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RESUMEN

Los linfomas son neoplasias clonales de células B y T en sus diferentes estadios de
diferenciacion. En los linfomas, el tejido afectado son los ganglios linfaticos, éstos se
forman por la atraccion de células B y T mediante quimiocinas, dentro de éstas se
encuentra CXCL13.

HIF-1 es un factor de transcripcion que participa en la adaptacién celular a cambios de
oxigeno. HIF-1 regula la expresion de quimiocinas como CXCL12, CCL20, CCLS,
ademas de algunos de sus receptores como CCR7 y CXCR4. En este trabajo mediante
un analisis in silico del promotor de CXCL13 se encontraron tres posibles sitios de
union de HIF-1a, esto sugiere que dicha quimiocina podria estar siendo regulada por
HIF-1. Mediante modulacion farmacoldgica de la actividad de HIF-1a, demostramos
que la expresiéon de CXCL13 se afecta de manera directa, es decir un aumento en la
actividad de HIF-1a incrementa la expresion de CXCL13 y una disminucion de la
actividad de HIF-1a disminuye la expresion de CXCL13. Por otro lado, utilizando
plasmidos reporteros, mutacion sitio dirigida en el promotor de CXCL13 y analisis de la
interaccion ADN-proteina, demostramos que HIF-1a regula transcripcionalmente la
expresion de la quimiocina CXCL13 de manera directa. De especial interés fue el
hallazgo, a través de microarreglos de tejidos e inmunohistoquimica, que HIF-1a vy
CXCL13 se encuentran considerablemente mas expresados en los linfomas pediatricos
de mayor agresividad.

Este estudio demuestra por primera vez que HIF-1a regula transcripcionalmente de
forma directa a la quimiocina CXCL13 y que ambas proteinas se encuentran mas
expresadas en los linfomas pediatricos mas agresivos, sugiriendo su participacién de

manera importante en la fisiopatogénesis de los LNH pediatricos.



ABSTRACT

Lymphomas are clonal neoplasms of mature and immature B cells and T cells in
various stages of differentiation. In lymphomas, the tissues affected are the lymph
nodes, these are formed by the homing of B and T cells by chemokines within these is
CXCL13. HIF-1 is a transcription factor that plays a major role in cellular adaptation to
changes in oxygen. HIF-1 regulates the expression of chemokines such as CXCL12,
CCL20, CCLS5, as well as some of its receptors CCR7 and CXCRA4. In this study using
an in silico analysis of the promoter of CXCL13 were found three potential binding sites
for HIF-1a, suggesting that this chemokine might be being regulated by HIF-1. By
pharmacological modulation of the activity of HIF-1a, showed that CXCL13 expression
is affected directly, an increase in the activity of HIF-1a expression of CXCL13
increases and decreased HIF-1a activity decreases CXCL13 expression. Furthermore,
using reporter plasmids, site-directed mutation in the promoter of CXCL13 and analysis
of the DNA-protein interaction, we demonstrated that HIF-1a transcriptionally regulates
directly the expression of the chemokine CXCL13. Furthermore using tissue
microarrays and immunohistochemistry, we found that HIF-1a and CXCL13 were
significantly more expressed in the most aggressive pediatric lymphomas.

This study demonstrates for the first time that HIF-1a directly regulates transcription of
the chemokine CXCL13 and both proteins are expressed in more aggressive pediatric
lymphomas, suggesting an important participation in the fisiopatogenesis of pediatric

NHL.



INTRODUCCION

Los linfomas son neoplasias de células B y T, son tumores clonales que pueden ser de
células B y células T en varios estadios de diferenciacion [1]. En México, el linfoma no
Hodgkin en nifios con frecuencia invade la médula ésea y se presentan en sitios extra-
ganglionares [2].

Existen varias clasificaciones del linfoma no Hodgkin, siendo las mas utilizadas la
REAL (Revised European-American Classification of Lymphoid Neoplasms) y la de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). La OMS clasifica a estas neoplasias de
acuerdo a su morfologia, inmunofenotipo, caracteristicas genéticas y caracteristicas
clinicas. En nifos, hay menor variabilidad entre los LNH que en adultos y la mayoria de
los que se presentan en menores de 17 anos son los siguientes: linfoma de Burkitt [2,
3], linfoma de células B grandes ; linfoma linfoblastico y linfoma anaplasico de células
grandes [4].

Los ganglios linfaticos estan conformados por células B y T, que son atraidas mediante
quimiocinas, dentro de estas quimiocinas se encuentra CXCL13, la cual se expresa de
manera constitutiva y pertenece a la familia de las quimiocinas CXC [5]. Se sabe que
CXCL13 es necesaria para el reclutamiento de los linfocitos B dentro de los foliculos de
las placas de Peyer, ganglios linfaticos y bazo [6]. Esta quimiocina es producida por
células dendriticas foliculares y células estromales [7]. Se ha demostrado que
promueve la migracion de linfocitos B que expresan el receptor CXCR5 hacia foliculos
linfoides y centros germinales [8], lo cual le confiere un papel muy importante en la
formacion de 6rganos linfoides secundarios [9, 10]. Sin embargo, poco se sabe de la
regulacion transcripcional de las quimiocinas.

Por otro lado, HIF-1 (hypoxia-inducible factor-1) es un factor de transcripcion que juega

un papel central en la adaptacion celular a cambios de oxigeno [11, 12]. Diversos



estudios en humanos y en modelos animales han revelado una relacion directa entre la
sobre expresion de HIF-1 y la progresion del tumor, por lo tanto, la sobreexpresion de
esta molécula es un indicador de prondstico desfavorable en diversos canceres
humanos [13]. Se ha reportado que HIF-1 regula la expresion de quimiocinas como
CXCL12, CCL20, CCL5, ademas de algunos de sus receptores como CCR7 y CXCR4
[14]. Sin embargo, se desconoce si regula la expresion de CXCL13 y la importancia de

éstas moléculas, HIF-1o.y CXCL13, en el LNH.



1.- OBJETIVOS

1.1 Objetivo General

Evaluar la participacion de HIF-1a en la regulacion de la expresion de CXCL13 y

determinar la correlacion de su expresion con los tipos de LNH.

1.2 Objetivos particulares

1. Evaluar la participacion de HIF-1a en la regulacién transcripcional de CXCL13.

2. Evaluar la expresion de HIF-1a y CXCL13 en biopsias provenientes de los
diferentes tipos de LNH de pacientes pediatricos.

3. Determinar la correlacion de la expresion de HIF-1a y de CXCL13 con el tipo de

LNH.



2.- ANTECEDENTES

2.1 Cancer pediatrico

En el 2008 la OMS en su reporte de cancer, indicé que para la poblacion infantil
en las regiones de Europa, Norte América y otros paises desarrollados, las tasas de
incidencia estan alrededor de 140 por millon de habitantes. A nivel mundial, se estima
aproximadamente unos 160,000 nuevos casos y 90,000 muertes en menores de 15
afios de edad, anualmente. En 2008 Rivera Luna R, publicé que la incidencia en
México es de 122 casos nuevos por afo en poblacién menor de 15 anos. En el 2005,
en México se creo el Registro de cancer en nifios y adolescentes (RCNA), en donde la
poblacion inscrita durante el periodo 2005-2010 fue de 3 569 pacientes menores de 20
afos, cuya distribucion por sexo muestra un predominio masculino con el 54.9% del
total de casos (datos de CENAVE/DGE/RCNA, 2005-2010). Las causas por las que los
nifos desarrollan cancer no estan claramente definidas, salvo para algunas
condiciones como la exposicién a altos niveles de radiacion. En esta poblacion, los
tumores mas frecuentes son las leucemias, los linfomas y los tumores del Sistema
Nervioso Central (SNC) [1].

Basado en los tres tipos de cancer mas frecuentes, dos patrones de presentacién de la
enfermedad se han descrito: 1) Patron Norte-Ameérica-Europa (1° Leucemias, 2°
Tumores del Sistema Nervioso Central y 3° Linfomas); 2) patron América Latina (1°
Leucemias, 2° Linfomas y 3° Tumores del Sistema Nervioso Central). En México, entre
los afios 1996-2000, la incidencia del linfoma por periodo fue del 13.2 %, siendo el
linfoma no Hodgkin el de mayor incidencia, ocupando el 3er lugar dentro de las
neoplasias de mayor incidencia en la edad pediatrica, seguida de las leucemias

(55.4%) y los tumores de SNC (14.4%) [15].



En el 2011, la Direccién General de Epidemiologia de la Secretaria de Salud, publico el
“Perfil epidemiolégico de cancer en nifios y adolescentes en México” en donde
podemos encontrar a los principales tipos de cancer diagnosticados en las Unidades
Médicas Acreditadas (UMA) de la Secretaria de Salud, para la atencién de nifios y
adolescentes con cancer entre 2005 y 2010, ubicando a los linfomas como la 22

neoplasia en pacientes infantiles, s6lo después de las leucemias. Figura 1.

Casos de cancer en menores de 20 afios, segun el tipo
histolégico. 2005-2010

i Leucemia

i Linfoma y Neoplasias
Reticuloendoteliales

L Tumores del Sistema Nervioso
Central

k Tumores Oseos

kd Tumores de células germinales

L otros

Figura 1 Principales tipos de cancer diagnosticados en las Unidades Médicas Acreditadas (UMA)
de la Secretaria de Salud. Para la atencidon de nifios y adolescentes con cancer en 2005 a 2010.

(CENAVE/DGE/RCNA, 2005-2010.



2.2 Linfoma pediatrico.

Los linfomas son neoplasias debidas a la proliferacién de las células linfoides. El primer
tipo fue publicado en 1832 por Thomas Hodgkin, quien demostré6 que las células
malignas gigantes (células Reed-Sternberg) son originadas de los linfocitos B [16].

El Instituto Nacional del Cancer define al linfoma como un tipo de tumor que inicia en
las células del sistema inmunitario. Hay dos clasificaciones basicas de linfomas. El
linfoma de Hodgkin (LH), que se caracteriza por la presencia de células Reed-
Sternberg y el linfoma no Hodgkin (LNH) que carece de este tipo de células. Sin
embargo, incluye un grupo grande y diverso de canceres de las células del sistema
inmunitario. Los LNH pueden dividirse a su vez en neoplasias que tienen una evolucion
o curso indolente (de crecimiento lento) y aquellos que tienen una evolucidén dinamica
(de crecimiento rapido). Estos subtipos se comportan y responden al tratamiento de
manera distinta. Tanto los LH como los LNH pueden presentarse en nifios y adultos, el
prondstico y tratamiento dependen del estadio y el tipo de linfoma [17, 18].

La OMS adopté una clasificacibn mas integral, publicada en 1994 por el grupo
internacional de estudio de linfomas; esta clasificacion incluye una combinacion de
caracteristicas morfoldgicas, inmunofenotipicas, genéticas y clinicas. Los 4 subtipos de

LNH mas frecuentes en nifios se muestran en la Tabla 1 [19].



Tabla 1 Caracteristicas de los LNH en pacientes pediatricos.

Histologia % Inmunofenotipo Presentacion clinica

1. Linfoma de células

pequefas no hendidas 40 Células B 100% Abdomen, cabeza, cuello,
(Burkitt y aparente médula 6sea, SNC.
Burkitt)
Células T 90 % Mediastino, ganglio linfatico.
2. Linfoma linfoblastico 30 Células B 10 % SNC, Médula ésea, hueso.

3. Linfoma de células B

grandes 20 Células B 100% Mediastino, abdomen.

Piel, mediastino, higado,

4. Linfoma anaplasico de 10 Células T 70% bazo.

células grandes Nulo 20% Abdomen

Células B 10%

2.2.1 Linfoma de Burkitt

El linfoma de Burkitt, denominado previamente indiferenciado tipo Burkitt, no Burkitt o
de células pequefias no hendidas, en la actualidad se considera linfoma de linfocitos B
centro folicular. Este linfoma es mas comun en hombres, con una proporcién de 2-3:1.
Sus manifestaciones clinicas varian segun el sitio anatomico de presentacién y su
distribucion geografica. Al momento del diagnostico la mayoria de los pacientes se
encuentran en estadios clinicos avanzados (lll y IV), cuando los tumores son mas
agresivos y mortales. Se reconocen tres variedades: 1) Tipo endémico: se encuentra
principalmente en Africa ecuatorial, Papta y Nueva Guinea, afecta a nifios de cuatro a

siete anos de edad. Los sitios primarios de aparicion mas frecuente son los huesos



faciales, incluida la érbita, la regidén ileo-cecal, los ovarios, rinones y las glandulas
mamarias. 2) Tipo esporadico no endémico: tiene amplia distribuciéon geografica,
especialmente en paises del hemisferio occidental y en particular, en paises en vias de
desarrollo. El sitio de aparicién primaria mas frecuente es el ileon terminal, sobre todo
la regién ileo-cecal; también puede afectar a los ovarios, rinones y a las glandulas
mamarias. 3) Tipo asociado con inmunodeficiencias: aparece, principalmente, en
pacientes con infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o con
sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Los ganglios linfaticos periféricos,
el SNC y la médula 6sea son las localizaciones primarias mas frecuentes. Las tres
variedades clinicas se caracterizan, histologicamente, al momento de su diagndéstico
por lo siguiente: arquitectura difusa (aun cuando inicialmente es folicular) con
numerosas mitosis, areas de necrosis y abundantes macrofagos entremezclados que le

confieren el caracteristico patron de “cielo estrellado”. Figura 2.

Figura 2 Linfoma de Burkitt. Tincion con Hematoxilina y Eosina. Se observan células tumorales
uniformes con multiples nucléolos pequefios y cromatina dispersada en el nucleo. (WHO Classification of

Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues, 2008).



En el tipo relacionado con inmunodeficiencias, las células neoplasicas tienen, con
frecuencia, aspecto plasmocitoide, mayor irregularidad nuclear y uno o dos nucléolos
prominentes. El inmunofenotipo de estas células tumorales corresponde a linfocitos B,
son positivas para IgM, kappa o lambda, CD19, CD20, CD22, CD10, BCL6, Y LPM-1y y
Ki-67; negativas para CD5, CD23, TdT y Bcl2. En cuanto a su genotipo, muestran re-
arreglo clonal de los genes en las cadenas pesadas y ligeras. En la mayoria de los
casos se puede observar la translocacion t(8;14) y en menor proporcion, las
translocaciones t(8;22) y (2;8). El genoma del virus Epstein-Barr coexiste en la mayoria
de los casos endémicos, en 25 a 40% de los relacionados con el VIH o SIDA y en

menos de 30% con los esporadicos [20-23].

2.2.2 Linfoma linfoblastico.

El linfoma linfoblastico, antes denominado linfosarcoma de la infancia, sarcoma de
Sternberg y linfoma de linfocitos T hendidos, es uno de los linfomas no Hodgkin mas
frecuentes en los nifos. La mayoria de las veces se localiza en la parte anterior del
mediastino y con menor frecuencia, en los ganglios linfaticos periféricos, la piel, las
gonadas, la glandula mamaria, el SNC y el higado. Las manifestaciones clinicas
dependen de la localizacidon y extension del tumor. El inmunofenotipo de este tipo de
linfoma muestra generalmente positividad con los marcadores de linfocitos T,
principalmente CD3 y CD7. En la mayoria de los casos con linfoma linfoblastico de
linfocitos B hay inmunorreactividad para HLAT-DR, CD19, CD79a, CD10 y CD24; la
expresion de CD20 y CD22 es variable y la de CD45 negativa. Ambos inmunofenotipos

muestran positividad para TdT y CD99 [24-26]. Figura 3
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Figura 3 Linfoma linfoblastico. Tincién con Hematoxilina y Eosina. Los linfoblastos tienen una alta
relacién nucleo: citoplasma, numerosas mitosis, cromatina finamente punteada y nucléolos discretos.

(Web pathology.com)

2.2.3 Linfoma difuso de células B grandes

Los linfomas no Hodgkin difusos de células B grandes ocupan el tercer lugar en
frecuencia en los pacientes pediatricos, no tienen preferencia por edad o sexo, pueden
ser inicialmente ganglionares o extraganglionares y su localizacién es variada. Los
sitios extraganglionares afectados con mas frecuencia son el ileon terminal, sobre todo
la regién ileo-cecal, la piel, los huesos y el sistema nervioso central.
Independientemente de su localizacion, su histologia es de células tumorales que
pueden tener nucleos hendidos o no hendidos, aspecto plasmocitoide o pleomérfico y
ser o no esclerosantes. Con respecto a su inmunofenotipo, la mayoria muestra
caracteristicas de linfocitos B, positivos para kappa o lambda, CD19, CD20, CD22 y
CD79a, en algunos casos para Bcl2, CD5, CD30 y Ki-67, ocasionalmente para p53 y

CD138 [27, 28]. Figura 4



Figura 4 Linfoma difuso de células B grandes. Tincion con hematoxilina y eosina. Las células
neoplasicas tienen escaso citoplasma, nucleos irregulares vesiculosos y nucléolos prominentes. (WHO

Classification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues, 2008)

2.2.4 Linfoma anaplasico de células grandes

Los linfomas anaplasicos de células grandes (LACG) solian ser denominados
comunmente como histocitiosis maligna. Causan aproximadamente el 10% a 15% de
los linfomas pediatricos y se caracterizan por la implicacion de ganglios linfaticos
abdominales, mediastinicos 6 periféricos, con sintomas generales frecuentes (fiebre) y
frecuentes afecciones viscerales y cutaneas. EI LACG se caracteriza por la
proliferacion de células grandes pleiomoérficas, células con inmunofenotipo de T o nulas
que tienden a invadir los senos de los ganglios linfaticos y expresan el antigeno CD30
(KI-1 o BERH 2) y antigenos EMA en células malignas. Se ha descrito la translocacion
t(2;5)(p23;935) en mas del 80% de los linfomas anaplasicos pediatricos de células

grandes [29]. Figura 5
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Figura 5 Linfoma anaplasico de células grandes. Tincion con hematoxilina y eosina. Se caracteriza
por la presencia de células bizarras y altamente anaplasicas, pueden estar dispuestas en laminas
cohesivas simulando carcinoma. Las células mas grandes atipicas pueden parecerse a las Reed-
Sternberg. Las células tumorales muestran citoplasma abundante, multiples nucléolos y mitosis atipicas

frecuentes.

Se ha demostrado la participacion de diversas moléculas involucradas en
linfomagénesis, incluyendo factores de transcripcidén que regulan funciones vitales para
la célula. Los factores de transcripcion Pax-5, Oct-1, Oct-2, BOB.1 y PU.1, por
mencionar algunos ejemplos, estdn expresados en la mayoria de los linfomas de
células B y en linfomas de Hodgkin [30]. Ademas, el factor inducible en hipoxia (HIF-1),
otro factor importante en la regulacién de genes involucrados en el metabolismo
energético, angiogénesis y apoptosis [31] que posiblemente esté implicado en la

linfomagénesis.



2.3 Factor inducible en hipoxia (HIF-1)

Los organismos aerobicos requieren de O, para producir energia y su deprivacion
provoca un estrés significativo en las células. Durante condiciones de poco O
denominado hipoxia, las células activan respuestas adaptativas para suplir el O, en
demanda, mediante procesos metabdlicos, bio-energéticos y redox. Esta adaptacion es
mediada por la activacién de la respuesta a proteinas de desplegamiento “unfolded”,
sefalizacion de mTOR y regulacion de genes por factores inducibles en hipoxia (HIF)
[32].

HIF-1 es un factor de transcripcidn, compuesto por un heterodimero, HIF-1a (826 aa) y
HIF-1p (789 aa). HIF-1a es regulado de una manera dependiente de oxigeno y la
subunidad HIF-18 esta expresada constitutivamente. Estas proteinas pertenecen a la
familia de proteinas bHLH-PAS, bHLH (basico hélice-loop-hélice) y el dominio PAS
[PER(Period clock)-ARNT-SIM(single-minded)], los cuales son esenciales para la
formacion del heterodimero y su union especifica al ADN en los elementos de
respuesta a hipoxia (HRE). La subunidad HIF-1a, en la regién C-terminal contiene dos
dominios de trans-activacion (estimulacion de la transcripcion), N-terminal (N-TAD) y C-
terminal (C-TAD) y una sefial de localizacion nuclear. En la parte central de HIF-1a se
encuentra el dominio Pro-Ser-Thr de degradacion dependiente de oxigeno (ODDD) del
aa 401 a 603, los cuales son los responsables de la estabilidad de HIF-1a. Este factor
de transcripcion regula un gran numero de genes requeridos para la respuesta a
hipoxia a través de la union especifica a las regiones promotoras, denominadas
elementos de respuesta a hipoxia (HRE) [33-36]. Ademas HIF-1 regula la expresién de
genes que participan en procesos bioldgicos involucrados en el cancer, como

angiogénesis, metabolismo de glucosa, supervivencia celular, invasién y progresion del



hidroxilasas dentro de los ODDD, la hidroxilacion se lleva a cabo en los residuos de
Pro-402 y Pro-564, los cuales promueven la union de la proteina von Hippel-Lindau
(pVHL), un componente del complejo de ubiquitin ligasa E3, que es blanco para la

subsecuente degradacion por el proteasoma [37]. Figura 6
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Figura 6 Estructura y funcién del factor inducible en hipoxia (HIF-1).

A) Estructura molecular de HIF-1a y HIF-13 (modificado de Shi YH [38] B) Bajo condiciones de hipoxia,
la reaccidon de hidroxilacién de las prolinas es inhibida y la interaccion pVHL-HIF-1a es eliminada,

teniendo como resultado la acumulacion en el ndcleo y la dimerizacién con HIF-14. [38-40].



Multiples vias de senalizacion contribuyen a la regulacion de la transcripcion del gen
inducible en hipoxia. Algunas de estas vias incluyen la de Ras/cinasa regulada por
sefales extracelulares (ERK) y la cascada de p38- proteina cinasa activada por
mitogeno (MAPK) [41, 42], |la via de fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) y la via de
sefalizacion de mTOR [43]. Ademas de la hipoxia, otras vias oncogénicas incluyendo
las vias de sefalizacion de factores de crecimiento o pérdida genética de genes
supresores de tumores, como VHL y PTEN, regulan positivamente la actividad de HIF
[44, 45]. La via de ERK1/2, dos proteinas cinasas activadas por mitégeno (MAPK), han
sido implicadas en la activacion de HIF-1 [46]. También se ha demostrado que la via de
sefalizacion de ERK1/2 esta involucrada en la fosforilacion de HIF-1a en un proceso
que no requiere oxigeno. La fosforilacién de HIF-1a por esta via de sefalizacion es
directamente dependiente de la disponibilidad de la proteina y por lo tanto
indirectamente regulada por la hipoxia. La regulacion de HIF-1a también ocurre a nivel
de ARNm, e involucra la via de transduccidon de sefales de PI(3)K/AKT [47]. Ademas
de la adaptacion a la hipoxia, diversos estudios han sugerido que HIF-1a podria ser
fundamental en la embriogénesis promoviendo la vascularizacion. Prueba de esto es
que los ratones homocigotos para la deficiencia de HIF-1a mueren a la mitad de la
gestacion (10.5 dias), debido a los defectos cardiacos, vasculares y formacion del tubo
neural [48, 49]. La deficiencia heterocigota de HIF-1a no es letal en la etapa
embrionaria, pero afecta la respuesta a la hipoxia crénica, indicando que no hay

redundancia en la funcién de HIF-1a [50].



2.3.1 Implicaciones de HIF-1 en cancer

HIF-1 juega un papel muy importante en la biologia del cancer, participando en
procesos como: angiogénesis, mantenimiento de las células troncales, reprogramacion
metabdlica, sefalizacion autdcrina de factores de crecimiento, transicion epitelio-
mesénquima, invasion, metastasis y resistencia a la terapia de radiacion vy
quimioterapia. En diversos estudios se ha demostrado que la actividad de HIF-1
incrementa, por la hipoxia intra-tumoral, por la pérdida de funcidn de los genes
supresores de tumores (VHL) y por la ganancia de funcion de los oncogenes y genes
virales transformantes (p53). Esta actividad sugiere que el incremento de la actividad
de HIF-1 representa una via final comun en la patogénesis del cancer y que es la
seleccion clonal la que favorece a las células cancerosas, en donde la actividad de
HIF-1 esta incrementada [51]. Los niveles de HIF-1a correlacionan con el crecimiento
del tumor, vascularizacion y metastasis tanto en modelos animales como en estudios

clinicos [52, 53].

2.3.2 Implicacion de HIF-1a en LNH

La presencia de areas hipoxicas es una caracteristica comun de los tumores malignos,
incluyendo los linfomas [54]. En el 2002 se realiz6é un estudio con biopsias de pacientes
adultos con diferentes tipos de linfoma no Hodgkin, en donde evaluaron la expresion
por inmunohistoquimica de HIF-1a asi como de genes blanco de HIF-1 tales como CA
IX y VEGF. Encontrando que éste factor de transcripcion estaba expresado en 60 de
los 85 casos de linfoma estudiados, preferentemente localizado en los centros
germinales [55]. También se ha evaluado la participacién de HIF-1a en linfomas difusos

de células B grandes de pacientes adultos, en donde se observé que su expresion esta



involucrada en la regulacion de genes de matriz extracelular como BGN, COL1A2,
COL5A1 y PLODZ2 [56]. En el 2011, Wang y cols. demostraron que HIF-1a tiene un
papel importante en el mantenimiento de la poblacién troncal de células de cancer en el
raton con linfoma, pues la inhibicion de HIF-1a erradicé eficientemente el linfoma en
este modelo experimental [57]. Por otro lado, en ese mismo afio, Marzec y cols,
reportaron que la proteina de fusién nucleofosmina-cinasa de linfoma anaplasico
(NPM/ALK), en donde ALK se presenta en los linfomas anaplasicos de células grandes,
puede inducir la expresion de HIF-1a mediada por la sobre-regulacién de su
transcripcion y la senalizacion a través de STATS3, el cual se une al promotor de HIF-

1a. [58].

2.3.3 HIF-1a y Quimiocinas

En el 2007 Piovan y cols. demostraron que condiciones de hipoxia median la
regulacion positiva de una manera selectiva del receptor de la quimiocina CXCR4, a
través de la estabilizacion de HIF-1a en células B normales y células B neoplasicas, de
diferentes tipos de linfoma no Hodgkin. También demostraron que la hipoxia puede
regular a HIF-1a a nivel post-traduccional por un proceso de redistribucion del receptor
CXCR4 a través de su ligando, la quimiocina CXCL12 [59]. En el 2007, Maxwell y cols.
demostraron que HIF-1 y NF-xB regulan positivamente la expresion de CXCR1 y
CXCR2 promoviendo la supervivencia de las células de cancer de préstata en
condiciones de hipoxia [60]. Mojsilovic-Petrovic y cols. demostraron en un modelo de
neuroinflamacion, en donde esta patologia se caracteriza por la hipoxia y la isquemia,
que la simulacion de condiciones de hipoxia inducen la sobre-expresion de HIF-1a asi

como también de las quimiocinas inflamatorias CCL2 (MCP-1) y CCL12 (MCP-5),



involucrada en la induccién transcripcional de estas dos quimiocinas en astrocitos en
condiciones de hipoxia [61]. Por otro lado, también se ha visto la participacion de HIF-
1a en respuesta a la acidosis, en donde Melchionna R. y cols. identificaron al receptor
de quimiocina, CXCR4 como un receptor importante en la respuesta a un pH acido,
mostrando por primera vez, que los elementos de respuesta a hipoxia no solo son
efectores en condiciones bajas de O3, sino que también son elementos de respuesta a
acidosis. En otro estudio se publicé que macréfagos en condiciones de hipoxia sobre-
expresaron diferentes moléculas, entre ellas quimiocinas y receptores de quimiocinas

como: CXCL12, CCL10, CXCL1, CCR7, CCL3 y CXCR4 [14].

2.4 Quimiocinas

Las quimiocinas son una familia de proteinas pequefias que son definidas por sus
cuatro residuos de cisteinas conservados. Estas proteinas activan receptores
acoplados a proteinas G e inducen la migracién celular a través de un gradiente de
concentracion [62]. Hasta el momento alrededor de 50 quimiocinas han sido
identificadas en humanos, las cuales se unen a 18 receptores de quimiocina diferentes.
Inicialmente, estas proteinas fueron identificadas como moduladoras de la respuesta
inmune. Posteriormente se encontré que regulan la migracion celular durante el
desarrollo embrionario [63]. Las quimiocinas pueden ser clasificadas de acuerdo a la
manera en que son expresadas, en constitutivas e inducibles. Las quimiocinas
constitutivas estan involucradas en la homeostasis del sistema linfoide y estan
involucradas en la formacion de la estructura de 6rganos linfoides secundarios. Las
quimiocinas inducibles son expresadas en respuesta a procesos de inflamacién,

reclutando linfocitos en el sitio de dafo [64].



La secrecion de quimiocinas inducibles de manera no controlada, puede llevar a
infiltrados linfocitarios inapropiados en el tejido en donde se expresan sus receptores.
Mientras que las quimiocinas secretadas constitutivamente, pero de manera no
controlada dentro de los 6rganos linfoides secundarios podrian ser la causa de la
invasion del érgano por células neoplasicas [65].

El reclutamiento y posicionamiento de los linfocitos y células dendriticas en el ganglio
linfatico esta dirigido por la expresion compartamentalizada de las quimiocinas
linfoides. La familia de quimiocinas linfoides incluye CCL19, CCL21 y CXCL13 y dos
receptores CCR7 y CXCRS. La quimiocinas CCL19 y CCL21 son expresadas
constitutivamente por las células estromales de la zona de T y responden al receptor
CCRY7, las cuales promueven el reclutamiento de células T naive y de memoria, asi
como células dendriticas en la zona de T. CXCL13 esta expresada constitutivamente
en células estromales foliculares y es requerida para el reclutamiento de células B
CXCR5" y un pequefio subconjunto de células T del compartimento folicular [66].
Diversas quimiocinas han sido implicadas en procesos de linfomagénesis,
considerando su papel en la organizacion de los tejidos linfoides, ejemplo de ellas son:

CCL19, CCL21, CXCL12 y CXCL13 [5]. Figura 7
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Figura 7 Modelo del trafico de linfocitos y células dendriticas en respuesta a quimiocinas.
Migracién a través de los ganglios linfaticos secundarios durante la respuesta inmune. CD (células
dendritica), ZN (zona del manto), CG (centro germinal), VEA (vénulas del endotelio alto). Modificado de

Muller, 2002 [65].

La participacion de las quimiocinas en el mantenimiento de las diferentes zonas del
ganglio linfatico o de otro tejido linfoide secundario es muy importante ya que
mantienen a los linfocitos B o T normales dentro del tejido. La quimiocina CXCL13 esta

fuertemente expresada en los foliculos de las placas de Peyer, bazo y ganglios



foliculares adyacentes [7]. Estudios en modelos murinos han demostrado que la unién
de CXCL13 con su receptor CXCRS es requerida para la organizacion de las células B
en los foliculos linfoides y para el desarrollo de ganglios linfaticos y placas de Peyer [7,
9]. Esta evidencia demuestra que la participacion de esta quimiocina es de gran

importancia para la formacion de la zona de B del tejido linfoide secundario.

2.4.1 La quimiocina CXCL13 y su expresion en linfoma

CXCL13 es una quimiocina de 88 aa que pertenece a la familia de las quimiocinas CXC
[67] y es necesaria para el reclutamiento de los linfocitos B dentro de los foliculos de
las placas de Peyer, ganglios linfaticos y bazo [6]. Esta quimiocina es producida por
células dendriticas foliculares y células estromales foliculares adyacentes [7]. Se ha
demostrado que promueve la migracion de linfocitos B que expresan el receptor
CXCRS hacia foliculos linfoides y centros germinales [8, 68] lo cual le confiere un papel
muy importante en la formacién de 6rganos linfoides secundarios [9].

La expresiéon de CXCL13 en células B malignas solo se ha reportado en linfomas
gastricos extra-nodales de zonal marginal, en donde se demostr6 que las células B
neoplasicas son la fuente principal de CXCL13 [69]. Por otro lado, en el linfoma folicular
de adultos, se ha estudiado la participacion de la quimiocina CXCL12 y su receptor
CXCR4 [70]. En el 2002, Husson y cols. demostraron mediante ensayos de migracion,
que las células del linfoma folicular presentaron una migracién significativa en
respuesta a CXCL13 y muy poca migracion en respuesta a CXCL12. Lo cual sugiere
que la produccion de CXCL13 por las células del linfoma folicular presentan una
interaccion especifica con su receptor CXCR5, permitiendo asi la acumulaciéon de

células B neoplasicas dentro de los tejidos linfoides y promoviendo asi la enfermedad



Si bien se ha documentado la participacion de CXCL13 en tumorigénesis, los
mecanismos que regulan la sobre-expresion de ésta y otras quimiocinas implicadas en
los diferentes tipos de neoplasias no han sido totalmente elucidados. Al respecto, se ha
descrito que algunos factores de transcripcion tales como HIF-1a y NF-kB que se
encuentran sobre-expresados en algunos tumores estan involucrados en la regulacion
de quimiocinas tumorigénicas [61, 72].

Como ya se menciond, poco se sabe sobre la regulacion de la quimiocina CXCL13, en
el 2009 se publicé que el promotor de CXCL13 tiene sitios de uniéon que son blanco
para la via alterna de NF-xB, siendo ésta via la responsable de desarrollar y mantener
la estructura de los dérganos linfoides, asi como una 6ptima respuesta inmune [72].
Resultados preliminares de nuestro grupo de trabajo, mostraron que la inhibicién de la
degradacion de HIF-1a indujo la expresiéon de la quimiocina CXCL13, lo que nos llevo a
realizar un analisis bio-informatico en las bases de datos TESS y Genomatix,
encontrando que el promotor de CXCL13 tiene tres posibles sitios de unién para HIF-
1a. Por lo anterior, es razonable pensar que el factor de transcripcion HIF-1 esta
regulando la expresion de la quimiocina CXCL13, y que esta regulacion participa de

manera importante en la fisiopatogénesis del LNH.



3. JUSTIFICACION

¢ Se ha documentado la participacion de la quimiocina CXCL13 y del factor de
transcripcion HIF-1a en la fisiopatogénesis de diversos tipos de cancer.

¢ Hay evidencia de que HIF-1a regula la expresion de algunas quimiocinas y
algunos de sus receptores.

¢ No se tiene conocimiento suficiente de la participacion de estas dos moléculas
en LNH.

¢ No se sabe si HIF-1a esta regulando la expresion de CXCL13 y si la expresion

pudiera impactar en la progresion de los LNH en nifios.

4. HIPOTESIS

El factor de transcripciéon HIF-1 regula de manera transcripcional la expresion de la
quimiocina CXCL13 y el incremento de ambas proteinas se asocian directamente con

el tipo mas agresivo de LNH.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Inhibicién farmacolégica de la degradacion de HIF-1a.

2x10° células de cancer de prostata (PC-3) fueron tratadas con diferentes
concentraciones (25, 50 y 100 uM), del inhibidor de la degradacién de HIF-1a, etil-3,4-
hidroxibenzoato (EDHB) o con el diluyente del farmaco (DMSO). Las células se
mantuvieron en cultivo durante 24 horas a 37°C y 5% de CO, y fueron cosechadas
empleando Tripsina-EDTA. Se prepararon laminillas con 2x10* células de cada
concentracion para evaluar la expresion de HIF-1aa y CXCL13 mediante
inmunocitoquimica.

Por otro lado, 2x10° células PC-3 fueron tratadas con 25uM de EDHB y se
mantuvieron en cultivo durante 1.5, 3, 6, 12, 18 y 24 h a 37°C y 5% de CO.. Las células
fueron cosechadas y se realizé la tincidn para HIF-1a y CXCL13 con anticuerpos
especificos acoplados a un fluorocromo, 9uL de HIF-10-CSF y 9uL de CXCL13-PE
(R&D Systems, Minneapolis, MN), para cada uno de los tiempos. La expresion de
cada proteina se evalu6 mediante citometria de flujo, normalizando con respecto al

diluyente del farmaco (DMSO).

5.2 Modulacién farmacolégica de la expresion de HIF-1a

4x10* células PC-3 fueron colocadas en una laminilla labtek de 8 pozos para cultivo
celular (Thermoscientific ) en 800 uL de medio RPMI advaced (GIBCO) con 3% de
SFB. Se incubaron durante 24 horas a 37 °C y 5% de CO,. Las células PC-3 fueron
tratadas con 25 uM del inhibidor de la degradacién de HIF-1a, EDHB (Sigma, St. Louis,

MO), con 1 uM del inhibidor de la actividad de HIF-1a, 2-metoxiestradiol (Sigma, St.



Louis, MO) o con el diluyente del farmaco (DMSO). Las células se mantuvieron en
cultivo durante 24 h con medio RPMI advanced suplementado con 3% de SFB a 37 °C
y 5% de CO,. Se retir6 el medio y las células se lavaron cuidadosamente con PBS,
posteriormente fueron fijadas con acetona fria durante 10 minutos. La laminilla se
coloco en un vaso couplin con PBS para realizar dos lavados durante 5 minutos en
agitacion, para posteriormente realizar la tincion. Las laminillas se almacenaron por un
periodo maximo de 5 dias en PBS a 4 °C antes de realizar la tincion para

inmunofluorescencia.

5.3 Clonacion del promotor de la quimiocina CXCL13.

A partir de un analisis bio-informatico en las bases de TESS y Genomatix, se identifico
la regidn promotora de la quimiocina CXCL13. Se tomaron 2000 pb rio arriba del sitio
de inicio de la transcripcién y se verificd que la secuencia del promotor de CXCL13
fuera la correcta, utilizando la base de datos del NCBI. Se disefiaron oligonucleotidos
especificos para la amplificaciéon del promotor (997 pb). Se realizé la amplificacién del
promotor de CXCL13 con oligonucledtidos especificos y se clon6 el promotor en el sitio
multiple de clonacién de un plasmido reportero. El plasmido reportero que se empled
fue pEGFP-N1, el cual tiene un promotor eucarionte de cytomegalovirus (CMV) y el
promotor procarionte SV40, también contiene un casete de resistencia a
kanamicina/neomicina, un casete de seleccion con puromicina y el origen de
replicacién pUC, asi como un sitio de multi-clonacién que contiene diferentes sitios de
restriccion. Entre los sitios de restriccion se encuentran los sitios para las enzimas de
restriccion Pst1 y BamH|. Previamente en nuestro grupo de trabajo, se realizo la
delecion del promotor de CMV del plasmido pEGFP-N1, obteniendo un plasmido

carente de promotor que se le denominé pLGFP (4141 pb). En el plasmido pLGFP se



favorecer la clonacion del promotor de CXCL13 en el plasmido pLGFP, se diseharon
los oligonucledtidos para amplificar el promotor de CXCL13 con secuencias para sitios
de restriccidon, en donde las enzimas Pst | y BamH| llevaron a cabo el corte enzimatico
y generaron un fragmento con extremos cohesivos para la clonacion del promotor de
CXCL13. Figura 8

Para amplificar el promotor se utilizaron 100 ng de ADN de células mononucleares de
sangre periférica de humano. EI ADN fue obtenido con el kit Qlamp DNA mini kit
(QIAGEN) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La PCR se realizé bajo las
siguientes condiciones: 95°C, 3 min/ 35 ciclos (95°C 30 s; 62.3° 30 s; 72°C 1 min)/ 72°
C 2 min. El producto de amplificacion del promotor de CXCL13 que se esperaba era de
997 pb. La secuencia de los oligonucleotidos se muestra en la Tabla 2.

Bacterias DH5a fueron utilizadas para expresar el plasmido con el promotor de
CXCL13. Las bacterias transformadas fueron inoculadas en agar BHI con el antibiotico
de seleccion, Kanamicina 30 ug/ uL y se incubaron a 37°C. 18 horas después de la
incubacién, las colonias resistentes al antibidtico fueron seleccionadas para proliferar
en medio BHI con kanamicina para extraer el ADN plasmidico y corroborar por patron
de digestion enzimatica con Pst | y BamH | que la insercién del promotor de CXCL13
se haya llevado a cabo.

Se obtuvo el ADN plasmidico mediante mini-prep, a la construccién se le denominé
pCXCL13-GFP. ElI ADN plasmidico purificado se utilizé para transfectar células PC-3
utilizando lipofectamina® 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Los controles de la transfeccion y de la expresidn que se emplearon fueron el plasmido
sin promotor (pLGFP, control negativo) y el plasmido con el promotor de

citomegalovirus (pCMV-EGFP, control positivo).
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Figura 8 Plasmido reportero pLGFP-N1 que se empleé para clonar el promotor de CXCL13

Tabla 2 Secuencia de los oligonucleétidos para amplificar por PCR punto final el promotor de CXCL13

Oligonucleétido Sitio de Tm
restriccion | (°C)
Sentido 5-CGA TCT GCAGGG CAG TTT AGT GGT ACT CTA G-3’ Pst1 64.6

Antisentido 5-AC GGATCCAAC TTCATT CTG TCT GGAGGTA-3 BamHA1 64.1




5.4 Evaluacion de la funcionalidad del promotor de CXCL13.

2x10° células PC-3 fueron transfectadas con 0.8 ug de ADN plasmidico, utilizando
lipofectamina 2000. Las células se mantuvieron en cultivo durante 48 horas a 37 °C y
5% de CO,. Posteriormente las células fueron cosechadas utilizando tripsina-EDTA
0.025% (GIBCO) y se lavaron con PBS. Se fijaron con 4% de p-formaldehido y se
evaluo la expresion de la proteina GFP mediante citometria de flujo (FACS Calibur,

Hospital de Especialidades del CMN SXXI).

5.5 Mutacion sitio dirigida del promotor de CXCL13.

Se disefaron tres pares de oligonucledtidos especificos para cada mutacion. De
acuerdo a las especificaciones del kit Quick Change Il XL Site Directed, las secuencias
de los oligonucledtidos se muestran en la Tabla 3.

A partir de 100 ng de ADN plasmidico de pCXCL13-GFP se llevé a cabo la mutacion
sitio dirigida. La PCR para cada mutacién se realiz6 con los reactivos y bajo las
instrucciones del fabricante del Kit Platinum® Pfx DNA Polymerase. El programa de la
PCR que se utilizé para realizar las mutaciones fue el siguiente: 95°C 1 min; 18 ciclos

de 95°C 50 s; 60 °C 50 s; 68 °C 1 min y; 68 °C 7 min.



Tabla 3 Secuencia de oligonucleétidos para realizar la mutacién en los posibles sitios de unién de

HIF-10 en pCXCL13-GFP.

SILVESTRE

NOMBRE SECUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDOS MUTANTE

M1 Sentido 5°- CTC CCT TCA TGC AGA AAA AGG CAC CACAG

CXCL13 ACA AAG CAG GG -3’

(-678 pb) Anti-sentido 5'-CCC TGC TTT GTG TGC CTT TTT

CTG CAT GAA GGG AG-3

M2 Sentido 5" TCC ACA TGC TAG GGT TTT TAT GCG

CXCL13 CTC GACGG-3’

(-447 pb) Anti-sentido 5- CCG TCG AGC GCA TAA AAA CCC

TAG CAT GTG GA -3’

M3 Sentido 5°- TGG TAC TGC AAA CCT TTT GCC TGG

CXCL13 ACT CAGAGC-3’

(-47 pb) Anti-sentido 5- GCT CTG AGT CCA GGC AAA AGG

TTT GCA GTA CCA-3

5.6 Secuenciacion

Para secuenciar cada uno de los fragmentos obtenidos en las mutaciones, primero se
realizo la PCR con el kit Big Dye Terminator v3.1 utilizando oligonucleétidos especificos
de acuerdo a la regidon en donde se llevo a cabo la mutacion. Para la PCR de cada uno
de los sitios se utilizaron los oligonucledtidos que se muestran en la Tabla 4.
Brevemente, a partir de 400 ng de ADN plasmidico obtenido de cada mutante, se
realiz6 la PCR con Big Dye 3.1. El programa para la PCR fue el siguiente: 96°C 1 min;

25 ciclos de 96 °C 10 s; 50 °C 5 s; 60 °C 4min y 4 °C. Para la reaccion de



secuenciacion se utilizé un secuenciador ABI Prism 310 (Departamento de Genética

CINVESTAYV, IPN).

Tabla 4 Secuencia de oligonucledtidos para la deteccion de la mutacién de los posibles sitios de unién

de HIF-1a en pCXCL13-GFP

Secuencia de oligonucleétidos

5 GTTT ATG TCA GAC TGT AAT ATG G 3°

5" AGA GAT GGA AAAGAC TGG TAG G 3°

5 CAA ATT TAT AAAGTT TGC AAG AGAAG 3

5.7 Obtencion de una linea celular de linfoma que sobre-exprese HIF-1a

Células de linfoma de Burkitt (células Ramos) fueron tratadas con 25 uM de EDHB y
cultivadas en medio RPMI advanced suplementado con 3% de SFB a 37°C y 5% de
CO; durante 2 meses, hasta obtener una clona que sobre-expresara HIF-1a y se le

denomind RsRs. Las células RsRs se mantuvieron en cultivo con 25uM de EDHB.

5.8 Determinacion de la expresion de HIF-1a y CXCL13 mediante

inmunocitoquimica

Se empled la técnica de inmunocitoquimica para evaluar la expresion de HIF-1a y
CXCL13 utilizando anticuerpos especificos. El anticuerpo monoclonal de ratén anti-HIF-
1a humano (R&D Systems, Minneapolis, MN) 0.2 mg/mL se utilizé una dilucion 1:100 y
su respectivo control de isotipo IgG normal de raton (Santa Cruz, California. USA), el

anticuerpo policlonal de conejo anti-CXCL13/BLC/BCA-1 humano (R&D Systems,



Minneapolis, MN) 0.2 mg/mL se utilizé6 una dilucion 1:100 y su respectivo control de
isotipo 1IgG normal de cabra (Santa cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). Brevemente,
las laminillas se colocaron en una solucion reguladora de citrato de sodio 0.01M y se
incubaron en bafo maria durante 20 minutos para recuperar la estructura antigénica,
se bloquearon los receptores Fc con suero normal de cerdo durante 2 h y se agregaron
los anticuerpos de interés. Las preparaciones se incubaron toda la noche a 4 °C en
camara humeda con el anticuerpo primario. Se utilizaron controles de isotipo segun
correspondid, normal de raton o normal de cabra, como anticuerpo secundario se
utilizo el link universal biotinilado (Dako) y estreptavidina conjugada con peroxidasa de
rabano (HPR) (Dako). El color fue generado mediante la adicion del sustrato diamino
bencidina (DAB) durante 1 a 2 minutos; se detuvo la reaccion con agua de la llave y se
contratind con hematoxilina. Finalmente las células fueron deshidratadas bajo el
siguiente esquema: agua destilada, etanol al 70%, etanol al 90%, etanol al 100% y
xileno en banos de 5 minutos cada uno. Finalmente las preparaciones se cubrieron con

resina y se dejaron secar a temperatura ambiente.

5.9 Determinacion intracelular de HIF-1a y CXCL13 mediante citometria de flujo.

Se evalud la expresion intracelular de HIF-1a y CXCL13 utilizando el kit Foxp3
Fixation/Permeabilization (eBiosciences). Brevemente, se fijaron y permeabilizaron
2x10° células PC-3, Ramos y RsRs con la solucién reguladora para la permeabilizacion
y fijacion, preparado de acuerdo a las indicaciones del fabricante, durante 1.5 horas a
4 °C en oscuridad. Se lavaron las células con solucion reguladora para permeabilizar
1X. Se realizdé la tincion de HIF-1a y CXCL13 con los anticuerpos especificos
acoplados a un fluorocromo, anti-HIF-1a. acoplado a fluoresceina y anti-CXCL13

acoplado a ficoeritrina (R&D, Systems, Minneapolis, MN), empleando una dilucién 1:10.



Los anticuerpos se incubaron durante 1 hora a 4 °C en oscuridad. Las células se
lavaron 2 veces con solucion reguladora para permeabilizar 1X. Se resuspendieron en
PBS y se cuantifico la intensidad media de fluorescencia en un citometro FACS Calibur

(Hospital de Especialidades del CMN SXXI).

5.10 Determinacion de la expresion de HIF-1a y CXCL13 mediante

inmunofluorescencia

Las células PC-3 fueron fijjadas con acetona fria durante 10 minutos. Se lavaron 2
veces con PBS. Se permeabilizaron las células y se bloquearon los receptores Fc con
la solucién reguladora para permeabilizar (0.1% Triton X-100 y 0.02% de BSA en PBS)
durante 1 h a temperatura ambiente en una camara humeda y en agitacion. Las células
se lavaron 2 veces con PBS, en agitacion durante 5 minutos. Se realiz6 la tincién para
cada una de las proteinas con anticuerpos especificos, los anticuerpos primarios se
incubaron durante 1 hora a 4 °C en camara humeda y en agitacion. La dilucion del
anticuerpo que se emple6 fue 1:20 del anticuerpo monoclonal de raton HIF-1a y 1:20
del anticuerpo monoclonal de cabra CXCL13. Los anticuerpos secundarios, 1:100 anti-
ratdn biotina y 1:100 de estreptavidina-Alexa fluor 594 y 1:500 de anti-cabra-FITC, se
incubaron durante 40 min a 4°C en camara humeda y en agitacion. El reactivo DRAQ7
se empled para teiir los nucleos y se montaron las laminillas con vectashield (Vector
Laboratories, Burlingame, CA). La inmunofluorescencia se observdo y se foto-
documentd en un microscopio confocal Zeiss Axiovert 100M (Hospital de

Especialidades del CMN SXXI).



5.11 Determinacion de la interaccién de HIF-1a con el promotor de CXCL13
mediante inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlP).

Células PC-3 fueron cultivadas en condiciones de normoxia a 37°C y 5% de CO,. Las
células fueron cosechadas con Tripsina-EDTA (GIBCO) y 2x10° células fueron fijadas
con 1% de formaldehido durante 10 min a temperatura ambiente y 5 min a 37 °C. El
ChIP se realizo utilizando el kit MAGnify™ Chromatin Immunoprecipitation System
(Invitrogen, Carlsbad, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, las
células fueron lisadas y sonicadas para obtener fragmentos de ADN entre 600 y 1000
pb. Se acopl6 el anticuerpo anti-HIF-1a (R&D Systems, Minneapolis, MN) ¢ anti-HIF-1a
(Novus Biologicals, Littleton, CO, EUA) o IgG de raton (Invitrogen, Carlsbad, CA) a las
perlas magnéticas protein A/G durante 3.5 horas a 4 °C.

La cromatina fragmentada fue diluida como lo indica el fabricante e incubada con el
anticuerpo anti-HIF-1a (R&D Systems) o IgG de raton (Invitrogen, Carlsbad, CA)
acoplado con las perlas magnéticas durante toda la noche a 4 °C. Los inmuno-
complejos fueron colectados, lavados y eluidos. Los fragmentos eluidos fueron
digeridos con proteinasa K (20 mg/mL) a 55°C durante 15 min y el entrecruzamiento
fue revertido mediante calor a 65 °C durante 20 min. Los inmuno-precipitados de ADN
fueron recuperados con perlas magnéticas para purificacion de ADN (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Se realiz6 PCR de punto final para amplificar los sitios de interés. Los
oligonucledtidos para la PCR se muestran en la tabla 5. El programa para la PCR fue el
siguiente: 94 °C 5 min; 35 ciclos de 94 °C 30 s; 56-62 °C 30 s; 68 °C 5 min ; 4 °C. Se
realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1.9% y se utilizé6 bromuro de etidio para
visualizar con luz UV los productos de la amplificacién, utilizando un transiluminador y

un fotodocumentador para obtener la imagen resultante.



Tabla 5 Secuencia de los oligonucleétidos para la deteccion por PCR de la interacciéon de HIF-1a al

promotor de CXCL13 mediante inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP).

Secuencia oligonucledtido

Sentido 5 GTTT ATG TCA GAC TGT AAT ATG G 3°

Anti-sentido 5" CAG ATC CTAACG CTG ATT ATG 3°

Sentido 5" AGA GAT GGA AAA GAC TGG TAG G 3°

Anti-sentido 5" GCT TGG AAG CTC CAAAGC AC 3

Sentido 5" AGA GAT GGA AAA GAC TGG TAG G 3°

Anti-sentido 5" CTT CAT TCT GTC TGG AGG TAG 3’

5.12 Microarreglo de biopsias de pacientes pediatricos con linfoma no Hodgkin

La construccion de un microarreglo de tejidos, permite evaluar una mayor cantidad de
muestras en una sola laminilla, disminuyendo el error experimental desde el inicio de la
tincion hasta el revelado de la misma. Se disminuye el tiempo experimental, asi como
también el gasto de reactivos. Por estas razones, se construyé un microarreglo de
tejidos con 58 biopsias de pacientes pediatricos con Linfoma. Los cortes para el
microarreglo de tejidos fueron obtenidos de ganglios linfaticos embebidos en parafina
de paciente pediatricos que asistieron al Hospital Infantil de México Federico Gomez
entre los afos 2000 a 2006, quienes fueron diagnosticados con cualquiera de los tipos
de LNH. Las biopsias fueron de pacientes sin tratamiento previo a la extirpacion del
ganglio y fueron arreglados segun la técnica de microarrelgos, empleando un sistema
semiautomatico ATA-100 Chemicon (Chemicon’s Advanced Tissue Array). Los cortes

de cada biopsia para el microarreglo fueron de 4 um y se realizaron de forma seriada.



De los 58 linfomas que se incluyeron en el Microarreglo: 11 fueron de linfoma
linfoblastico, 13 de linfoma de Burkitt, 6 de linfoma de células grandes y 4 de linfoma

anaplasico de células grandes.

5.13 Analisis de la expresion de HIF-1a y CXCL13 en el microarreglo de biopsias

de pacientes pediatricos con LNH mediante inmunohistoquimica

Para la inmunotincién de las biopsias del microarreglo, se realizaron cortes de 4 um
sobre una laminilla de vidrio cubiertas con adhesivo especial (Apex™ Superior
adhesive slides, Leica microsystems). Brevemente, se desparafind el microarreglo
mediante calentamiento a 62°C por 1 h, después el tejido fue hidratado con el siguiente
procedimiento: 3 bafnos en xileno, 2 banos en etanol al 100%, un bafo en etanol al
90%, un bafo en etanol al 70% y un bafo en agua destilada, cada uno de ellos con
duracion de 8 minutos.

Se realizd la recuperacion antigénica sumergiendo las laminillas en citrato de sodio
(0.01 M pH 6.0) que se colocaron en bafno maria a 90 °C durante 20 minutos. La
actividad de la peroxidasa endogena fue inhibida con metanol y perdxido de hidrégeno
al 3% por 15 minutos. La unidon no especifica de los anticuerpos al tejido fue
bloqueada, sumergiéndolos durante 60 minutos en una mezcla de bloqueador universal
y albumina sérica bovina al 2%. Las secciones de tejido se incubaron toda la noche a
temperatura ambiente con anticuerpos anti-HIF-1a 1:100 (R&D Systems, Minneapolis,
MN) y anti-CXCL13 1:100 (R&D Systems, Minneapolis, MN). Se realizaron lavados con
PBS 1X durante 5 minutos y se agrego el anticuerpo universal Link conjugado a Biotina
(Dako) y posteriormente con streptavidina conjugada a HPR, por ultimo el color fue

generado mediante la adicion del substrato DAB durante 1 a 2 minutos; la reaccion se



detuvo con agua de la llave y se contratind con hematoxilina. Posteriormente el tejido
fue deshidratado bajo el siguiente esquema: agua destilada, etanol 70%, etanol 90%,
etanol 100% y xileno en bafos de 5 minutos cada uno. Finalmente las preparaciones
se cubrieron con resina y se dejaron secar a temperatura ambiente.

El analisis de la expresion de cada una de las proteinas en el microarreglo se evalud
mediante patologia digital con el digitalizador de imagenes ScansScope CS (Aperio,
San Diego, CA. USA). La cuantificacion se realizo utilizando el algoritmo del fabricante.
Brevemente, el equipo cuantifica la intensidad de expresion total por célula y le asigna
un valor numérico de acuerdo al grado de intensidad, intensidad alta, intensidad
moderada, intensidad baja o intensidad nula. Se promediaron las intensidades

descartando el valor de la intensidad nula.



6.- RESULTADOS

6.1 Modulacién de la expresion de HIF-1a en células PC-3 y el efecto en la

expresion de CXCL13.

Para evaluar el efecto que tiene la acumulacion de HIF-1a en citoplasma en la
expresion de la quimiocina CXCL13, células PC-3 fueron tratadas con el inhibidor de la
degradacion de HIF-1a, EDHB, a diferentes concentraciones (25, 100 y 250 pyM),
durante 24 h. Posteriormente se evalud, mediante inmunocitoquimica con anticuerpos
especificos la expresion de ambas proteinas, los resultados demostraron que la
acumulacion de HIF-1a (Figura 9 b-e) tuvo un efecto en la expresion de CXCL13
(Figura 9 f-i) aumentando de manera significativa cuando las células fueron tratadas
con 25 (Figura9 cy g) y 100 uM de EDHB (Figura 9 d y h) en comparacion con las
células no tratadas (Figura 9 b y f). Los resultados anteriores sugieren que la
expresion de CXCL13 aumenta de manera directa a la acumulacion de HIF-1a. Sin
embargo, la expresion de ambas proteinas se ve disminuida a una concentracion 250
MM de EDHB (Figura 9 e, i). Esta disminucion en la acumulacion de HIF-1o puede

deberse a la muerte celular observada en la inmunotincion.
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Figura 9 La induccién de la acumulacion de HIF-1a incrementa la expresion de CXCL13 en células
PC-3.

Células PC-3 fueron tratadas durante 24h con diferentes concentraciones 25, 100 y 250 uM. del inhibidor
de la degradacién de HIF-1a (EDHB). La expresion de HIF-1a y CXCL13 se evalué mediante
inmunocitoquimica, utilizando anticuerpos especificos anti-HIF-1 a y anti-CXCL13 a) control de isotipo
(células tratadas con el DMSO), b,f) células sin tratar, c,g) células tratadas con 25 uM de EDHB, d,h)

células tratadas con 100 uM de EDHB, e,i) células tratadas con 250 yM de EDHB. Amplificacion 100X

Después de haber encontrado las concentraciones optimas, en donde se observo que
la acumulaciéon de HIF-1a mediada por el farmaco EDHB induce la expresiéon de
CXCLA13, lo siguiente fue evaluar cual era el tiempo 6ptimo de tratamiento con EDHB,
para inducir la expresion de CXCL13. Para lo cual se realizé una cinética de tiempo, en
donde células PC-3 fueron tratadas con 25 uM de EDHB a diferentes tiempos (1.5, 3, 6,
12, 18 y 24 h), posteriormente se llevd a cabo la inmunotincion para evaluar la
expresion de HIF-1a y CXCL13 en cada tiempo mediante citometria de flujo (Figuras
10A y 10B respectivamente). Cabe senalar que para cada uno de los tiempos de
tratamiento con EDHB, se tuvo su control del vehiculo correspondiente (DMSO).

Considerando como el 100% a la intensidad media de fluorescencia dada por las



células, que fueron incubadas soélo con el vehiculo en cada punto de la cinética de
tiempo. En la Figura 10A se muestran los resultados de la expresion total de HIF-1a,
la cual aument6 de manera significativa a las 12 h de tratamiento. Sin embargo en este
tiempo, la expresion de CXCL13 es minima (Figura 10B), la expresion de esta
quimiocina se ve aumenta de manera significativa a partir de las 18 h y es mas
evidente a las 24 h. Sin embargo, en éste tiempo la expresion de HIF-1a empieza a

disminuir.
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Figura 10 La acumulaciéon de HIF-1a induce la expresion de CXCL13 a través del tiempo.

La expresion de cada proteina fue cuantificada mediante citometria de flujo. La expresidon se normalizé
con respecto a la intensidad media de fluorescencia con el disolvente del farmaco, DMSO. Promedio y
desviacion estandar de los resultados de tres experimentos independientes.

*p =0.01***p=0.0001 ( ANOVA de una via).

Para corroborar el efecto que ejerce la modulacion de la expresion de HIF-1a, en la
expresion de CXCL13, células PC-3 fueron tratadas con moduladores quimicos de su
expresion tales como EDHB, que como ya se menciond inhibe la degradacion de HIF-
1a induciendo su acumulacion en la célula y el 2-Me, metabolito del 17- estradiol que

hlnnmiiaa la tranclararidin da HIF.1~ al niirlen nnar In niia ea inhiha i1 artividad



Después del tratamiento con 25 uM de EDHB o 1 uM de 2-Me se analizé la expresion
de HIF-1a y CXCL13 mediante doble inmunofluorescencia. En la Figura 11A, se
presentan los resultados en donde se observa que al aumentar la expresién de HIF-1a
(Figura 11A f) se induce un aumento de la expresion de CXCL13 (Figura 11A g) en
comparacion con las células tratadas so6lo con el vehiculo (Figura 11A b y c
respectivamente). De manera interesante los resultados demuestran que ambas
proteinas se encuentran co-localizadas (Figura 11A d y h). En la Figura 11A ay e se
muestra en campo claro las células seleccionadas para la microfotografia
representativa de la microscopia confocal.

Por otro lado, el bloqueo de la actividad de HIF-1a con 2-Me (Figura 11B f) induce una
clara disminucion de la expresion de esta quimiocina (Figura 11B g) en comparacion
con las células tratadas solo con el vehiculo (Figura 11B, b y ¢ respectivamente). De
manera interesante los resultados demuestran que ambas proteinas se encuentran co-
localizadas (Figura 11B d y h). En la Figura 11B, a y e, se muestra en campo claro las
células seleccionadas para la microfotografia representativa de la microscopia
confocal. Se puede observar que la expresion de HIF-1a es preferentemente
citoplasmica, y la expresion de CXCL13 se ve afectada por los moduladores

farmacologicos de la expresion de HIF-1a.
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Figura 11 Modulacién de la actividad de HIF-1a. Las células PC-3 fueron tratadas con 25 pM de
EDHB y 1 uM de 2-metoxiestradiol durante 24 horas. Se evalu6 la expresién de HIF-1a y CXCL13
mediante inmunofluorescencia, la tincion se realizd con anticuerpos especificos para evaluar la
expresion de cada una de las proteinas. Los fluorocromos que se utilizaron fueron FITC para CXCL13 y
estreptavidina-Alexa fluor 594 para HIF-1a. EI DRAQ7 se utilizé para tefiir los nicleos. Amplificaciéon

100X. (Microscopio confocal Zeiss Axiovert 100M, Hospital de Especialidades CMN S.XXI).



6.2 Regulacion de la expresion de CXCL13 por HIF-1a

Después de haber evaluado el efecto directo que tiene el modular la expresion de HIF-
1a, en la expresion de CXCL13 y con la evidencia bio-informatica de que el promotor
de CXCL13 contiene 3 sitios putativos de unién para HIF-1a (sitios -47, -447 y -678 pb
rio arriba del sitio de inicio de la transcripcidon), se consideré que este factor de
trascripcion pudiera estar participando en la regulacion transcripcional de CXCLA13.
Con el propédsito de evaluar ésta posible participacion, se utilizé la tecnologia de
plasmidos reporteros, clonando el promotor de la quimiocina CXCL13 en el pLGFP-N1
y obteniendo la construccion que se le denominé pCXCL13-GFP, la cual contiene 5138
pb. Figura 12A

La evaluacién de la funcionalidad del promotor de CXCL13 se realizé mediante el
analisis de la expresion de la proteina reportera GFP (pCXCL13-GFP), por citometria
de flujo y en la Figura 12B se muestran los resultados de la evaluacion por citometria
de flujo de la intensidad media de fluorescencia de GFP. Como se esperaba, la
expresion de esta proteina se encontré elevada en las células transfectadas con el
control positivo pCMV-GFP. EI promotor de la quimiocina CXCL13 fue funcional, lo
cual se refleja al tener expresion de la proteina GFP en las células transfectadas con el

plasmido que contiene el promotor de esta quimiocina (pCXCL13-GFP).
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Figura 12 Actividad de la proteina GFP bajo el promotor de CXCL13. A) Mapa del plasmido pLGFP-
N1 en donde se llevo a cabo la insercién del promotor de CXCL13. B) Evaluacion de la funcionalidad del
promotor. Las células PC-3 fueron transfectadas con lipofectamina con cada una de las construcciones y
se cuantifico la intensidad media de fluorescencia de la proteina reportera (GFP) utilizando un citémetro
de flujo (FACS, Calibur, Hospital de Especialidades, CMN SXXI). La eficiencia de transfeccion fue de

aproximadamente el 30%.



Los resultados anteriores nos permitieron continuar con la evaluacién de la importancia
de cada uno de los sitios de union a HIF-1a, en la regulacion del promotor de CXCL13,
para lo cual se realiz6 mutagénesis sitio dirigida en cada uno de estos posibles sitios,
como se observa en la figura 13A. Posteriormente, la secuencia de las mutantes del
promotor de CXCL13 se verifico6 mediante secuenciacion como se describié a detalle
en materiales y métodos. Observamos en los histogramas de la Figura 13B que la
homologia fue del 100%. En la Figura 13C, se muestran los resultados de la expresion
de GFP en las células transfectadas con los plasmidos que contenian cada una de las
mutaciones de los sitios de HIF-1a. En donde se observa que existe una disminucién
significativa de la expresién de GFP en las células transfectadas con el plasmido que
contiene la mutacion en el sitio -447, en comparacién con las células transfectadas con
el plasmido que contiene el promotor completo (pCXCL13). En las células
transfectadas con los plasmidos que contenian las mutaciones -47 y -678, se observa
una tendencia a ser menor en comparaciéon con las células transfectadas con el

plasmido completo, sin embargo esta disminucion no fue estadisticamente significativa.
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Figura 13 Las mutaciones de los diferentes sitios de HIF-1a disminuyeron la actividad del
promotor de CXCL13. A) Esquema del promotor de CXCL13 y posibles sitios de uniéon de HIF-1a al
promotor. B) Electroferogramas de la secuenciacion de cada una de las mutaciones realizadas en el
plasmido pCXCL13-GFP. C) Expresion de la proteina reportera GFP de cada una de las mutaciones sitio
dirigida en pCXCL13-GFP para cada uno de los posibles sitios de union de HIF-1a al promotor de
CXCL13. Células PC-3 fueron transfectadas con las diferentes construcciones y la actividad del promotor

fue evaluada con la intensidad media de fluorescencia de la proteina reportera GFP mediante citometria

Q
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de flujo. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes. ANOVA *p < 0.05.




Después de determinar que HIF-1a participa de manera importante en la regulacion de
la expresiéon de CXCL13, fue de especial interés demostrar si éste factor de
transcripcion regula la expresion de la quimiocina a nivel transcripcional, uniéndose de
manera directa a su promotor. Para ello se empled la técnica de ChIP. Primero se
disenaron oligonucleotidos especificos para cada posible sitio de unién de HIF-1a al
promotor de CXCL13, de acuerdo al analisis bio-informatico. Posteriormente, para
poder identificar los fragmentos de ADN inmunoprecipitados con el anticuerpo anti-HIF-
1a, se estandariz6 la PCR para cada uno de los sitios, empleando ADN gendémico de
células PC-3, obteniéndose un fragmento de 587 pb (sitio -47), 280 pb (sitio -447) y 320
pb (sitio -678) (Figura 14). La cromatina fragmentada de células PC-3 fue utilizada
para el ensayo de ChIP, empleando un anticuerpo especifico para HIF-1q, y se realiz6

la PCR para cada uno de los posibles sitios de union.

100 pb -678 - 447

300 pb

Figura 14 Estandarizacion de la PCR de los sitios de uniéon de HIF-1a al promotor de CXCL13.
Amplicones obtenidos de la PCR para cada uno de los posibles sitios de unién de HIF-1a al promotor de

CXCL13 con los oligonucleoétidos correspondientes.



En la Figura 15 puede observarse que HIF-1a es capaz de interaccionar con el
promotor de CXCL13 en los tres sitios encontrados mediante el analisis bio-informatico.
Los resultados anteriores sugieren que HIF-1a podria estar regulando a la quimiocina
CXCL13 mediante la union directa a cualquiera de los tres sitios en el promotor de esta
quimiocina. Sin embargo, los resultados de la mutacion sitio dirigida indicaron que la
mutacion en el sitio -447 pb resulté ser de mayor importancia para la expresion de esta
quimiocina. El Input (cromatina sin fragmentar) fue utilizado como control positivo de la

reaccion de PCR para cada uno de los sitios de interés.
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Figura 15 HIF-1a puede interaccionar con los tres sitios de union en el promotor de CXCL13.
A partir de células PC-3, se llevo a cabo la inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlP) con el anticuerpo
anti-HIF-1a. Los sitios de interaccion fueron identificados mediante PCR y utilizando oligonucleétidos

especificos para cada posible sitio de unién de HIF-1a en el promotor de CXCL13.



6.3 Regulacién de la expresion de CXCL13 en células de linfoma no Hodgkin por

HIF-1a

Como ya se habia mencionado, se sabe que la quimiocina CXCL13 juega un papel
muy importante en la formacion de ganglios linfaticos [9] y que se encuentra altamente
expresada en diferentes tipos de linfoma [71]. Por lo que fue de nuestro interés evaluar
si la regulacion transcripcional de CXCL13 por HIF-1a podia tener un impacto biolégico
importante en células de linfoma. Se investigd la expresion de ambas proteinas en
células Ramos (linfoma de Burkitt) y expresan HIF-1a de manera constitutiva y en
células RsRs que provienen de las células Ramos. Estas células Ramos, denominadas
RsRs, fueron tratadas por un largo periodo de tiempo con el inhibidor de la degradacién
de HIF-1a (EDHB), por lo que expresan mayormente a éste regulador transcripcional.
En la Figura 16A se muestran los resultados de la inmunocitoquimica, en donde se
observa que las células que expresan altos niveles de HIF-1a (RsRs), también
expresan altamente CXCL13 en comparacion con las células Ramos. La expresion de
ambas proteinas también se evalué mediante citometria de flujo (Figura 16B), en
donde encontramos que es consistente el hecho de que la sobre-expresion de HIF1-q,
tiene un efecto directo en la expresion de CXCL13.

Los resultados anteriores sugieren fuertemente que la expresion de CXCL13 también

se ve regulada por HIF-1a en células de linfoma no Hodgkin.
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Figura 16 La inducciéon de la acumulacién de HIF-1a en células de linfoma incrementé la
expresion de CXCL13.

A) La expresion se evalué mediante inmunocitoquimica con anticuerpos especificos para HIF-1a y
CXCL13, a y d control de isotipo, b,e: expresion de HIF-1a, c,f; expresion de CXCL13. B) Citometria de
flujo. Se realizé la tincion intracelular, en células Ramos y RsRs, para evaluar la expresién HIF-1a y

CXCL13 utilizando anticuerpos especificos acoplados a un fluorocromo. *p < 0.05



6.4 Expresion de HIF-1la y CXCL13 en los subtipos histolégicos de LNH de

pacientes pediatricos.

Para poder evaluar si la regulacion transcripcional de CXCL13 por HIF-1a puede tener
un impacto biolégico importante en los pacientes con linfoma, se llevé a cabo el analisis
de expresion de ambas proteinas en biopsias de pacientes pediatricos con esta
enfermedad. Se evaluo la expresion de HIF-1a y CXCL13 por inmunohistoquimica en
un microarreglo de tejidos con biopsias de pacientes pediatricos incluyendo los cuatro
subtipos histologicos de LNH. En la Figura 17A, se muestra una microfotografia
representativa de los subtipos histolégicos de menor agresividad (L. de Burkitt y L.
Linfoblastico) en donde se observa que la expresion de ambas proteinas es menor en
comparacién con los subtipos histolégicos de mayor agresividad (L. Anaplasico y L. de
células B grandes) (Figura 17B). La cuantificacion de la expresion de ambas proteinas
se realiz6 mediante el sistema de patologia digital y se muestran en la Figura 18A y
18B, en donde se puede observar que la expresion de HIF-1a aumenta de manera
significativa en el linfoma de células B grandes comparado con los linfomas menos
agresivos (Figura 18A), mientras que no se encontro diferencia significativa para la
expresion de CXCL13 (Figura 18B). Se evaludé la posible correlacién entre la
expresion de HIF-1a y CXCL13 para cada tipo de linfoma, se encontré un valor de

correlacion de r de Spearman de 0.2 para los linfomas menos agresivos.
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Figura 17 La expresion de HIF-1a y CXCL13 es mayor en los LNH mas agresivos.
La identificacién de las proteinas, HIF-1a y CXCL13, se evalu6 mediante inmunohistoquimica con
anticuerpos especificos A) Linfoma de Burkitt y Linfoma Linfoblastico, B) Linfoma de células B grandes y

Linfoma Anaplasico.
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Figura 18 Cuantificacion de la expresion de HIF-1a y CXCL13 en los diferentes tipos de LNH
pediatrico. Cuantificacion de la intensidad total de expresién de HIF-1a en cada uno de los subtipos de
LNH por patologia digital utilizando el digitalizador de imagenes automatizado ScanScope CS (Aperio).

A) Expresion de HIF-1a en los diferentes tipos de LNH pediatrico B) Expresiéon de CXCL13 en los

diferentes tipos de LNH pediatrico. ANOVA ** p< 0.05 ***p <0.0001



DISCUSION

CXCL13 es una quimiocina importante en la formacion de la zona de B del ganglio
linfatico, encargada de reclutar células B a los foliculos en los ganglios linfaticos asi
como en el bazo [6]. Se sabe que CXCL13 es requerida para el desarrollo de ganglios
linfaticos y placas de Peyer [7]. Las primeras observaciones sobre la probable
participacion de CXCL13 en cancer, fueron realizadas en linfomas gastricos producidos
por Helicobacter pylori [69] y en linfomas no Hodgkin relacionados a SIDA [73].
Estudios posteriores han permitido confirmar que esta molécula se encuentra sobre
expresada en diferentes tipos de neoplasias como en el caso de los linfomas de células
T angioinmunoblasticas [74], linfoma de MALT [5] y linfomas del sistema nervioso
central [75], entre otros. Por otro lado se ha documentado que la cooperacion selectiva
de CXCL13 y CCL19 (ligandos de CXCRS y CCRY7 respectivamente) esta implicada en
la resistencia a la apoptosis en células B CD23+ CD5+ de leucemia linfocitica aguda
(B-ALL) y cronica (B-CLL) [76].

Poco se sabe de la regulacién transcripcional de las quimiocinas. En el 2009 se publicé
que el gen de CXCL13 es un blanco de la via alternativa de NF-xB [72]. Por otro lado,
realizando un analisis in silico del promotor de CXCL13 encontramos tres posibles
sitios de unioén de HIF-1a.

HIF-1 es reconocido como un mediador central de la respuesta transcripcional a estrés
hipoxico. Ademas de su funcidn adaptativa en respuesta a estrés celular, trabajos
recientes han dado una gran importancia al papel de HIF-1 en procesos tanto
fisioloégicos, como patoldgicos [32]. La alta expresion de este factor de trascripcidon es
un indicador de mal pronostico en diversos tipos de cancer. Por otro lado, HIF-1 regula
alrededor de 150 genes, entre los cuales se encuentran quimiocinas como CCL2,

CCL12 y algunos de sus receptores [14, 61]. También se ha reportado que macrofagos



en condiciones de hipoxia inducen una mayor expresion de las quimiocinas CXCL12,
CCL10, CXCL1, CCR7 CCL3, CXCR4 [14]. Sin embargo, hasta la fecha no existen
publicaciones que indiquen de que HIF-1a esté participando en la regulacion de la
quimiocina CXCL13.

Para evaluar la participacién de HIF-1a en la actividad transcripcional de sus diferentes
genes blanco, se han empleado diversos métodos, como la inhibicion o la sobre-
expresion de éste regulador transcripcional. Como terapia contra el cancer la inhibicion
de HIF-1a ha representado una estrategia atractiva contra esta enfermedad. Se ha
demostrado que los farmacos que tienen como blanco la inhibicién de la polimerizacion
de los microtubulos como el taxol y el 2-Me, tienen una relevancia clinica pues inhiben
la angiogénesis a través de la represion de la actividad de HIF-1a [77, 78]. Esto se
debe a que la inhibicion de la polimerizacion de los microtubulos, afecta la
translocacion de HIF-1a al nucleo, lo cual inhibe significativamente la actividad
transcripcional de HIF-1, sugiriendo que los microtubulos estan criticamente
involucrados en el trafico nuclear y en la actividad transcripcional de HIF-1a [79]. Sin
embargo, la cascada de senalizacion aun no ha sido elucidada por completo. Para
promover la sobre-expresion de HIF-1a, estudios bioquimicos han demostrado que los
analogos estructurales del a-cetoglutarato pueden servir como inhibidores potentes
competitivos de las prolil-hidroxilasas [80]. Estos analogos compiten por la union en el
sitio activo de la enzima, inhibiendo asi su actividad [81]. El EDHB se ha caracterizado
como un inhibidor especifico, que se une competitivamente a los sitios del ascorbato y
a-cetoglutarato que forman parte de la prolil-hidroxilasa [80], evitando la degradacion
de HIF-1a, promoviendo su acumulacion en el citosol y por tanto su translocacion al

nucleo y la heterodimerizacion con HIF-1p para posteriormente su unidn a los genes
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utilizaron el EDHB y el 2-Me como moduladores farmacologicos de la actividad y
expresion de HIF-1a, con el propdsito de evaluar el papel de este factor de
transcripcion en la expresion de la quimiocina CXCL13, los resultados mostraron que el
tratamiento de células PC-3 con EDHB a diferentes tiempos, tiene un efecto sobre la
expresion de CXCL13. Se observo una acumulacién de HIF-1a asi como el aumento
en la expresion de CXCL13, después del tratamiento con 25 y 100 uM de EDHB, con
respecto al control de células tratadas solo con el vehiculo. Sin embargo, a la
concentracion de 250 uM se observo que la expresion de ambas proteinas disminuyo
con respecto al control. Esta disminucion en la expresion se asocié al fenotipo de
muerte celular, lo cual sugiere que las concentraciones grandes de EDHB son téxicas
para las células, motivo por el cual probablemente se observd menos expresion de
estas proteinas. Por esta razon, se decidié utilizar en los experimentos subsecuentes la
concentracion de 25 uM, con la que se observo un aumento significativo de HIF-1a y la
viabilidad celular no se afecté de manera sustancial.

Al realizar la cinética de tiempo, se observd que la mayor expresiéon de HIF-1a en
células PC-3 inducida por 25 uM de EDHB fue a las 12 h, lo que no sucedi6 con la
expresion de CXCL13, esto sugiere que HIF-1a se esta acumulando en el citoplasma a
tiempos mas tempranos (12 h), pero que se requiere de tiempos mas largos (18 y 24 h)
para que HIF-1a sea translocado al nucleo y se una a los elementos de respuesta a
hipoxia en el promotor del gen blanco, en este caso de CXCL13. Sin embargo, esto es
solo una especulacién debido a que hasta el momento en que realizamos estos
experimentos, no habiamos evaluado si realmente CXCL13 era regulado
transcripcionalmente por HIF-1a. Observamos el efecto del EDHB y del 2-Me en la

expresion de HIF-1a y CXCL13 mediante microscopia confocal, confirmando que hay
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disminucién de la expresion de ambas proteinas en las células tratadas con 2-Me
durante 24 h. Sin embargo, llama la atencidn que la expresion de HIF-1a es
preferentemente citoplasmatica, lo cual indicaria que no hay translocacion al nucleo y
por lo tanto no es consistente con el aumento de CXCL13. Consideramos que esto
pueda deberse a que al translocarse al nucleo la subunidad HIF-1a, que se sabe forma
un heterodimero con la subunidad HIF-1B (que se encuentra constitutivamente
expresada en el nucleo), la unién pudiera estar enmascarando el epitope que es
reconocido por el anticuerpo anti-HIF-1a, que fue utilizado para los ensayos de
microscopia confocal ya que se trata de un anticuerpo monoclonal. Esta consideracién
se basa en los resultados que obtuvimos en los ensayos de inmunocitoquimica, en
donde se observo una clara expresion de HIF-1a a nivel nuclear, en estos ensayos se
utilizé un anticuerpo anti-HIF-1a. policlonal. Sin embargo, se requieren de mas estudios
para poder demostrar lo anterior. Lo que si es claro, es que la modulacién
farmacoldgica de la expresion de HIF-1a afecta de manera directa la expresion de
CXCL13, lo cual sugiere que este factor de transcripcion participa de manera
importante en la regulacion de esta quimiocina.

Poco se sabe de la regulacion transcripcional de CXCL13, existen trabajos en donde
demuestran que CXCL13 es un gen blanco de NF-kB, por esta razén se puede pensar
que el efecto de la modulacién de HIF-1a en la expresidon de CXCL13 podria ser de
manera indirecta en donde este participando la via alternativa de NF-«xB [72]. Para
demostrar la participacion directa de HIF-1a en la regulacidon de la expresién de
CXCL13, se realizaron ensayos de mutacion sitio dirigida con un plasmido reportero y
de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlP) observando que los ensayos de

plasmidos reporteros y mutacion sitio dirigida demostraron que el sitio -447 (-ACGTG-



inducir la expresion de CXCL13. Sin embargo, los ensayos de ChiP mostraron que este
factor de transcripcion se une a los tres sitios putativos (-47, -447 y -678). Esto
demuestra que HIF-1a esta participando de manera importante y directa en la
regulacion transcripcional de CXCL13.

CXCL13 es una quimiocina de gran importancia en la formacién de la zona de B del
ganglio linfatico, la cual se encarga de atraer a los linfocitos B que estan expresando el
unico receptor de la quimiocina, CXCRS5. Se ha observado que en el microambiente
tumoral de las neoplasias de células B, se encuentran diferentes poblaciones de
células estromales que favorecen la supervivencia de las células malignas, entre ellas
varios subconjuntos de células T, que promueven la progresiéon de la enfermedad,
células T que ejercen un efecto anti-tumoral y células endoteliales que organizan
microvasos neo-angiogénicos [82]. Por lo que, la participacion de quimiocinas como
CXCL13 y el receptor CXCRS5 pudieran estar participando en la linfomagénesis de B.
Poco se sabe de la participacion de HIF-1a y CXCL13 en los LNH. Se han realizado
estudios en pacientes adultos [83], sin embargo no hay estudios del LNH en edad
pediatrica, en donde encontramos que el LNH es la segunda o tercera causa de cancer
en la poblacion infantil, dependiendo de la zona en estudio. Por lo que en este trabajo
evaluamos la expresion de HIF-1a y CXCL13 in vitro en una linea celular de linfoma de
Burkitt (células Ramos) y en células Ramos que mostraron una mayor expresion de
HIF-1a inducida por el tratamiento con EDHB (RsRs). Se evalud la expresion de las
proteinas mediante inmunocitoquimica y citometria de flujo. Los resultados
demostraron que la regulacion de CXCL13 mediada por HIF-1a también se lleva a cabo
en células de LNH. Lo anterior puede ser relevante en la formacion del ganglio linfatico
[9]. Por ello investigamos la expresién de estas proteinas en biopsias de pacientes

pediatricos con LNH. Se determind la expresion de HIF-1a y CXCL13 en 35 biopsias



de pacientes pediatricos con LNH mediante un microarreglo de tejidos y el analisis
mediante patologia digital, encontrandose que en los linfomas de subtipo histolégico
mas agresivos (LCG), HIF-1a se encontré mayormente expresado en comparacion con
los subtipos menos agresivos, ésta diferencia es estadisticamente significativa. Sin
embargo, la expresion de CXCL13 a pesar de que existe una tendencia a ser mayor en
los subtipos mas agresivos, no muestra significancia estadistica. Nuestros resultados
demuestran por primera vez que existe una mayor expresion de HIF-1a en uno de los
subtipos mas agresivos de LNH pediatrico y sugieren la participacién de este factor de

transcripcion en la fisiopatogénesis de la enfermedad.



CONCLUSIONES

Este trabajo demuestra por primera vez la participacion directa de HIF-1a en la
regulacion transcripcional de CXCL13 y sugiere una posible implicacion en la
fisiopatogénesis de LNH pediatrico.

La regulacion positiva y negativa de la actividad de HIF-1a correlaciona positivamente
con la expresion de CXCL13 tanto en modelos de estudio con LNH, como en pacientes
de alto riesgo. Las estrategias de clonacion y mutacion sitio dirigida demuestran la
unién relevante en el sitio —~ACGTG- en el promotor de CXCL13, el cual es el sitio
mayormente estudiado y al cual se le ha denominado elemento de respuesta a hipoxia
o HRE. Se encontréo que la expresion de HIF-1a es mayor en los LNH de mayor
agresividad con respecto a los de menor agresividad. Lo cual sugiere que este factor
de transcripcion participa de manera importante en la fisiopatogénesis del LNH

pediatricos.
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