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DESCRIPCION

Prostaglandina E2 para la prevencién o el tratamiento de linfomas linfoblésticos.

La presente invencion se encuadra dentro del campo de la biologia molecular y la medicina. Especificamente, se
refiere al uso de la prostaglandina E2 (PGE2) o cualquiera de sus sales, derivados o andlogos biolégicamente activos,
o cualquiera de sus combinaciones, para la elaboracién de un medicamento para la prevencién o el tratamiento del
linfoma linfobldstico.

Estado de la técnica anterior

Anexina Al (ANXAI) es una proteina de interaccién con fosfolipidos de manera dependiente de calcio im-
plicada en la regulacién de la proliferacién y la apoptosis celular (Lim et al. FASEB J 2007; 21: 968-75). Sin
embargo, los mecanismos por medio de los cudles ANXA1 regula estos procesos son en gran medida desconoci-
dos.

ANXAI ha sido implicada en la produccién de prostaglandina E2 (PGE2) (Hayashi er al. Biochem Mol Biol Int
1993). Se ha descrito la capacidad de PGE2 para inducir parada del ciclo celular y apoptosis en timocitos (Mastino
et al. Dev Immunol 1992; 2: 263-71; de Silva et al. Biochem J 2003; 370: 315-21). Asimismo se ha visto que PGE2
también es capaz de inhibir la proliferacién en células procedentes de linfomas de células T (Pessina et al. Blut.
1984 Jul;49(1):45-51). No obstante, los mecanismos implicados en la regulacién por PGE2 en linfomas originados en
linfocitos maduros, podrian no ser efectivos en el caso de linfomas originados en linfoblastos. De hecho, se ha descrito
que PGE2 no es capaz de inhibir la apoptosis de células procedentes de leucemias linfobldsticas aguda (Truffinet et al.
Int J Céancer. 2007 Aug 15;121(4):924-7).

El linfoma linfoblastico es un tipo de linfoma no Hodgkin caracterizado porque se encuentran demasiados linfo-
citos inmaduros o linfoblastos en los ganglios linfaticos o en la gldndula del timo, que se pueden diseminar a otros
lugares del cuerpo. Desde el punto de vista histolégico es indistinguible de la leucemia aguda linfoblastica y se utiliza
con fines pricticos para su distincion el porcentaje de infiltracion bldstica de la médula 6sea.

Las neoplasias linfoides constituyen un grupo heterogéneo de diferentes tipos de cdncer, que tienen en comun
su origen en células del sistema linfético, pero que pueden ser muy variables en cuanto a la respuesta a diferentes
tratamientos. En la actualidad la mayoria de los tratamientos empleados son aproximaciones no especificas a cada
tipo de linfoma o alteracién molecular, sino tratamientos generales basados en la quimioterapia o la radioterapia. Por
tanto, existe una necesidad de identificar compuestos que permitan una terapia mas especifica y eficaz para cada tipo
de linfoma.

Explicacion de la invencién

La presente invencion se refiere al uso de la prostaglandina E2 (PGE2) o cualquiera de sus sales, derivados o
andlogos bioldgicamente activos, o cualquiera de sus combinaciones, para la elaboracién de un medicamento para la
prevencion o el tratamiento del linfoma linfobléstico.

En la presente invencion se identifica el gen de ANXA1 (ANXAI) como uno de los genes de susceptibilidad al
desarrollo de linfomas linfoblasticos de tipo T inducidos con radiacién gamma, de tal manera que se observa una subida
de su expresion como respuesta inmediata a la radiacién, pero una bajada significativa en los linfomas linfoblasticos
de células T inmaduras. Sorprendentemente, a diferencia de lo observado en linfomas de células B y en otros tipos
de tumores s6lidos, ANXA1 sélo se expresa en las células estromdticas del timo y no en las células tumorales per se.
Los inventores han demostrado que ANXAT ejerce su accidn protectora, al menos en parte, mediante la secrecion de
Prostaglandina E2 (PGE2). El andlisis del efecto de la expresién de PGE2 ha puesto de manifiesto su capacidad para
inducir la parada del ciclo celular y la apoptosis celular de los timocitos CD4+CD8+CD3/ow procedentes de linfomas
linfoblasticos de tipo T.

Un primer aspecto de la invencién se refiere al uso de la PGE2 o cualquiera de sus sales, derivados o andlogos
biolégicamente activos, o cualquiera de sus combinaciones, para la elaboracion de un medicamento para la prevencion
o el tratamiento del linfoma linfoblastico.

Las prostaglandinas son acidos grasos monocarboxilicos con 20 dtomos de carbono, 5 de los cuales (C8-C12)
forman un anillo ciclopentano y el resto se distribuyen en dos cadenas alifaticas laterales. Todas las prostaglandinas
tienen un grupo hidroxilo en el C15, necesario para su actividad bioldgica, seglin sean los grupos funcionales del
anillo ciclopentano, se clasifican en 7 familias (A, B, C, D, E, F, I) y en 3 series: 1, 2 y 3, segtin el nimero de
dobles enlaces presentes en las cadenas aliféticas; el subindice A o B indica la posicién del grupo oxidrilo del C9 en
relacién con el plano del anillo pentagonal central. La prostaglandina E2 (PGE2) o dinoprostona, tiene la configuracién
caracterfstica del grupo E y contiene dos dobles enlaces en las cadenas laterales. La estructura quimica del PGE2
es:
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El término “sales” se refiere a sales anidnicas o cationicas. Entre los aniones que pueden formar parte de las sales
anidnicas se encuentran, por ejemplo, pero sin limitarse, sulfato, bisulfato, citrato, maleato, cloruro, bromudo, ioduro,
fosfato, acetato, lactato, oxalato, fumarato, tartrato o gluconato. Entre los cationes que pueden formar parte de las sales
catiénicas se encuentran por ejemplo, pero sin limitarse, sodio, potasio, calcio, magnesio, amonio, colina, etalonamina,
dietanolamina, etilendiamina o dietilendiamina.

El término “andlogo” se refiere a una sustancia quimica similar a otra sustancia quimica en estructura o funcion. El
término andlogo incluiria también aquellas sustancias isémeros, enantiémeros o diastereoisémeros de PGE2, asi como
mezclas de los mismos. Por ejemplo, isémeros Z o E teniendo en cuenta los enlaces miiltiples de las cadenas alifa-
ticas, e incluyendo isémeros opticos o enantidémeros, teniendo en cuenta la presencia de centros quirales. El término
“derivado” se refiere a una sustancia quimica producida a partir de otra sustancia quimica directamente o mediante
modificacién o mediante sustitucién parcial. Algunos de los andlogos y derivados de la PGE2 estdn ampliamente des-
critos en el estado de la técnica. El término “biolégicamente activos” se refiere a aquellos andlogos o derivados que son
capaces de ejercer un efecto similar al observado para la PGE2 sobre las células de un linfoma linfoblastico. Esto pue-
de ser evaluado, por ejemplo, pero sin limitarse, analizando el efecto de los andlogos o derivados sobre la proliferacién
o la apoptosis de las células de un linfoma linfoblastico. Existen muchos métodos para analiza la proliferacién o la
apoptosis que son ampliamente conocidos por el experto en la materia. Algunos métodos de andlisis de la proliferacion
son, por ejemplo, pero sin limitarse, estimacién del nimero de mitosis por campo mediante hematoxilina-eosina (H-
E), incorporacién de timidina triada, cuantificacién del ADN, cuantificacién de organizadores nucleolares mediante
impregnacién argéntica (AgNOR), medida de la actividad metabdlica, inmunodeteccion de antigenos ligados al ciclo
(Ki-67 o PCNA) o incorporacién de BrdU. Algunos métodos de andlisis de la apoptosis son, por ejemplo, pero sin
limitarse, andlisis morfolégico de la condensacién y/o fragmentacidn de la cromatina y los cuerpos apoptéticos, en-
sayos que deteccion de la fragmentacién del DNA, andlisis de proteasas inducidas por apoptosis (PARP o caspasa 3),
métodos basados en la tincién del DNA (DAPI o ioduro de propicio), andlisis de alteraciones de membrana (Anexina
V), técnicas de mareaje in situ (TUNEL o ISEL) o deteccién de proteinas relacionadas con la apoptosis (Fas, Apo-1,
CD59 o p53).

El término “linfoma linfobldstico”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se refiere a un tipo de linfoma no
Hodgkin caracterizado porque se encuentran demasiados linfocitos inmaduros o linfoblastos en los ganglios linféticos
o en gldndula del timo, que se pueden diseminar a otros lugares del cuerpo. Desde el punto de vista histolégico es
indistinguible de la leucemia aguda linfoblastica (LLLA) y se utiliza con fines practicos para su distincién el porcentaje
de infiltracién blastica de la médula 6sea: si es mayor del 25% (aunque hay algunos grupos que utilizan la cifra del
10%), se trata de leucemia, y si es menor, de linfoma. De hecho, en la clasificacién de la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) (Harris et al. Annals of Oncology 1999; 10: 1419-1432), se clasifica como leucemia/linfoma,
distinguiéndose 2 grupos dependiendo del inmunofenotipo: leucemia linfoblastica de precursores B (LLA-B)/linfoma
linfoblastico (LLB-B) y leucemia linfoblastica de precursores T (LLA-T)/linfoma linfoblastico (LLB-T). De aqui en
adelante el término “linfoma linfoblastico” serd empleado para tanto para la forma tumoral (LLB) como para la forma
leucémica (LLA).

El término “linfoma linfobléstico de tipo T (LLB-T)”, segun la clasificacién de la OMS, se refiere a un grupo
heterogéneo de linfomas que generalmente afecta adolescentes o adultos jévenes, cursan con un alto recuento de lin-
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foblastos en sangre periférica, masa mediastinal con sindrome de vena cava superior, rdpida progresion, recaidas y
compromiso del Sistema Nervioso Central. El linfoma linfobl4stico a menudo comienza como una masa grande en el
drea tordcica, que se mueve rdpidamente hacia la médula ésea. Se presenta con mds frecuencia como forma tumoral
que leucémica. En la afectacion ganglionar puede haber compromiso parcial, con respeto de centros germinales y
también presencia de un patrén pseudonodular. Puede haber cielo estrellado. En términos generales, reflejan diferen-
tes estadios en la diferenciacion timica. El linaje T es definido por la presencia de CD3 intracitoplasmatico, o mas
raramente, de membrana. El fenotipo mas comiinmente hallado es el estadio tardio cortical con expresiéon de CD1,
CD2, CDS5, CD7 y CD4/CD8 “doble positivo”, con expresion minima de membrana de CD3. TdT es frecuentemente
positivo. El fenotipo que sigue en frecuencia es el cortical temprano con expresion de CD2, CDS, CD7 y TdT inten-
so y CD4/CD8 “doble negativos”. Existen fenotipos mds precoces, con expresién sélo de CD3 intracitoplasmaético,
CD7 y eventualmente CD34 y TdT. Un fenotipo medular mds maduro con segregacion de CD4 y CD8 es mas ra-
ro. Algunas de las subvariedades tempranas pueden expresar CD10. También pueden aparecer marcadores mieloides
aberrantes.

El término “linfoma linfobldstico de tipo B (LLB-B)”, segtin la clasificacién de la OMS, se refiere a una neoplasia
de células comprometidas con el linaje de células B que ocurre mds frecuentemente en la infancia. Representan mas del
70% de las leucemias en los nifios, con un pico de incidencia alrededor de los 4 afios. Un segundo pico de incidencia
ocurre en adultos. La proliferacién se halla constituida por linfoblastos de pequefio a mediano tamafio con nucléolos
poco conspicuos. Compromete fundamentalmente médula ésea y sangre periférica pero puede aparecer como tumor
solido nodal o extranodal. El compromiso medular es usualmente extenso, en general mas del 90% en el momento del
diagnostico. Las mitosis son abundantes. Otras caracteristicas morfoldgicas que pueden estar presentes son fibrosis,
necrosis y osteopenia. La fibrosis en ocasiones puede ser extensa, y puede causar aspirados “secos”. La osteopenia
es un fendmeno mas frecuente en LLA de los nifios. La variedad mas comin es LLA de tipo comin (LLA pre-pre-
B): Representa aproximadamente un 70% de la LLA de los nifios, 50% en los adolescentes y 50% en los adultos.
Los blastos son tipicamente pequefios. El fenotipo cldsico incluye un CD45+ débil (incluso puede ser negativo),
TdT+, HLA-DR+, CD19+, CD22+, CD79a+, CD10+, CD34 puede ser positivo. Esta forma cldsica suele tener buen
prondstico y se asocia con frecuencia a hiperdiploidia.

Preferiblemente, la presente invencion se refiere, pero no se limita, al uso de la PGE2 o cualquiera de sus sales,
derivados o andlogos biolégicamente activos, o cualquiera de sus combinaciones, para la elaboracién de un medica-
mento para la prevencién o el tratamiento del linfoma linfobldstico de células T. Mas preferiblemente, del linfoma
linfoblastico de células T con inmunofenotipo CD4+ CD8+. Aun mds preferiblemente, del linfoma linfoblastico de
células T con inmunofenotipo CD4+ CD8+ CD3/ow.

El término “estroma”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se refiere a aquellos elementos celulares
y fibras de matriz extracelular que acompafian a los linfocitos que hacen posible su supervivencia, proliferaciéon y
diferenciacion. Entre los elementos celulares pueden encontrarse células epiteliales, fibroblastos, macréfagos, células
dendriticas y células endoteliales.

Preferiblemente, la presente invencion se refiere, pero no se limita, al uso de la PGE2 o cualquiera de sus sales, de-
rivados o andlogos biolégicamente activos, o cualquiera de sus combinaciones, para la elaboracién de un medicamento
para la prevencidn o el tratamiento del linfoma linfoblastico donde existe una deficiencia de ANXAL en el estroma del
timo o los ganglios linfaticos. Mds preferiblemente, del linfoma linfoblédstico donde una deficiencia de ANXAI en el
timo.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de una composicién farmacéutica que comprende PGE2 o cualquiera
de sus sales, derivados o andlogos biolégicamente activos, o cualquiera de sus combinaciones, para la prevencién o
el tratamiento del linfoma linfoblastico. Preferiblemente, el linfoma linfoblastico es de tipo T. Mds preferiblemen-
te, del linfoma linfobldstico de células T con inmunofenotipo CD4+ CD8+. Atin mds preferiblemente, del linfoma
linfobldastico de células T con inmunofenotipo CD4+ CD8+ CD3/ow.

En una realizacién preferida de este aspecto de la invencién, la composicion farmacéutica que comprende PGE2 o
cualquiera de sus sales, derivados o andlogos biolégicamente activos, o cualquiera de sus combinaciones, comprende
ademds un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Otro aspecto de la invencion se refiere a la composicion farmacéutica que comprende PGE2 o cualquiera de sus sa-
les, derivados o andlogos biolégicamente activos, o cualquiera de sus combinaciones, y ademads, junto con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, otro principio activo. Como se emplea aqui, el término “principio activo”, “substancia
activa”, “substancia farmacéuticamente activa”, “ingrediente activo” 6 “ingrediente farmacéuticamente activo” signi-
fica cualquier componente que potencialmente proporcione una actividad farmacolédgica u otro efecto diferente en el
diagndstico, cura, mitigacion, tratamiento, o prevencion de una enfermedad, o que afecta a la estructura o funcién del
cuerpo del hombre u otros animales. El término incluye aquellos componentes que promueven un cambio quimico
en la elaboracién del farmaco y estan presentes en el mismo de una forma modificada prevista que proporciona la

actividad especifica o el efecto.

Las composiciones de la presente invencién pueden igualmente administrarse en combinacién con otras terapias
empleadas en el tratamiento de la enfermedad como, por ejemplo, pero sin limitarse, radioterapia.
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Las composiciones de la presente invencién pueden formularse para su administracién a un animal, y mds preferi-
blemente a un mamifero, incluyendo al hombre, en una variedad de formas conocidas en el estado de la técnica. Asi,
pueden estar, sin limitarse, en disolucién acuosa estéril o en fluidos biolégicos, tal como suero. Las disoluciones acuo-
sas pueden estar tamponadas o no tamponadas y tienen componentes activos o inactivos adicionales. Los componentes
adicionales incluyen sales para modular la fuerza idnica, conservantes incluyendo, pero sin limitarse a, agentes anti-
microbianos, antioxidantes, quelantes, y similares, y nutrientes incluyendo glucosa, dextrosa, vitaminas y minerales.
Alternativamente, las composiciones pueden prepararse para su administracién en forma sélida. Las composiciones
pueden combinarse con varios vehiculos o excipientes inertes, incluyendo pero sin limitarse a; aglutinantes tales como
celulosa microcristalina, goma tragacanto, o gelatina; excipientes tales como almidén o lactosa; agentes dispersantes
tales como 4cido alginico o almidén de maiz; lubricantes tales como estearato de magnesio, deslizantes tales como
diéxido de silicio coloidal; agentes edulcorantes tales como sacarosa o sacarina; o agentes aromatizantes tales como
menta o salicilato de metilo.

Tales composiciones y/o sus formulaciones pueden administrarse en una variedad de formas, incluyendo, pero sin
limitarse a, intraperitoneal, intravenoso, intramuscular, subcutdneo, intracecal, intraventricular, oral, enteral, parente-
ral, intranasal o dérmico.

La dosificacién para obtener una cantidad terapéuticamente efectiva depende de una variedad de factores, co-
mo por ejemplo, pero sin limitarse, la edad, peso, sexo o tolerancia del mamifero. En el sentido utilizado en es-
ta descripcion, la expresion “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la cantidad de PGE2, de sus sales,
derivados o andlogos bioldgicamente activos o de sus combinaciones que produzcan el efecto deseado y, en ge-
neral, vendrd determinada, entre otras causas, por las caracteristicas propias de dichas sales, derivados o andlo-
gos biolégicamente activos y el efecto terapéutico a conseguir. Los “adyuvantes” y “vehiculos farmacéuticamente
aceptables” que pueden ser utilizados en dichas composiciones son los vehiculos conocidos por los técnicos en la
materia.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencién se desprenderdn en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion.
Las siguientes figuras y ejemplos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

Descripcion de las figuras

Figura 1. Muestra los andlisis realizados para la identificacién de Anxal como candidato para gen de resistencia en
la region Tlyrl. (A) Incidencia de tumores en la cepa subcongénica de ratén Tlyrl. Los segmentos cromosomicos de
la cepa C57BL/6] se indican como rectangulos abiertos. Los negros corresponden a segmentos de la cepa SEG/Pas.
Los valores de Chi-cuadrado y las probabilidades asociadas P se calcularon comparando la incidencia tumoral en
las cepas congénitas y subcongénicas con respecto a la incidencia en C57BL/6J. (B) El andlisis de expresiéon en
timo de los 9 genes localizados en Tlyrla, se hizo mediante RT-PCR. (C) Andlisis mediante RT-PCR cuantitativa
a tiempo real de los 6 genes que se expresan en timo. Los resultados se muestran como los valores medios + SD
de tres experimentos independientes. Barras en gris claro, timos no tratados de C57BL/6J (usados como controles).
Barras en negro, timos no tratados de NRH1. Barras blancas, timos de C57BL/6J tratados con radiacién gamma (1,75
Gy). Barras en gris oscuro timos de NRHI1 tratadas con radiacién gamma (1,75 Gy). Las diferencias significativas se
determinaron mediante un andlisis de la varianza (one-way ANOVA) con un test de comparaciéon multiple Bonferroni.
*P<0,0001.

Figura 2. Muestra el andlisis mediante Western blots representativos de la expresion de ANXA1 en células estro-
maticas de timo (TSCs) y timocitos (Thy) de ratones NRH1 y C57BL/6J tratados con 1,75 Gy de radiaciéon gamma
(panel izquierdo), y de ratones que no desarrollaron linfoma timico después del periodo de latencia (NO TL) y rato-
nes que si desarrollaron tumor (TL) (panel derecho). Los valores de expresion de la proteina se estimaron mediante
densitometria a partir de los Westerns (Scion Image software, Scion Corporation). Los nimeros debajo de cada banda
representan la cantidad de ANXA1 en relacidn con la de beta-actina (control interno) normalizada con respecto a la
cantidad de Anxal en muestras de timo no tratados.

Figura 3. Muestra un andlisis representativo de SSCP del gen Anxal en linfomas timicos inducidos con radiacién
en hibridos FI(INRH1xC57BL/6J). Los tres primeros carriles a la izquierda representan muestras control de las cepas
parentales C57BL/6J (B6) y NRH1 (N1) y el hibrido (F1). Los restantes carriles corresponden a linfomas inducidos
en hibridos F1. Las muestras 2, 3, 4, 9 y 10 han perdido el alelo B6 (-B6). Las 5,14 y 15 han perdido el alelo SEG/Pas

-$).

Figura 4. Muestra como los timocitos de NRH1 y C57BL/6]J tratados con radiacién gamma muestran parada dife-
rencial en G1 y apoptosis. (A) Gréficas representativas de distribucién en ciclo celular mediante tincién con PI y cito-
metria de flujo. Los timocitos no tratados de C57BL/6J se utilizaron como controles. *P<0,007, ®*P<0,004, <P<0,0001
comparados con el valor correspondiente en timocitos control. ¢P<0,026, °P<0,007, "P<0,002 comparados con los
valores correspondientes de timocitos C57BL/6] tratados con radiaciéon gamma (1,75 Gy). (B) Experimento represen-
tativo de la induccién de apoptosis estimada mediante ensayo TUNEL. Las barras horizontales indican el porcenta-
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je de células apoptéticas. *P<0,0001 comparados con los valores correspondientes de timocitos control C57BL/6J;
®P<0,002 comparados con los valores correspondientes de timocitos C57BL/6J tratados con radiacién gamma (1,75
Gy). (C-D) Andlisis mediante citometria de flujo de la expresion de CD4 y CD8. DP: CD4+CD8+. SP4: CD4+CD8-.
SP8: CD8+CD4-. *P<0,0001 comparados con los valores correspondientes de células DPcontrol; >P<0,015 compara-
dos con los valores correspondientes de células DP de C57BL/6J tratadas con radiacién gamma (ANOVA con post-
test Bonferroni). Los niimeros bajo las graficas en A y B representan el porcentaje medio de células + SD después de
tres experimentos independientes. Los datos cuantitativos encima de las gréficas en C representan los valores medios
absolutos + SD de tres experimentos independientes. Las diferencias estadisticas se determinaron mediante ANOVA
con post-test Bonferroni.

Figura 5. Muestra que las células HEK 293 transfectadas con Anxal™ -y Anxal™ producen diferentes can-
tidades de PGE2. (A) Western blot de ANXAI1 en células HEK 293. Control, células no transfectadas. pcDNA3,
células transfectadas con el vector vacio. Anxal™, células transfectadas con Anxal-cDNA de ratones C57BL/6J.
Anxal™, células transfectadas con Anxal-cDNA de ratones NRHI1. Las células de la linea epitelial de ratén 427
se usaron como control. Los datos corresponden a un experimento representativo de tres que dieron resultados si-
milares. mAnxal, Anxal de ratén. hAnxal, ANXAI humana. (B) Niveles de producciéon de PGE2 por las célu-
las HEK 293 control y transfectadas. La presencia de PGE2 en los sobrenadantes se calculé mediante ensayos
ELISA. Los resultados se muestran como la media + SD de tres experimentos independientes. Las diferencias es-
tadisticas se estimaron mediante un one-way ANOVA con correccién Bonferroni para multiples comparaciones.
*P<0,004.

Figura 6. Muestra cambios en la incidencia de apoptosis de los timocitos después del tratamiento con diluciones
seriadas de PGE2 concentraciones durante 8, 16 y 24 h, con respecto a los controles sin tratar. La grafica superior
() corresponde al tratamiento durante 16 horas. La inferior (=) al tratamiento durante de 24 horas. La intermedia (4)
corresponde a los tratamientos durante 8§ horas.

Figura 7. Muestra que PGE2 causa la eliminacién selectiva de timocitos primarios de raton CD4+CD8+CD3/ow
mediante apoptosis. (A) Anélisis de apoptosis mediante ensayo TUNEL y citometria de flujo. *P<0,003, ®P<0,0001,
comparados con los valores correspondientes de timocitos control no tratados; *P<0,0001, comparados con los valores
correspondientes de timocitos tratados con 0,01 uM de PGE2; “P<0,0001, comparados con los valores correspondien-
tes de timocitos tratados con 100 uM de PGE2. (B) Andlisis mediante citometria de flujo de la expresién de CD3, CD4
y CDS. DP, CD4+CD8+. SP4 CD4+CDS8-. SP8, CD4-CD8+. Barras negras, CD3-. Barras gris claro, CD3/ow. Barras
blancas, CD3+. *P<0,0001, comparados con los valores correspondientes de timocitos control; >P<0,037, ¢P<0,0001,
comparados con los valores correspondientes de timocitos tratados con 0,01 uM de PGE2; ‘P<0,0001, comparados
con los valores correspondientes de timocitos tratados con 10 uM de PGE2; ¢P<0,0001, comparados con los valores
correspondientes de timocitos tratados con 100 uM de PGE2. (C) Analisis de distribucion del ciclo celular mediante
PI y citometria e flujo. Barras negras, Sub-G1. Barras gris claro, G1. Barras blancas, S. Barras gris oscuro, G2/M.
2P<0,014, ®P<0,0001, comparados con los valores correspondientes de timocitos control; P<0,0001, comparados
con los valores correspondientes de timocitos tratados con 0,01 uM de PGE2; ¢P<0,0001, comparados con los valores
correspondientes de timocitos tratados con 100 uM de PGE2. Los histogramas representan el porcentaje medio de
células + SD de tres experimentos independientes. Las estimaciones estadisticas se hicieron con ANOVA y post-test
Bonferroni.

Figura 8. Muestra la induccién de apoptosis y parada de ciclo celular en células Thy278 de ratén, y en células
humanas Karpas-45 con altas dosis de PGE2. (A) Anélisis de apoptosis mediante ensayo TUNEL y citometria de flujo
en células Thy278 (fila superior) y Karpas-45 (fila inferior). *P<0,0001, comparados con los valores correspondientes
de células control no tratadas. (B) Anélisis de la distribucion del ciclo celular mediante PI y citometria de flujo en
células Thy278 (fila superior) y Karpas-45 (fila inferior). Barras negras, Sub-G1. Barras gris claro, G1. Barras blan-
cas, S. Barras gris oscuro, G2/M. *P<0,0001, comparados con los valores correspondientes de células control. Los
histogramas representan porcentajes medios de células = SD de tres experimentos independientes. La significacion
estadistica se estimé mediante ANOVA con post-test Bonferroni.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan en este documento de patente sirven para ilustrar la
naturaleza de la presente invencidn. Estos ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser
interpretados como limitaciones a la invencién que aqui se reivindica. Por tanto, los ejemplos descritos mds adelante
ilustran la invenciodn sin limitar el campo de aplicacién de la misma.
Ejemplo 1

Identificacion del gen Anxal como candidato a gen de susceptibilidad al desarrollo de linfomas timicos inducidos con
radiacion

Mapa de alta resolucion de la region Tlyrl.- Como paso previo para la identificacion de genes candidatos al
desarrollo de linfomas timicos inducidos con radiacién (RITL), en este trabajo se ha construido un mapa de alta reso-
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lucién de la regién Tlyrl. La fase inicial consisti6 en la generacién de haplotipos recombinantes congénicos (nested
recombinant haplotypes, NRHs) para la regién Tlyr! mediante retrocruzamientos de ratones macho heterocigéticos
congénicos para SEG/Pas (Mus spretus) en esta regién (denominados (B6.77yr/SEG x B6) F1) con hembras de la
cepa susceptible C57BL/6J, seguidos por intra-cruzamientos finales para conseguir la homozigosidad. De esta manera
se generaron tres cepas sub-congénicas diferentes (NRH1, NRH2 y NRH3), portadoras de fragmentos no-solapantes
que cubrian la totalidad de la regién Tlyrl (Tlyrla, Tlyrib, y Tlyric) (Figura 1A). Para analizar la incidencia de RITL
los ratones de la cepa congénica B6.TlyrISEG, de las cepas subcongenicas NRH, y de la cepa C57BL/6J (como refe-
rencia) fueron sometidos a dosis subletales y fraccionadas de radiaciéon gamma (4 x 1,75 Gy). Para descartar la bien
documentada diferencia en incidencia de RITL descrita entre los dos sexos (Mori et al. J Radiat Res 2000; 41: 367-
72), solo se analiz6 la incidencia de tumores en las hembras. Aunque las tres sub-regiones contribufan a una reduccién
de RITL, los datos fueron solo significativos con los ratones NRH1 (Figura 1A). Por tanto, nuestra bisqueda se centrd
en la region Tlyrla, que contiene un segmento cromosémico de SEG/Pas de aproximadamente 3,2 Mb delimitado por
los marcadores D19Mit41 'y DI19Mit96.

El gen que codifica la proteina Anxal es un buen candidato.- Una vez seleccionada la regién Tlyrla, el ana-
lisis in silico indicé la presencia de nueve genes anotados en esta regién. Por tanto, el paso siguiente fue com-
probar cuales de ellos se expresaban en el timo. Los andlisis de RT-PCR demostraron que solo 6 de los 9 genes
eran capaces de expresarse en timo (Figura 1B). Para ver si estos genes presentaban patrones diferenciales de ex-
presioén en respuesta a 1,75 Gy de radiacién gamma, se estimaron los niveles de expresion transcripcional median-
te RT-PCR cuantitativa a tiempo real en timos de ratones NRH1 y C57BL/6J. So6lo el gen Anxal presentd unos
niveles de expresion significativamente diferentes (Figura 1C). Aparte de las diferencias cuantitativas, el andlisis
comparativo de la secuencia codificante de este gen entre NRH1 y C57BL/6J evidenci6 un cambio no-conserva-
tivo de un nucleétido (T689A) (GeneBank accession number EU684130; SEQ ID NO: 1) que se traduce en la
variaciéon de un aminoécido en la proteina (Tyr230Phe) que podria tener consecuencias en la actividad bioldgica
de la proteina (Anxal™ en NRH1 y Anxal™ en C57BL/6J). La acumulacién de diferencias cualitativas y cuan-
titativas estaba indicando que el gen Anxal podria ser un buen candidato a gen de susceptibilidad en la regién
Thyrla.

Ejemplo 2

Andlisis de la expresion de Anxal en diferentes fracciones del timo, enriquecidas en timocitos o células estromdti-
cas

Los niveles de expresion de Anxal son mucho mds elevados en el estroma timico de los ratones NRHI en respuesta
a una dosis sub-letal de radiacion gamma.- Puesto que el timo es un érgano complejo compuesto de timocitos y células
estromadticas, se analizaron los patrones de expresion de este gen en fracciones separadas conteniendo solo timocitos
o enriquecidos en células estromaticas. Los resultados demostraban que el gen Anxal se expresaba esencialmente
en la fraccién enriquecida en células estromadticas (TSC) mientras que era practicamente imperceptible en timocitos.
Ademads, los tratamientos con una dosis subletal de radiacién inducian niveles mas altos de expresion del gen en TSCs
de ratones NRH1 que en los de C57BL/6J (Tabla 1). Estos resultados fueron confirmados mediante andlisis de las
proteinas (Tabla 1 y Figura 2).

La expresion de Anxal estd también alterada en el estroma de los timos de ratones con linfomas linfobldsticos de
células T.- La exposicion de los ratones a dosis fraccionadas de 1,75 Gy produce linfomas timicos, sobre todo de tipo
linfoblastico, que se caracterizan por la expansién incontrolada de timocitos inmaduros (Diamond et al. Mol Cell Biol
1988; 8: 2233-6). Para saber mds sobre el papel del gen Anxal en el desarrollo de RITL, se estudi6 la expresion de este
gen en las dos fracciones celulares mencionadas de los timos (TSCs y timocitos) en ratones tratados que desarrollaron
linfomas timicos (portadores de RITL) (en todos los casos linfomas linfoblasticos de células T) y en ratones tratados
que no llegaron a desarrollar linfomas una vez finalizado el periodo de latencia. Los resultados evidenciaron que, con
independencia del genotipo, las TSCs de los linfomas mostraron una reduccioén significativa en los niveles de expresion
transcripcional de Anxal con respecto a los valores observados en las TSCs de los ratones no tratados (Tabla 1). Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas entre las TSCs de ratones tratados que no llegaron a desarrollar
linfomas y las TSCs control. La cantidad de proteina ANXA1 también disminuy6 significativamente en las TSCs de
los linfomas timicos analizados (Tabla 1 y Figura 2). Llegado este punto hay que hacer constar que al secuenciar
el cDNA de Anxal no se encontré ninguna mutacién en las muestras tumorales. Sin embargo, los andlisis de LOH
si evidenciaron frecuentes pérdidas alélicas en los linfomas inducidos en ratones NRH1 heterocigéticos (10 de 22,
45,4%), indicando que la reduccién en los niveles de expresion del gen se podian atribuir, al menos en parte, a la
delecion de un alelo (Figura 3).
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TABLA 1

Efecto de la radiacion gamma sobre la expresion del gen Anxal expresion en timocitos
y células del estroma timico

Tratamiento Expresion Expresién
con Grupo Tipo normalizada de N normalizada de N
radiacién experimentai celular RNA de Anxat proteina ANXA1
gamma {media £ SD) (media £ SD)
Células del
C57BL/6J estroma 3,563+£0,22 3 1,20 £ 0,26 3
(control) timico
No Timocitos 0,20+ 0,08 0,43 £ 0,09
Celulas del
estroma 3,64 £ 0,26 1,40+ 0,17
NRH1 timico 3 3
Timocitos 0,16+ 0,08 0,50+ 0,10
Células del
estrom 7,43+0,20° . 21°
C578L/6J mice. 0 3 2304021 3
Timocitos 0,26 + 0,07 0,44 £ 0,06
1x 1,75 Gy Células del . .
estroma 9,39+ 0,08* 350£0,31°
NRH1 timico 3 3
Timocitos 0,23+£0,07 0,50 £ 0,17
Células del
C57BL/6J estroma 3,48 £ 0,31 1,06 £0,16 5
(No TL) timico 10
Timocitos 0,10 £ 0,06 0,34 £ 0,12
Células del
C57BL/6J estroma 2,43+0,29° 0,46+0,14° 5
(TL) timico 10
Timocitos 0,11 0,08 0,39 £ 0,17
4x1,75 Gy Células del
NRH1 (No estroma 3,30+0,33 1,14+ 0,19 5
TL) timico 10
Timaocitos 0,10+ 0,07 0,350,114
Células del \ .
estroma 2,22 £0,27 0,49 +0,16
NRH1(TL) | timico 10 5
Timocitos 0,08 £+ 0,04 0,32+£0,15

N es el tamaiio de la muestra analizada. No TL representa ratones irradiados que no desarrollaron linfomas timicos
después del periodo de latencia. TL indica ratones que desarrollaron linfomas timicos. Los datos se muestran como la
media % la desviacion estandar (SD) de los valores normalizados obtenidos en tres experimentos independientes. Las
diferencias estadisticas se determinaron mediante analisis de la desviacion de la varianza (one-way ANOVA) con
correccion de Bonferroni para comparaciones mditiples.

¢ P<0,0001 comparado con el valor correspondiente de la expresién de RNA en estroma control.

® P<0,0001 comparado con el valor correspondiente de la expresion de RNA en estroma de ratones C57BL/6J tratados
con 1,75Gy.

© P<0,005 comparado con el valor correspondiente de la expresion de proteina en estroma control.

¢ pP<0,003 comparado con el valor correspondiente de la expresion de proteina en estroma de ratones C57BL/8J

tratados con 1,75Gy.
Ejemplo 3
Efecto del diferente nivel de expresion de Anxal sobre el ciclo celular y la apoptosis de timocitos inmaduros
La radiacion gamma produce parada celular en GI1 y apoptosis de timocitos en ratones NRHI .- Puesto que la
radiacion ionizante es capaz de inducir parada de ciclo y apoptosis en las células tratadas, se analiz6 si el efecto

producido por los diferentes niveles de expresion del gen Anxal (que se habian encontrado en las TSCs de los timos
de ratones NRH1 y C57BL/6] tratados con 1,75 Gy) consistia también en alteraciones del ciclo celular y/o apoptosis en
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los timocitos de estos mismos ratones. En primer lugar, se estudi6 el ciclo celular y las tasas de apoptosis en timocitos
extraidos 24 horas después del tratamiento con radiaciéon gamma. El ciclo celular se analiz6 mediante tincién con PI
y citometria de flujo (Figura 4A). Se detect6é un incremento significativo de timocitos NRH1 en la fase G1 (parada
en G1) con respecto a los timocitos de C57BL/6J, evidencidndose un efecto diferencial de la radiacion entre estas
dos cepas. Esta parada en G1 iba acompafiada por un incremento significativo en la poblacion celular sub-G1 de los
timocitos NRH1. Después se determinaron los niveles de apoptosis inducida mediante ensayo TUNEL y citometria de
flujo (Figura 4B). El tratamiento con 1,75 Gy inducia de manera significativa mayores tasas de apoptosis en timocitos
de ratones NRH1 que en los de C57BL/6J. El porcentaje de células TUNEL-positivas era muy similar al de células
en sub-G1 en todas las muestras (Figuras 2A-B), indicando que la fraccion sub-G1 consistia basicamente en timocitos
apoptdticos, como ya se habia sugerido por otros autores (Nicoletti et al. J. Immune Methods 1991; 139: 271-9).
Merece destacar el hecho de que los niveles de expresion de Anxal en las TSCs estaban correlacionados positivamente
con la tasa de parada en G1 (R2=0,948, P=0,018) y las tasas de apoptosis de los timocitos (R2=0,963, P=0,013). Por
otro lado, se sabe que los timocitos inmaduros, sobre todo los CD4+CD8+, experimentan apoptosis facilmente en
respuesta a la radiacién gamma (Yang et al. J Clin Immunol 1999; 19: 337-49). Por tanto, si los niveles de la expresién
del gen Anxal y la tasa de apoptosis de los timocitos estdn correlacionados positivamente, el incremento en los niveles
de expresiéon de Anxal deberia provocar una reduccién en el niimero de timocitos CD4+CD8+. Y, efectivamente, los
andlisis pertinentes demostraron que el tratamiento con 1,75 Gy producia una disminucién altamente significativa de
timocitos CD4+CD8+ en los ratones NRH1 con respecto a los timocitos de C57BL/6J (Figuras 4C-D) reflejandose,
posiblemente, las diferencias existentes entre los niveles de expresion del gen Anxal en las TSCs de ambas cepas
(R2=0,956, P=0,02).

Ejemplo 4
Efecto de PGE?2 sobre el ciclo celular y la apoptosis de timocitos inmaduros

El alelo Anxal™" induce una produccion mds alta de PGE2 en las células transfectadas.- Puesto que las células
epiteliales del timo transfectadas con el cDNA de Anxal aumentan su produccién de PGE2 (Hayashi ef al. Biochem.
Mol Biol Int 1993; 31: 143-51) y esta molécula es capaz de inducir la apoptosis de los timocitos inmaduros CD4+CD8+
thymocytes (Mastino et al. Dev Immunol 1992; 2: 263-71.), se desarrollaron experimentos in vitro con células humanas
HEK 293 transfectadas con un vector de expresiéon (pcDNA3) que contenia la secuencia completa del cDNA de cada
uno de los dos alelos del gen Anxal de ratén (Anxal™ o Anxal™). La eleccién de este tipo de células se debi a tres
razones fundamentales. En primer lugar porque producen niveles muy bajos de ANXA1 endégena. En segundo lar
porque la isoforma humana de ANXAI1 se puede distinguir facilmente de la de ratén. Y, finalmente, porque es muy
facil cultivarlas y transfectarlas. La funcionalidad de cada alelo fue determinada cuantificando la cantidad de PGE2
extracelular producido por las células HEK transfectadas en ensayos ELISA. La produccién de proteina ANXA1 por
las células transfectadas se determiné mediante Western blot, como un control de calidad de la transfecciéon. Como
se muestra en la Figura 5A, la cantidad de proteina aumento 2,5-veces en las células que sobre-expresaban ANXAI
sin que se llegaran a observar diferencias significativas entre los dos tipos de Anxal transfectantes. Sin embargo,
la produccién de PGE2 por las células transfectadas con Anxal™" fue significativamente mds alta (1,3-veces) que
por las transfectadas con Anxal™ (Figura 5B). Puesto que las cantidades de ANXA1 eran similares, las diferencias
observadas en la producciéon de PGE2 se podrian atribuir a la diferente actividad bioldgica de los dos alelos de Anxal.

PGE?2 induce apoptosis en timocitos inmaduros CD4+CD8+CD3/ow.- Para averiguar si existia una relacién causal
entre la cantidad de PGE2 y la capacidad de los timocitos para experimentar apoptosis, se analiz6 (en primer lugar)
la respuesta apoptdtica de los timocitos primarios de C57BL/6] mediante ensayos TUNEL in vitro utilizando dilu-
ciones seriadas de PGE2 desde 0,01 hasta 100 microM. Para seleccionar las condiciones idéneas del experimento se
analizaron comparativamente los resultados obtenidos a 8 h, 16 h y 24 h después de cada tratamiento. Los resultados
demostraron que los timocitos tratados de C57BL/6J experimentaban niveles mds altos de apoptosis que los observa-
dos en cultivos no tratados, siendo las diferencias mayores a las 16 h (Figura 6). La induccién de apoptosis por PGE2
era claramente significativa a concentraciones tan bajas como 0,01 microM, similar a 0,1 y 10 microM, y mucho mas
alta a 100 microM (Figura 7A). Nuestros datos revelaban que la administracién de una dosis dada de PGE2 en el
medio producia una induccién similar de apoptosis en timocitos primarios de los ratones NRH1 (datos no mostrados).
El paso siguiente fue investigar cuales eran las sub-poblaciones de timocitos afectadas por la exposicién a PGE2. Para
ello, se trataron cultivos de timocitos primarios de la cepa C57BL/6J durante 16 h con PGE2 y se analizaron después
mediante citometria de flujo para determinar la expresién de los antigenos de superficie CD4, CD8 y CD3. Se pudo
comprobar que la administracién de PGE2 disparaba la muerte selectiva timocitos inmaduros CD4+CD8+CD3/ow
(Figura 7B). Puesto que se habia sugerido que PGE2 podria interferir también con el procesamiento de las células
linfoides provocando la parada del crecimiento celular (de Silva et al. Biochem J 2003; 370: 315-21), también se
explord esta posibilidad determinando el nimero de timocitos en distintas fases del ciclo celular. Comparados con
los timocitos control, los tratados con PGE2 no mostraron cambios significativos en la distribucién del ciclo celular,
pero si aumentos significativos en el nimero de timocitos en sub-G1 siguiendo una pauta dependiente de dosis (Figura
7C). Para demostrar si la induccién de apoptosis por PGE2 operaba también en timocitos transformados, se analiza-
ron los niveles de apoptosis en una linea celular derivada de un linfoma timico compuesto por timocitos inmaduros
CD4+CD8+ (Thy278) (Schmitz et al. Oncogene 2006; 25: 7587-96.). Se observaron cambios significativos solo a las
24 h después del tratamiento con PGE2 100 microM (Figure 8A). Los cambios en la distribucién del ciclo celular
fueron también evidentes solo después del tratamiento con PGE2 100 microM, observandose una parada significativa
en la fase G1 (Figura 8B).
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Finalmente, para investigar la capacidad de PGE2 para inducir apoptosis o parada de ciclo celular en linfomas
T humanos se analizaron tres lineas celulares derivadas de leucemias linfoblasticas humanas de células T (T-ALL)
que representaban tres estadios diferentes de diferenciacién de las células T: Karpas-45 (CD4+CD8+CD3-), Peer
(CD4+CD8+CD3+) y Jurkat (CD4+CD8’CD3+). Se encontraron diferencias significativas en los niveles inducidos de
apoptosis s6lo en Karpas-45 24 horas después del tratamiento con 100 microM de PGE2 (Figura 8A). En este caso, la
induccién de apoptosis iba acompafiada de una parada significativa de las células en G2/M (Figura 8B).

Materiales y métodos

Induccion de linfomas timicos.- Se han utilizado ratones C57BL/6J adquiridos en The Jackson Laboratory (Bar
Harbor, ME, USA). También cepas congénicas B6.7yrISEG (Santos et al. Oncogene 2002; 21: 6680-3). Los ex-
perimentos se hicieron de acuerdo con la European Commission Guidelines (Directiva 86/609/CEE) para el uso de
animales de laboratorio. Se realizé mediante exposicidn de todo el cuerpo de ratones de 4-5 semanas a cuatro dosis de
1,75 Gy (una a la semana). Una vez finalizado el tratamiento, los ratones se observaron durante un periodo de latencia
de hasta 25 semanas para detectar el desarrollo de los tumores (Santos ef al. Oncogene 2002; 21: 6680-3).

Separacion de fracciones celulares del timo.- Las muestras de timo se disgregaron mecénicamente y se filtraron
a través de una malla de nylon (BD Biosciences) para aislar los timocitos. Las fracciones enriquecidas en células de
estroma se trataron con colagenasa (Gray et al. ] Immune Methods 2002; 260: 15-28) y las células CD45- se separaron
por inmuno-magnetismo utilizando anti-CD45-conjugated paramagnetic micro-beads, siguiendo las instrucciones del
proveedor (Miltenyi Biotech).

TABLA 2

Secuencias de los cebadores utilizados en los experimentos de RT-PCR

Gen Secuencias de cebadores (5'—=3') Tamaiio (pb)

directo SEQ ID NO: 2

Trpm6 185 bp
inverso SEQIDNO: 3
directo SEQ ID NO: 4

Rorb 202 bp
inverso SEQIDNO: 5
directo SEQID NO: 6

Anxa1l ) 163 bp
inverso SEQIDNO: 7
directo SEQIDNO: 8

Aldh1a7 224 bp
inverso SEQIDNO: 9
directo SEQ ID NO: 10

Tmet ) 183 bp
inverso SEQ ID NO: 11
directo SEQ ID NO: 12

ZfandS 205 bp
inverso SEQ ID NO: 13
i IDNO: 14

Gda directo SEQ 190 bp
inverso SEQ ID NO: 15
directo SEQ ID NO: 16

Cgib7 177 bp
inverso SEQ ID NO: 17
directo SEQ ID NO: 18

Tmem2 211 bp
inverso SEQ ID NO: 19
directo SEQ ID NO: 20

G6pd 224 bp
inverso SEQ ID NO: 21

10
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RT-PCR estdndar.- La expresion transcripcional de los genes contenidos en la regiéon Tylirla se realizé mediante
RT-PCR convencional utilizando el SuperScript First-Strand Synthesis System (Invitrogen). El gen de la glucosa-6-
fosfato-1-deshidrogenasa (G6pd) fue utilizado como control interno. En la tabla 2 se indican los cebadores utilizados,
que fueron disefiados por TibMolBiol (Berlin, Germany). Los productos de la RT-PCR se visualizaron con bromuro
de etidio en geles de agarosa al 1,5%.

Secuenciacion de DNA.- E1 RNA se extrajo de los timos mediante Tripure Reagent (Roche). Se disefi6 una pareja
de cebadores a partir de la secuencia del cDNA de gen Anxal: SEQ ID NO: 22 (directo) y SEQ ID NO: 23 (inverso).
La transcripcion inversa se hizo con el Superscript First-Strand Synthesis System (Invitrogen), y la PCR subsiguiente
con el Expand High Fidelity PCR System (Roche). Las reacciones de secuenciacién se hicieron en un secuenciador
automatico ABI Prism 310 (Applied Biosystems).

RT-PCR cuantitativa a tiempo real.- La cuantificacion de los niveles de expresion transcripcional se hizo mediante
RT-PCR cuantitativa a tiempo real con la tecnologia LightCycler (Roche). Las reacciones de RT-PCR se hicieron con
RNA total utilizando el one-step LightCycler SYBR Green I kit (Roche). Los cebadores estdn descritos en la Tabla 2.
Los valores de expresiéon de cada gen se calcularon tomando como referencia los correspondientes al gen de la G6pd
(usado como referencia) y normalizado con respecto a los valores obtenidos en timos control no tratados (LightCycler
Relative Quantification software, Roche).

Andlisis de pérdidas de heterozigosidad en el locus Anxal .- Se realizaron andlisis de LOH mediante PCR/SSCP
con los cebadores: SEQ ID NO: 24 (directo) y SEQ ID NO: 25 (inverso). Tras la PCR, las muestras se mezclaron
con tampoén de carga (1:1) conteniendo 0,08N NaOH y 95% formamida. Las muestras se calentaron a 95°C durante
10 min, y se analizaron con geles de poliacrilamida 0,5xMDE (Mutation Detection Enhancement) (BioWhitaker) en
tampdn 0,6xTBE. Tras la electroforesis, los fragmentos de DNA se tifieron con plata siguiendo un protocolo estdndar.

Western blotting.- Las proteinas se extrajeron de los lisados celulares con TriPure Reagent (Roche), se separaron
en 8-12% SDS-PAGE vy se caracterizaron mediante electroforesis en membranas de nitrocelulosa (BioRad). Con pos-
terioridad se incubaron con anti-ANXAI antibody (R&D Systems) (dilucién 1:5000). La deteccidn de beta-actina con
un anticuerpo monoclonal anti-beta-actina (Sigma), a 1:10000 dilucién, se utiliz6 como control. La incubacién con
anticuerpos secundarios acoplados a horseradish peroxidase se hizo utilizando un donkey anti-goat antibody for AN-
XAT1 (Santa Cruz Biotechnology) y un sheepanti-mouse antibody para beta-actina (GE Healthcare) (dilucién 1:1000).
Las bandas se detectaron mediante el ECLTM Western Blotting Detection kit (GE Healthcare). Los niveles de proteina
se estimaron densitométricamente usando el Scion Image program (Scion Corp). Los valores se calcularon como la
cantidad de proteina ANXA1 con respecto a la de beta-actina, y se normalizaron con respecto a la cantidad de ANXA1
en timos control.

Clonaje de cDNAs del gen Anxal y transfecciones transitorias.- Los fragmentos de DNA purificados que contenian
el cDNA completo de los diferentes alelos del gen Anxal se sometieron a una digestién doble con HindIll y BamHI, y
se clonaron en el pldsmido pcDNA3 (Invitrogen). Los cebadores usados para el clonaje fueron: Anxal HindIIl. SEQ ID
NO: 26 (directo); AnxalBamHI: SEQ ID NO: 27 (inverso). Utilizando el Expand High Fidelity PCR System (Roche) y
los mencionados cebadores se amplificaron fragmentos de 1081 bp, que incluian la secuencia codificante completa del
gen. Las transfecciones se hicieron en human embryonic kidney (HEK) 293 cells utilizando lipofectamina (Invitrogen).
Las células HEK 293 fueron cultivadas en DMEM, suplementado con 10% FBS, 2 mM L-glutamina (Invitrogen),
0,1 mg/ml ampicilina (Roche), y 64 microg/ml gentamicina (Sigma). La linea de células epiteliales de ratén 427
(proporcionada amablemente por la Dr. Barbara Knowles) fue utilizada como control en Western blots para identificar
la isoforma de ANXA1 de ratén (Faas et al. Eur ] Immune 1993; 23:1201-14).

Determinacion de PGE?2 por las células trasfectadas.- La produccion de PGE2 se determind en los sobrenadantes
de los cultivos celulares mediante ensayos ELISA utilizando el ACE competitive EIA kit (Cayman Chemical). En este
ensayo, el blanco (PGE2) compite con una PGE2-acetylcholinesterase (ACE) conjugada (PGE2 trazador) por una
cantidad limitada de anticuerpo PGE2-monoclonal anclado a la placa. Las células HEK 293 y los sobrenadantes se
recogieron 24 h después de la transfeccidn. Las concentraciones de PGE2 se determinaron espectrofotometricamente
midiendo la cantidad de PGE2 trazador unida a la placa, que seria inversamente proporcional a la cantidad de PGE2
libre.

Cultivos de células T y tratamientos con PGE?2.- Los timocitos recién aislados y las células Thy278 de ratén (pro-
porcionadas amablemente por el Dr. Ingo Schmitz, University of Diisseldorf. Germany) se cultivaron en RPMI-1640
suplementado con 10% FBS, 100 U/ml penicilina, 100 microg/ml streptomicina, 2 mM L-glutamina (Invitrogen), 1
mM sodium piruvato, 1% aminodcidos no esenciales (ambos de Biowhittaker), y 0,05 mM 2-mercaptoetanol (Merck).
Las lineas comerciales derivadas de leucemias linfobl4sticas de tipo T humanas Karpas-45 (CD4+CD8+CD3-), Peer
(CD4+CD8+CD3+), y Jurkat (CD4+CD8-CD3+), obtenidas de la German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures (DSMZ), se cultivaron siguiendo protocolos descritos previamente (Villa-Morales et al. Oncogene 2006; 25:
2022-9). La PGE2 (Cayman Chemical) se afiadi6 al medio de cultivo en el momento de la siembra. Se utilizaron dilu-
ciones seriadas de PGE2, entre 0,01 y 100 microM. Las células se recogieron a las 8 h, 16 h y 24 h después de cada
tratamiento.

Tincion inmunofluorescente y andlisis mediante citometria de flujo.- Los timocitos recién aislados de ratones no
tratados y tratados con 1,75 Gy fueron examinados mediante tincién inmunofluorescente y citometria de flujo. Se
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utilizo fluorescein (FITC)-conjugated rat anti-mouse CD4 y phycoerythrin (PE)-conjugated rat antimouse CD8a (am-
bos de BD Pharmigen) para un analisis bi-color de células CD4 y CD8 en un Coulter Epics XL-MCL flow cytometer
(Beckman Coulter). Ademas, se utilizo biotin-conjugated rat anti-mouse CD4, PE-conjugated rat anti-mouse CD8a,
y FITC-conjugated hamster anti-mouse CD3e (BD Pharmigen) para un andlisis de flujo tri-color en un FACSCalibur
flow cytometer (BD Biosciences). Todos los anticuerpos se usaron con diluciones 1: 100.

Cuantificacion de la apoptosis y ensayos TUNEL.- Las células se fijaron en 3,7% formaldehido en PBS durante
20 min a 4°C y se permeabilizaron con 0,1% Tritén X-100 citrato sédico durante 5 min a 4°C. La tincién se realiz6
con las células en suspension mediante un ensayo TUNEL comercial (Roche). El porcentaje de células apoptéticas se
determiné con un Coulter Epics XL-MCL flow cytometer o un FACSCalibur flow cytometer.

Andlisis de ciclo celular mediante citometria de flujo tras tincion con ioduro de propidio (PI).- Las células fueron
recogidas y fijadas en ice-cold etanol al 70%. Tras la tincién se resuspendieron en PBS conteniendo 50 microg/ml de
RNase A (Sigma) durante 15 min a temperatura ambiente. Por dltimo se afiadi6 la solucién PI de tincién (Sigma) a una
concentracion final de 50 microg/ml. El contenido en DNA se estimé con un Coulter Epics XL-MCL flow cytometer o
un FACSCalibur flow cytometer.

Andlisis estadistico.- Las diferencias en la incidencia de tumores inducidos en los diferentes grupos muestrales se
estimaron mediante test de Chi-cuadrado (y2). Se consideraron significativos los valores de Probabilidad (P) <0,0125
(con la correccién de Bonferroni (alpha/N), siendo alpha = 0,05 y N (nimero de comparaciones) =4). El test de
Kolgomorov-Smirnov fue usado para estimar el ajuste a la normalidad de las series de datos, y el test de Levene
para la homogenidad de las varianzas. Para las comparaciones multiples se realizé un andlisis de la desviacién de la
varianza (one-way ANOVA) con una comparacién Bonferroni post-test. Todos los test estadisticos se hicieron con el
software SPSS (version 14.0).
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REIVINDICACIONES
1. Uso de la prostaglandina E2 (PGE?2) o cualquiera de sus sales, derivados o andlogos biolégicamente activos,
o cualquiera de sus combinaciones, para la elaboracién de un medicamento para la prevencién o el tratamiento del
linfoma linfobldstico.
2. Uso segun la reivindicacién 1 donde el linfoma linfobl4stico es de tipo T.

3. Uso segun la reivindicacion 2 donde el linfoma linfoblastico de tipo T tiene el inmunofenotipo CD4+ CD8+.

4. Uso segun la reivindicacién 3 donde el linfoma linfoblastico de tipo T tiene el inmunofenotipo CD4+ CD8+
CD3/ow.

5. Uso segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 donde existe una deficiencia de ANXAI en el estroma del
timo o de los ganglios linféticos.

6. Uso segun la reivindicacién 5 donde existe una deficiencia de ANXAI en el estroma del timo.

7. Uso de una composicién farmacéutica que comprende PGE2 o cualquiera de sus sales, derivados o andlogos
biolégicamente activos, o cualquiera de sus combinaciones, segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

8. Uso de la composicion farmacéutica segin la reivindicacién 7 que comprende ademds un vehiculo farmacéuti-
camente aceptable.

9. Uso de una preparacién combinada que comprende, al menos, una composicion farmacéutica segtin cualquiera
de las reivindicaciones 7 u 8 y otro principio activo para su uso por separado, simultdneo 6 secuencial.
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FIG.1

Niveles nommalizados de RNA en timos
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FIG.2
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FIG. 4
A No-tratados Tratados con 1.75 Gy
A Y
Sub C57BL/6J
G1 G2/M
s
" SubG1 1.0x0.2 SubG1 4.41 1.0
2 Gt 73512 G1 827%09°
3 S 9005 S 6.7%1.3
g G2IM 17.4£15 G2/IM 10.7 £ 0.4°
° _
g G1
3
= NRH1
Sub
P G2IM
S ‘ il
SubG1 0.8+0.1 SubG1 8.4% 1.0%f
Gl 74.3+26 Gt 90.9+2.7¢ce
8 6.1£0.9 s 3.7 £0.204
G2IM 16.212.2 G2M  3.4:079f
Contenido en DNA
c No-tratados  Tratados con 1.75 Gy
{x108)
oP 175.1£5.7 278+ 268
DN 124123 5712
SpP4 19.56+23 106+ 13
SP8 31338 106+03
= C578L/684
Q

16

No-tratados  Tratados con 1.75 Gy

C578L/6J

NRH1

A
0.5%
BT N
a 05+0.3 54107
3
£
o
L'
©
=
@
£
=}
Z
NRH1
8.7 + 0.82P
>
Apoptosis
No-tratados Tratados con 1.75 Gy
(x109)
pP 17741+ 4.3 12.4+2380
DN 105186 4.9+ 0.7
SP4 172+ 1.4 10.5+£ 0.7
SP8 373+ 09 10.520.2
[=*]
[a]
o




ES 2352773 Al

FIG 5.
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FIG 6.

Apoptosis Timocitos (cambio relativo)
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FIG 8.
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FIG 8.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Universidad Auténoma de Madrid
Instituto de Salud Carlos III

<120> Prostaglandina E2 para la prevencién o el tratamiento de linfomas linfoblasticos
<130> ES1595.18

<160> 27

<170> PatentlIn version 3.5
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atggcaatgg
60

tatgttcaag
120

tccttcaatg
180
gatgaagcaa
240
aaggccgcgt
300
acaggccacc
360
gatgaactcc
420
ttgacaacaa

480
aaaagagatc
540
cttgctcttg
600

acagatgcca
660

ttcactacaa
720

ggaaagtaca
780
gagaagtgcc
840

aagctgtacg
900

tatcagaatt

ctgtaaaatc

tatcctcgga

ccatcattga

acttacagga

tggaggaggt

gtggtgccat

gatctaacga

tggccaaaga

ccaagggtga

gggctttgta

ttctgaccag

gtcaacatga

tcacaaccat

aagccatgaa

cctcaagcag

atacaaaggt

tgttgctgec

cattcttacc

gaatggaaag

tgttttggct

gaagggactt

acaaatcaga

catcacttca

ccgttgtcag

tgaagctgga

caggagctat

catgaacaaa

cgtgaagtgt

gggcgeegga

gcecegttttc

ggtcctgggt

ttgcacaaag

aagaggacca

cccttggatg

atgctaaaaa

ggaacagatg

gagattaata

gatacatctg

gacttgagtg

gaaaggagaa

cctcatcttc

gctctggacc

gccaccagca

actcgccata

ttgaaaatca

cagcagtgag

ctatcatggt

atgctcagceg

aagtcttgag

ctccagctca

aagacactct

gagtctacag

gagactttcg

tgaatcaaga

aggggacaga

gcagagtgtt

tggaactgaa

ctccagettt

aggcattgat

dgaacaggaa

cccctaccct

taaaggtgtg

ccagcagatc

aaaagccctt

gtttgatgca

cattgagatt

agaagagctg

gaaagccttg

tttggctgat

cgtgaacgtg

tcagaattac

gggtgacatt

ctttgccgag

caggattatg
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1020
gctctgtgtg gtggaaacta g
1041

<210>2

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador directo para la secuencia del gen Trpm6 de Mus musculus

<400> 2

aggctgttca cttacacagt gttg

<210>3

<211>24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador inverso para la secuencia del gen Trpm6 de Mus musculus

<400> 3

agtttccatg aggttccagt actc
4

<210> 4

<211>24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador directo para la secuencia del gen Rorb de Mus musculus

<400> 4

gacatgactg ggatcaaaca gata
24

<210>5

<211>20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
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<220>

<223> Cebador inverso para la secuencia del gen Rorb de Mus musculus
<400> 5

gggagctgat ggagttcttc

<210> 6

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Cebador directo para la secuencia del gen Anxal de Mus musculus

<400> 6

aggaagagga ccaatgctca

<210>7

<211>20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador inverso para la secuencia del gen Anxal de Mus musculus

<400> 7

cggagttcat ctgcatcaaa
2

<210> 8

<211>20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador directo para la secuencia del gen Aldhla7 de Mus musculus

<400> 8

aggttaggcc ctgcccttag

<210>9

<211>23

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
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<223> Cebador inverso para la secuencia del gen Aldhla7 de Mus musculus

<400> 9

tggtttgcca acctctgttg atc

<210> 10

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Cebador directo para la secuencia del gen Tmc1 de Mus musculus

<400> 10

tESccggcta cctctttect

<210> 11

<211>20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> Cebador inverso para la secuencia del gen Tmc1 de Mus musculus

<400> 11

ggctgtttca gggttaccaa
20

<210> 12

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Cebador directo para la secuencia del gen Zfand5 de Mus musculus

<400> 12

ggicagctag tggttccaac a

<210> 13

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
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<223> Cebador inverso para la secuencia del gen Zfand5 de Mus musculus

<400> 13

cggctctgtt ttcggggtag

<210> 14

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Cebador directo para la secuencia del gen gda de Mus musculus

<400> 14

tagtgacccc acgctttacc
20

<210> 15

<211>29

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Cebador inverso para la secuencia del gen gda de Mus musculus

<400> 15

tgscagaaga ttgtttttat catagacat

<210> 16

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Cebador directo para la secuencia del gen Cgi67 de Mus musculus

<400> 16

ccaacagaga agaacctgta
20

<210> 17

<211>23

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
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<223> Cebador inverso para la secuencia del gen Cgi67 de Mus musculus

<400> 17

aggtgagagg agaatgaaga ata

<210> 18

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Cebador directo para la secuencia del gen Tmem2 de Mus musculus

<400> 18

tttgtcgggg agagtaggaa

<210> 19

<211>20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Cebador inverso para la secuencia del gen Tmem?2 de Mus musculus
<400> 19

aggccaattg cactgctgta

<210>20

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Cebador directo para la secuencia del gen G6pd de Mus musculus

<400> 20

tggtgagctg gtcatccgtg

<210> 21

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
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<223> Cebador inverso para la secuencia del gen G6pd de Mus musculus
<400> 21

cgggcttccc tgagttcatc
0

<210> 22

<211>24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Cebador directo para la secuencia del gen Anxal de Mus musculus

<400> 22

cgztaaaaat ggcaatggta tcag

<210> 23

<211>20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Cebador inverso para la secuencia del gen Anxal de Mus musculus

<400> 23

tggcagaata gttgggatgt

<210> 24

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Cebador directo para la secuencia del gen Anxal de Mus musculus

<400> 24

agggagaaag gggacagacg

<210> 25

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
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<223> Cebador inverso para la secuencia del gen Anxal de Mus musculus

<400> 25

aggaaaggaa cagcatcgcc

<210> 26

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Cebador directo para la secuencia del gen Anxal de Mus musculus

<400> 26

aagcttctct aaaaatggca atggtatcag,
30

<210> 27

<211>26

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Cebador inverso para la secuencia del gen Anxal de Mus musculus
<400> 27

gggtccttgc agaatagttg ggatgt
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N° de solicitud:200900085

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 26.11.2010

Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacién industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

1-9

SI
NO

SI
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud:200900085

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 Foller Michael et al. "PGE2-induced apoptotic cell

death in K562 human leukaemia cells". Cellular physiology

and biochemistry. 2006 . Vol. 17; N°. 5-6; paginas

201 - 210. ISSN 1015-8987

D02 Brown D. M. et al. "Prostaglandin E2 induces apoptosis

in immature normal and malignant B lymphocytes".

CLINICAL IMMUNOLOGY AND IMMUNOPATHOLOGY.

01.06.1992.
Vol. 63, N°. 3, paginas 221 - 229. ISSN 0090-1229.
D03 George R. et al. "EP4 mediates PGE2 dependent cell

survival through the PI3 kinase/AKT pathway". Prostaglandins
and Other Lipid Mediators. 26.01.2007. Vol. 83,
No. 1-2, paginas 112 - 120. ISSN 1098-8823.

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud describe el papel de la prostaglandina E2 (PGE2) en la induccién de apoptosis en timocitos inmaduros
con inmunofenotipo CD4+CD8+CD3low. Para ello investiga la relacién causal existente entre la cantidad de PGE2 y la
capacidad de los timocitos para experimentar apoptosis, analizando la respuesta apoptética de los timocitos primarios
denominados C57BL/6J, mediante ensayos TUNEL in vitro, utilizando diluciones seriadas de PGE2, y comprobando que el
administracion de PGE?2 dispara la muerte selectiva de esos timocitos inmaduros CD4+CD8+CD3low.

En base a lo anterior se reivindica el uso de la PGE2 para la elaboracion de un medicamento para la prevencion o el
tratamiento del linfoma linfoblastico.

Los documentos que representan del estado de la técnica mas cercano al objeto de la solicitud divulgan la relacion de PGE2
y su capacidad apoptética en casos de linfoma o leucemia.

DO1 divulga la capacidad apoptética mediada por PGE2 en células leucémicas humanas K562 a través de un mecanismo de
incremento del calcio intracitosdlico (fig. 1). Otra serie de mecanismos que desencadena la PGE2 y que contribuyen al
desencadenamiento de la apoptosis son: la activacion de las caspasas, la disminucién de los potenciales mitocondriales de
membrana, la fragmentacién del DNA, etc. (figuras 1-6).

D02 divulga el papel de la PGE2 en la induccion de apoptosis de células CH31 que corresponden a células B inmaduras de
linfoma.

Por otra parte, D03 describe el papel protector contra apoptosis de la PGE2 en células Jurkat tratadas con Campotecina
(que da lugar a una induccién de la actividad caspasa y desencadena la apoptosis celular. En este caso, el tratamiento de
estas células con PGE2 antes de la adicion de Campotecina redujo el nivel de actividad caspasa en un 30%.

A la luz de estado de la técnica anterior a la presente solicitud, ninguno de los documentos seleccionados divulga el uso de
la PGE2 en la elaboracién de un medicamento para el tratamiento de un linfoma linfoblastico de células T de inmunofenotipo
CD4+CD8+CD3low. Por tanto, las reivindicaciones 1-9 serian nuevas en la medida que se refieren al linfoma linfoblastico
citado.

Sin embargo las reivindicaciones 1-9 no tendrian actividad inventiva dado que el experto en la materia, a la luz de la
informacion del estado de la técnica se sentiria inclinado a probar la capacidad de la PGE2 para inducir apoptosis en células
de linfoma o leucemia, independientemente del inmunofenotipo concreto de cada una, y tendria altisimas probabilidades de
éxito. Por otro lado, las reivindicaciones 1-9 no tendrian actividad inventiva porque no suponen una solucion al problema que
plantea las reivindicaciones, es decir la provision de compuestos para la elaboracion de un medicamento eficaz para el
tratamiento de linfoma CD4+CD8+CD3low. En ninguna parte de la solicitud se muestra la capacidad terapéutica de la PGE2
en el tratamiento de pacientes con esa enfermedad, sino que lo que realmente muestra la descripcién es la capacidad de la
PGE2 para inducir apoptosis en timocitos inmaduros C57BL/6J, por lo que el problema que plantea la invencién es en
realidad la provisién de compuestos para la induccion de apoptosis en esas células de linfoma linfoblastico.
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