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1. INTRODUCCION

1.1. Linfoma difuso de células B grandes (DLBCL)

El linfoma difuso de células B grandes, también conocido por sus siglas en inglés como DLBCL
(Diffuse large B-cell lymphoma), es uno de los mas de 50 tipos diferentes de linfomas descritos por la
Organizacion Mundial de la Salud. Estos, abarcan un conjunto de tumores del tejido linfatico muy
heterogéneos tanto desde el punto de vista clinico, como morfolégico o molecular, aunque presentan
caracteristicas solapadas (Sun et al., 2016). En base a estas diferencias cada tipo de linfoma requiere de
un tratamiento especifico. En el caso del DLBCL, lo habitual es el régimen terapéutico R-CHOP que
incluye rituximab (R), ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona (CHOP) (Shankland et
al., 2012).

El DLBCL representa el 30-40% de linfomas no Hodgkin en adultos. Es un linfoma agresivo, cuya
célula precursora es el linfocito B maduro. Posee una incidencia del 6,3%, y a pesar de poder afectar a

cualquier edad y sexo, generalmente ocurre en varones entre los 60 y 70 afios. (Teras et al., 2013).

Clinicamente se presenta como una neoplasia ganglionar de rapido crecimiento. ElI 40% posee una
afectacién extraganglionar, siendo el tracto digestivo el mas frecuentemente afectado. La mayoria de los
DLBCL no genera clinica, pero un tercio de los pacientes suele presentar sintomas B como fiebre,

pérdida de peso y sudoracion nocturna (Teras et al., 2013).

El diagnostico del DLBCL se realiza mediante la eliminacién de una porcion del tumor a través de una
biopsia, y el posterior examen de este tejido bajo microscopia. Existen también herramientas como la
deteccién inmunohistoquimica de los niveles de expresion de ciertas proteinas como CD19, CD20,
CD22 y CD79a, factores de transcripcion de célula B como PAX5, BOB.1y OCT2, e inmunoglobulinas
citoplasmaéticas o de membrana como IgM, IgG e IgA (Loddenkemper et al., 2004). No obstante, como
se ha mencionado anteriormente, suele ser complicado discriminar el DLBCL de otros linfomas, por lo
que el diagnostico diferencial cobra especial relevancia para elegir el régimen terapéutico adecuado. Por
lo tanto, se precisan de nuevos biomarcadores que ayuden a mejorar el diagndstico de este tipo de
linfoma. Entre estos nuevos marcadores, han surgido recientemente los microRNAs (miRNAs) (Sun et
al., 2016).

1.2. MicroRNAs: Procesamiento y funcion

Los miRNAs son RNAs no codificantes de unos 18-25pb que tienen como funcion la regulacion génica
a nivel post-transcripcional mediante la union especifica por complementariedad de bases al RNA
mensajero (MRNA) diana. Para ello, presentan una secuencia caracteristica de unos 7 pb conocida como
region semilla, la cual se une especificamente a la secuencia diana complementaria en la regién 3 UTR
silenciandola. De esta manera, los miRNAs son capaces de regular mas del 50% de nuestros genes (Sana
etal., 2012).
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Figura 1. Descripcion del procesamiento de miRNAs (Adaptado de Mashima 2015)

Los miRNAs se transcriben desde diferentes lugares del genoma mediante la RNA polimerasa Il en
transcritos primarios largos llamados pri-miRNAs (dsRNA, 300-5000 pb). Estos, se procesan en el
nucleo celular por la ribonucleasa DHROSA obteniendo una estructura corta de 70 pb en forma de tallo-
lazo (stem-loop) conocida como pre-miRNA, la cual se transporta al citoplasma a través de la exportina-
5. Estos pre-miRNA son procesados a miRNA maduros en el citoplasma mediante la interaccién con la
ribonucleasa DICER, que elimina la region loop generando una molécula conocida como miRNA
duplex. EI miRNA duplex se separa para formar el miRNA maduro de una sola hebra. Depende de cual
de las dos hebras prevalezca en el procesamiento, las funciones y dianas de los miRNAs variaran; por
ello se les da una nomenclatura diferencial con el sufijo 3p o 5p. La cadena seleccionada del diplex de
miRNA se incorpora al complejo multiproteico RISC que es el responsable del silenciamiento de genes
(Gutiérrez 2016) (Figura 1).

El mecanismo de regulacion depende del grado de complementariedad entre el mMiRNA y el mMRNA. Se
producira la degradacion del mRNA si la complementariedad es perfecta o blogueo de la traduccién en
el caso del emparejamiento imperfecto (Ryan et al., 2010). Dado que la regién complementaria a la
region semilla del miRNA es corta, un Unico miRNA puede reprimir a diferentes mRNA. Pero, también

cabe la posibilidad de que un nico gen sea regulado por diferentes miRNAs. (Friedman et al., 2009).

1.3. Implicacion de los microRNAs en cancer

Entre los genes regulados por los miRNAs, se encuentran dianas de los 8 procesos caracteristicos en el
cancer: proliferacion incontrolada, crecimiento celular, evasion del sistema inmune, inflamacion,
invasion y metéstasis, angiogénesis, resistencia a la muerte celular y desregulacion de los procesos

energéticos. Esto ha permitido acufiar los términos oncomir, que hace referencia a aquel miRNA que
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sobre-expresado favorece la evolucion del tumor; y miR supresor, miRNA que sub-expresado no

bloquea la formacién y desarrollo del tumor (Berindan-Neagoe et al., 2014).

La asociacién de los miRNAs con el cancer parece evidente y es un tema que esta adquiriendo gran
importancia en los dltimos afios. Ya se han descrito firmas de miRNAs desregulados en diversos tipos
de cancer como el cancer de pulmdn, de prostata, pancreatico, colorrectal o glioblastoma. Por ejemplo,
la firma formada por miR-103, miR-148b, miR-328, miR-484, miR-874, miR-93 y miR-1307 tiene
valor prondstico en cancer de mama o la firma formada por miR-484, miR-642 y miR-217 se ha

asociado a la respuesta al tratamiento con platino en cancer de ovario (Berindan-Neagoe et al., 2014).

Distintos miRNAs se han asociado al origen de linfomas como miR-15a, miR-16-1, miR-155 o el
cluster miR-17-92; pero el DLBCL presenta el patron de expresion de miRNAs mas heterogéneo de
todos los linfomas (Caramuta et al., 2013). A dia de hoy, diferentes estudios han tratado de arrojar luz
sobre este asunto sin alcanzar un consenso e incluso obteniendo resultados contradictorios.

Por tanto, es necesario establecer un patrén o firma de expresion de miRNAs desregulados con utilidad
diagnostica en DLBCL.

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Considerando lo anteriormente expuesto se plantea la existencia de una firma de miRNAs especifica
para el diagnéstico del DLBCL que permita mejorar la deteccion de este linfoma y dar una explicacién

biolégica que relacione los miRNAs desregulados de la firma con el origen y desarrollo del tumor.

El objetivo general de este trabajo sera, por tanto, definir dicho patrén de miRNAs caracteristicos para el
diagnostico de DLBCL a través de la busqueda bibliografica y corroborar la implicacién de dichos

miRNAs en la patologia. Para alcanzar este objetivo se plantean los siguientes objetivos especificos:

- Detectar los estudios sobre el DLBCL y miRNAs asociados a su diagnéstico mediante una

revision sistematica de la literatura.

- Definir de la firma de miRNAs desregulados mas significativos con utilidad diagndstica en el

DLBCL a través de la extraccion y seleccion de datos.

- Encontrar rutas de sefalizacion en las que los miRNAs de la firma descrita se encuentran

implicados mediante una bisqueda informética.

- Sefialar la importancia biologica de estas rutas y su posible relevancia en el desarrollo del

linfoma con el apoyo de dianas validadas experimentalmente.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Busqueda bibliogréfica

Se realiz6 una busqueda sistematica con el fin de identificar todos los estudios publicados en la literatura
que analizasen la expresion de miRNAs en el DLBCL. La busqueda se realizd en la base de datos
Pubmed utilizando los 5 motores de busqueda siguientes:

- Non-coding RNA AND (Diffuse large B cell lymphoma OR DLBCL)

- (miRNA OR microRNA OR miR) AND (Diffuse large B cell lymphoma OR DLBCL)
- Exosome AND (Diffuse large B cell lymphoma OR DLBCL)

- Extracellular vesicle AND (Diffuse large B cell lymphoma OR DLBCL)

- Secretome AND (Diffuse large B cell lymphoma OR DLBCL)

Ultima actualizacion, enero de 2018.

Todos los articulos obtenidos en la busqueda fueron revisados uno a uno mediante lectura inicial del

resumen.
3.2. Criterios de inclusidn/exclusion y extraccion de datos

Los articulos fueron incluidos si evaluaban la expresion de miRNAs en muestras de tumor
clasificandolos como biomarcadores para diagndstico, pronostico y subtipo en DLBCL en poblacion

humana. El presente trabajo se centr6 concretamente en la utilidad diagnéstica de los miRNAs.

Tras la lectura de todos los resumenes se excluyeron revisiones, metaanalisis, case report, letters,
comments y articulos no publicados en inglés. Tampoco se incluyeron aquellos estudios que no
contenian datos humanos sino de ratones o lineas celulares, no analizaban expresion de miRNAs o se

centraban en otras enfermedades distintas al DLBCL.

Después de esta criba, se procedié a la lectura completa de los articulos elegidos y se descartaron
aquellos que analizaban miRNAs circulantes en suero o plasma, estudiaban linfomas derivados de la
infeccion por EBV (Epstein Barr virus) o HIV (Human immunodeficiency virus), DLBCL no primarios,
comparaban la expresion de miRNAs en muestras FF (Fresh Frozen) y FFPE (Formalin-Fixed Paraffin-
Embedded), estudiaban metilacion de miRNAs, aberraciones cromosémicas o polimorfismos.
Finalmente se revisaron las referencias de los articulos incluidos con el fin de identificar posibles nuevos

articulos elegibles.

De los estudios seleccionados se extrajo la siguiente informacion: autor y afio de publicacion, total de
miRNAs analizados, miRNAs significativos, muestras comparadas en el estudio, origen tisular de las
muestras de DLBCL y control, nimero de muestras utilizadas y metodologia de analisis de expresién de
los miRNAs.



La buasqueda bibliografica y la extraccion de datos fueron realizadas por dos investigadores
independientes (EM y BS). Las discrepancias se solventaron por consenso con la colaboracién de un

tercer investigador (AL).

3.3. Criterios de clasificacion de los miRNAs desregulados

La clasificacion de los miRNAs desregulados se realizo siguiendo los siguientes criterios: (1) dado que
los miRNAs 5p o 3p regulan distintos genes a pesar de proceder del mismo pre-miRNA se consideraron
como miRNAs diferentes; (2) los sufijos a, b, c... denotan miRNAs maduros con secuencias muy
parecidas, aunque proceden de distintos precursores y dado que regulan los mismos genes, se
consideraron como uno Unico; (3) los mMiRNAs con la misma localizacion cromosémica presentan una

regulacion conjunta por lo que también se consideraron como un tnico miRNA.

Finalmente, para definir la firma de miRNAs se consideraron aguellos miRNAS que estuvieran

regulados de la misma manera (sobreexpresados (UP) o subexpresados (DOWN)) en 4 articulos o mas.

3.4. Busqueda de rutas de sefializacion

Una vez detectada la firma de miRNAs desregulados, se realizé una blasqueda in silico para determinar
su relevancia bioldgica. Para ello, se buscaron todas los genes diana regulados por los miRNAs de la
firma utilizando la base de datos miRWalk (http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/miRwalk2/)
(Dweep et al.,, 2015). Se seleccionaron los genes predichos por 7 o mas algoritmos diferentes
proporcionados por dicha base de datos. Esta lista de genes se utilizé para determinar si existe alguna
ruta de sefializacion enriquecida en estas dianas utilizando la base de datos Consensus Path (CPdB)
(http://consensuspathdb.org/) (Kamburov et al., 2013). Concretamente se utilizd el mddulo de anélisis de
sobre-representacion enfrentando la lista de genes con la coleccion de rutas de las bases de datos KEGG,

Reactome y BioCarta utilizando un p-valor de 0,0001.

4. RESULTADOS

4.1. Seleccion de articulos sobre miRNAs en DLBCL con utilidad diagnoéstica

La revision sistematica de la bibliografia permitié identificar un total de 503 publicaciones de las cuales
165 fueron descartadas por tratarse de duplicados.

Tras la lectura de los resimenes de los 338 articulos iniciales se descartaron 239 que cumplian los
criterios de exclusion anteriormente planteados. La lectura completa de los 99 manuscritos restantes
posibilitd realizar una segunda criba en la que se excluyeron 61 articulos. Finalmente 38 publicaciones
fueron seleccionadas para la extraccion de datos y clasificadas en 3 grupos segun su temética: 20 en
Diagnostico, 18 en Subtipo y 17 en Pronostico; aunque algunos articulos realizaban estudios

combinados (Figura 2).
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Figura 2. Diagrama de flujo de la revision sistematica realizada.

4.2. Extraccion de datos de los articulos seleccionados

La extraccion de datos de los 20 articulos mostr6 un total de 223 miRNAs desregulados
significativamente en DLBCL en comparacion con controles (Tabla Suplementaria 1). Sin embargo, el
nimero de miRNASs estudiados en cada articulo fue muy variable, yendo desde un Gnico miRNA hasta

800. En el caso de estudiar un nimero pequefio de miRNAs el método utilizado para analizar su



expresion fue la gRT-PCR (quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction), mientras que cuando se
estudié un namero considerable de miRNAs se utilizaron microarrays de expresién. Por lo general, el
numero de muestras de DLBCL superé al nimero de controles en la mayoria de estudios. Los controles
utilizados fueron muestras de tejido linfatico ganglionar como bazo, amigdala, hiperplasia linfoide
reactiva (RLH) nddulos linfaticos (LN) o células B; aunque en algunos casos no se indicaba la

procedencia tisular de los controles en el manuscrito (Tabla 1).

Tabla 1. Informacion relevante de los 20 articulos incluidos que estudiaron la expresion de miRNAs con utilidad
diagnostica en muestras de tumor en DLBCL.

. miRNA mMiRNAs ., .
Referencia . R Comparacion DLBCL Control Método
analizados  significativos
DLBCL vs. Control _ _ Microarray +
Caramuta et al., 2013 177 13 (LN 'y RLH) n=75 n=6 GRT-PCR
DLCBL vs. Control Microarray +
Di Lisio et al., 2012 470 0 (RLH, amigdala y n=29 n=15 y
gRT-PCR
bazo)
. DLBCL vs. Control semi qRT-
. 1 1 , =2 =2
Eis et al., 2005 (células B) n=23 n PCR
DLBCL vs. Control
Fan et al., 2016 1 1 (RLH) n=9 n=9 gRT-PCR
. DLBCL vs. Control
Fassina et al., 2012 8 8 (IYIS\J) n=36 n=5 gqRT-PCR
Goetal., 2015 8 2+ cluster 5)  DTBCL Vs Control o n=11 qRT-PCR
(Amigdala)
Handal et al., 2013 4 2 DLBCL vs. Control n=12 n=7 gqRT-PCR
DLBCL vs. Control
Huskova et al., 2015 1 1 (RLH y células B) n=22 n=6 gRT-PCR
. DLBCL vs. Control _ _ Microarray +
Jiaetal., 2018 800 20 (RLH) n=202 n=10 GRT-PCR
. DLBCL vs. Control _ _ Microarray +
Lawrie et al., 2007 225 3 (Células B) n=48 n=6 GRT-PCR
. DLBCL vs. Control _ _
Lietal, 2017 1 1 (RLH) n=29 n=32 gRT-PCR
. DLBCL vs. Control Microarray +
. 4 102 =92 =1
Limetal., 2015 340 0 (Centroblastos) n=9 n=15 gRT-PCR
Liuetal., 2017 1 1 DLBCL vs. Control n=55 n=20 gRT-PCR
Ni et al., 2015 1 1 DLBCL vs. Control n=258 n=40 RT-PCR
Roehle et al., 2008 157 15 DLBCL(I‘_’,S\I')CO"”O' n=58 n=7 gRT-PCR
Song et al., 2017 1 1 DLBCL(IYE)CO””O' n=26 n=10 gRT-PCR
DLBCL vs. Control Microarray +
> = =
Tamaddon et al., 2016 50 35 (RLH) n=24 n=14 GRT-PCR
DLBCL vs. Control
Troppan et al., 2015 11 7 (celulas B n=58 n=18 RT-PCR
periféricas,
centrales y RLH).
Wang et al., 2014 1 1 DLBCL vs. Control ) n=28 gRT-PCR
(RLH)
Zhong et al., 2012 2 2 DLBC'(‘RVLSH;:O””O' n=90 n=31 gRT-PCR

RLH: Reactive Lymphoid Hyperplasia, LN: lymphatic node, gRT-PCR: quantitative Real Time Polymerase Chain
Reaction.



4.3. Definicion de una firma de miRNAs asociada al diagnoéstico del DLBCL

Del total de miRNAs significativos encontrados en los diferentes estudios, se seleccionaron aquellos

estudiados por 4 0 mas estudios y con idéntica regulacion en todos ellos (Tabla 2).

Tabla 2. Firma de miRNAs significativamente desregulados de la misma forma en 4 o0 mas estudios.

MiRNA

e Localizacion
significativos

chr21: 25573980-

hsa-miR-155-5p 25574044 [+]

Cluster
hsa-miR-17-92

. chr13: 91350605-
hsa-miR-17-5p |~ 91350688 [+]
. chr13: 91351192-
hsa-mir-19b-3p 91351278 [+]
chr13: 91351065-

hsa-miR-20a-5p 91351135 [+]

chrl7: 59841266-

hsa-miR-21-5p | ~5og41337 [4]

_ chr5: 160485352-
hsa-miR-146a-5p | 160485450 [+]
chr10: 102436512

hsa-miR-146D-5p | =) 136564 [4]

chr19: 49500785-

hsa-miR-150-5p 49500868 [-]

Regulacion
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP

UpP

UP
UP
UpP
UpP
UpP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UpP
DOWN
DOWN
UP
DOWN
DOWN

DLBCL
n=75
n=23
n=200
n=22
n=48
n=29
n=58
n=90
n=200
n=58
n=24
n=36
n=24
n=36
n=24
n=75
n=200
n=48
n=55
n=26
n=90
n=24
n=92
n=24
n=75
n=36
n=12
n=58
n=202

Control
n=6
n=2
n=11
n=6
n=6
n=32
n=7
n=31
n=11
n=7
n=14
n=5
n=14
n=5
n=14
n=6
n=11
n=6
n=20
n=10
n=31
n=14
n=19
n=14
n=6
n=5
n=7
n=7
n=10

Referencia

Caramuta et al., 2013
Eis et al., 2005

Go et al., 2015
Huskova et al., 2015
Lawrie et al., 2007
Lietal., 2017
Roehle et al., 2008
Zhong et al., 2012

Goetal., 2015

Roehle et al., 2008
Tamaddon et al., 2016
Fassina et al., 2012
Tamaddon et al., 2016
Fassina et al., 2012
Tamaddon et al., 2016
Caramuta et al., 2013
Go et al., 2015
Lawrie et al., 2007
Liuetal., 2017
Song et al., 2017
Zhong et al., 2012
Tamaddon et al., 2016
Limetal., 2015
Tamaddon et al., 2016
Caramuta et al., 2013
Fassina et al., 2012
Handal et al., 2013
Roehle et al., 2008
Jiaetal., 2018

UP: sobreexpresado, DOWN: subexpresado.

A partir de estos resultados se pudo definir la firma de miRNAs formada por hsa-miR-155-5p, el cluster
hsa-miR-17-92, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-146a-5p/hsa-miR-146b-5p y hsa-miR-150-5p con utilidad

diagndstica en DLBCL.




4.4. Asociacion in silico de miRNAs con rutas implicadas en el desarrollo tumoral

La comprobacion de la relevancia bioldgica de los miRNAs de la firma encontrada se realizd
informéaticamente. Entre las 10 rutas metabdlicas mas significativas se encontr6 la ruta de sefializacidn
de MAPK, la ruta de PIP3/AKT vy la ruta de FOXO, relacionadas directamente con procesos tumorales.
Segun las predicciones computacionales, el conjunto de miRNAs de la firma es capaz de regular 5182
genes diferentes y aproximadamente el 50% de los genes de las 3 rutas mencionadas. La asociacion de

los miRNAs con las rutas esta fuertemente apoyada por el p-valor y el g-valor.

Tabla 3. Rutas metabdlicas significativas que incluyen genes regulados por los miRNAs de la firma, sefialando las
tres mas relevantes en DLBCL.

Total Nombre de la Genes Genes
Firma miRNAs genes ruta dela | candidatos | p-valor | g-valor | Fuente
regulados ruta | contenidos
Axon guidance 357 166 (46.5%) | 2.29e-15 | 4.72e-12 | Reactome
Intracellular
signaling by second 244 121 (49.6%) | 5.47e-14 | 4.28e-11 | Reactome
messengers
hea.miR 1EE. Diseases of signal 0 ) i
hsa-miR-155-5p transduction 247 122 (49.4%) | 6.21e-14 | 4.28e-11 | Reactome
-cluster Pathways in cancer
i 17 - Homo sapiens | 526 219 (41.6%) | 2.2e-13 | 1.14e-10 | KEGG
hsa-miR-17-92 (human)
(hsa-miR-17-5p) MAPK signaling
(hsa-mir-19b-3p) pathway - Homo 295 138 (46.8%) | 3.08e-13 | 1.27e-10 KEGG
) 5182 sapiens (human)
(hsa-miR-20a-5p) Membrane
O 582 234 (40.2%) | 2.56e-12 | 8.8e-10 | Reactome
(hsa-miR-21-5p) Trafficking
_hsa-miR-146a-5p/ PIP3 ac“"astizsngﬁg 213 | 105(49.3%) | 4.1e-12 | 1.21e-09 | Reactome
hsa-miR-146b-5p Prostate cancer -
. Homo sapiens 97 58 (59.8%) 1.5e-11 | 3.86e-09 KEGG
-hsa-miR-150-5p (human)
Vesicle-mediated | oo | 943 (39.206) | 2.13e-11 | 4.89e-09 | Reactome
transport
FoxO signaling
pathway - Homo 132 71 (53.8%) | 8.3%-11 | 1.73e-08 KEGG
sapiens (human)

5. DISCUSION

El objetivo del presente Trabajo de Fin de Grado ha sido encontrar un patron o firma de miRNAs
desregulados en DLBCL que permita mejorar su diagnéstico y ademas corroborar su implicacién

biol6gica en el origen y desarrollo del linfoma.

Partiendo de una busqueda de 503 estudios se seleccionaron los 20 que analizaban la expresién de
miRNAs como biomarcadores con utilidad diagnéstica en el DLBCL (Figura 2). Estos articulos
presentan un alto nimero de miRNAs estudiados con bastante heterogeneidad en sus resultados y sin
alcanzar un consenso en cuanto a qué miRNAs son més Utiles para diagnosticar este tipo de linfoma. En
conjunto estos estudios obtienen 223 miRNAs significativamente desregulados en el DLBCL en
comparacion con controles sanos (Tabla 1) (Tabla Suplementaria 1). Organizando esta informacion se

encontré una firma de miRNAs desregulados en la misma direccidén segun mas de 4 articulos formada
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por hsa-miR-155-5p, el cluster hsa-miR-17-92, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-146a-5p/hsa-miR-146b-5p y
hsa-miR-150-5p (Tabla 2). Ademas se observd que estos miRNAs en su conjunto, segun las
predicciones informaticas realizadas, regulan alrededor de la mitad de los genes implicados en 3 rutas
importantes en carcinogénesis. Estas son la ruta de MAPK, la ruta de PISK/AKT vy la ruta de FOXO;

implicadas en procesos de proliferacion celular, crecimiento y apoptosis (Tabla 3).

A continuacion se discute individualmente la relevancia de cada uno de los miRNAs de la firma con
genes de las rutas predichas implicadas en el origen y desarrollo tumoral del DLBCL con el apoyo de

algunas dianas validadas experimentalmente.

Hsa-miR-155-5p es el miRNA cuya sobreexpresion esta apoyada por méas estudios, concretamente 8.
Entre las dianas validadas para este miRNA se encuentran SHIP1 o C/ EBPZ, reguladores negativos de
la ruta PISBK/AKT. De esta forma, la accién inhibitoria de hsa-mir-155-5p reduce la expresién de estos
genes lo cual causa una sobreactivacion de las rutas PI3BK/AKT y MAPK y en Gltima instancia aumenta
la proliferacion y crecimiento celular (Due et al., 2016). Otra diana de hsa-miR-155-5p es PI3KR1 que
es un represor de la ruta PI3K/AKT (Jardin y Figeac 2013); por lo que inhibiéndolo se conseguiria un
efecto sinérgico de activacion de la via PISBK/AKT junto a las anteriores dianas mencionadas. Por otra
parte, hsa-miR-155-5p es capaz de actuar sobre HGAL, un inhibidor de la motilidad en linfocitos, por lo
que la sobreexpresion de este oncomir también promoveria la migracion celular dando lugar a linfomas
mas agresivos (Due et al., 2016).

Adicionalmente se ha demostrado que una subexpresion de hsa-miR-155-5p tiene efectos antitumorales
e inhibe la progresion del linfoma arrestando el ciclo celular en fase GO/G1 y promoviendo la apoptosis
(Zhu et al., 2016). Esto parece indicar un posible uso terapéutico para el tratamiento de DLBCL. De
hecho, recientemente se han obtenido resultados prometedores en la remision de esta patologia en

ratones utilizando anti-miR-155 para reducir la sobreexpresion de hsa-miR-155-5p (Babar et al., 2012).

Hsa-miR-21-5p aparece sobreexpresado en 5 articulos independientes.

Entre las dianas validadas para este miRNA se encuentran FOXO1 y PTEN. FOXO1 pertenece a la
familia factores de transcripcién FOX implicados en la regulacién del ciclo celular y promoviendo la
apoptosis, especialmente regulando la expresion de BIM, un gen proapoptético. PTEN, por su parte, es
un regulador negativo de la ruta de PISBK/AKT. Por lo tanto, la inhibicion FOXO1 y PTEN por parte de
hsa-miR-21-5p induce la proliferacion y la resistencia a la muerte celular programada (Go et al., 2015).
Estudios in vivo en modelos de ratén con expresion inducible de miR-21 ya han demostrado el papel
oncogénico de este miRNA. Se ha observado que los niveles elevados de hsa-miR-21-5p inducen un
estado de pre-linfoma maligno de células B mientras que su inactivacion produce la regresion total del
tumor por via apoptética (Medina et al., 2010).

También se ha tratado de inhibir hsa-miR-21-5p mediante la transfeccion con anti-miR-21 obteniendo
resultados positivos en células DLBCL in vitro al suprimir la proliferacion celular y la invasion, asi

como al incrementar la apoptosis (Gu et al., 2010)
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Hsa-miR-17-92 es un cluster formado por 6 miRNAs (hsa-miR-17-5p, hsa-miR-18a-5p, hsa-miR-19a-
3p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-19b-3p, and hsa-miR-92a-1-5p) que presentan una localizacion
cromosémica cercana y una regulacién conjunta. Individualmente 6 estudios encuentran diferencias
significativas de algin miembro de este cluster (hsa-miR-17-5p, hsa-miR-20a-5p y hsa-miR-19b-3p)
entre muestras de DLBCL y controles y un estudio adicional apoya estos resultados indicando una
sobreexpresidn del cluster completo (Go et al., 2015).

Este cluster es capaz de reducir la expresion del gen proapoptético BIM y también actla sobre PTEN
(Mazan Mamczaraz y Gartenhaus 2013) (Chan 2010) con efectos similares a los descritos para hsa-miR-
21. Otra de las dianas validadas para este miRNA es el gen PHLPP2 que codifica para una fosfatasa de
la via PI3K/AKT (Musilova et al., 2015). La reduccion de la expresion de PHLPP2 por parte de hsa-
miR-17-92, inhibe la desfosforilacién de AKT manteniéndolo activo; AKT, a su vez, es capaz de llevar
a cabo su accion inhibitoria fosforilando a FOXO que finalmente verd reducida su actividad
transcriptora de genes proapopt6ticos como BIM. De esta forma se puede ver una regulacion de BIM de
forma directa e indirecta que en Ultima instancia llevaria a la resistencia a la apoptosis habitual en el
DLBCL.

Hsa-mir-146a-5p y hsa-mir-146b-5p aparecen sobreexpresados en 4 estudios. No se ha encontrado
ninguna referencia que relacione la presencia de estos miRNAs con el origen del DLBCL, aunque si se
sabe que tiene relacion con procesos del sistema inmune (Testa et al., 2017). También se conoce que
niveles bajos de este miRNA se relacionan con un peor pronéstico y respuesta al tratamiento en DLBCL
(Wu et al., 2014). Esto puede parecer contradictorio en relacion a los resultados obtenidos, sin embargo

el patron de expresion de miRNAs puede cambiar en los diferentes estadios del tumor.

Hsa-miR-150-5p se encuentra subexpresado en 4 articulos y sobreexpresado en uno. (Handal et al.,
2013). Esta contradiccién podria ser debida a que este Gltimo articulo utiliza un tamafio muestral muy
pequefio, por lo que se decidié mantener este mMiRNA como parte de la firma.

Entre las dianas validadas experimentalmente para hsa-mir-150-5p se encuentran FOXP1 y GAB1
(Musilova et al., 2015). FOXP1 ha sido descrito como un supresor tumoral en algunos tejidos, aunque
parece actuar como oncogén en el caso de DLBCL promoviendo el desarrollo tumoral (Katoh et al.,
2013). Por lo tanto los niveles bajos de miR-150 no podran inhibir esta ultima funcion de FOXP1 lo cual
es consistente con los resultados de subexpresion obtenidos para este miRNA. Por otra parte, la no
represion de GABL1 producida por niveles bajos de este miR supresor de tumores, permite la activacion

de la via PI3BK/AKT aumentando la proliferacion celular y evitando la apoptosis (Seda et al., 2015).
Las dianas, rutas, y procesos regulados por la firma de miRNAs definida en el presente trabajo (hsa-

miR-155-5p, hsa-miR-17-92, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-146a-5p/hsa-miR-146b-5p y hsa-miR-150-5p),

guedan englobados en la Figura 3.
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Figura 3. Dianas, rutas y procesos celulares regulados por los miRNAs de la firma.

6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Los miRNA de la firma (hsa-miR-155-5p, el cluster hsa-miR-17-92, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-146a-
5p/hsa-miR-146b-5p y hsa-miR-150-5p) han demostrado presentar dianas validadas relacionadas con las
rutas MAPK, PI3K/AKT y FOXO implicadas en procesos de proliferacion celular, apoptosis y
crecimiento. Por lo tanto, los resultados experimentales publicados parecen corroborar la importancia de
las 3 rutas predichas in silico en la caracterizacion DLBCL.

Ademas, la sobreexpresion o subexpresion de dichos miRNAs es coherente con el desarrollo tumoral
esperado, es decir, los miRNAs con funcion de oncomir (hsa-miR-155-5p, el cluster hsa-miR-17-92,
hsa-miR-21-5p, hsa-miR-146a-5p/hsa-miR-146b-5p) se encuentran UP y los miRNAs con funcion de
miR supresor tumoral (hsa-miR-150-5p) se encuentran DOWN. Esto indica que estos miRNAs en su
conjunto efectivamente estan relacionados con el origen del DLBCL.

Por tanto, la firma de miRNAs (hsa-miR-155-5p, hsa-miR-17-92, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-146a-5p/hsa-
miR-146b-5p y hsa-miR-150-5p), encontrada tras la revision sistematica, extraccion y organizacion de
datos, podria tener utilidad en el diagndstico de este linfoma.

Conocidos estos miRNAs y su funcion, revertirlos a sus niveles normales mediante terapia génica seria
una estrategia interesante para el tratamiento del DLBCL en humanos que ya ha demostrado tener

resultados prometedores en modelos animales.

De cara al futuro, gracias al presente trabajo, ya existe una linea de investigacion abierta para validar la
utilidad diagndstica de esta firma en muestras de DLBCL tomadas en el Pais Vasco. Para ello se
pretende utilizar la técnica RNASeq con el fin de analizar los niveles de expresion de los miRNAs.
También se busca ampliar la firma de miRNAs desregulados en este tipo de cancer con el objetivo de

mejorar la comprension del desarrollo del linfoma y la implicacion de los miRNAs en el mismo.
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Ademas, nuestro grupo de investigacion actualmente se encuentra analizando la implicacion de la
expresion de miRNAs desregulados para distinguir subtipos de DLBCL, conocer su grado de
agresividad, anticipar la posibilidad de recaida, predecir un mejor o peor pronostico y la respuesta al

tratamiento, y en definitiva intentar mejorar la calidad de vida de pacientes oncoldgicos con DLBCL.
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9. MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla Suplementaria 1. Listado de miRNAs significativamente desregulados con valor diagnostico en
DLBCL estudiados en los 20 articulos seleccionados.

. mMiRNA miRNAs significativos .
Referencia . Regulacién
analizados
(n) Nombre
miR-150 UP
miR-155 DOWN
miR-29b DOWN
miR-29a DOWN
miR-142-3p UP
miR-142-5p UP
Caramuta et al., 2013 177 13 miR-145 UP
miR-143 UP
miR-195 UP
miR-497 DOWN
miR-494 DOWN
miR-638 DOWN
miR-21 DOWN
Di Lisio et al., 2012 470 0 - -
Eis et al., 2005 1 1 miR-155 UP
Fan et al., 2016 1 1 miR-10a DOWN
miR-106a UP
miR-150 UP
miR-18b UP
. miR-19b UP
Fassina et al., 2012 8 8 .
miR-20a UP
miR-210 UP
miR-92 UP
miR-93 UP
miR-155 UP
Goetal., 2015 8 2+cluster(6) miR-17-92 upP
miR-21 UP
miR-150 UP
Handal et al., 2013 4 2 .
miR-16 DOWN
Huskova et al., 2015 1 1 miR-155 UP
miR-150-5p DOWN
miR-187-3p uP
miR-1915-3p uP
miR-1973 uP
. miR-200b-3p DOWN
Jiaetal., 2017 800 20 .
miR-203 DOWN
miR-205-5p DOWN
miR-27b DOWN
miR-3195 UP
miR-342-3p DOWN




Jiaetal., 2017

Lawrie et al., 2007

Lietal., 2017

Lim et al., 2015

800

225

340

20

102

miR-4284
miR-4485
miR-4508
miR-4516
miR-4532
miR-596
miR-636
miR-663a
miR-4488
miR-877-5p
miR-155
miR-21
miR-221
miR-155
let-7a-2
let-7b
let-7¢
let-7e
mir-100
mir-10392-5p
mir-10393-3p
mir-10397-5p
mir-10a
mir-10b
mir-1247
mir-125a
mir-125b-2
mir-126
mir-126
mir-127
mir-127
mir-128-2
mir-129-2
mir-1301
mir-130a
mir-130b
mir-134
mir-136
mir-138-1
mir-138-1
mir-139
mir-143
mir-143
mir-144
mir-145
mir-145

uUP
uUP

UP
UP

UP
UP
UP
UP
UP
UP
upP
upP
upP
UP
UP
uUP
uUP
UP
uUP
DOWN
uUP
DOWN
uUP
uUP
uUP
upP
upP
upP
upP
upP
upP
DOWN
DOWN
upP
upP
DOWN
upP
upP
DOWN
DOWN
upP
upP
upP
upP
upP
upP
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Limetal., 2015

340

102

mir-146b
mir-146b
mir-151a
mir-15b
mir-17
mir-181a-1
mir-185
mir-195
mir-196a-2
mir-196b
mir-199a-2
mir-199a-2
mir-199b
mir-199b
mir-200b
mir-203a
mir-205
mir-20b
mir-20b
mir-214
mir-217
mir-218-2
mir-22
mir-22
mir-224
mir-23a
mir-27a
mir-28
mir-28
mir-3150b
mir-326
mir-331
mir-337
mir-338
mir-340
mir-34a
mir-3615
mir-362
mir-363
mir-3681
mir-379
mir-3917
mir-3934
mir-424
mir-4491
mir-450a-2

upP
upP
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
upP
upP
upP
upP
upP
upP
uUP
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
UP
uUP
uUP
uUP
uUP
uUP
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
upP
DOWN
upP
upP
upP
upP
DOWN
upP
DOWN
DOWN
upP
DOWN
DOWN
upP
DOWN
upP
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Limetal., 2015

Liu et al., 2017
Ni et al., 2015

Roehle et al., 2008

Song et al., 2017

Tamaddon et al., 2016

340

157

>50

102

15

35

mir-451a
mir-452
mir-455
mir-455
mir-4746
mir-486
mir-497
mir-503
mir-511-2
mir-542
mir-574
mir-582
mir-589
mir-616
mir-628
mir-629
mir-654
mir-675
mir-942
mir-99a
mir-99b
NOVELMO00113
NOVELM00288
NOVELM00290
miR-21
miR-224
Let-7e
miR-106a
miR-10a
miR-139
miR-145
miR-149
miR-150
miR-151
miR-155
miR-17-5p
miR-210
miR-320
miR-328
miR-95
miR-99a
miR-21
let-7g-5p
miR-101
miR-125b-5p
miR-142-3p

upP
upP
upP
upP
DOWN
DOWN
upP
upP
upP
upP
upP
DOWN
DOWN
DOWN
uUP
DOWN
UP
UP
DOWN
UP
uUP
DOWN
DOWN
DOWN
UP
DOWN
DOWN
UP
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
UP
UP
UP
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
upP
UP
DOWN
DOWN
UP
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Tamaddon et al., 2016

Troppan et al., 2015

Wang et al., 2014

Zhong et al., 2012

>50

11

1

2

35

miR-142-5p
miR-143
miR-146a-5p
miR-146b-5p
miR-15a-5p
miR-16-5p
miR-17-5p
miR-19b-3p
miR-20a-5p
miR-21-5p
miR-23b-3p
miR-29a-3p
miR-29b-3p
miR-30c-1-3p
miR-3158-5p
miR-3182
miR-320a
miR-342-3p
miR-4284
miR-4301
miR-4484
miR-451a
miR-4534
miR-4741
miR-4778-5p
miR-483-5p
miR-491-3p
miR-5571
miR-630-5p
miR-711
miR-7491
miR-103
miR-16-1*
miR-16-2*
miR-185
miR-199
miR-27a
miR-497
miR-23a
miR-146a
miR-155

UP
DOWN
UP
UP
UP

UP
UP

UP
UP
UP
UP
UP
UP
DOWN
DOWN
UP
DOWN
UP
UP
UP
DOWN
UP
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
UP
DOWN
DOWN
DOWN
DOWN
upP
upP
upP
upP
upP
upP
upP
UP
upP
upP

UP: sobreexpresado, DOWN: subexpresado
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