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Resumen

La policitemia vera (PV) es una neoplasia mieloproliferativa crénica para la que, actualmente, no existe
cura. La sintomatologia inespecifica de dicha enfermedad retrasa, ademas, el diagnéstico correcto y el
establecimiento de un régimen terapéutico adecuado. El tratamiento de primera linea es meramente
paliativo. No obstante, como segunda linea de tratamiento en los casos mas graves, se ha empezado a
utilizar el Ruxolitinib, un inhibidor inespecifico de JAK1/2 relacionado con efectos adversos (EA) severos.

La alteracién molecular que causa mayoritariamente la PV es una mutacién puntual que afecta a la
proteina JAK2, donde tiene lugar la sustitucion del aminoacido valina (V) por una fenilalanina (F) en la
posicion 617 (JAK2V6'F). Dicha modificacion causa una activacion constitutiva de la via JAK-STAT con
especial importancia en las células progenitoras hematopoyéticas de linaje mieloide, resultando en
eritrocitosis, trombocitosis y leucocitosis. En consecuencia, se propone un proceso de high throughput
screening (HTS) dirigido hacia la busqueda de inhibidores especificos de JAK2V®'7F que permitan una
reduccion de EA y una mejora en la eficacia. Para ello, el desarrollo tedrico se basa en un método
fluorescente, cuantitativo, robusto y facilimente escalable, incluido en un ensayo celular para determinar la
inhibicion de JAK2V8'7F por parte de los compuestos de la bateria a evaluar. Adicionalmente, el estudio de
la actividad de cada hit frente a otras quinasas permitiria descartar los no especificos. Tras la seleccion de
cabezas de serie, su modificacién y la reevaluacion en los ensayos anteriores, se obtendrian los
candidatos. Su efectividad se estimaria después en lineas celulares con JAK2V6'’F y se externalizaria la
evaluacion del perfil de toxicidad y seguridad esperable en organismos completos. Por ultimo,
proponemos un modelo animal de PV que proporcione informacién adicional acerca de la seguridad y de
la efectividad de los candidatos.
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Introduccién

En este apartado se comentaran los aspectos epidemioldgicos de la enfermedad y se trataran los motivos
de la seleccion de la diana terapéutica propuesta, asi como su implicacion en la patologia a nivel celular y
molecular.

Policitemia vera: epidemiologia, tratamiento y bases celulares de la enfermedad

La policitemia vera (PV) es una neoplasia mieloproliferativa cronica que presenta una prevalencia de 1
por cada 3.300 habitantes y para la que, actualmente, no se dispone de cura [1,2]. La aproximacion
terapéutica empleada se basa en evitar eventos tromboticos y la progresion a mielofibrosis y a leucemia
aguda [1]. La edad de diagndstico media esta en torno a los 60 afios, y la esperanza de vida desde el
diagnéstico es de 14 afios [3].

A nivel celular, la PV cursa con un aumento de la proliferacion de células madre hematopoyéticas del
linaje mieloide por la activacion de la via JAK-STAT [1, 4]. En el 96% de los casos, se debe a la
mutacion de JAK2 (JAK2V6!7F) en la que se produce la sustitucion de una valina (V) por una fenilalanina
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(F) en el residuo 617 que causa la activacion constitutiva de JAK2 de modo que se produce un aumento
de la proliferacion de células madre hematopoyéticas desembocando en panmielosis, que es el conjunto
de eritrocitosis, trombocitosis y leucocitosis [5, 6, 7].

La sintomatologia es inespecifica y estd relacionada con la hiperviscosidad de la sangre debida a la
panmielosis. En sus inicios, cursa con dolores de cabeza, mareos, vértigos, alteraciones visuales y/o
rubefaccion. La inespecificidad de estos sintomas causa un infradiagnostico y un retraso en la
instauracion de un tratamiento adecuado, resultando en consecuencias mas severas. También se puede dar
esplenomegalia y hepatomegalia debido a la hematopoyesis extramedular, en el 75% y 30% de los casos,
respectivamente [8]. Como sintomas especificos podemos encontrar prurito acuagénico, eritromelalgia y
eventos trombohemorragicos. Las complicaciones que se pretende atajar mediante el tratamiento son: los
eventos tromboticos (hasta el 30% de mortalidad), hemorragicos (enfermedad de Von Willebrand
adquirida) y la transformacion hacia fenotipos mas agresivos como leucemia aguda o mielofibrosis
secundaria [8, 9, 10, 11].

Como tratamiento de base (Figura 1), se realizan flebotomias para mantener el hematocrito por debajo del
45% y aspirina a bajas dosis para evitar eventos tromboticos [1, 12, 13, 14]. En primera linea, se emplean
los citorreductores hidroxiurea (HU) e interferén alfa (IFN-a), indicados en pacientes con alto riesgo de
trombosis. Sin embargo, producen efectos adversos (EA) como depresion de la médula osea y
ulceraciones que pueden hacer necesaria la suspension del tratamiento con HU. El IFN-a se usa en caso
de resistencia o intolerancia a la HU. Debido a que carece de efectos teratogénicos, se utiliza
preferentemente en embarazadas y mujeres jovenes. Como consecuencia de los EA de tipo gripal, la tasa
de abandonos de tratamiento con IFN- a es de un 20% [8, 13].
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Figura 1.- Tratamientos actuales frente a la PV. Elaboracién propia.

En segunda linea de tratamiento, contamos con un inhibidor selectivo de JAK1/JAK2: Ruxolitinib, que
presenta EA muy frecuentes tales como infecciones, anemia, leucocitopenia y trombocitopenia, ademas
de alterar los niveles de enzimas hepaticas [13] (Figura 1). Existen otros tratamientos que, por sus
caracteristicas de toxicidad, han quedado relegados a su uso como ultima alternativa. En cuanto a nuevas
estrategias, se estan evaluando farmacos inhibidores de histonas desacetilasas y de peptidomiméticos de
heptidina [15].

Definicion de la diana terapéutica: JAK2V647F y su implicacién molecular en la patologia

Con el fin de encontrar un nuevo firmaco que sea selectivo a JAK2V*"" se decidi6 estudiar como la

mutacion afecta a la estructura y ésta a su vez al desarrollo de la patologia. JAK?2 es una tirosina quinasa
perteneciente a la familia de las quinasas tipo Jano que se compone de 4 dominios: FERM, SH2, JH2 y
JH1 [16].

En una situacion fisiologica, JAK2 se activa mediante la union de eritopoyetina (EPO), factor estimulante
eritropoyético, a su receptor de citoquinas (EPOR). Esto provoca, a nivel molecular, la dimerizacion del
receptor, lo que permite la aproximacion de las dos JAK2 unidas a cada mondémero de EPOR.
Consecuentemente, se produce el despliegue de JAK2 desde su forma autoinhibida, la transfosforilacion
en tirosinas en el loop de activacion de JHI y su dimerizacion. Una vez que JAK?2 esta activa, puede ser
reconocida por proteinas con dominio SH2 (reconocimiento de tirosinas fosforiladas), principalmente
STATS, que sera fosforilada por JAK2, dimerizara y se translocara al nucleo, donde actuard como factor
de transcripcion [17] (Figura 2).
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Figura 2.- Vias de mayor relevancia activadas por JAK2 y su efecto. Elaboracion propia utilizando
BioRender.

La forma mutada JAK2VS!"F constitutivamente activa, provoca la sefializaciéon aguas abajo de las vias
dependientes de JAK2. Al ser dicha activacion independiente de EPO, tiene lugar una diferenciacion y
proliferacion descontrolada de las células madre hematopoyéticas. Por ello, la unica diana valida en este
caso seria la propia quinasa mutada, ya que es la efectora comun de todas las vias implicadas de
proliferacion e inhibicion de la apoptosis [18]. Aunque STAT es la proteina principal activada por JAK2,
existen otras proteinas que también pueden ser fosforiladas por la misma y, en consecuencia, activadas.
Entre ellas encontramos a RAS, que, siendo activada permanentemente, inicia la cascada de quinasas
RAF - MEK - ERK, aumentando la proliferacion celular [19] (Figura 2). Asimismo, estara activa la via
PI3K - AKT - mTORCI, inhibiéndose la apoptosis celular y promoviéndose la biogénesis de proteinas
necesarias para la proliferacion (Nagao, et al., 2014) (Figura 2). Ademas, AKT activara a GATAL, factor
de transcripcion de globina, importante para el desarrollo de eritrocitos y la regulacion de los niveles de
hemoglobina [18] (Figura 2).

Centrandonos en la via JAK-STAT, la familia STAT presenta distintas proteinas, siendo de especial
relevancia STAT1, STAT3 y STATS. Se ha descrito que un aumento de pSTAT3 y de pSTATS esta
relacionado con problemas en la regulacion del metabolismo del hierro, provocando STATS un aumento
del factor de transcripcion de eritroferrona (ERFE) que genera un déficit de hierro por la hiperplasia de
las células eritroides [17]. El aumento de concentracion de STAT1 y STATS en el ntcleo, provoca,
ademas, un aumento de la proliferacion celular [20].

Regulacion de JAK2 e interacciones moleculares

En la regulacion de JAK?2 tiene gran relevancia el dominio pseudoquinasa JH2 con un papel dual que
permite la activacion de la actividad catalitica de la enzima residente en el dominio quinasa JH1 y el
mantenimiento de la inhibicién en ausencia de ligando [21]. Si bien actualmente el mecanismo de
regulacion no esta del todo determinado, algunos modelos proponen que la inhibicién se mantiene por
una interaccion en cis entre los dominios JH1 y JH2, que es eliminada cuando la unién del ligando induce
la dimerizacion de JAK2 y permite, también, con la ayuda del dominio JH2, la interaccion trans entre los
dominios JH1 y su activacion por transfosforilacion [21].

La mutacion V617F se encuentra dentro del dominio JH2 y mediante estudios cristalograficos se
determind que, si bien, en lineas generales, la estructura del dominio no se ve alterada respecto a la forma
normal (Figura 3A), la sustitucion de una V por una F promueve interacciones z-stacking con los anillos
aromaticos de los residuos F594 y F595 (Figura 3B y 3C). Su cercania en el espacio provoca una mayor
rigidez en la hélice a en la que se encuentran, impidiendo la interaccion cis inhibitoria entre los dominios
JH2 y JHI, provocando la activacion constitutiva de la enzima atin en ausencia de ligando [7]. El papel
del z-stacking en esta patologia se pudo corroborar mediante un estudio por mutagénesis dirigida del
entorno hidrofobico de la hélice a alterada, observandose que la sustitucion de A598 por una fenilalanina
inhibe las interacciones 7 entre F595 y F594 con V617F, bloqueando la activacion constitutiva, pero
manteniendo la capacidad de activacion inducida por el ligando [22].



Figura 3.- Estructuras tridimensionales del dominio JH2 de JAK?2 obtenidas por difraccion de rayos
X. A) Imagenes superpuestas de la estructura de la forma nativa (rojo) y la mutada (naranja). En
verde y azul se resalta la a hélice afectada en la PV en sus formas nativa y mutada, respectivamente.
B) Detalle de la disposicion tridimensional de la V617 en verde y de F594 y F595 en azul de la forma
nativa de JAK2. C) Detalle de la disposicion tridimensional de la V617F en roja y de F594 y F595 en
azul de la forma mutada. (Tomado de PDB: 4FVQ [23]).

Metodologia:
planteamiento del ensayo de high throughput screening (HTS)

En los siguientes apartados, se plantean las bases tedricas del HTS disefiado, asi como los modelos in
Vitro € in vivo propuestos.

Eleccion de la diana terapéutica

Hasta el momento, los fairmacos aprobados para el tratamiento de la PV abordan la sintomatologia
asociada con la enfermedad de forma general, sin tener efecto sobre la proteina mutada causal. Ademas,
los tratamientos utilizados en los casos mas graves implican incluso, el uso de agentes alquilantes [1]. El
unico inhibidor de quinasas aprobado frente a la PV es el Ruxolitinib (inhibidor competitivo de ATP),
siendo aplicado solo cuando se registra una resistencia al resto de tratamientos [24]. Por lo tanto, el
desarrollo de inhibidores especificos de JAK2V®!"F podria resultar una estrategia fructifera para obtener
tratamientos mas eficaces y con menos EA.

Conociendo el mecanismo molecular por el que la mutacion V617F induce la activacion constitutiva de
JAK?2 asi como sus consecuencias patologicas, se propone la posibilidad de disefiar nuevos inhibidores de
JAK?2 especificos de la forma mutada ya sea porque sean capaces de distinguir entre un residuo de V o de
F en la posicion 617 de la cadena polipeptidica, o que sean capaces de inhibir las interacciones z-stacking
al existir la posibilidad de poder revertir la enzima constitutivamente activa a sus condiciones basales de
autoinhibicion. El estudio de estos sitios de accion podria definir las caracteristicas de los compuestos de
la coleccion con mas probabilidad de convertirse en hits con especificidad de inhibicion frente a
JAK2V®'7F | estableciendo una seleccion previa al cribado.

Disefio de un ensayo para screening de compuestos activos sobre la diana

Ensayo high troughput screening (HTS) en células U20S

La eleccion de esta linea celular se basa en la baja fosforilacion de STATS en su estado salvaje. Por tanto,
los efectos observables seran unicamente atribuibles a la induccion experimental de la ruta, al depender
de forma directa la fosforilacion de STATS de JAK2 y no de otras quinasas. Las células U20S (ATCC)
se dividiran en dos grupos: (i) grupo control al que se le induce la expresion de GFP-STATS mediante un
vector previamente disefiado, (ii) grupo mutado al que se le induce la expresion de GFP-STATS del
mismo modo ademés de la mutacion JAK2V®'F mediante un vector con dicha secuencia modificada
mediante mutagénesis dirigida. El resultado esperable es que en el grupo control haya fluorescencia en el
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citoplasma y en el grupo con JAK2 mutado la fluorescencia se dé en el nticleo, ya que la ruta JAK-STAT
esta activada y pSTATS transloca al nucleo [25, 26] (Figura 4).

Figura 4.- Resultado esperable por microscopia de fluorescencia cuando STATS5 no se encuentre
fosforilado (grupo control, izquierda) y cuando STATS esté fosforilado (grupo con JAK2 mutado,
derecha) [26].

Una vez generadas estas lineas celulares de forma estable, se plantea el uso de un anticuerpo monoclonal
especifico para STATS fosforilado marcado con un lantanido (terbio). Al excitar las células con un
intervalo de longitudes de onda de entre 300-350 nm, si STATS se encontrara fosforilado (es decir, la via
JAK-STAT estuviera activa), el terbio se excitaria y su energia de emision seria absorbida por la GFP
(TR-FRET). Como consecuencia, la sefial de GFP registrada aumentaria [25, 26] (Figura 5).
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Figura 5.- Esquema de los resultados esperables del ensayo cuando STATS se encuentra fosforilado.
Elaboracion propia empleando BioRender.

Sin embargo, si STATS no estuviera fosforilado, el anticuerpo no seria capaz de unirse y la energia de
emision del terbio tras excitarse no seria absorbida por la GFP. Por lo tanto, se observaria un aumento de
la sefial de emision del terbio junto con un descenso en la de GFP [25, 26] (Figura 6).

Como resultado, se detectaria la emision de la GFP cuando la via JAK-STAT no se esté inhibiendo y la
emision del terbio cuando si se inhiba. Los grupos de tratamiento serian tres: (i) control negativo sin
inhibidor, utilizando DMSO (< 1%), vehiculo para disolver los compuestos de estudio; (ii) Ruxolitinib,
tomado como control positivo (dosis de 3 nM, su ICsp) (Selleck Chemicals); (iii) cada uno de los
compuestos de estudio (dosis altas de 10 uM).
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Figura 6.- Esquema de los resultados esperables del ensayo cuando STATS no se encuentra
fosforilado. Elaboracion propia empleando BioRender.

Disefio de plasmidos

Brevemente, los plasmidos propuestos se compondrian de un esqueleto comercial al que se le insertaria la
secuencia de STATS o de JAK2V®'7F, En el caso de STATS, la secuencia provendria de un aislado de
extracto celular, retrotranscrito y amplificado mediante PCR, asi como una posterior amplificacion en la
que los cebadores contuvieran sitios de restriccion para la correcta insercion de la secuencia en el
plasmido. El plasmido utilizado seria pCMV6-AN-mGFP (OriGene Techonologies, Inc.), colocando la
secuencia codificante para la GFP de tal forma que se localice en el extremo N-terminal de la proteina
(Figura 7).
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Figura 7.- Plasmidos empleados para la obtencion de la linea celular de estudio. Elaboracion propia
mediante SnapGene.

De este modo, permitiriamos la fosforilacion de STATS en el extremo C-terminal por JAK?2 y evitariamos
impedimentos estéricos a causa de la GFP. Las células que incorporen el plasmido seran seleccionadas
mediante crecimiento en medio con neomicina y visualizando el color verde aportado por la GFP
mediante microscopia de fluorescencia.

Por lo que respecta al vector utilizado para introducir la mutacion de JAK2V6!'F en la linea celular, se

utilizaria pCMV6-AC (OriGene Techonologies, Inc). Este vector no dispone de region codificante para
GFP, sino que se introduce €l gen de JAK2V®!'F sin marcar. Se seleccionaran las células que hayan
incorporado el vector mediante crecimiento en medio con neomicina.



Cribado de seleccién

Los compuestos de la biblioteca que resulten ser Aits seran evaluados en un panel de quinasas (Eurofins
Discovery), seleccionandose las moléculas de menor interaccion inespecifica con otras quinasas. Estos se
tomaran como cabezas de serie para la creacion de series de compuestos nuevos mediante procesos de
quimica médica, que pasaran de nuevo por el ensayo HTS. Ademas de su actividad inhibitoria frente a
JAK2V®'7F | se evaluara también su potencia. Para asegurar su especificidad, los nuevos compuestos seran
sometidos al panel de quinasas para descartar nuevamente las moléculas con mayor inespecificidad de
inhibicion. Como resultado, se obtendrian los posibles candidatos.

Ensayos in vitro en lineas celulares

Los posibles candidatos de la fase anterior se evaluaran frente a tres lineas celulares humanas mutadas en
JAK2V®'7F: HEL, MUTZ-8 y SET-2 (DMSZ) [27, 28]. De este modo, se obtendra informacion adicional
sobre el comportamiento de los candidatos en lineas celulares no modificadas genéticamente que
expresan JAK2V6!7F Se emplearan los mismos controles que en el caso anterior: Ruxolitinib como control
positivo y el vehiculo DMSO (< 1%) como control negativo. La actividad de los compuestos sobre las
células se evaluara cuantificando los elementos de la ruta JAK-STAT,pERK, pAKT y pSTATS, mediante
Western Blot [29]. Ademas, se llevara a cabo un panel de citotoxicidad (Eurofins Discovery) que aporte
informacion extra a cerca de las propiedades ADME-Tox de los compuestos. Previamente al paso a
modelo in vivo, se tendrd en cuenta la complejidad del proceso de escalado de las moléculas
seleccionadas, descartando aquellas cuya produccion pueda no resultar rentable.

Ensayos in vivo: modelos animales

Como modelo in vivo, se plantea el uso de ratones knock-in C57BL/6 con una mutacion inducida
JAK2V®7F [30]. Brevemente, la mutacion de una guanina (G) por una timina (T) en la region del gen
correspondiente a los exones 13-14 de JAK?2, junto con una secuencia de resistencia a la neomicina, se
introducen en blastocistos de C57BL/6 mediante recombinacion homoéloga [30] (Figura 8). Estos
blastocistos seran seleccionados empleando neomicina e implantados en ratonas pseudogestantes. Al
llegar a la edad adulta, se cruzaran con ratones FLP TG C57BL/6, que codifican para una flipasa capaz de
eliminar la regién de resistencia a neomicina [30] (Figura 8). Por tltimo, la F1 resultante serd homocigota
para la mutacion, por lo que se cruzara con individuos de fondo genético conocido, ratones 129sv, para
alcanzar un modelo de mutacion en heterocigosis [30] (Figura 8). La administracion de: (i) vehiculo en el
grupo control negativo; (ii) Ruxolitinib en el grupo control positivo; (iii) candidatos; se llevaria a cabo
por via intravenosa a nivel de la cola. Semanalmente, se realizarian analisis de sangre para evaluar
cambios en parametros bioquimicos y hematicos basicos. También se propone realizar un Western Blot
del tejido del bazo y médula dsea post-mortem, en el que se medirian los niveles de pAKT, pSTATS y
pERK.
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Figura 8.- Esquema de la obtencion de ratones heterocigotos para JAK2V6!7F, Elaboracion propia.

Aunque JAK?2 esta muy presente en el aparato reproductor femenino, no se plantea realizar estudios de
teratogenia con los posibles candidatos, ya que la poblacion diana se encuentra mayoritariamente en edad
no reproductiva y que nuestros candidatos presentarian una mayor afinidad por la forma mutada de JAK2
[31].

Discusion y conclusiones:
resultados esperables, posibles problemas y alternativas.

La PV es una enfermedad causada, mayoritariamente, por una mutacion puntual en el receptor JAK2
(V617F) en células mieloides [6]. Esta mutacion causa una activacion constitutiva de la via que termina
dando lugar a un sindrome inflamatorio y mieloproliferativo con graves consecuencias [1]. Ademas, su
subestimada prevalencia dada la inespecificidad de los sintomas, asi como la severidad de sus
consecuencias y la falta de tratamientos eficaces, justifican la bisqueda de nuevos inhibidores especificos
de JAK2VOIE,



Tras el screening farmacologico exhaustivo y dirigido, se espera obtener compuestos con la actividad y
propiedades adecuadas para continuar con su desarrollo hacia compuestos validos para su aprobaciéon por
las agencias reguladoras (farmacos). Asimismo, somos conscientes de las limitaciones de este tipo de
inhibidores en cuanto a la especificidad, tema que ha intentado evitarse mediante el estudio de los Aits en
el panel de quinasas. El panel de quinasas también proporciona informacion adicional sobre la actividad
inespecifica de nuestros inhibidores, lo que puede repercutir en la mejora de cada uno de los hits
identificados. Ademas, el panel de citotoxicidad y la evaluacion del proceso de escalado al completo
suponen una estrategia de ahorro de costes y tiempo de forma temprana.

Por lo que respecta a las técnicas propuestas, consideramos que una técnica fluorimétrica aumenta la
reproducibilidad y fiabilidad de los resultados. Adicionalmente, ésta se basa en un solo anticuerpo, lo que
ahorra costes y tiempo al evitar los lavados necesarios cuando se utiliza mas de uno. Dicho anticuerpo
lleva conjugado un lantanido (terbio) que tiene una vida media de emision larga (del rango de
microsegundos/ milisegundos) lo que permite la extincion de interferencias de fondo como Ila
autofluorescencia [25]. Ademas, la medicion de la sefial basada en el cociente donador/aceptor compensa
los cambios en los pequefios volumenes que existen entre los ensayos. El disefio de los plasmidos que
codifican para la proteina STATS5-GFP también ha sido cuidadosamente estudiado, evitandose la
interferencia de la GFP en la dimerizacion de STATS al afadirla en el extremo N-terminal.

El modelo in vivo seleccionado puede aportar resultados asimilables a los de la patologia real,
presentando estos ratones todo el rango sintomatologico de los enfermos con PV [30]. Hemos
seleccionado esta opcidn respecto al uso de otros modelos experimentales ya que es el inico modelo que
presenta la causa de base en la enfermedad humana. El resto de los modelos existentes simulan la
sintomatologia de los pacientes con PV, pudiendo inducir los resultados obtenidos con los mismos a
conclusiones erréneas o no extrapolables.

En conclusion, los inhibidores de quinasas desarrollados podrian utilizarse como terapia previa a una
ablacion medular e introduccion de progenitores modificados genéticamente con CRISPR-Cas9 (terapia
definitiva para corregir la PV), asi como terapia efectiva en pacientes de edad avanzada, mejorando la
calidad y esperanza de vida.
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