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DISCUSION

Discusion del papel de los miRNAs en la embriogénesis del
colon y el cancer colorectal

Recientemente se ha observado que miRNAs especificos juegan un papel importante en
el proceso de carcinogénesis y algunos tienen un impacto en el prondstico, pero la
relacion entre el papel de los miRNAs en la embriogénesis humana y en el cancer sigue
siendo una cuestion pendiente de esclarecer.

El elevado indice de proliferacion y la falta de diferenciacion que caracteriza a las
células tumorales, es una caracteristica presente en otros procesos biolégicos como la
embriogénesis. En este sentido, se ha mostrado en este estudio que miRNAs que estan
activos en el desarrollo temprano, semanas 7-8 del colon humano, son también
importantes en el desarrollo inicial del cancer colorectal. Los resultados obtenidos en el
analisis de los miRNAs en la embriogénesis apoyan la hipotesis de que los miRNAs
estan muy expresados en células indiferenciadas y su expresion va disminuyendo
durante el proceso de diferenciacion”. Observamos que durante las fases mas
indiferenciadas que pudimos analizar, semanas 7-8 de la organogénesis humana del
colon, la expresion de miRNAs es elevada, pero cuando se empieza a producir la
diferenciacion del epitelio, semanas 9-12, la expresion de miRNAs decrece. Ademas,
los resultados del analisis de la expresion de los tumores de estadio I eran mas similares
al tejido normal, mientras que los resultados del andlisis de los tumores de estadio II se
aproximaban mas al patron de expresion que se veia en el tejido embrionario. Estos
resultados pueden explicarse por el hecho de que los tumores de estadio I se
corresponden con una fase mas temprana de carcinogénesis, con menor numero de
alteraciones genéticas y una morfologia mas diferenciada, mientras que los tumores de
estadio II presentan un fenotipo mas agresivo, con una mayor capacidad de
proliferacion similar a la que se puede observar en los tejidos embrionarios.

Se pudo observar un solapamiento en la expresion de miRNAs entre la embriogénesis y
el proceso de carcinogénesis. De los miRNAs que se vieron en comun, el cluster miR-
17-92 se vio que jugaba un papel importante en la carcinogénesis y en la embriogénesis
mediante la regulacion del proceso de proliferacion. De los diferentes componentes del

cluster se observo que el mas importante fue el miRNA miR-17-5p que parecia ejercer
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su efecto a través de su diana E2F1%*. La sobreexpresion del cluster miR-17-92 habia
sido observada en linfomas de célula B y en cancer de pulmoén entre otros'”’ y la
inhibicién de miR-17-5p de forma selectiva, inducia apoptosis en cancer de pulmén®®.
Previamente se habia observado que el cluster miR-17-92 actia en tejido adulto
inhibiendo la traduccion de E2F1%*, pero permanecia sin esclarecer si este cluster
modulaba la traduccion de este mismo gen diana durante el desarrollo embrionario®. En
este sentido, nuestros resultados muestran que el andlisis de la proteina E2F1 en colon
embrionario humano y en tejido tumoral y normal de colon, mostraba un patréon de
expresion inverso al patron de expresion del cluster miR-17-92. La regulacion negativa
de la expresion de E2F1 por el cluster miR-17-92 durante el desarrollo del colon
humano puede ser parte del proceso normal de embriogénesis y promover la
proliferacion celular. En el proceso tumoral, la reduccion de la expresion de E2F1
debida a la sobreexpresion del cluster miR-17-92 dirige hacia un incremento de la
capacidad proliferativa, probablemente provocada por una proteccion de las células
tumorales en frente a la apoptosis. Al contrario, en el tejido de colon normal adulto, los
bajos niveles de miR-17-92 permiten la expresion de E2F1 y asi el mantenimiento de un
equilibrio entre proliferacion y diferenciacion, en las criptas del colon. Estas criptas
ofrecen un modelo muy atractivo en el cual poder estudiar las células madre
progenitoras, ya que ¢éstas ocupan una posicion concreta en la base, donde dan lugar a
unas poblaciones celulares indiferenciadas transitorias que proliferan vigorosamente a
medida que van migrando hacia el lumen intestinal®®®, diferenciandose en célula
epitelial intestinal. En este modelo, analizamos mediante hibridacion in situ de miRNAs
la expresion de miR-17-5p, que se expresaba en el compartimiento proliferativo y en
gradiente decreciente a medida que se avanzaba hacia las partes altas de las criptas. Esto
sugeria un papel de este miRNA en la autorenovacion de la mucosa del colon,
mostrando el papel potencial de miR-17-5p en el control de la diferenciaciéon y la
proliferacion celular del intestino grueso.

Nuestros hallazgos demuestran que los miRNAs juegan un papel muy importante en la
organogénesis del colon, donde el alto indice de proliferacion parece estar controlado
por estos miRNAs. Asimismo, en el tejido de colon adulto estos miRNAs, tal como
hemos podido observar, estan sobreexpresados solamente en el compartimiento
proliferativo, pero en el tumor su expresion incrementa a toda la zona proliferativa.
Todos estos datos, apoyan la hipotesis de la existencia de la relacion entre el proceso de

. , . . ) . .y
carcinogénesis y la embriogenesis®’. En este sentido la sobreexpresion del cluster 17-
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92 en las células adultas del colon, cuando habia sido silenciado al final de la
organogénesis, podria actuar rompiendo el control de la proliferacion celular y

provocando asi la aparicion del tumor.
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Discusion del papel de los miRNAs en el linfoma de Hodgkin

Estudios previos han mostrado que un pequefio conjunto de miRNAs puede definir a
diferentes entidades tumorales mejor que un microarray de expresion que analice
cientos de RNAs mensajeros® . En el analisis de los miRNAs en el linfoma de Hodgkin,
hemos caracterizado por primera vez una firma de expresion de 25 miRNAs que son
capaces de diferenciar entre linfoma de Hodgkin clasico y ganglios reactivos. Ademas
hemos mostrado un pequefio grupo de miRNAs que estaban diferencialmente
expresados entre los subtipos de celularidad mixta y esclerosis nodular. Y finalmente
mostramos un miRNA (miR-138) que estaba relacionado con el estadio de Ann Arbor
[-II de linfoma de Hodgkin clasico. Este miRNA estd sobreexpresado en otros
tumores”®® y parece estar asociado con un estado mas indiferenciado®®.

La expresion diferencial de miRNAs observada entre LHc y los ganglios reactivos se
puede explicar en algunos casos por cambios citogenéticos en las células de Hodgkin y
de Reed-Sternberg. La region 17q esta asociada con frecuentes ganancias en linfoma de
Hodgkin clasico®™®, y miR-21 esta codificado en esta region cromosémica (Tabla 40).
Otras ganancias cromosomicas que han sido descritas en el linfoma de Hodgkin
clasico’” incluyen 2p, donde estd codificado miR-216, 22q, donde esta codificado
miR-185, y 14q, donde encontramos a miR-134. Una de las pérdidas mas frecuentes
incluye 4q, donde estan codificados miR-302a, miR-302b, y miR-302¢*™" 2", y 3p,
donde esta codificado miR-135a%"%.

El andlisis de los casos por hibridacion in situ mostré una expresion preferencial de
miR-21, miR-134 y miR-138 en el citoplasma de las células de Hodgkin y de Reed-
Sternberg. Esto sugiere, que el silenciamiento de miRNAs puede ser bioldégicamente
relevante en las células tumorales en el LH clasico. Observamos también cierta sefial en
linfocitos acompafiantes, cosa que indica que la expresion en el microambriente tumoral
es importante en la biologia de algunos tipos de linfoma y en su progresion clinica®>".
En el linfoma de Hodgkin clasico el microambiente tumoral difiere entre los diferentes
subtipos histologicos, y en este estudio hemos encontrado un patrén de expresion de
miRNAs diferente en el subtipo celularidad mixta y esclerosis nodular. El anélisis en las
lineas celulares mostrd que algunos de los miRNAs diferencialmente expresados en los

dos subtipos estaban también diferencialmente expresados en las diferentes lineas

celulares, provenientes de esclerosis nodular o celularidad mixta.
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Los miRNAs que se expresan diferencialmente en los casos de LH clésico, tienen como
dianas putativas genes envueltos en supervivencia, apoptosis y genes relacionados con
las funciones de las células B entre otros. En este sentido nuestra aportacion puede
proveer de una base para comprender mejor el complejo mecanismo de
transformaciones que sufre una célula B normal hacia una célula tumoral. Una de las
caracteristicas mas importantes de las células tumorales del LH es la adquisicion de
ventajas de supervivencia, a la vez que se pierde la expresion de la mayoria de genes

: r 276, 2
asociados a células B*’% %"

, en este sentido miR-21 que aparece sobreexpresado tanto
en los ganglios de Hodgkin como en las lineas celulares humanas de LH, habia sido
previamente descrito como activador de la supervivencia celular via la regulacion
positiva indirecta de genes antiapoptoticos”™ ',

El linfoma de Hodgkin clasico es una neoplasia de células B caracterizada por un
fenotipo de célula B incompleto, debido a la regulacion negativa de algunos factores de
transcripcion cruciales para el desarrollo completo del programa de célula B madura®’®.
Los mecanismos que causan la regulacion negativa del programa transcripcional en las
células de LH no es del todo comprendido, pero se cree que los eventos epigenéticos

278 Esto

juegan un papel muy importante en el silenciamiento de genes de célula B
indica que los miRNAs pueden ser un nuevo evento epigenético de regulacion, con un
importante papel en la regulacion traduccional de un ntimero elevado de genes
diferentes en la complicada red reguladora que dirige una célula B del centro

. 1128
germinal

hacia un fenotipo de célula de Hodgkin y Reed Sternberg.

La expresion diferencial en el LH clasico puede ser explicada en algunos casos por
recurrentes inestabilidades cromosomicas, como las frecuentes ganancias cromosdmicas
en miR-21, miR-134, miR-185 y las pérdidas como en miR-135a, miR-302a, miR-302b
y miR-302¢ 10%:270.272

Nosotros también analizamos el efecto de la presencia del virus de Epstein Barr en la
expresion de miRNAs en el linfoma de Hodgkin. Trabajos previos habian sugerido que
los miRNAs del virus pueden jugar un papel importante en las redes de interaccion
entre huésped y patégeno. Ademas, los virus podrian provocar cambios en los patrones
de expresién de miRNAs, y de esta forma favorecer el desarrollo del cancer”””2*'. En
este estudio se identificaron un conjunto de 10 miRNAs del huésped, de los cuales se
veia la expresion influida por la presencia o ausencia del VEB. Uno de ellos, miR-96,

tiene dianas predichas involucradas en la activacion de la via de NFkB, y en la

inhibicion de vias de apoptosis. El efecto del VEB en los miRNAs del huésped podria
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explicar la asociacion vista entre el VEB y el curso clinico de los pacientes con linfoma
de Hodgkin clasico™. De forma interesante, solo uno de los miRNAs que estaban
diferencialmente expresados entre los casos VEB+ y los VEB- estaba incluido en la
firma de 25 miRNAs, que diferenciaba LHc de los ganglios reactivos. Este hecho nos
lleva a especular que el VEB no es un elemento de transformacion primario en el
linfoma de Hodgkin clasico, concepto que esta también apoyado por el hecho de que la
mayoria de los casos de LH clasico son EBV->*,

Estudios previos habian mostrado que miR-155, el cual tiene a PU.1 como diana génica

predicha, estd sobreexpresado en linfoma de Hodgkin'*

. A pesar de que la firma de
miRNAs de LH que hemos encontrado, no incluye a miR-155, la hibridacién in situ
mostré que miR-155 estd sobreexpresado en las células atipicas, asi como en los

linfocitos reactivos y los macréfagos activados'®> 2%

. La razon por la que miR-155 no
aparece en nuestra firma es que no presenta una expresion diferencial con los ganglios
reactivos analizados, debida en parte a que no se sobreexpresa en todos los casos de
linfoma de Hodgkin analizados y a su sobreexpresion también en el microambiente
reactivo tumoral.

Encontramos un patrén de expresion de miRNAs compartido tanto por los casos de
esclerosis nodular, como por los casos de celularidad mixta, cosa que podria sugerir que
ambos subtipos histologicos pueden representar diferentes aspectos de la evolucion de
la misma enfermedad.

En resumen, el linfoma de Hodgkin expresa un patron de miRNAs caracteristico
diferente de los ganglios reactivos normales, con un subconjunto de miRNAs
diferencialmente expresados entre los dos subtipos histologicos de celularidad mixta y
esclerosis nodular, y un miRNA diferencialmente expresado en los estadios iniciales de
la enfermedad en comparacion con los mas avanzados. Algunos de estos miRNAs
estaban expresados en las células de Hodgkin y de Reed-Sternberg, pero no en las
células reactivas acompanantes. Ademas, el VEB influencia en el patron de expresion

de los miRNAs del huésped en el LHc.
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Discusion conjunta: analisis de la implicacion de los miRNAs
en dos modelos tumorales diferentes

El objetivo principal de este estudio fue analizar el papel que juegan los miRNAs en el
inicio y progresion tumoral en dos modelos tumorales diferentes. Para ello escogimos
dos modelos tan diferentes como es el cancer colorectal y el linfoma de Hodgkin. En el
primero nos encontramos ante un modelo tumoral en el que lo que prima es la

proliferaciéon celular®®* 2%

, mientras que en el segundo prima la inhibicion de la
apoptosis™> **. En ambos modelos como hemos observado, juegan un papel regulador
clave los miRNAs.

El epitelio intestinal es un tejido que se encuentra en elevada renovacién y en el cual su
homeostasis viene regulada por un balance entre proliferacion, diferenciacion y
apoptosis celular. En las criptas, como ya hemos comentado, tenemos varios tipos
celulares diferentes, todos ellos derivados de una célula progenitora pluripotente, la
célula madre intestinal, la cual se localiza en la base de las criptas. En el cancer
colorectal nos encontramos con un modelo tumoral que deriva de una expansion clonal

de una tGnica célula madre intestinal®®’?*

que adquiere mutaciones que provocan una
proliferaciéon desmesurada, produciéndose una expansion desde la base de las criptas
hacia arriba de células epiteliales que proliferan hacia la luz intestinal. Se ha observado
que en las criptas del colon, a diferencia de en las del intestino delgado, no se producen
apoptosis espontaneas que formarian parte de la propia autorenovacion de las células
madre. En el intestino delgado las células madre intestinales dafiadas serian destruidas
via apoptosis protegiendo de posibles mecanismos de carcinogénesis, mientras que en el
colon las células dafiadas sobrevivirian con una susceptibilidad incrementada a sufrir

oy i 266, 290
una transformacion neoplasica™"

. En este modelo, el principal cambio que se
produce es un descontrol en el indice proliferativo, que conduce a la aparicion del
tumor. Existe otro modelo en el que también tenemos un alto indice proliferativo
aunque de forma maés controlada: la embriogenesis del colon. Quisimos analizar que
mecanismos eran los que estaban activados en uno y otro, y controlados en el tejido
normal adulto y encontramos un patron de miRNAs que estaban diferencialmente
expresados entre el tejido de colon normal y el tejido tumoral, y de estos, un

subconjunto era compartido con las fases con mayor indice proliferativo de la

embriogénesis de que disponiamos (semanas 7-8): el cluster miR-17-92. Este conjunto
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de miRNAs estd localizado en la region cromosomica 13.q31, regiéon que se ve
amplificada en varios tipos de tumores®’", entre ellos varios tipos de limfomas®,

En el segundo modelo, el linfoma de Hodgkin, nos encontramos ante un modelo en el
que prima la supervivencia via inhibicion de la apoptosis. Las células de Hodgkin y de
Reed Sternberg son células tumorales con un conjunto de aberraciones que se reflejan
en un fenotipo apoptosis-resistente. Provienen en la mayor parte de los casos, de células
B maduras que han participado en la respuesta inmune que se desarrolla al centro
germinal. Estas células B preapoptoticas en lugar de morir adquieren sefiales de
supervivencia y pierden el fenotipo de célula B, transformandose en células de Hodgkin

y de Reed Sternberg. Tienen un origen clonal’

a pesar de que su patrén de
presentacion sean células tumorales separadas unas de otras y rodeadas de un
microambiente reactivo, que principalmente estd formado por linfocitos, macréfagos,
eosinofilos, células plasmaticas, células estromales y fibroblastos. De forma que
representan solamente una minoria de la poblacidén celular en el ganglio afecto de
linfoma de Hodgkin. Parece ser que mediante la expresion de citoquinas (IL-4, IL-13,
IL-10, TGFB) por las propias células de Hodgkin y de Reed Sternberg, estas estan
creando un microambiente que les es favorable, y que las protege de la apoptosis
mediada por célula. Algunas de estas citoquinas estan favoreciendo la proliferacion de
las células de Hodgkin y de Reed Sternberg, como la IL-13, y otras estan favoreciendo
el mantenimiento de un ambiente favorable caracterizado por la presencia de especificas
células inmunes como eosinéfilos (IL-5) o células T reguladoras (IL-10). En resumen,
estas células de Hodgkin segregan una importante cantidad de factores al medio que
acaban provocando un acercamiento de células reactivas que les permiten sobrevivir. En
este sentido, hemos podido observar miRNAs importantes desde el punto de vista anti-
apoptotico como son miR-21, y otros miRNAs que aparecen por las diferencias
observadas en el microambiente reactivo no tumoral.

A pesar de encontrarnos ante dos modelos tumorales tan diferentes, incluso desde el
tipo de célula y el modo en que se transforma en carcinogénica, que en un caso parece
ser una cé¢lula madre y en el otro una célula madura diferenciada, observamos que en el
patrén de miRNAs aparecen miRNAs que siguen el mismo patron de expresion en los
dos modelos tumorales, a pesar de las diferencias. Entre ellos vemos miR-21, miR-147,
miR-182, miR-183 y miR-216, miRNAs importantes para el proceso de tumorogénesis,
independientemente de las caracteristicas que nos diferencien cada tipo tumoral.

Mientras que los otros miRNAs que aparecen diferencialmente expresados entre el
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tejido tumoral y su correspondiente tejido normal, serdan miRNAs que nos estaran
definiendo el tipo tumoral.

En el caso de miR-21, el cual parece estar relacionado mediante la actuaciéon sobre
diferentes dianas con procesos de inhibicion de entrada en apoptosis, vemos que es un
miRNA que tiene importancia en los dos modelos tumorales, de forma que en el cancer
colorectal a pesar de ser un modelo en el que prima el descontrol de la proliferacion
principalmente, vemos que miRNAs que evitan la entrada en apoptosis como miR-21,
también juegan un papel clave en el desarrollo tumoral y eso nos lo estd indicando
principalmente el hecho de que aparezca sobreexpresado tanto en estadio I como en
estadio II del cancer colorectal. En el linfoma de Hodgkin este miRNA jugara un papel
mucho mds importante en la supervivencia de esta célula B preapoptotica que escapa de
la entrada en apoptosis y va adquiriendo un fenotipo de célula de Hodgkin y de Reed
Sternberg. El hecho de que lo veamos sobreexpresado en las células de Hodgkin y de
Reed Sternberg y también en algunas de las células reactivas acompanantes, nos
muestra que no sélo juega un papel en la supervivencia de las células de Hodgkin y de
Reed Sternberg sino también en el mantenimiento del componente reactivo que protege
a estas células tumorales de la induccion de apoptosis mediada por las células
inmunitarias. En esta linia, un estudio en mieloma ha demostrado que a raiz de una
sefal externa, IL-6, se puede llegar a sobreexpresar un miRNA, en este caso miR-21.
IL-6 es una de las interleuquinas que expresan las células de H/RS *> **. Esta sefial
exogena de IL-6 activa STAT3 el cual puede unirse a la region UTR 5’ de miR-21
activando su transcripcion®”, hecho que acaba derivando en una inhibiciéon de la
apoptosis. MiR-21 ademas ya se habia encontrado previamente sobreexpresado en
cancer de mama’’, pulmon, pancreas'*, prostata *°, estomago'®, tiroides™® y cerebral
104.2% "hecho que todavia apoya mas el hecho de que sea un miRNA importante en el
mantenimiento tumoral en general.

Por otro lado, vemos una diferencia importante en la expresion de miRNAs entre los
dos modelos tumorales que viene marcada principalmente por el cluster miR-17-92.
Este cluster que juega un papel importante en la proliferacion celular y que se le ha
llegado a considerar como un oncogén,””’ ha sido previamente relacionado con varios
tipos de linfomas de célula B, entre ellos el linfoma B difuso de células grandes, el

268, 292
> 7% Pero

linfoma folicular, el linfoma del manto o el linfoma B primario cutdneo
vemos que en el caso del linfoma de Hodgkin no muestra una sobreexpresion, como lo

hace en otros linfomas de célula B o en el cancer colorectal. Se ha explicado la
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sobreexpresion de este cluster por la amplificacion de la region 13q31 donde esta
codificado, que estd amplificada en los citados linfomas y que no se suele ver
amplificada en el caso del linfoma de Hodgkin, al contrario, 13q es una de las regiones

1 Esta diferencia en la expresion del

que se pierden mas frecuentemente en Hodgkin
cluster miR-17-92 puede ser una de las claves que expliquen que el linfoma de Hodgkin
sea mucho menos agresivo que otros linfomas de célula B que si presentan su
sobreexpresion, y que tenga un indice proliferativo mas bajo que los anteriores, y que el
cancer colorectal.

En conclusion vemos que dos tumores tan diferentes como el cancer colorectal y el
linfoma de Hodgkin, que tienen un mecanismo carcinogénico inicial diferente que
incluye a miRNAs distintos, uno principalmente el cluster miR-17-92 y el otro miRNAs
principalmente antiapoptdticos como miR-21, tienen un conjunto de miRNAs comunes
que seran los implicados probablemente en el mantenimiento tumoral. El estudio de
estos miRNAs asi como de sus moléculas diana nos puede llevar a una mejor
comprension de los modelos tumorales, y probablemente la busqueda de terapias contra
este conjunto de miRNAs, asi como contra los miRNAs mds caracteristicos de cada
tumor nos acabard llevando hacia nuevas lineas terapéuticas que utilicen en
combinacion o solas la inhibicidon o expresion de miRNA como arma terapéutica contra

el cancer.
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