Nuevas modalidades terapéuticas para
linfomas agresivos de células B

Emerging therapeutic approaches for aggressive
B-cell lymphomas.

Hematology and Oncology Division, Weill Cornell Medical College,
Cornell University, New York, NY.

lec2010@med.cornell.edu

Los limfomas muy agresivos de celulas B constitu-
yen un grupo molecular y clinico distinto e interme-
diario entre los clasicos linfomas difusos de celulas
grandes B (DLBCL) y el linfoma de Burkitt (BL), y
requieren tratamientos distintos a la habitual com-
binacion de quimioinmunoterapia debido a su re-
fractariedad. Algunos se consideran como DLBCL
o bien quedan como inclasificables (BCLU).

Un subgrupo de estos linfomas esta caracterizado
por mutaciones que afectan la expresion de MYC,
BCL2 y/o BCL6; y se los denomina como doble o
triple “hit” linfomas (DH o TH). Un grupo mas nu-
meroso de linfomas presenta expresion or sobre-ex-
presion de estos genes y se los denomina doble o
triple “expressors” linfomas (DE o TE)(1). La inci-
dencia de DH/TH aumenta con la edad y represen-
tan aproximadamente un 6-8% de los DLBCLs (la
mayoria son GCB-DLBCLSs) y casi un 8§0% de los
BCLU®M.
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Estudios epidemiologicos sugieren que los linfomas
de novo DH/TH tienen peor pronostico, pero hay
cuestiones sin resolver, en parte debido a que es-
tos linfomas son pocos frecuentes. Estas preguntas
incluyen: son los DE/TE molecularmente y clinica-
mente distintos de los DH/TH? Cuan relevante es la
expresion de BCL2 y/o BCL6 en presencia de MYC?
Como deberian tratarse estos pacientes? Mas alla
de cuestiones de diagnostico y pronostico, aqui nos
vamos a referir a estas preguntas en el contexto de
su importancia para nuevas modalidades terapéuti-
cas que podrian emplearse en estos pacientes.

Son los DE/TE molecularmente y

clinicamente distintos de los DH/TH?

La incidencia de DH/TH es incierta porque el analy-
sis citogenetico FISH de MYC, BCL6 y BCL2, el
estandard para el diagnostic de esta entidad, no es
rutinariamente practicado en la mayoria de los cen-
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tros. La rutina mas comun es hacer FISH para MYC
(break-apart y MYC/IGH fusion probes) y en los
casos positivos realizar FISH para BCL2 y BCL6.
Es interesante notar que en los casos en los cuales se
hace citogenetica por kariotipo, los DH (and BCL2
DH en particular) and TH son mas complejos y pre-
sentan mas aberraciones®, por lo cual es dificil de
establecer la importancia relativa de MYC, BCL2
y/o BCL6 en un linfoma con grandes aberraciones
geneticas. En otras palabras, son los genes asocia-
dos a DH and TH una evidencia mas de un linfoma
geneticamente inestable o son los culpables de ese
inestabilidad? Esta distinction podria tener impor-
tancia patologicay eventualmente terapeutica, por-
que en el ultimo caso la presencia de MYC, BCL2
y/o BCL6 no ocasionada por mutaciones (esto es
linfomas DE/TE) seria igualmente deleterea.

Mas alla de la controversia que genera el uso de in-
mohistoquimica (IHQ) para tamizar DLBCL en bus-
ca de posibles DH/TH, es claro que la gran mayoria
de los DH/TH (80 a 90%) expresan altos niveles de
MYC (y muchos tambien Ki67). Los DE/TE son
mas frecuentes (20-35%, dependiendo de la tecnica
y “punto de corte”)®7? y aparentemente menos agre-
sivos que los DH/TH, aunque estan asociados con
peor pronostico que otros DLBCL. Los linfomas
DE son mas fecuentemente (~65%) non-GCB DLB-
CLs®7, y algunos datos sugieren que esta seria la
causa del peor pronostico de este subtipo sobre los
GCB-DLBCLs; ya que una vez excluidos los DE, la
clasificacion COO pierde valor pronostico significa-
tivamente®.

El factor MYC

MYC es un proto-oncogen que esta alterado en una
gran variedad de tumores donde amplifica programas
transcripcionales por medio de la union al ADN en
regiones promotoras de genes activos, que pueden re-
presentar hasta el 15% del genoma humano®?. MYC
regula diversos genes diana que participan en funcio-
nes como profileracion cellular (CCND?2), produccion
de proteinas (elF4E, elF2A), energia y metabolismo
(LDH, genes mitocondriales, GLS), mantenimien-
to de inestabilidad genomica (MAD2, BBR1), entre
otras.

En algunos estudios, la presencia de MYC es un fac-
tor independiente de mal pronostico, pero en otros
estudios solo matiene este poder en asociacion con la
expresion de BCL2 y/o BCL6!'!?, Incluso reportes
anecdoticos en pacientes con DH sugieren que una
baja expresion de MYC (<40% de los nucleos) con-
tribuye a disminuir el efecto agresivo de la presencia
de mutaciones en MYC" 19 La mayoria (~70%)
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de los DLBCL con mutaciones en MYC presentan
altos niveles (> 80% de los nucleos) de expresion de
la proteina. Hasta un 70% de los DLBCL que pre-
senta niveles signficativos de MYC (>30% de los
nucleos) no tienen mutaciones en MYC, lo que su-
giere la existencia de mecanismos alternativos que
llevan a su sobre-expresion. Esto es potencialmente
relevante para la terapeutica ya que no existen com-
puestos que inhiban MYC directamente. La expre-
sion de MYC en estos casos puede ser consecuencia
de la activacion de cascadas de senalizacion (como
ALK/STAT3)"3 9 y/o de la alteracion de secuencias
reguladores del ARNm como ciertos miR">.

A nivel transcripcional la expresion de MYC esta
regulada por la formacion de grandes complejos de
activacion en zonas del gene conocidas como “en-
hancers”. Como son grandes, se los denomina “su-
per-enhacers” y la function es iniciar la produccion
de ARNm. Estos “super-enhancers” continenen una
proteina llamada CDK?7, cuya inhibicion disminuye
la expresion de MYC!"9. Un vez que el ARNm de
MYC se empieza a producir, actua otro complejo
relacionado cuya funcion es aumentar la produccion
de ARNm de MYC. Dos de sus componentes son
BRD4 y CDKJ9, cuya inhibicion tambien disminuye
la expresion de MYC!7.

MYC es un regulador de la transcripcion que puede
activar o inhibir la expresion genica al formar o des-
armar complejos transcripcionales en “enhancers”
y promotores. La activacion de MYC resulta en un
aumento de la proliferacion celular, sin embargo la
presencia de MYC no es suficiente para mantener el
proceso maligno. De hecho, al mismo tiempo que
aumenta la proliferacion cellular tambien se dispa-
ran reacciones de estres cellular sobre todo como
consecuencia de la replicacion del ADN. Esto lleva
a la muerte cellular por apoptosis. Por lo tanto los
linfomas que expresan MYC deben tener una desre-
gulacion adicional que les permita tolerar la presen-
cia de MYC sin desencadenar apoptosis, por ejem-
plo mediante la activacion de BCL2 o la inhibicion
de p531329_ Esto es importante terapeuticamente ya
que, teoricamente hablando, un inhibidor especifico
de MYC podria no ser efectivo per se.

Opciones terapeuticas

Como mencionamos con anterioridad, los linfo-
mas DT/TH estan asociados a mal pronostico, y si
bien no tan agresivos como estos, los DE/TE res-
ponderian peor al R-CHOP que los DLBCL que no
presentan estas caracteristicas®?". Debido a la rela-
tivamente poco incidencia de estos linfomas y el re-
conocimiento relativamente reciente de la entidad,
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no hay estudios clinicos prospectivos que avalen un
tratamiento en particular. En estudios retrospectivos
en los que se han utilizado regimenes similares a los
disenados para BL en pacientes que presentan linfo-
mas DH (y en buen estado general), los resultados
han sido pobres ya que se trata de tumores primaria-
mente refractarios® 2.

De acuerdo a estas caracteristicas y lo comentado
con anterioridad, nuestro grupo esta ensayando al
menos tres estrategias terapeuticas en distintas fa-
ses: a) quimiosensibilizacion, b) inhibicion multiple
de vias oncogenicos y ¢) inhibicion especifica de
oncogenes.

a) Quimiosensibilizacion: esta estrategia consiste
en re-programar el linfoma para que aumente su
susceptibilidad a combinacion de quimioinmmuno-
terapia. Existen distintas maneras de alcanzar esta
re-programacion, la experiencia de nuestro grupo
se basa en utilizer agentes epigeneticos como in-
hibidores de DNMT (ADN metiltrasferases) y/o
HDI (inhibidores de deacetilasas de histonas). Estas
drogas actuan progresivamente en el linfoma oca-
sionando un cambio en el patron epigenetico que a
su vez determina cambios en la expresion genica.
Estos cambios por lo general no estan asociados a
muerte cellular, sino mas bien a una disminucion
de la capacidad “plastica” del linfoma de respon-
der a cambios, por ejemplo ante el dano del ADN
por quimioterapia. Nuestro grupo demostro que los
tumores con mayor capacidad “plastica”, o sea una
mayor capacidad de responder a insultos externos,
son mas resistentes a la quimioterapia®. Esto re-
presenta el racional para administrar un tratamiento
epigenico con anterioridad a la quimioterapia, como
el regimen de azacitidine seguido de R-CHOP en
primera linea que nuestro grupo ensayo en pacientes
con DLBCL de alto riesgo®.

Ademas de “rigidizar” el epigenoma, la terapia epi-
genica puede cambiar la expresion y/o actividad de
oncogenes como MYC, BCL2 and BCL6. Por ejem-
plo, los programas genomicos usualmente reprimi-
dos por BCL6 y/o MYC se vuelven hypermetilados
(o sea mas rigidamente reprimidos) en linfomas
agresivos®. Esto disminuye la capacidad de con-
trol de los genes dianas y refuerza epigeneticamente
el programa oncogenico de MYC y BCL6. El au-
mento de la metilacion de algunos promotores pue-
den inducir la expresion de oncogenes, por ejem-
plo con BCL6%. En estos linfomas, el tratamiento
con un agente demetilante disminuiria la expresion
de BCL6 y facilitaria por un mecanismo dual la
re-expresion del programa genetico reprimido por
BCL6“®. Como los HDI no solo actuan modifican-
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do las lisinas presentes en la histonas sino tambien
en otras proteinas, pueden modificar la actividad de
oncogenes cuyas proteinas presenten sitios acetila-
bles. Este es el caso de BCL6 en el cual la admi-
nistracion de vorinostat o0 TSA (dos HDIs) ocasiona
la acetilacion y posterior degradacion de BCL6%7.
Interesantemente, la acetilacion de p53 ocasiona un
aumento de su actividad y la capacidad de inducir
apoptosis. Estas drogas tambien ocasionan un dis-
balance en favor de la apoptosis de proteinas de la
familia de BCL2?,

b) Inhibicion multiple de vias oncogenicos: la pre-
sencia de uno o mas “drivers” oncogenes no es sufi-
ciente para establecer y mantener un linfoma. Estos
requieren la presencia de moduladores que permiten
la expresion adecuada de los programas celulares
controlados por oncogenes, en un proceso que se de-
nomima “adiccion a no oncogenes”. Es un termino
ilustrativo que indica que ciertos linfomas se vuel-
ven adictos a una serie de proteinas que controlan
procesos generals necesarios para la expresion com-
plete de oncogenes. Ejemplos de estas proteinas en
linfomas agresivos incluyen Hsp90?”, Hsp105¢,
XPO1, CDK7, eIlF4E, BRDA4, entre otras. Estas pro-
teinas controlan la expresion simultanea de varios
oncogenes de linfoma como BCL6, BCL2 y MYC,
por lo tanto su inhibicion representa un mecanismo
mas o menos especifico de inhibir estos oncogenes
al mismo tiempo. La suceptibilidad individual de
cada oncogen a estas terapeuticas depende tambien
de la causa de su expresion y como esta regulada.
Por ejemplo, MYC es mas susceptible que BCL2 a
los inhibidores de BRD4 y CDK 763D,

Mas especificamente en DH/TH linfomas, nues-
tro grupo establecio que Hsp90, eIF4E, XPO1¢? y
CDK7% son dianas terapeuticas en modelos pre-cli-
nicos de esta enfermedad. En particular para inhibi-
dores de Hsp90 (ganestepib), XPO1 (selinexor) y
elF4E (ribavirina)®® estamos conduciendo ensayos
clinicos en pacientes quimiorefractarios que presen-
ted linfomas DH/DE o TH/TE.

¢) Inhibicion especifica de oncogenes: Inhibir espe-
cificamente la actividad de oncogenes que no po-
seen actividad enzimatica es una tarea complicada.
En parte debido a que estas proteinas interaccionan
con otras en grandes complejos que resulta dificil
desagregar usando moleculas pequenas. En el caso
de MYC no hay ejemplos de inhibidores selectivos.
Nuestro grupo establecio las condiciones para inhi-
bir BCL6, mas especificamente el dominio onco-
genico de BCL6 (esto es el BTB), usando peptidos
primero®® y luego con moleculas pequenas®®37. Un
camino similar recorren los inhibidores de BCL2
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como obatoclax, ABT-737 y mas recientemente
ABT-1996%.

Un problema reciente de estas terapias especificas,
al menos en modelos pre-clinicos, es que, proba-
blemente debido a la heterogeneidad tumoral o a
la reactivacion de mecanismos de retroalimenta-
cion, se desarrolla resistancia bastante rapidamente.
Por ejemplo, como BCL6 reprime la expresion de
BCL2, al inhibir especificamente BCL6 los linfo-
mas sobreviven gracias a la expresion aumentada de
BCL2®. Esto obliga a usar terapias selectivas com-
binadas®. Esta por determinarse si la estraegia de
combiner terapias selectivas ofrece alguna ventaja
sobre la estrategia de inhibicion oncogenica multi-
ple como se menciono anteriormente.
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