 y su expresion en membrana,

produciendo diferenciacién mieloide monocitica (Goceek et al., 2012) (Figura 60).
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Figura 60. Acciones de la vitamina D3 en las células relacionadas con la
diferenciacion. Vit D3, vitamina D3; VDR, receptor de vitamina D3.

Las células MonoMac-1 y SKM-1 no transducidas y transducidas con PRLR wt y PRLR short
se trataron 2h con un vehiculo y PRL, junto con vitamina D3, y se extrajo la fracciéon de
proteina nuclear para detectar VDR y RXRa con anticuerpos especificos, asi como Lamina
B1 como control de carga. La linea celular MonoMac-1 no transducida y transducida con las
diferentes isoformas del PRLR presentan una translocaciéon de VDR al nucleo celular en
presencia de vitamina D3. Aun asi, se observan diferencias entre las distintas transducciones.
En las células transducidas con la isoforma salvaje del receptor no se ven afectados los niveles
de VDR al tratar con el ligando del PRLR, pero el tratamiento conjunto de vitamina D3 y
PRL incrementan la expresion nuclear de VDR en mayor medida que el agente diferenciador
por si solo. En cambio, la isoforma dominante negativa, sélo ve modificados los niveles de
VDR cuando existe cotratamiento de los dos compuestos. Por otro lado, los niveles de RXRa
no se ven modificados en las células MonoMac-1 parentales o transducidas con la isoforma
PRLR short, sélo se observa un incremento cuando tratamos conjuntamente con PRL y
vitamina D3 respecto a los tratamientos unitarios (Figura 61A y B, izquierda). En
resumen, se ha validado la internalizacién de VDR al nucleo mediada por el estimulo
promovido por la vitamina D3 y se ha observado que la PRL tiene acciones similares, s6lo
en contextos donde el PRLR esta sobreexpresado, siempre que sea en presencia de vitamina

D3.
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Las células SKM-1 no transducidas y transducidas con las isoformas del PRLR
también presentan translocaciéon nuclear de VDR bajo el estimulo de la vitamina D3,
validando una vez mas los controles. Aunque hemos observado que las células no
transducidas y transducidas con PRLR wt se comportan de manera similar, la
internalizaciéon de VDR al nucleo es mayor en las células que expresan PRLR salvaje,
respecto a las células parentales, posiblemente debido a la interaccion entre las dos
vias observada en las células MonoMac-1. Por tltimo, la isoforma dominante negativa
no tiene cambios notorios respecto a los niveles de VDR nucleares en relacién con la
sefializacion de PRLR. En lo que respecta al RXRa, no se observan diferencias bajo
ninguno de los tratamientos (Figura 61A y B, derecha). Aunque en la linea celular
SKM-1 los resultados difieren ligeramente de los comentados respecto a las células
MonoMac-1, si que se observa una mayor translocaciéon nuclear de VDR bajo el
mismo tratamiento, pero con la sobreexpresiéon de PRLR, respecto a las células
parentales. Todos estos datos validan la internalizacion nuclear de VDR bajo el
tratamiento con vitamina D3 y la interaccion entre la via de sefalizaciéon del PRLR y
la vitamina D3, ya que bajo tratamiento conjunto o con sobreexpresion de PRLR, se

observa una mayor movilizacién de VDR al ntcleo.
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Figura 61. La PRL junto con la vitamina D3 estimulan la translocacion nuclear de
VDR. Las células MonoMac-1 (MM, n=4) y SKM-1 (n=2) no transducidas y transducidas
con PRLR wt y PRLR shortt se trataron 2h con un vehiculo, PRL 500ng/mL y/o vitamina
D3 100nM. Se extrajo la fraccién de proteina nuclear y se realizé un western blot donde se
hibridé con anticuerpos especificos de RXRa y VDR, asi como Lamin B1 como control de
carga. Los resultados se representan como A) una imagen representativa de la proteina
analizada y B) la representacion graficada de la cuantificacion de la proteina en relacién con
el control de carga. Cada barra indica la media del valor de la cuantificacion de las bandas de
los experimentos = SEM y cada punto el valor de un experimento. *<p0,05; **p<0,01;
H¥p<0,001; ¥*¥*+*¥p<0,0001.

4.4.2. Papel de los inhibidores de PRLR:PRL en la diferenciacion

Como se ha observado que el estimulo del receptor con su ligando junto con
tratamientos con agentes diferenciadores incrementa la diferenciacién mieloide, se
decidi6 estudiar qué efectos tendria el bloqueo de la via de sefalizacion y qué ruta de

sefializacion esta implicada.

Las células MonoMac-1, HL-60 y SKM-1 no transducidas y transducidas con PRLR
wt y PRLR short se trataron 72h con agentes diferenciadores (ATRA y vitamina D3)
junto con PD184352 (inhibidor de MEK-Erk), Ly294-002 (inhibidor de PI3K-Akt),
ruxolitinib (inhibidor de Jak2) y un inhibidor de Stat3 y de Stat5. La diferenciacion de
las células se determiné mediante el analisis de CD11b (diferenciacién granulocitica)
y CD14 (diferenciacién macromonocitica) por citometria de flujo, como se realizo

anteriormente.

Se ha observado que el tratamiento con ATRA diferencia las lineas celulares
estudiadas hacia linajes granulociticos determinados por la expresion del marcador de
superficie CD11b, como era esperable (Castaigne et al., 1990), mientras que no se
observa diferenciaciéon monocitica (CD14). La presencia del inhibidor de MEK-Erk
no afecta al estado de diferenciacién basal ni a la diferenciacién inducida por ATRA
(Figura 62A). Por otro lado, el tratamiento con vitamina D3 diferencia las tres lineas
celulares a granulocitos (CD11b) y a monocitos (CD14). En este caso, tampoco se
observan diferencias en la induccion de la diferenciacion en presencia del inhibidor
de MEK-Erk sin tratar con el agente diferenciador, ni en condiciones de
cotratamiento (Figura 62B). Por tanto, estos resultados sugieren que la senalizacion

por MEK-Erk no esta influenciando la diferenciacién mieloide.
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Figura 62. La sefializacion mediada por MEK-Erk no tiene ninguna influencia en la
diferenciacion mieloide. Las células MonoMac-1 (MM), HL-60 y SKM-1 no transducidas
(NT) y transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron 72h con A) ATRA 1uM o B)
vitamina D3 100nM junto con un vehiculo o PD184352 5uM vy se analizo la expresion de
CD11b y CD14 por citometria de flujo. Las barras representan la media de triplicados del
porcentaje de células CD11b" o CD14" de tres experimentos independientes £ SEM. Los
puntos indican la media de triplicados de cada experimento.

Ademas de la sefalizacion de MEK-Erk, también se bloqueé la de PI3K-Akt con el
inhibidor L.y294-002 y al analizar los marcadores de superficie CD11b (diferenciacién
granulocitica) y CD14 (diferenciacién monocitica) se observaron resultados
interesantes. Una vez mas, se ha observado que el tratamiento con ATRA incrementa
la diferenciacion granulocitica mediada por CD11b (Castaigne et al., 1990), mientras
que la vitamina D3 estimula la diferenciacién tanto granulocitica como monocitica.
Se ha observado que la inhibicién de PI3K-Akt disminuye la expresion en superficie
de CD11b, independientemente de la expresion de PRLR, aunque sélo observable en
las células SKM-1 y posiblemente debido a la baja diferenciaciéon granulocitica basal
de las células MonoMac-1 y HIL-60, que imposibilitan ver los cambios. Por otro lado,
y como es esperable, no se observa induccioén de diferenciacién monocitica (CD14)
mediada por ATRA, ni cambios al tratar con el inhibidor de PI3K-Akt (Figura 63A).

Por otro lado, el tratamiento con vitamina D3 fomenta la diferenciacién tanto
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granulocitica como monocitica, como se ha comentado anteriormente. Una vez mas,
observamos que el inhibidor de PI3K-Akt disminuye la diferenciacién mediada por
CD11b y, ademas, se observa que es capaz de disminuir la diferenciacion tanto
monocitica como granulocitica inducida por el tratamiento con vitamina D3. Aun asi,
s6lo se observa en SKM-1 y HL-60, posiblemente debido al bajo nivel basal de
diferenciacién del resto de lineas celulares. Una vez mas, la expresién del PRLR no
tiene ninguin rol en estos mecanismos (Figura 63B). Estos resultados ponen en
evidencia una implicacién de la via PI3K-Akt en la diferenciacion tanto granulocitica

como monocitica, ya que la inhibicién de la via bloquea la diferenciacion celular.
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Figura 63. La via de sefializacion de PI3K-Akt tiene un rol importante en los procesos
de diferenciacion granulocitica y monocitica. Las células MonoMac-1 (MM), HL.-60 y
SKM-1 no transducidas (NT) y transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron 72h con
A) ATRA 1uM o B) vitamina D3 100nM junto con un vehiculo o Ly294-002 20uM vy se
analiz6 la expresion de CD11b y CD14 por citometria de flujo. Las barras representan la
media de triplicados del porcentaje de células CD11b" o CD14" de tres expetimentos
independientes = SEM. Los puntos indican la media de triplicados de cada experimento.
*p<0,01.

Dado que las vias mas estudiadas en relacion con el PRLR son las de Jak2/Stat3 y
Jak2/Stat5 y, ademis, se ha visto cierta implicacion de ellas en la leucemia, primero

de todo el estudio se dirigié a Jak2, encargado de reclutar las dos moléculas para
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continuar con la transduccion de sefial (Abramicheva & Smirnova, 2019). Se utilizo
ruxolitinib como inhibidor de Jak2 y, una vez mas, se observo la capacidad de ATRA
para diferenciar las lineas celulares a linajes granulociticos (CD11b), pero no
monociticos (CD14), mientras que la vitamina D3 fomenta los dos tipos de
diferenciacion celular. Aun asi, se ha observado que la diferenciacién mediada por
ATRA no se ve afectada por la inhibicién de ruxolitinib para ninguno de los dos
linajes (Figura 64A). De igual manera, la diferenciacion a linajes granulociticos y
monociticos mediada por vitamina D3 tampoco se ve afectada por la inhibicién de
Jak2 (Figura 64B). En resumen, estos resultados sugieren que las acciones de Jak2

no tienen ningun papel en la diferenciacion mieloide.
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Figura 64. La inhibicion de Jak2 no tiene ningin papel en la diferenciaciéon mieloide.
Las células MonoMac-1 (MM), HL.-60 y SKM-1 no transducidas (NT) y transducidas con
PRLR wt y PRLR short se trataron 72h con A) ATRA 1uM o B) vitamina D3 100nM junto
con un vehiculo o ruxolitinib 5uM y se analiz6 la expresion en superficie de CD11b y CD14
por citometria de flujo. Las barras representan la media de triplicados del porcentaje de
células CD11b" 0 CD14" de tres experimentos independientes = SEM. Los puntos indican
la media de triplicados de cada experimento.
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Para seguir analizando el papel de la via de PRLR en la diferenciacion, se trabajé con
el inhibidor de Stat3. Una vez mas, se observé la capacidad de ATRA de inducir
diferenciacién granulocitica (CD11b) y la capacidad de vitamina D3 para inducir
diferenciaciéon tanto granulocitica (CD11b) como monocitica (CD14). Es importante
destacar que la inhibicién de Stat3 por si sola induce diferenciaciéon mieloide, tanto
granulocitica como monocitica. Ademas, el tratamiento conjunto con ATRA denota
una tendencia a incrementar los dos tipos de diferenciacion (CD11b y CD14) en
mayor medida que los tratamientos unicos (Figura 65A). En lo que respecta al
tratamiento con vitamina D3, ademas de la diferenciacion promovida por la inhibiciéon
de Stat3 hacia linajes granulociticos y monociticos, también observamos una
tendencia al aumento de esta diferenciacion al tratar conjuntamente con los dos
compuestos hacia los dos linajes (Figura 65B). Estos resultados nos sugieren una
clara implicaciéon de la sefalizaciéon de Stat3 en los procesos de bloqueo en la
diferenciacién, aunque independiente de la expresion de PRLR, ya que se observa en
todas las isoformas de PRLR transducidas de igual manera. Ademas, el tratamiento
conjunto con el inhibidor de Stat3 y agentes diferenciadores incrementa la
diferenciacién mediada por los marcadores CD11b y CD14 respecto a los

tratamientos con unicamente un compuesto.
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Figura 65. La sefializacion mediada por Stat3 promueve el bloqueo de la
diferenciacion, pero puede ser revertida con el uso de inhibidores y con el tratamiento
conjunto de ellos con agentes diferenciadores. Las células MonoMac-1 (MM), HL-60 y
SKM-1 no transducidas (N'T) y transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron 72h con
A) ATRA 1uM o B) vitamina D3 100nM junto con un vehiculo o el inhibidor de Stat3 75uM
y se analiz6 la expresion en superficie de CD11b y CD14 por citometria de flujo. Las barras
representan la media de triplicados del porcentaje de células CD11b" o CD14" de tres
experimentos independientes = SEM. Los puntos indican la media de triplicados de cada
experimento. **p<0,01; ****p<0,0001.

Por tltimo, se analizo el papel de la inhibicién de Stat5 en el proceso de diferenciacién.
Nuevamente, se observé que la accion de ATRA promueve la diferenciacion
granulocitica (CD11b), mientras que el tratamiento con vitamina D3 promueve tanto
la diferenciacién granulocitica (CD11b) como la monocitica (CD14). A grandes
rasgos, se observa que la inhibicion de Stat5 por si sola genera cambios muy sutiles a
nivel de diferenciacién. Por un lado, disminuye la diferenciacion mediada por la
expresion de CD11b y aumenta la de CD14, sélo observable en lineas con una mayor
diferenciacién y siempre de manera muy residual. El tratamiento con ATRA en
conjunto con el inhibidor de StatS no tiene ningin efecto diferenciador en
comparacién con el inducido por el agente diferenciador por si solo respecto a la

expresion de CD11b en superficie. En cambio, la diferenciacion monocitica si que
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presenta un aumento al tratar con los dos compuestos (Figura 66A). Por otro lado,
el tratamiento con vitamina D3 junto con el inhibidor de Stat5 disminuye muy
ligeramente la diferenciacion granulocitica, sin afectar la diferenciacién monocitica
(Figura 66B). En resumen, aunque los efectos de la inhibiciéon de Stat5 son muy
sutiles y s6lo marcan tendencias, dado que es la via de sefalizaciéon canonica del
PRLR, se les ha prestado cierto interés. Por un lado, la inhibicién de Stat5 por si sola
disminuye la diferenciaciéon granulocitica, igual que sucede al tratar conjuntamente
con la vitamina D3. En cambio, la inhibicién de Stat5 incrementa ligeramente la

diferenciacién monocitica, de la misma forma que sucede con el tratamiento conjunto

con ATRA.
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Figura 66. La inhibicion de Stat5 disminuye la diferenciaciéon granulocitica e
incrementa ligeramente la monocitica. Las células MonoMac-1 (MM), HL-60 y SKM-1
no transducidas (NT) y transducidas con PRLR wt y PRLR short se trataron 72h con A)
ATRA 1uM o B) vitamina D3 100nM junto con un vehiculo o el inhibidor de Stat5 20uM y
se analiz6 la expresion en superficie de CD11b y CD14 por citometria de flujo. Las barras
representan la media de triplicados del porcentaje de células CD11b" o CD14" de tres
experimentos independientes = SEM. Los puntos indican la media de triplicados de cada
experimento. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001.
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El estudio del papel de la via de sefializacion del PRLR mediante inhibidores de
elementos efectores de la via nos ha revelado diversos datos. Por un lado, la
seflalizacion de MEK-Erk y Jak2 no tienen ningin papel en el proceso de
diferenciacién mieloide, mientras que PI3K-Akt y Stat3/5 si que juegan un rol
importante. Las acciones de PI3K-Akt fomentan tanto la diferenciacién granulocitica
como monocitica, mientras que la sefializaciéon por Stat5 promueve unicamente la
diferenciacioén granulocitica y bloquea la diferenciacion hacia linajes monociticos. Por
ultimo, las sefiales producidas por la activacion de Stat3 inhiben mayormente la
diferenciacién hacia granulocitos y, en menor medida, a monocitos. Paralelamente a
estos resultados, se ha observado que la linea celular MonoMac-1 se diferencia a
linajes monociticos, posiblemente debido a su fenotipo, pero cuando se transduce con
las distintas isoformas del PRLR, las células pierden la capacidad de diferenciarse
(Figura 62A, Figura 63A, Figura 64A, Figura 65A, Figura 66A). También se ha
observado que la capacidad de la vitamina D3 de diferenciar hacia linajes monociticos
se ve disminuida cuando las células sobreexpresan la isoforma salvaje de PRLR,
estando mas disminuida aun cuando se sobreexpresa la isoforma short o dominante
negativa. Por ultimo, las células SKM-1 son totalmente refractarias a la diferenciacion
monocitica promovida por vitamina D3 (Figura 62B, Figura 63B, Figura 64B,
Figura 65B, Figura 66B). Aunque son resultados aislados, observamos como en
algunos casos, la sobreexpresion de PRLR confiere refractariedad parcial a la

diferenciacidon monocitica debida a tratamiento con vitamina D3.
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4.5. Efecto de la pérdida de funcion de PRLR en las células de
LMA

Inicialmente, la isoforma PRLR short se utiliz6 como dominante negativa, ya que la
estructura mas corta del dominio intracitoplasmatico genera una capacidad de
sefializacion muy escasa o nula (Hu et al., 2001). Aun asi, las células de LMA presentan
expresion de PRLR enddgena, de manera que tenemos una sefializacion constante del
receptor (Clevenger et al., 1998). Ademas existe controversia sobre la dominancia
negativa asociada a la isoforma PRLR short, ya que podria activar algunas vias de
sefializacién del PRLR por si solo o en combinacién con la isoforma salvaje del
receptor, formando un heterodimero (Hu et al., 2001; Sangeeta Devi & Halperin,
2014). Para poder estudiar los efectos que tendria la represion completa de PRLR, se
plantearon diferentes estrategias para silenciar el gen y su expresion. Se intento
reprimir la expresion mediante shRNA (del inglés short hairpin RNA), ARNs de
interferencia que permiten silenciar un gen de interés formando un lazo
complementario a su secuencia de ARNm. Se generaron hasta dos construcciones
con secuencias de shRNA especificas para silenciar el PRLR y un control, se
transdujeron en células MonoMac-1, por ser una de las lineas de LMA con una
expresion mayor de receptor en superficie, y se seleccionaron en base a un gen
marcador del plasmido de resistencia al antibiético puromicina. Aunque las células
fueron seleccionadas positivamente, el analisis del PRLR en superficie por citometria
de flujo y de la cantidad de proteina total por westen blot no presenté cambios

notorios en la expresion del receptor, por lo que se descartaron las células.

192



MonoMac-1
5 4
& [
G o~ N < 6
= = = = o
= [ v w 4 4
. . - 4
60 kDa— ' o erlr g2
0 T Ql T T
3 K
S & WS
SERNRN

Figura 67. El uso de shRNA para silenciar el gen de PRLR no consiguié disminuir
la expresion del receptor. Las células MonoMac-1 (MM) se transdujeron con dos shRNA
(sh2 y sh5) y un control (shGFP), se extrajo la proteina total y se realizé un western blot para
analizar la cantidad de receptor total. Se hibridé con el anticuerpo especifico de PRLR y
GAPDH como control de carga. Las bandas se cuantificaron con el software Image]. Las
barras representan la media de dos experimentos independientes de la cuantificacion de la

banda en relacion con el GAPDH + SEM.

Debido al fracaso al intentar silenciar el PRLR con shRNA, se decidio silenciar el
receptor mediante la tecnologia CRISPR, un sistema que permite la edicién gendémica
con un nivel de silenciamiento mas elevado. Se generaron hasta tres guias sgRNA para
silenciar el receptor, pero s6lo se consiguid introducir eficientemente una de ellas en
el vector comercial pLentiGuide-Puro, la cual se transdujo junto con una guia control
en células MonoMac-1, SKM-1 y U-937 transducidas previamente con la enzima
endonucleasa Cas9. Se realiz6 una selecciéon en base a un gen marcador del plasmido
que confiere resistencia al antibiético puromicina, pero sélo tres clones de las células
U-937 transducidas sobrevivieron al tratamiento. Se analiz6 la expresion de PRLR en
superficie por citometria de flujo, donde se observé una ligera disminucién en la
expresion en superficie del receptor (Figura 68A), y por western blot (Figura 68B),
viéndose una disminucién notable en uno de los clones. Aunque estos resultados no
muestran una clara disminuciéon de la proteina total de PRLR en todos los clones
seleccionados, si que se observa una disminucion a nivel de superficie, indicando que
la cantidad de receptor funcional es inferior respecto a las células parentales y, por lo

tanto, el nivel de sefalizacion también.
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Figura 68. La expresion de PRLR esta disminuida en los clones seleccionados. Se
analiz6 la expresion de PRLR en las células U-937 no transducidas y transducidas con Cas9
y los clones #4, #8 y #12 en A) superficie por citometria de flujo y B) por western blot
hibridando con el anticuerpo PRLR y GAPDH como control de carga. Las barras indican la
media de triplicados del porcentaje de células que expresan PRLR de 4 experimentos
independientes = SEM. *p<0,05; **p<0,01.

A lo largo de este trabajo se ha demostrado la implicacion del PRLR en diferentes
aspectos relacionados con la LMA, entre ellos la resistencia a tratamientos
quimioterapéuticos, concretamente a citarabina, un tratamiento clave para combatir
la LMA. Los resultados obtenidos sugieren que la resistencia a citarabina asociada al
incremento de expresion del PRLR puede darse por dos mecanismos. En primer
lugar, por la modificacion de la expresion génica de elementos relacionados con la via
de activacion de la citarabina, que conllevaran una disminucién de su efecto
citotoxico. En segundo lugar, por una mayor entrada en senescencia que permite a las
células permanecer en un estado quiescente hasta que el estimulo citotoxico del
farmaco desaparezca, momento en el que reactivaran su ciclo proliferativo (Fajardo-
Orduna et al., 2021). Debido a estos resultados, se decidi6é estudiar qué papel tendria
la represion del PRLR sobre el estado senescente de las células. Para ello, células U-
937 no transducidas y los clones seleccionados se marcaron para detectar SA-3-Gal y
determinar el estado de senescencia. Se observé que la represién del receptor
disminuia el nivel de senescencia de las células en relaciéon con la expresion del PRLR
(Figura 69A y B). La disminucién en la expresion de PRLR vy, por lo tanto, de su
sefializacion disminuye el estado senescente de las células respecto a las células
parentales, sugiriendo que los mecanismos de quimiorresistencia relacionados con el

incremento de PRLR se verfan disminuidos.
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Figura 69. La represion de la expresion de PRLR induce una salida del estado de
senescencia en las células. Las células U-937 Cas9 y los clones seleccionados se fijaron y
se marcaron para detectar la SA-3-Gal. A) Imagenes representativas a 40x aumentos. B) Las
imagenes se cuantificaron con el software Image] y se ha representado el area tefiida. Las
barras representan la media de tres cuantificaciones de experimentos independientes = SEM,
donde cada punto es la media de un experimento.

Anteriormente, se ha observado que la dominancia negativa por parte de la PRL (PRL
mut) disminuye la clonogenicidad zz vitro (Figura 39C) vy, junto con la isoforma
dominante negativa del PRLR (PRLR short) disminuyen la capacidad leucemogénica
in vivo de las células leucémicas (Figura 40C, Figura 42B). Ademas, también se ha
observado que la inhibicién farmacolégica del receptor con un antagonista afecta la
viabilidad celular ex zivo de muestras primarias de LMA (Figura 37B) e /n vivo en
modelos experimentales de raton (Figura 38 B y C). Estos resultados nos han llevado
a realizar ensayos de clonogenicidad con células de LMA U-937 Cas9 control y con el
PRLR silenciado, ya que es la evidencia mas directa de la afectacion en los procesos
leucémicos y un indicativo de la capacidad de autorrenovacion y diferenciacion.
Células U-937 no transducidas y los clones seleccionados se sembraron en un medio
semisolido enriquecido con citoquinas instructivas y, pasados 7 dias, se cuantificaron

las colonias formadas. Se observé que la represion del receptor disminufa la
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clonogenicidad de las células de manera significativa (Figura 70). Estos resultados
van en concordancia con la menor capacidad proliferativa y leucemogénica de las
células asociada a una menor expresion y sefalizaciéon del PRLR, asi como su

inhibicién, demostrando el rol del receptor en la LMA.
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Figura 70. La represion de la expresion de PRLR genera una disminucién en la
capacidad clonogénica de las células. Las células U-937 Cas9 y los clones seleccionados
se sembraron en un medio semisélido enriquecido con citoquinas instructivas y se dejaron
crecer durante 7 dias, momento en que se contaron las colonias formadas. Las barras
representan la media de duplicados de 5 experimentos independientes, donde cada punto
representa la media de cada experimento = SEM.
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5. Discusion
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A lo largo de esta tesis se ha descrito la implicacién del PRLR en la LMA. No sélo se
ha observado un incremento de la expresion del receptor en células transformadas,
sino que los efectos de la via de sefalizacion activada por su ligando natural, la PRL,
incrementan la malignidad de la neoplasia, ya que se relacionan directamente con
procesos de proliferacion, autorrenovacion y quimiorresistencia. Paralelamente, se ha
observado que el PRLR es una diana terapéutica idonea para combatir la LMA, ya que
su inhibicién presenta una ventana terapéutica y su expresion puede ser utilizada
como biomarcador clinico, englobando el diagnéstico y el seguimiento de la

enfermedad.

Implicacion de la PRL en la LMA

La prolactina fue descrita el 1933 y se identific6 como una hormona con efecto
endocrino, con una mayor funcionalidad en el tejido mamario, e implicada
principalmente en el proceso de la lactancia (Riddle et al., 1933). Los efectos de la
PRL sobre el tejido mamario y su implicacién en la produccion de la leche materna
hacen que sus acciones principales residan en el estimulo de la proliferacién y en la
diferenciacién de las células lactotropas del tejido mamario (Bern & Nicoll, 1968). Los
efectos proliferativos llevados a cabo por la PRL suscitaron interés en su papel en la
carcinogénesis y se demostré que tenfa una participaciéon crucial en el inicio y
mantenimiento de los tumores mamarios (Welsch & Nagasawa, 1976). Aun asi, dada
la actividad endocrina asociada a las hormonas, también se abarco el cancer de ovario
y prostata, observandose una implicacion similar y demostrando su importancia no
s6lo en tumores femeninos, sino también en masculinos, donde la PRL tiene un papel
minoritario a nivel fisiolégico (Levina et al., 2009; Sackmann-Sala et al., 2014). En
concordancia con la implicacién de la PRL en tumores de mama y prostata, la
presencia de PRL % vivo en modelos de ratén de xenotrasplante de células de LMA
fomenta la proliferaciéon celular de los tumores, con diferencias notables entre
hembras y machos, posiblemente debido a la saturacién de los PRLR en las primeras
(Patil et al., 2013; Utama et al., 2009). La elevada concentraciéon de PRL circulante en
hembras impide efectos notorios de la PRL exdgena, mientras que, en machos, los
PRLR siguen disponibles y la presencia de PRL ex6gena permite una activacion de

éstos, fomentando las sefiales mitogénicas y la migracion de las células. Estos efectos

201



también se han observado en los casos de prolactinomas, donde las diferencias de
incidencia entre mujeres y hombres estan ampliamente descritas, pero la correlacion
entre la PRL circulante y el tamafio de los tumores es mas significativa en hombres
(Nishioka et al., 2002). Ademas, estos efectos proliferativos se han observado también
cuando las células de LMA secretan endégenamente PRL activa, presentando los
mismos problemas para detectarlos 7z vivo debido a los mecanismos regulatorios y
compensatorios, comunes en citoquinas con efectos mitogénicos (Bole-Feysot et al.,
1998). Estos datos correlacionan con los observados en estudios relativos a metastasis
en hueso de tumores mamarios, donde la sefializacion iniciada por la PRL tiene un
impacto sobre el microambiente metastasico, fomentando el crecimiento de las células
(Sutherland et al., 2016). A nivel de expresioén génica, no se observa un incremento de
PRL en los pacientes de LMA. Aun asi, si que se observa un incremento de la
expresion de PRL en pacientes con reordenamientos en el gen MLL (Arber et al,,
2016) y los SMD con pronéstico intermedio y alto segin el sistema IPSS-R
(Greenberg et al., 2012); en ambos casos se observa una firma génica asociada a las
LSCs vy, por lo tanto, una mayor agresividad tumoral (Winters & Bernt, 2017). Estos
datos sugieren que la presencia de PRL no seria un indicativo del riesgo de desarrollar
una neoplasia hematolégica, igual que sucede en los canceres de prostata, donde los
niveles de PRL circulante no son significativos (Stattin et al., 2001), de la misma

manera que las hiperprolactinemias no se relacionan con el desarrollo de neoplasias

(Soto-Pedre et al., 2017).

LLa busqueda de nuevas estrategias terapéuticas para combatir la LMA llevé al grupo
de investigacion a analizar los inhibidores de PRL, ya que permitirfan la diferenciacion
terminal de las células leucémicas y las sensibilizarian frente a tratamientos citotoxicos
(Sachlos et al., 2012). Actualmente destacan tres tratamientos encarados a la inhibicién
de la PRL. Primero, los inhibidores de la secrecion de PRL, impidiendo que ésta entre
en circulacion y lleve a cabo sus acciones endocrinas (Gillam et al., 2006); segundo,
los antagonistas competitivos, que compiten por el sitio de unién al receptor con la
PRL activa (Goffin et al., 1996); y tercero, los anticuerpos bloqueantes, que bloquean
la PRL impidiendo sus acciones sistémicas (Minami et al., 2020; Otto et al., 2015). La

primera estrategia utilizada por el laboratorio se basaba en la inhibicién de la secrecion
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de PRL mediante bromocriptina, un farmaco utilizado para el tratamiento de
hiperprolactinemias (Gillam et al., 2006; Maurer, 1980; Neidhart, 1997), y, aunque
eliminaba exclusivamente las células leucémicas e inducia la diferenciaciéon de los
blastos leucémicos (Lara-Castillo et al., 20106), su reposicionamiento para combatir la
LLMA se descarto, ya que solo afecta la secrecion de la PRL pituitaria (Johansen et al.,
1986), dejando intacta toda la sintetizada y secretada fuera de estos tejidos. Ademads,
el efecto de la bromocriptina no estaba mediado por la PRL y su receptor, ya que el
tratamiento de células aisladas producia efecto citotoxico, no estando implicado
ningun otro 6rgano (Lara-Castillo et al., 2016). Una vez observado que la inhibicién
total de la secrecion de PRL es practicamente imposible y el potencial clinico es muy
limitado debido a los potenciales efectos secundarios, se decidié enfocar los
tratamientos hacia el PRLR mediante el uso de antagonistas competitivos. Hasta el
momento, el mas estudiado y con resultados preclinicos mas prometedores en cancer
de mama es el antagonista del-1-9-G129R (Bernichtein et al., 2003; Goffin et al., 19906;
Ramamoorthy et al., 2001). El uso del antagonista G129R en el contexto leucémico
ha permitido no sélo observar una disminuciéon en la capacidad de injerto de las
células leucémicas en modelos de xenotrasplante en modelos de ratén, sobre todo en
machos debido a la expresion diferencial de PRL circulante entre sexos (Patil et al.,
2013; Utama et al., 2009), sino que también se ha observado una ventana terapéutica
en sus efectos, ya que la disminuciéon de la capacidad de autorrenovaciéon y
diferenciacién estia limitada a las células transformadas, sin afectar a las células
hematopoyéticas sanas. El interés de estos resultados reside en la nueva posible diana
terapéutica y en los efectos secundarios limitados y posiblemente manejables,
resultado no esperable debido a la amplia distribucion y funcionalidad del PRLR
(Bouilly et al., 2012). Sorprendentemente, la proliferacién celular 7z vitro no se ve
afectada por la el tratamiento con G129R, posiblemente debido al efecto agénico que
también posee la molécula (Bernichtein et al., 2003; Goffin et al., 1996) y que se ve
reflejada en la proliferacion residual que presentan las células leucémicas al ser tratadas
ex vivo. Paralelamente, la produccion endégena del antagonista demostré efectos tanto
in vitro como in vivo, reflejados en una disminuciéon de la proliferacion y del potencial
de autorrenovacion y de diferenciacion, asi como una menor capacidad de injerto en

modelos de ratén de xenotrasplante y de migracion, en concordancia con los datos
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obtenidos en cancer de mama, donde la produccién de PRL endégena tiene efectos

mis significativos y reproducibles (Gutzman et al., 2004).

En conjunto, estos datos sugieren que la presencia de PRL en el contexto leucémico
no tiene efectos en el inicio de la neoplasia, pero si tiene un papel importante en el
mantenimiento de ésta (Figura 71). Por este motivo, la inhibicién del eje de
sefializacion PRI-PRLR nos proporciona una ventana terapéutica mas prometedora

que la inhibicién de la PRL ligando per se.

Efectos

Efectos endocrinos

auto/paracrinos

T Proliferacion
Autorrenovacion

Figura 71. Acciones de 1a PRL en el contexto leucémico.

Implicacion del PRLR en la LMA

Los estudios sobre el papel del PRLR en cancer se centran en tumores asociados al
sistema reproductivo femenino y masculino. Aun asi, un estudio epidemiolégico
reciente ha puesto en evidencia la correlacion entre la presencia y activacion del eje
de PRL:PRLR en neoplasias hematolégicas, ya que son el segundo tipo de cancer mas
prevalente entre los pacientes diagnosticados con hiperprolactinemias (Berinder et al.,
2011). La expresion de PRLR esta incrementada a nivel de expresion génica y de
proteina en superficie en células leucémicas respecto a células hematopoyéticas sanas,
sobre todo en linajes mieloides, igual que sucede en otras neoplasias (Arendt &
Schuler, 2008), sugiriendo una importancia en el desarrollo de éstas. La mayor

expresion de PRLR se encuentra en LMAs de cariotipo normal, que representa el
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subtipo mas prevalente (Arber et al., 2016; Eisfeld et al., 2017), y en los SMD de riesgo
adverso (IPSS-R), que evoluciona a LMA en la mayoria de los casos (Greenberg et al.,
2012). Esto sugiere que la expresion de PRLR no tiene valor pronéstico, pero si podtia
ser utilizada como biomarcador. La expresion en superficie del receptor facilita su
deteccion por citometria de flujo, validando su inclusion en el panel de Ewuroflow para

el diagnostico de neoplasias hematoldgicas, asi como para el seguimiento de la

enfermedad (Lhermitte et al., 2018).

El PRLR sufre modificaciones post-traduccionales que generan distintas isoformas,
caracterizadas por tener funciones y distribucion especificas (Clevenge & Kline,
2001). Los procesos tumorales se caracterizan por presentar una mayor expresion de
la isoforma salvaje o larga, como es el caso del cancer de ovario, cancer de mama,
cancer de préstata y cancer de higado, entre otros (Bogorad et al., 2006; Clevenger,
2003; Yonezawa et al., 2015). Sin embargo, en LMA no hay efectos significativamente
distintos cuando se sobreexpresa diferencialmente una isoforma 7 vitro, posiblemente
causado por las limitaciones a la hora de representar el sistema hematopoyético
debido a la interacciéon de las HSCs y las LSCs con el estroma medular (Raaijmakers
et al.,, 2010). La expresiéon ectépica de la isoforma corta iz vivo, que posee una
capacidad sefializadora inferior, tiene una capacidad de injerto y de migracion hacia el
torrente sanguineo menor respecto a la expresiéon de la isoforma salvaje. Se ha
observado que la activacion de la via de sefializacién del PRILR mediante el ligando
disminuye la expresion en superficie de CXCR4, favoreciendo la capacidad migratoria
de las células leucémicas. Estos datos se corresponden con los observados en modelos
de raton de xenotrasplante, donde las células leucémicas con el receptor dominante
negativo sobreexpresado tienen una capacidad migratoria inferior, debido a la
actividad sefializadora de CXCR4 que impide la salida de las células leucémicas al
torrente sanguineo, dificultando la colonizacion de tejidos (Cancilla et al., 2020). En
conjunto, estos datos sugieren que la inhibicién farmacolégica de CXCR4 puede ser
completada inhibiendo la sefializaciéon de PRLR, fomentando la supresiéon de las

sefiales de supervivencia e inhibiendo la migracién hacia otros tejidos.

En el contexto leucémico, la expresion ectépica del PRLR activa principalmente la via

de sefializacion de Jak2/Stat5, relacionandose con el incremento de expresion génica
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de Statba en las células leucémicas. Estos resultados ya fueron sugeridos por el
laboratorio de Alves, defendiendo una activacién constitutiva de esta via de
sefializacion en LMA (Spiekermann et al., 2001) y por el laboratorio de Weissman,
donde se observo que la expresion de genes relacionados con la sefializaciéon de PRLR
estaba estimulada en las LSCs respecto a las células hematopoyéticas sanas (Majeti et
al., 2009; Majeti & Weissman, 2011). Estos datos ponen en evidencia, una vez mas,
no solo la importancia de la expresion del PRLR, sino también de su sefializacion. La
inhibicién farmacoloégica de la fosforilacion de Stat5 en las células leucémicas presenta
efectos citotoxicos, sobre todo en las células que expresan el PRLR salvaje y siendo
practicamente indetectables cuando la forma sobreexpresada es la dominante
negativa. Estos datos van en concordancia con estudios preclinicos enfocados a la
inhibicién de la activaciéon de Statb en LMA y otras neoplasias hematologicas con
resultados prometedores (Page et al., 2012; Wingelhofer et al., 2018), aunque se ha
detectado cierta citotoxicidad hacia las células sanas que se podria solventar dirigiendo
los tratamientos hacia pacientes con niveles ectépicos de PRLR incrementados, donde
los resultados son mas prometedores. Aun asi, las limitaciones de esta estrategia
terapéutica siguen presentes debido al amplio abanico de acciones que abarca Stat5,
sobre todo en las neoplasias hematolégicas (Maurer et al., 2019). La inhibicién de la
tfosforilacion de Stat3 también tiene efectos citotéxicos sobre las células leucémicas
debido a su elevada implicacion fisiologica (Bole-Feysot et al.,, 1998), aunque en
contraposiciéon a que la isoforma PRLR salvaje no activa la via de sefializacién de
Stat3. Paralelamente, se ha observado que la inhibicién de Jak2 no posee efectos
citotéxicos, centrando la esencialidad de Stat3 y Stat5 en la transduccion de sefal de
PRLR en el contexto leucémico, sugiriendo una relacion directa con el receptor o
mediante otros intermediarios. La implicacion del eje PRL:PRLR queda finalmente
evidenciada al observar que la PRL administrada exégenamente es capaz de revertir
los efectos citotoxicos de los inhibidores de Stat3 y Stat5, sobre todo cuando tenemos
expresion ectopica de la isoforma salvaje, pero no cuando la isoforma sobreexpresada
es la dominante negativa. Es decir, el PRLR no solo tiene implicacién en el inicio y
mantenimiento de la LMA, sino que podemos afirmar que la via principalmente

implicada es la de Jak2/Stat5 y, mas secundariamente, la de Jak2/Stat3.
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Una de las estrategias terapéuticas mas interesantes actualmente para combatir la
LMA consiste en la diferenciacion terminal de las células leucémicas para incrementar
su sensibilidad a tratamientos citotéxicos, fomentando la capacidad de éstos para
erradicar completamente los blastos leucémicos (Sachlos et al., 2012). La activacion
del PRLR con su ligando incrementa la capacidad diferenciadora de dos agentes
diferenciadores usados en clinica para leucemias promielociticas agudas (LPA): acido
holotransretinoico (ATRA) y vitamina D3, sobre todo hacia linajes granulociticos.
Paralelamente, se ha observado que la senalizacién mediada por Stat3 bloquea la
diferenciacién hacia linajes granulociticos, mientras que Stat5 favorece de manera
residual la diferenciaciéon granulomonocitica de células leucémicas. Aun asi, las vias
de senalizaciéon implicadas en el proceso de diferenciaciéon estan activadas por
distintos receptores de citoquinas, no so6lo por PRLR, de manera que este proceso
podria no ser dependiente de la sefializacion del PRLR. Los efectos diferenciadores
de ATRA y vitamina D3 se han descartado como estrategia terapéutica para LMA
debido a la necesidad de su combinacién con otros agentes citotdxicos o inhibidores
de citoquinas para conseguir un efecto antiproliferativo en las células leucémicas, que
presentan un amplio rango de efectos secundarios (Ramsingh et al., 2014). Ademas,
las combinaciones con moduladores del PRLR presentan ciertas limitaciones, ya que
son mensajeros secundarios comunes en otras vias de sefalizaciéon y bloquear

exclusivamente la via PRL-PRLR supone una elevada complejidad.

Los tratamientos aplicados actualmente en clinica para combatir la LMA no han
cambiado en las ultimas cinco décadas y consiste en el “régimen 7437, basado en
dosis altas de quimioterapia con citarabina, seguida de antraciclinas (Yates et al., 1973).
Estos tratamientos, ademas de presentar efectos secundarios graves, no son capaces
de erradicar completamente la LMA en muchos casos debido a la refractariedad
adquirida o innata de las células leucémicas, lo que genera recaidas (Vosberg & Greif,
2019). Esto pone en evidencia la necesidad de entender los mecanismos de
quimiorresistencia (MOC) para poder encontrar nuevas estrategias terapéuticas que
eviten la refractariedad y las recaidas (Fajardo-Ordufia et al.,, 2021). La expresion
ectopica de PRLR esta relacionada con la resistencia innata a citarabina y, ademas, una

resistencia adquirida a citarabina también se relaciona con un incremento en la
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expresion del receptor. Previamente, se habian observado los mismos resultados en
canceres ginecologicos, datos recogidos en una reciente revision (Ramirez-de-
Arellano et al.,, 2021), asi como en canceres de prostata (Damiano & Wasserman,
2013). Los MOC pueden clasificarse en varios grupos, donde destaca la
quimiorresistencia debida a una disminucién en los mecanismos de internalizacion y
absorcion de las moléculas y debida a la disminucion de activadores e incremento de
los desactivadores de las moléculas citotoxicas (Fajardo-Ordufia et al., 2021). La
sobreexpresion de PRLR afecta a estos dos grandes grupos de MOCs. Por un lado, la
expresion de PRLR disminuye la cantidad de citarabina presente dentro de la célula
debido a la disminucién de los mecanismos de absorcion (hENT) y al aumento de
externalizadores (MRP4). Por otro lado, las enzimas encargadas de la activacion de la
citarabina estan disminuidas (dCK y NDK), mientras que las desactivadoras estan
incrementadas (NT5E, PN-I y CDA). En conjunto, estos cambios a nivel de
expresion génica generan una disminucion en las acciones citotoxicas de la citarabina
a nivel nuclear. Aunque el proceso de quimiorresistencia relacionado con la expresion
de PRLR ha revelado resultados claros, no son consistentes en las lineas celulares de
LMA estudiadas y, ademas, presentan una elevada heterogeneidad. Existe un tercer
MOC que se basa en la reduccién de la efectivad de los farmacos citotoxicos debido
al incremento en la habilidad para reparar dafios en el ADN y la disminucién de la
expresion de factores proapoptéticos e incremento de los antiapoptéticos, dos
caracteristicas asociadas al estado quiescente que presentan las células cuando entran

en senescencia (Fajardo-Ordufia et al., 2021; Lytle et al., 2018).

La senescencia esta inducida por procesos de envejecimiento celular (Hayflick, 1965)
y por dafos en el ADN producidos por una replicaciéon celular excesiva debido a
procesos oncoldgicos o a agentes citotoxicos, siendo un proceso reversible (Di Micco
et al, 2021; Serrano et al, 1997) y relacionado con los mecanismos de
quimiorresistencia caracteristicos de la LMA (Duy et al., 2021). La expresion de PRLR
esta relacionada con un incremento del estado senescente de las células leucémicas,
mientras que una represion génica de su expresion disminuye la senescencia,
sugiriendo una relacion intrinseca entre la expresion del receptor, el estado senescente

y la resistencia a quimioterapia. La importancia del PRLR en la senescencia en el
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contexto leucémico ha permitido establecer un modelo que posibilita el inicio de
sefiales que determinan la entrada en senescencia y el mantenimiento de este estado.
La entrada en senescencia siempre va precedida por dafios producidos en el ADN
(DDR), que convergen en la activacion de la enzima ATR, activando una cascada de
seflales que permiten la parada del ciclo celular y la consecuente entrada en estado
senescente, siendo ATR un marcador claro de este estado. En concordancia con estos
datos, se ha observado que la inhibicién farmacolégica de ATR incrementa la
sensibilidad a citarabina (Duy et al., 2021; Fordham et al., 2018), sobre todo en células
con expresion ectopica de PRLR. Una vez la célula entra en senescencia emite sefales
para permanecer en este estado, donde destaca la secreciéon de SASP, fomentada por
la sefializacion de Jak/Stat, sobre todo Stat3 (Toso et al., 2014). Dado que esta
sefializacion se encuentra incrementada en la LMA debido a la sobreexpresion de
PRLR, el estado senescente estara sostenido en el tiempo, proporcionando una
ventaja en la supervivencia de las células. Ademas, la activacién de la via de
sefializacion de PRLR y la consecuente activacién de Jak/Stat permite mantener el
fenotipo secretor SASP, manteniendo la célula en senescencia y otorgandole
resistencia a tratamientos gracias a su estado quiescente. Finalmente, la represion del
receptor permite una salida de senescencia, sugiriendo una mayor sensibilidad a
farmacos antileucémicos y pudiendo aplicarse en combinaciéon con inhibidores de
ATR. Estos datos correlacionan con los observados en la bibliografia, donde las
estrategias terapéuticas enfocadas en la inhibicion de la senescencia necesitan estar en

combinacién con otros agentes citotoxicos (Fokas et al., 2012; Jossé et al., 2014).

Se ha desentramado el papel del PRLR y su ligando en la LMA (Figura 72), pero aun
queda mucho campo de estudio en la leucemia relacionado con el receptor. La
sobreexpresion de PRLR observada en la LMA y su activacién funcional en otros
tumores sugiere que el desarrollo de una estrategia que permita la modulacion del
receptor y su sefializacion podria tener un efecto pancancer de alto interés clinico
(Figura 73). El bloqueo del PRLR en tumores ginecolégicos y de prostata tiene
efectos prometedores en estudios preclinicos, pero suelen caer en los ensayos clinicos.
El uso del anticuerpo bloqueante del PRLR LFA102 no presenta actividad

antitumoral en los ensayos clinicos de Fase I, posiblemente debido al tiempo
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necesitado para bloquear los PRLR mas periféricos (Agarwal et al., 2016; Minami et
al., 2020). Otro anticuerpo bloqueante utilizado ha sido el Mat3, aunque los resultados
de los ensayos clinicos son pobres y se necesitan estudios adicionales, descartando la
estrategia terapéutica (Freiberg et al., 2016). Otra de las estrategias terapéuticas mas
estudiadas es el antagonista del-1-9-G129R en cancer de mama (Scotti et al., 2008),
cancer de ovario y endometrio (Wen et al., 2014) y cancer de prostata (Thomas et al.,
2012), con resultados escasos que revelan la necesidad de mas investigacion al
respecto. Aun asi, esta ultima estrategia ofrece una ventana terapéutica interesante en
la LMA con efectos observados tanto ex vvo, como 7z vive. Aun asi, la distribucion
focalizada del antagonista es un reto a solventar, asi como el efecto residual agonico
observado, dejando en evidencia la necesidad de modificaciones de quimica médica y
la combinacién con otras moléculas inhibidoras. Finalmente, otra estrategia con
potencial es el uso de pequefias moléculas inhibidoras, que permiten una distribucion
mas concreta, minimizando los efectos secundarios, como se ha observado en cancer
de mama recientemente (Borcherding et al., 2021). La inhibicién del CXCR4 con
farmacos actualmente en ensayos clinicos permitirfa el mantenimiento de las células
leucémicas en la médula Osea, concentrando las células en una zona concreta

facilmente accesible para pequenas moléculas inhibidoras dirigidas contra el PRLR.
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Figura 72. Acciones del PRLR en el contexto leucémico.
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Figura 73. Posibles estrategias terapéuticas dirigidas al PRLR y sus efectos en el
contexto leucémico.

A lo largo de este trabajo se ha desvelado por primera vez que la presencia del PRLR
en LMA es clave para el inicio y mantenimiento de la enfermedad, ya que la supresion
de éste disminuye completamente la capacidad de autorrenovacion de las células
leucémicas, convirtiéndose en un biomarcador adecuado para el diagnéstico de la
leucemia. Aunque no se han observado efectos proliferativos debido a la expresion
de la isoforma salvaje del receptor, la isoforma dominante negativa presenta una
capacidad leucémica y colonizadora inferior, poniendo en evidencia la eficacia de un
inhibidor del receptor que impida la progresion de las vias de sefalizacion. Ademas,
la expresion del receptor y su activacion promueven un estado senescente de las
células, relacionandose directamente con la resistencia a quimioterapia asociada a la
expresion incrementada del PRLR, caracteristica de las células leucémicas. Todos
estos datos indican por primera vez que la supresion de la senalizacion del PRLR no
solo dificultarfa el progreso de la neoplasia hematoldgica, sino que también
incrementaria la sensibilidad a farmacos y podria incluso revertir los mecanismos de
quimiorresistencia, respaldando el desarrollo preclinico de inhibidores dirigidos

especificamente hacia el receptor.
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6. Conclusiones
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En base a todo lo expuesto hasta ahora, se pueden extraer cinco grandes conclusiones

de esta tesis doctoral que se detallan a continuacion.

)

2)

3)

O

5)

La prolactina tiene un papel relevante en el mantenimiento de la LMA
fomentando la proliferacién y la autorrenovacion de las células leucémicas,

mientras que su papel en el inicio de los procesos leucémicos es limitado.

Existe una expresion diferencial del PRLR en las células leucémicas en
comparaciéon con las células sanguineas sanas facilmente detectable por
citometria de flujo, validando el potencial del PRLR como biomarcador de
diagnéstico.

En el contexto leucémico la sefializacién por el PRLR esta mediada por Stat5
e induce la expresion de un fenotipo de resistencia a quimioterapia tanto a
nivel funcional como genético, en parte debido a la capacidad de las células de
entrar en un estado senescente que disminuye su sensibilidad a agentes
quimioterapéuticos. Ademas, aumenta la capacidad regenerativa de la

leucemia, asi como la migracién y movilizacion de las células leucémicas 7z vivo.

La inhibicion de la sefializacion del PRLR mediante un antagonista
competitivo expresado ectopicamente o bien administrado exégenamente en
forma de proteina aislada (del-1-9-G129R) reduce la capacidad clonogénica de
las células leucémicas ex vivo, asi como la capacidad de regeneracion de la

leucemia 7 vivo, sin afectar las células sanguineas sanas.

Teniendo en cuenta la expresion diferencial de PRLR y la disminucion de la
capacidad clonogénica y regenerativa de la LMA ex wiwo e in wvivo,
respectivamente, debido a su inhibicién, podemos concluir que existe un
efecto diferencial (ventana terapéutica), ya que no hay afectacion de las células
sanguineas sanas. Esta premisa apoya el desarrollo de nuevas aproximaciones

terapéuticas alrededor del PRLR.
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8. Anexos
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I. Tabla de pacientes de LMA

La Tabla 11 muestra la tabla de las caracteristicas de los pacientes de donde proceden las muestras primarias de LMA incluidas en este trabajo.

Proc. Edad . BSP | BMO . . Alteraciones | .
LMA muestra Sexo (afios) Subtipo OMS ) | (%) Cariotipo moleculares Riesgo | QR
LMA con 46-
cambios 47,XY,del(5)(q22q34),del(6)(q22q25),del( Nineuna
#1 MO M 49 relacionados 42 26 7)(q22923),-8,- dete%‘; da Adv St
con 9,add(11)(q23),+i(11)(q11),-
mielodisplasia 16,+marl,+mar2,+mar3[cp§]
#2 SP M | 64 LMA sin 1| 35 46,XY[20] Ninguna Int | No
maduracion detectada
LMA
#3 | N/D | B | 45 | relacionada ooy 1y, 46,XX[20] Ninguna Int | No
con detectada
tratamiento
LMA con
Ha SP F 51 mutacion en | 26 63 N/D NPM1 mut Fav No
NPM1
LMA con NPM1 mut,
#5 N/D M 61 mutacién en | 33 72 46,XY[20] DNMT3A Fav St
NPM1 mut
LMA con
cambios .
#6 | N/D | M | 51 | relacionados | 88 | 93 | 46,XY,-5-+marl[4]/46XY -5 +mar2[4] | |Vnguna Adv Si
con detectada
mielodisplasia
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LMA con

#7 | N/D 54 relirirézlsjos 47 | g3 |48XX,t+add(13)(q34),+add(13)(q34)[8]/ | Ninguna Int Si
46,XX]5] detectada
con
mielodisplasia
LMA con
#8 LA 44 mutacion en 76 80 N/D NPM1 mut Fav No
NPM1
Leucemia
#9 LA 67 aguda de 53 | 30 46,XX Ninguna '
) . XX][21] Adv Si
fenotipo mixto detectada
T/mieloide
LMA con
#10 SP 80 mutacién en 53 95 46,XX]20] I;Iéﬁfziﬁ; Int No
NPM1
LMA con 46,XY,t(3;3)(q21;q26)[1]/45,X,- Ninguna ,
#11 MO 4 t(3;3)(q21;926) 57 3 Y,t(3;3)(q21;26)[19] detectada Adv S
#12 MO 45 N/D N/D 0 46, XY|[20] FLT3-ITD Adv No
LMA con
#13 MO 71 mutacion en 0 3 Normal NPMI1 mut Fav No
NPM1
#14 | MO 27 N/D 0 2 46,XY[20] Ninguna Int | No
detectada
LMA con
cambios
#15 MO 27 relacionados 3 34 46,XY|[37] FLT3-ITD Int No
con
mielodisplasia
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LMA con

43,XY ,-4,2dd(4)(qP35),del(5)(q13q33),

cambios )
. 7,der(12)t(12;214)(p?12;q712),-14,- Ninguna
#16 SP M 69 relacionados 23 3 15,del(20)(q11q13).- detectada Adv N/D
ooon 21,+marl,+mar2[22]
mielodisplasia
LLMA con
cambios Nineuna
H17 MO F 45 relacionados 0 20 46,XX][20] & Int No
detectada
con
mielodisplasia
LLMA con
H#18 MO F 82 | mutaciénen | 79 | 83 46’XX’der(lzig(l’X§)l<‘2121’q24'3>[4]/ NPM1 mut | Fav Si
NPM1 XX[12]
#19 | MO | M | 78 N/D 0 0 Normal Ninguna Int | No
detectada
#20 | MO | M | 73 N/D 0 | 27 Complejo Ninguna 1y 40 | No
detectada
#21 | MO | M | 70 N/D 0 5 2/5/16: 46,XY[20] Ninguna Int | No
detectada
#22 | MO | M | 78 N/D 0 0 Normal Ninguna Int | No
detectada
#23 | MO | M | 27 N/D 0 6 46,XY[20] Ninguna Int | No
detectada
H24 | MO M | 47 APL con 71 0 46, XY|[20] N/D Int N
PML-RARA » XY ©
ILLMA con
#25 MO M 71 mutacién en | N/D 0 Normal NPM1 mut Fav No
NPM1
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LMA con

cambios
#26 MO M 68 relacionados | N/D | N/D N/D N/D N/D | N/D
con
mielodisplasia
H27 N/D |N/D| N/D N/D N/D| N/D N/D N/D N/D | N/D
408 p M 75 N/D N/D| 98 46,XY,inv(3)(p25q21),del(11)(p11.1p15)[ | Ninguna N/D | N/D
cpl4] detectada
LMA con
#29 MO M 64 mutaciéon en | 56 78 46, XY[20] NPM1 mut Fav No
NPM1
LMA con
#30 SP F | 47 12;?@?@? 30| 23 | 46,XX,inv(3)(q21q26.2)[17]/46,XX[30] if;gfa‘i Adv | S
MECOM
LMA con
cambios 42, XX, del(5)(q22q34),del(7)(q22q32),add
#31 MO F 90 relacionados 92 77 (8)(q24),-15,-16,add(17)(p13),-18,-19,- TP53 mut Adv | N/D
con 20,-21,-22,-22 +1(?),+mar[cp18]*
mielodisplasia
LMA con
cambios 42,XX,del(5)(q22q34),del(7)(q22q32),add
#32 SP F 90 relacionados 92 77 (8)(q24),-15,-16,add(17)(p13),-18,-19,- TP53 mut Adv | N/D
con 20,-21,-22,-22 +1(?),+mar[cp18]*
mielodisplasia
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FLT3-ITD,

LMA con
#33 LA F 63 mutacion en | 100 94 N/D DNMI3A Int No
NPMI1 mut,
IDH2mut
#34 N/D |N/D| N/D N/D N/D| N/D N/D N/D N/D | N/D
#35 N/D |N/D| N/D N/D N/D| N/D N/D N/D N/D | N/D
MLL-PTD,
LMA sin IDH2 mut,
#36 SP F 64 diferenciacion 48 73 46,XX][30] DNMT3A Adv No
mut
LMA con NRAS mut,
#37 SP F 69 mutacion en 68 66 47 XX, +8[20] RUNXI1 mut, | Adv No
NPM1 CEBPA mut
. L13\4A2clo§ ) DNMT3A
#38 MO M 62 lgzg ) ((}qAT Ag 18 61 46,XY,inv(3)(q21926.2)[8]/46,XY[20] mut, IDH1 Adv No
MECOM mut
LMA con
#39 SP F 77 mutacién en 95 85 N/D I’:FIIET?Z_I;E’ Int N/D
NPM1
LMA con Ninguna
#40 SP M 62 mutacidén en 49 81 6,XY,del(7)(?)[19]/46,XY 1] d g4 Adv No
etectada
RUNX1
#H41 N/D |N/D| N/D N/D N/D| N/D N/D N/D N/D

249




LMA con
cambios
#42 SP 63 relacionados 43 30 N/D TP53 mut Adv Si
con
mielodisplasia
Ausencia de
#43 MO 27 N/D 0 1 46,XY][20] BCR/ABL Int No
#44 | MO 57 N/D 43 | 33 46,XY [5] Ninguna Int | No
detectada
LMA con
#45 MO 71 mutacién en | N/D 1 Normal NPM1 mut Fav No
NPM1
#46 | MO 73 N/D 0 | 27 Complejo deg‘m Adv | No
etectada
#47 | MO 43 N/D 29 | 6 46,XY[30] Ninguna Int Si
detectada
LMA con
cambios
#48 MO 78 relacionados 0 N/D N/D N/D N/D | N/D
con
mielodisplasia
I.MA con DNMT3A
#49 | LA 47 | mutaciénen | 23 | 48 Normal mut, IDH2 40 1 No
oMy mut, TP53
mut
LMA con IDHT mut,
#50 LA 40 mutacién en 96 93 N/D NPMT7 mut, Adv N/D
NPM1 FLT3-1TD
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LMA con

. . CEPBA mut,
41 LA 37 |IVAOEIAq | oo | gy [4TXYA0Unv(16)(p13922) der(IT(U 1 | s
22); CBFB- 7)(q13;q25)[10] T e
MYH11 "
LMA con
t(10;11) y 46,XX,t(1;20;11")(p36q21;q11.2;q23),t(10
#52 | LA 2L modificaciones | 0 | 78 inv(11)(q13923)) (p12;q13)[20] N/D Adv ) No
en KMT2A
LMA con
#53 LA 65 mutacion en 62 80 46,XY[20] NPMI muc, Fav No
FLT3-ITD
NPM1
LMA con
#54 SP 71 | mutaciénen | 86 | 84 N/D ?E%l Ir;‘f)t’ Int | N/D
NPM1 )
NPM1 mut,
LMA con III));]{;/I%IX’
#55 SP 55 mutacion en 85 76 46,XY[20] Fav N/D
mut, TET2
NPM1
mut,
PTPN11 mut
NPM1 mut,
LMA con n?lfhéz%?
#56 SP 68 | mutaciénen | 54 | 66 46,XY/[20] b | Fav | No
NPMI TKD, IDH1
mut, NRAS
mut
LMA bialélica CEBPA (x2),
#57 | SP+MO 74| crmpa | 20 | 23 46,XX[20] TET2 62y | TV | No
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#58 SP F N/D N/D N/D| N/D N/D N/D N/D N/D
LMA con JAK2 mut,
cambios IDH2 mut,
#50 | SP | M | 84 | relacionados | 84 | 66 46’XY’del(2200> a4 ‘11133) Ef]2/14féXY’+8’del( SRSF2mut, | Int | N/D
con )(ql1ql3),+21{15] ETV6-MN1
mielodisplasia mut
NPM1 mut,
FLT3-ITD,
s0r e Dz,
#60 |SP+MO| M 72 mutacionen | 16 38 46,XY[20] | Fav | N/D
NPM]1 WT1 mut,
IDH1 mut,
DNMT3A
mut
#61 LA N/D| N/D N/D N/D | N/D N/D N/D N/D N/D

Tabla 11. Relacion de pacientes de LMA incluidos en los estudios. Clasificacién hecha segun la clasificacion de la OMS (Arber et al., 2016) y segun

el riesgo citogenético en funcion de las recomendaciones del 2017 (Dohner et al., 2017). Abreviaturas. Proc. muestra: procedencia de la muestra; BSP

(%0): porcentaje de blastos en sangre periférica; BMO (%): porcentaje de blastos en médula 6sea; QR: quimiorefractariedad; MO: médula 6sea; SP: sangre

periférica; LA: leucoaféresis terapéutica; M: masculino; F: femenino; Adv: adverso; Int: intermedio; Fav: favorable; N/D: sin datos.
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I1. Tabla de pacientes de SMD

LLa Tabla 12 recoge la informacién de las muestras primarias procedentes pacientes

con SMD incluidas en este trabajo.

Edad . . BMO
SMD (afios) Sexo | Subtipo OMS Cariotipo IPSS-R (%)
#1 75 M SMD-DM 46,XY[20] Bajo 0
#2 83 M SMD-EB-1 47,XY,+8[3]/46,XY[28] Alto 7
#3 46 F SMD-SA 46,XX[20] Bajo 2
#4 70 F SMD-SA 46,XX][20] Intermedio 4
45X -
#5 74 M SMD-EB-2 | Y,del(1)(p13p32),der(11)t(Y;11 | Muyalto | 12
)(q11;q13)[8]/46,XY[12]
#6 75 M SMD-DM 46,XY[20] Bajo 0
4 - Fo| osMDddsg | AOXKAIG@2BIIB/AS, | g 5
XX[5]
N/A (normal FISH 5p15.2,
#38 51 M SMD-DM 531, 31 & 20q12) N/A 2
#9 71 F N/D 46 XX,-11,+mar [20] Intermedio | 3
#10 | 29 F | SMD del(5q) 46’XX’dd(5§§g[§]q32) (11746, 1 \yp | N/D
#11 | 81 F SMD-DM 46,XX[10] Bajo 0
#12 | 59 F | SMD del(5q) 46’XX’del(5>}(<qé 2]0133) /46X paio 2
#13 | 65 M | SMD-DM-SA 46,XY[20] Muy bajo | 2
47, XX, +8[10]/48 idem, +mar|[2
#14 | 86 F SMD-DM 146 XX Alto 3
#15 | 65 M | SMD-DM-SA 46,XY[20] Muy bajo | 2
#16 | 64 M | SMD del(5q) 46’XX’dd(5>>(<qé‘5‘]q34> BI/46X 1 Ny bajo 1
#17 | 78 M | SMD del(5q) 46’XY’del(5§‘¥[§]q3 2146 | Ny bajo | 2
#18 77 M SMD.EB2 | érdida 3p, delecion 5, pérdida Muy alto | >5%
17p. Inv(9) constitucional
#19 | 67 M SMD-DM 46,XY[20] Bajo 4
46,X,-Y,+8[1]/45,X,- ‘
#20 83 M SMD-DU-SA Y[5]/46,XY[13] Intermedio 1
#21 | 60 F | SMD-DM-SA 46,XX[20] Muy bajo 1
#22 | 91 F SMD-EB-1 45,X,-Y[14]/46,XY[6] Alto 7
43 XY -
5,der(13;14)(q10;q10),add(15)(
#23 | 67 M SMD-EB-2 p10),add(16)(q24),- Muyalto | 15
17,add(17)(p13),-
18,+mar|[cpl4]
#25 | 79 M SMD-EB-1 46,XY[21] Alto 5
#26 | N/D | N/D N/D N/D N/D | N/D
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46,XX,del(5)(q13q33)[9]/46,X

#27 | 94 F | SMD del(5q) N Muy bajo 1
#28 | N/D | N/D N/D N/D N/D | N/D
#29 | N/D | N/D N/D N/D N/D | N/D
#30 | 68 F SMD-DM 46,XX[20] Muy bajo | 0
#31 | 83 M SMD-DM 45,X,-Y[18]/46,XY[2] Najo 3
#32 | N/D | N/D N/D N/D N/D | N/D
#33 | 58 M sMD-DU | #0XY:inv(2) %2332;113)"161(5) @l o 1
#34 | N/D | N/D N/D N/D N/D | N/D
#35 | 68 F sMD-DM | 46-XXdel©) ((122]2) [U/46,XXL | ) ermedio | 0
46,XX,5,-
#36 | 75 F SMD-DM | 14,+marl,+mar2[16]/45XX.d |  Alto 1
el(5)(q13933),-6[2]/46,XX[8]
#37 | 83 F SMD-EB-1 del(7)(q22q31) Muy alto 5
#38 | 30 F SMD-DM 46,XX[20] Muy bajo | 2
#39 | 66 M SMD-EB-1 47,XY,+8[2]/46,XY 3] Intermedio | 5

Tabla 12. Relacion de pacientes de SMD incluidos en los estudios. Clasificacion hecha
segun el criterio de la OMS de 2016 (Arber et al., 2016) y riesgo segun el sistema IPSS-R
(Greenberg et al., 2012). Abreviaturas: BMO (%): porcentaje de blastos en médula 6sea;
IPSS-R: sistema revisado de puntuacion de pronodstico (Revised international prognostic
scoring system); M: masculino; F: femenino; SMD-DM: SMD con displasia multilinea; SMD-
EB-1: SMD con exceso de blastos 1; SMD-SA: SMD con sideroblastos en anillo; SMD-EB-
2: SMD con exceso de blastos 2; SMD del(5q): SMD con delecion en 5q aislada; SMD-DM-
SA: SMD con displasia multilinea y sideroblastos en anillo; SMD-DU-SA: SMD con displasia

unilinea y sideroblastos en anillo; SMD-DU: SMD con displasia unilinea.
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Dual lysosomal-mitochondrial targeting by antihistamines to eradicate
leukaemic cells

EBioMedicine. 2019 Sep; 47:221-234. Doi: 10.1016/j.ebiom.2019.08.021.
Epub 2019 Aug 28.

Cornet-Masana JM, Banus-Mulet A, Carb6 JM, Torrente MA, Guijarro F, Cuesta-
Casanovas L, Esteve |, Risuefio RM.

Abstract

Background: Despite great efforts to identify druggable molecular targets for AML,
there remains an unmet need for more effective therapies.

Methods: An in silico screening was performed using Connectivity Maps to identify
FDA-approved drugs that may revert an early leukaemic transformation gene
signature. Hit compounds were validated in AML cell lines. Cytotoxic effects were
assessed both in primary AML patient samples and healthy donor blood cells.
Xenotransplantation assays were undertaken to determine the effect on engraftment
of hit compounds. The mechanism of action responsible for the antileukaemic effect
was studied focussing on lysosomes and mitochondria.

Findings: We identified a group of antihistamines (termed ANHAs) with distinct
physicochemical properties associated with their cationic-amphiphilic nature, that
selectively killed leukaemic cells. ANHAs behaved as antileukaemic agents against
primary AML samples ex vivo, sparing healthy cells. Moreover, ANHAs severely
impaired the in vivo leukaemia regeneration capacity. ANHAS' cytotoxicity relied on
simultaneous mitochondrial and lysosomal disruption and induction of autophagy
and apoptosis. The pharmacological effect was exerted based on their
physicochemical properties that permitted the passive targeting of both organelles,
without the involvement of active molecular recognition.

Interpretation: Dual targeting of lysosomes and mitochondria constitutes a new
promising therapeutic approach for leukaemia treatment, supporting the further
clinical development. FUND: This work was funded by the Fundacién Mutua
Madrilefia (RMR), Caixalmpulse (RMR), the Spanish Ministry of Economy (RMR),
the Josep Carreras International Leukaemia Foundation (RMR), I'Obra Social "La
Caixa" (RMR), and Generalitat de Catalunya (IJC).
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Histamine receptor 1is expressed in leukaemic cells and affects
differentiation sensitivity

Journal of Cellular and Molecular Medicine. 2020 Nov;24(22):13536-13541. doi:
10.1111/jemm.15930.
Epub 2020 Oct 20.

Cornet-Masana JM, Banas-Mulet A, Cuesta-Casanovas L, Carb6 JM, Guijarro F,
Torrente MA, Esteve ], Risuefio RM.

Abstract

Despite the success of immunotherapy in several haematological neoplasms, the
effectiveness in acute myeloid leukaemia (AML) is still controversial, partially due to
the lack of knowledge regarding immune-related processes in this disease and similar
neoplasias. In this study, we analysed the role and expression of histamine receptor 1
(HRH1) in haematological malignancies. Although the histamine receptor type 1 was
widely expressed in healthy and malignant haematopoiesis, especially along the
myeloid lineage, HRH1 lacked a relevant role in survival/proliferation and
chemoresistance of AML cells, as analysed by HRH1 knockdown (KD) and
pharmacological modulation. However, HRH1-mediated signalling was critical for
the activation of the differentiation process induced by several agents including all-
trans retinoic acid, establishing a role for HRH1 in myeloid differentiation.
Pharmacological activation of Erk was able to partially restore differentiation capacity
in HRH1 KD AML cells, suggesting that HRH1 signalling acts upstream MAPK-Erk
pathway. As an indirect consequence of our results, treatment-related histamine
release is not expected to confer a proliferative advantage in leukaemic cells.
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New therapeutic approaches for acute myeloid leukaemia
European Medical Journal. 2021]Jun;6(2):82-89.

Risuenio RM, Cuesta-Casanovas I, Carb6 JM, Cornet-Masana JM.

Abstract

Acute myeloid leukaemia (AML) is a genetically heterogeneous haematopoietic
neoplasm characterised by the accumulation of transformed immature blood
progenitors in bone marrow. Since 1973, the backbone treatment has relied on the
combination of cytarabine and an anthracycline, followed by allogeneic
haematopoietic transplant if eligible. Therefore, the treatment decisions have largely
revolved around chemotherapy drug intensity. Despite advances in our understanding
of the underlying biology over the past decades, AML remains a therapeutic challenge
as the overall survival is poor and treatment options are limited for
relapsed/refractory AML or for unfit patients. After four decades without substantial
changes, eight new noncytostatic drugs have been granted approval: vyxeos,
enasidenib, gilteritinib, glasdegib, gemtuzumab ozogamicin, ivosidenib, midostaurin,
and venetoclax. Despite promising preliminary results, some indications are based on
early efficacy data, obtained in single-arm nonrandomised trials, highlighting the
necessity for further validation in extended clinical trials. Interestingly, several
druggable targets have been identified recently, associated with specific target-directed
drugs. Based on the preclinical data available, great impact on clinical outcomes for
patients with AML is expected, potentially increasing the therapeutic landscape for
this disease.
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Lysosome-mediated chemoresistance in Acute Myeloid Leukemia. Cancer
Drug Resistance

Cancer Drug Resistance, Under Review (2021)

Cuesta-Casanovas L, Delgado-Martinez J, Cornet-Masana JM, Carb6 JM, Clément-
Demange L, Risuefio RM.

Abstract

Despite the outstanding advances in understanding the biology underlying the AML
pathophysiology and the promising preclinical data published lastly, AML treatment
still relies in a classic chemotherapy regimen largely unchanged for the past 5 decades.
Recently, new drugs have been approved for AML but the real clinical benefit is still
under evaluation. Nevertheless, primary refractory and relapse AML continue to
represent the main clinical challenge, as the majority of AML patients will succumb
to the disease despite achieving a complete remission during the induction phase. As
such, chemoresistance represents an unmet need in this disease. Although great
efforts have been made to decipher the biological basis for leukemogenesis,
understanding the mechanism by which AML cells become resistant to chemotherapy
is largely unknown. The identification of the signaling pathways involved in resistance
may lead to new combinatory therapies or new therapeutic approaches suitable for
this subset of patients. Several mechanisms of chemoresistance have been identified,
including drug transporters, key secondary messengers and metabolic regulators.
However, any therapeutic approach targeting chemoresistance has succeeded in
clinical trial, especially due to broad secondary effects in healthy cells. Recent research
has highlighted the importance of lysosomes in this phenomenon. Lysosomes’ key
role in resistance to chemotherapy includes the potential to sequester drugs, the
central metabolic signaling role and the gene expression regulation. These results
provide further evidence to support the develop of new therapeutic approaches that
target lysosomes in AML.
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