LIl Reunion Nacional de la SEHH y XXVI Congreso Nacional de la SETH. Simposios

MECANISMOS MOLECULARES
RESPONSABLES DE LA
TRANSFORMACION EN LA
LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

J. LEON!, M. ALBAJAR?

I Departamento de Biologia Molecular. Facultad de
Medicina. Instituto de Biomedicina y Biotecnologia
(IBBTEC). Universidad de Cantabria-CSIC. Santander.
2 Servicio de Hematologia. Hospital Universitario
Marqués de Valdecilla. IFIMAV. Departamento de
Biologia Molecular. Facultad de Medicina. Instituto

de Biomedicina y Biotecnologia (IBBTEC). Santander

La leucemia mieloide crénica (LMC) es un hemopatia
maligna clasificada dentro del grupo de los sindromes
mieloproliferativos. La LMC supone el ~20% de las leu-
cemias de adultos. Tipicamente la LMC se desarrolla en
tres fases. Suele diagnosticarse en una fase crénica (FC)
caracterizada por la expansién de granulocitos. A pesar
de sunombre, la LMC no tratada es en realidad una en-
fermedad poco “crénica”, pues la FC sélo dura unos po-
cos afos (mediana ~ 4 afios) para llegar a una fase ace-
lerada y finalmente a una crisis blastica (CB). Esta fase
es terminal, con una supervivencia media de unos 9 me-
ses'. En la mitad de los casos, aproximadamente, no
hay fase acelerada distinguible clinicamente sino que
se pasa de la FC a la CB directamente. Desde el punto
de vista molecular, no hay diferencia significativa con la
CB*, y en esta revisién sélo nos referiremos a FC y CB.

Se han identificado unos 400 “genes del cancer” se-
gun el dltimo censo (Cancer Genome Project, www.
sanger.ac.uk/genetics/CGP), incluyendo oncogenes y
genes oncosupresores, pero muy pocos de ellos apa-
recen activados en practicamente todos los casos de
una determinado tumor. La LMC es una de las cuatro
neoplasias hematolégicas caracterizadas por una ano-
malia molecular presente en > 95% de los casos: la
proteina tirosina quinasa BCR-ABL (las otras tres neo-
plasias y genes serfan el linfoma de Burkitt por MYC,
la leucemia promielocitica por PML-RARa y la polici-
temia vera por JAK2). En las LMC, la evidencia epide-
miolégica en humanos junto con los modelos de rato-
nes transgénicos demuestran sin lugar a dudas que es
la actividad quinasa de BCR-ABL la responsable de la
leucemia. Por esta razén se ha acumulado mucha in-
formacién sobre la biologia molecular de la LMC y el
BCR-ABL. A pesar de ello, la biologia de la LMC pre-
senta varios aspectos oscuros que hacen de la LMC un
reto, no sélo desde el punto de vista clinico, sino tam-
bién para la biologia celular y molecular. Los interro-
gantes importantes pendientes son:

1) sCuéles son los sustratos de BCR-ABL clave para
el origen y desarrollo de leucemia¢

2) »Cudles son las células en las que se origina la
LMC¢

3) sPor qué ocurre la transformacién de FC a CB¢ Es
decir, 5qué otras alteraciones genéticas son responsa-
bles de la transformacién blastica¢

La presente ponencia revisard principalmente esta
Ultima cuestién. La introduccién del imatinib y m4s re-
cientemente de otros dos inhibidores de BCR-ABL (ni-
lotinib y dasatinib) ha “cronificado” de hecho la LMC,
de modo que consiguen evitar la aparicién de la CB
durante al menos 8 afos. Por tanto, el imatinib ha pa-
liado en gran medida el problema clinico de la LMC,
aunque sigue habiendo un porcentaje significativo de
casos refractarios primarios y de BCR-ABL mutantes
resistentes a los inhibidores (10-20% de las LMCs en
distintas series publicadas). Sin embargo, la transfor-
macién desde una situacién donde las células estan di-
ferenciadas a otra bléstica en la que se acumulan for-
mas inmaduras hace de la LMC un modelo in vivo del
mayor interés cientifico.

¢Qué es el BCR-ABL?

Las proteinas quiméricas BCR-ABL se originan por la
traslocacién t(9;22) (q34;q11), descubierta hace casi 40
afios. Se genera asi el cromosoma derivado 22g- o Phi-
ladelphia (Ph). Al ser una traslocacién reciproca, se ge-
nera también un gen ABL-BCR en el cromosoma 9 de-
rivado (9-der).

La proteina de fusién BCR-ABL contiene la mayor
parte de la quinasa ABL (a excepcidén de su extremo
N-terminal) y buena parte de la proteina BCR. El re-
sultado es una enzima con una actividad tirosina qui-
nasa constitutivamente activada. Se han descrito tres
puntos de ruptura que generan tres proteinas BCR-
ABL con fragmentos progresivamente mayores de
BCR, aunque conservando la parte ABL: p190, p210
y p230. En la LMC las rupturas clasicas son las b2a2 y
b3a2, que fusionan el exén 13 (b2) o el 14 (b3) de BCR
con el exén 2 (a2) de ABL1, fusidén que da lugar a la
proteina p210. La p210 es la expresada en la inmensa
mayoria de las LMC, aunque ocasionalmente se de-
tectan también la p190 y la p230. Un porcentaje me-
nor (~25% en adultos, mucho menor en nifios) de leu-
cemias linfoblasticas agudas (LLA) también presentan
el cromosoma Ph, y la mayoria de estas LLA (60%)
expresan la forma p190, mientras que el resto expre-
san la p2105. Se desconoce el mecanismo molecular
responsable de la especificidad de las formas p210 y
p190 por LMC y por leucemia linfobléstica, respecti-
vamente y en esta revisiéon nos referiremos exclusiva-
mente a la p210'2,

La diferencia fundamental entre p210 BCR-ABL1
(que a partir de aqui llamaremos BCR-ABL) y ABL1
estd en un pequeio dominio N-terminal que le sirve
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para anclarse a membranas por un resto miristoilo, ca-
racteristica que, por tanto, esta ausente en BCR-ABL.
El anclaje a la membrana (tipico también de otras ti-
rosina quinasas citopldsmicas, como SRC, FYN; etc.)
permite un plegamiento de ABL1 que estd ausente en
BCR-ABL. Esto y otras razones estructurales hacen
que BCR-ABL sea una quinasa constitutivamente ac-
tival. También aparece una Tyr fosforilada en posicién
177. La proteina BCR-ABL tiene otros dominios, entre
los que destacan los SH2 y SH3, ademds del dominio
quinasa, que sirven para interaccionar con sustratos y
otras proteinas efectoras que revisaremos posterior-
mente?? (Figura 1).

¢ Como provoca BCR-ABL la LMC?

Varios modelos murinos, bien transgénicos que ex-
presan BCR-ABL en células de médula 6sea o bien
con transduccion retroviral de BCR-ABL en progeni-
tores hematopoyéticos seguida de trasplante, han de-
mostrado que la expresién de BCR-ABL es suficien-

te para transformar células hematopoyéticas e inducir
un sindrome semejante a la LMC. Ademads, la enfer-
medad remite con el tratamiento de inhibidores de
BCR-ABL como imatinib. Por tanto, no hay duda de
que BCR-ABL causa la enfermedad, pero para con-
testar la pregunta del epigrafe debemos preguntarnos
primero scudles son los substratos y los interactores
de BCR-ABL¢ | puesto que son estas interacciones las
que determinan finalmente la actividad de BCR-ABL
y por tanto la leucemia que genera. Veinte afios de in-
vestigacién han generado una lista de substratos de
BCR-ABL, los mds importantes de los cuales se esque-
matizan en la Figura 1.

Algunos de los substratos mas estables de BCR-ABL
hasta ahora identificados son GRB2, SHC, HCK y CRKL.
La fosforilacién de CRKL es el estandar usado hasta ahora
para medir la actividad quinasa de BCR-ABL, tanto i vitro
como en células de pacientes. Sin embargo, son bastantes
mas las proteinas fosforiladas que aparecen en la célula
debido ala actividad de BCR-ABL, aunque en algunos ca-
sos la unién de sustrato a la quinasa sea inestable o su fos-
forilacién sea indirecta, a través de otras quinasas.

Gracias a estas interaccio-
nes BCR-ABL activa nume-
rosas rutas de transduccién

de senales intracelularesS,

que a su vez acaban activan-
do factores de transcripcién
que promueven la expre-
sién de otros genes de proli-
feracién, supervivencia, etc.
Las rutas bioquimicas de se-
falizacién mds importantes
que parten de BCR-ABL se-
rian (revisado en'?):

1) Activacién de la ruta

BCR-ABL—RAS. La onco-
proteina RAS se activa segtin
la ruta BCR-ABL—GRB2—

GRB2 Adaptadora, ruta de Ras
DO Adaptadora
CREL Adaptadora
SHC Adaptadora
Talina Citoesquelete/membrana
Paxilina Citeesgueleto/membrana
FAK Proteina quinasal citoesqueleto
GAP Ras- GTPasa
PLCy Fosfolipasa Cy
PIZK Fosfatidil-inositel-3 quinasa
Syp Proteina fosfatasa
SHIP1 Proteina fosfatasa
Vav GRF para Rac

iy ¥ l

D P-SIT Rho-GEF | SH3 SH2 Tyr quinasa HNLS Actin B

SOS—RAS. La Tyr-177 fos-
forilada (que pertenece a la

Proliferacién Menor adhesion Supervivencia

\\,

parte BCR de la BCR-ABL)
conforma un sitio de unién
para GRB2, lo que es necesa-
rio para la activacién de esta
ruta. RAS, a su vez, activaria
una cascada de quinasas que
culmina en la activacién de
la quinasa ERK.

Dafic genémico

Figura 1. Esquema de la proteina BCR-ABL p210. Se representa en la parte superior una
lista de proteinas interactores-sustratos. En la parte inferior se indican los principales efectos
biolégicos de BCR-ABL en células. El triangulo indica el punto de fusién entre las secuencias

2) Activaciéon de la ruta
BCR-ABL—PI3K (fosfatidil-
inositol-3-quinasa)—=AKT.

de BCR y de ABL. Se indican los distintos dominios de la proteina: D: dominio de dimerizacion;
P-S/T: dominio con Ser y Thr fosforiladas; SH3 y SH2: dominios "Src homology” de interaccion
con otras proteinas senalizadoras; NLS: region de localizacion nuclear; actin B: region de union
a actina.
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vivencia de las células y es
uno de los efectores mads
importantes de BCR-ABL.
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AKT inhibe la actividad de p27/KIP1 (inhibidor del ci-
clo celular) y de BAD (proteina proapoptética), ade-
mds de estimular la sintesis de proteinas.

3) Activacion de la ruta BCR-ABL—]JAK2—STATS.
STATS induce la expresién de MYC y del gen anti-
apoptético BCL-X (BCL2L1) y otros genes pro-proli-
ferativos.

4) Activacién de la ruta BCR-ABL—RAC1—JUNK,
p38. La importancia de la activacion de RAC y de las
quinasas finales de su ruta JUNK y p38) se ha demos-
trado en modelos animales de LMC’.

5) Activacién de B-catenina. La actividad de B-cate-
nina a través de factores Wnt es esencial para la reno-
vacién de células madre hematopoyéticas (CMH) por
estabilizacién de B-catenina, tanto directamente como
indirectamente al bloquear la inhibicién de B-catenina
por BCR®. La activacién de la ruta de la B-catenina en
CMH de LMC se ha confirmado por estudios de per-
fil transcripcional®.

Estas activaciones se han reproducido en células pri-
marias de LMC, y el uso de silenciamiento especifi-
co con siRNAs y de inhibidores quimicos demuestra
que todas estas rutas son importantes para los efectos
transformantes de BCR-ABL en células en cultivo. Son
estas interacciones las responsables en tltimo término
de los efectos biolégicos de BCR-ABL. La larga lista de
posibles sustratos sugiere una multiplicidad de funcio-
nes in vivo de BCR-ABL, y que en conjunto dan cuenta
de la actividad leucemogénica.

Actividades oncogénicas de BCR-ABL

En numerosos estudios con modelos celulares se ha
demostrado que BCR-ABL es capaz de:

1) Inducir la proliferacién celular. BCR-ABL esti-
mula la proliferacién y es capaz de transformar lineas
de fibroblastos murinos en cooperacién con otros on-
cogenes, asi como lineas murinas hematopoyéticas y
células primarias de médula dsea’. Asimismo, la ex-
presién de BCR-ABL en CD34+ humanas induce pro-
liferacién en respuesta a factores crecimiento. Las cé-
lulas progenitoras (CD34+ CD38-) de LMC muestran
mayor supervivencia y proliferacién en cultivo que las
de médula sana, y también se ha demostrado la repre-
sién o retencién en el citoplasma del inhibidor de ci-
clo p27/KIP1 en células con expresién de BCRO-ABL?,
lo que favorece la proliferacién.

2) Disminuir la adhesién al estroma y promover al-
teraciones del citoesqueleto, actividades que resultan
en pérdida de adherencia en el nicho de la médula de
las células del LMC. Las células madre hematopoyé-
ticas de LMC tienen regulados negativamente genes
de adhesién y motilidad, y ensayos in vitro confirman
la pérdida de ambas funciones por parte de las células
con expresién de BCR-ABL.

3) Proteger de apoptosis frente a diversos agentes.
La sobreexpresién de BCR-ABL en lineas celulares
hematopoy#éticas confiere un elevado grado de resis-
tencia a fdrmacos y otros agentes proapotdticos. Esto
puede explicarse por la activacién de AKT y la induc-
cién de BCL2L1 (BCL-X) mencionadas arriba. Sin em-
bargo, lineas celulares y células primarias de LMC en
cultivo se muestran dependientes de BCR-ABL para
su supervivencia (un ejemplo del fenémeno conocido
como “adiccién a oncogenes”).

4) Inducir dafio genémico. Se ha demostrado que cé-
lulas con expresién alta de BCR-ABL acumulan anor-
malidades genéticas. Esto puede ser debido en primer
lugar a una mayor produccién de radicales libres de oxi-
geno (ROS)!. Por otra parte, BCR-ABL es capaz de in-
hibir la actividad reparadora de DNA. En la literatura se
pueden encontrar datos demostrando un efecto inhibi-
dor de BCR-ABL sobre los mecanismos mds importan-
tes de reparacién de DNA: reparacién de nucleétidos
mal apareados (MMR), reparacién por excisién de nu-
cledtidos (NER), por unién de extremos no homologos
(NHE]) o por recombinacién homéloga (HRR)*2. Tam-
bién se ha descrito en células de LMC la represion de la
actividad de quinasas importantes para la identificacién
de DNA dafiado como ATR y DNA-PK32,

Las actividades anteriores de BCR-ABL justifican su
actividad leucemogénica. Ademads, para todas ellas,
BCR-ABL es dependiente de la actividad Tyr-quinasa
de BCR-ABL, lo que estd en concordancia con el con-
trol de la enfermedad que ejerce el imatinib y otros in-
hibidores de esta actividad. Sin embargo, BCR-ABL ya
se expresa en una poblacién de células madres de la
LMC, como se discute mds adelante, y las actividades
biolégicas de BCR-ABL en esa poblacién, que es la que
mantiene la LMC, son més dificiles de estudiar y estdn
sometidas a controversia.

¢Por qué la LMC se transforma
a una fase blastica?

A pesar de la abundante informacién sobre las acti-
vidades leucemogénicas de BCR-ABL descritas en el
punto anterior, BCR-ABL ya se expresa en FC. Por
tanto, la actividad de la proteina BCR-ABL no expli-
caria por si sola el dramdtico cambio que tiene lu-
gar en la LMC desde la FC a la CB, cambio que ade-
mads es relativamente rapido en comparacién con la
larga duracién de la FC (unos 5 afios de mediana en
LMC no tratada). La misma relevancia de BCR-ABL
en la progresién de la enfermedad no esta clara, pero
parece que es necesaria para la misma, ya que la ex-
presién de BCR-ABL se mantiene y normalmente au-
menta a nivel de mRNA y proteina en la CB, aun-
que se hayan descrito algunas CB en las que se llega
a perder la expresién de BCR-ABL?*°. Sin embargo,
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algo ocurre al cabo del tiempo que hace que la LMC
evolucione a una fase avanzada aguda, la crisis blas-
tica (CB), en la que se acumulan células indiferencia-
das de la estirpe mieloide (aproximadamente el 75%

de las CB) o linfoide (el 25%)°.

La célula diana de la transformacion

La identidad de las células madre de esta leucemia es
aun motivo de controversia y no es el tema central
de esta revisién. Sin embargo, se suele asumir que
los cambios genéticos responsables de la transfor-
macién blastica tienen lugar en la misma célula Ph-
positiva pluripotente que da lugar a la FC (Figura 2).
La LMC es una neoplasia clonal originada en célu-
las madre hematopoyéticas (CMH). El hecho de que
un ~25% de las CB sean de tipo linfoide ya sugiere
que la CB se ha de originar en una célula pluripotente
diferente de la célula leucémica acumulada en la FC,
que es siempre de tipo granulocito. Por tanto, la LMC
se mantiene gracias a una pequefa poblacién (<1%
de las células CD34+) de CMH Ph-positivas que ex-
presan BCR-ABL y que son bdsicamente quiescen-
tes. Sin embargo, también se ha demostrado que
el ndmero de progenito-

res granulocito-macréfago

trataria de una célula semejante al progenitor mieloi-
de comdn (PMC) que no ha perdido marcadores in-
munofenotipicos de la CMH (CD34+, CD38-).

Desgraciadamente, sea cual sea la identidad de las
células madre de la LMC, estas células no son elimi-
nadas por los inhibidores de BCR-ABL, lo que expli-
ca que, aunque la LMC haya respondido inicialmente
al inhibidor, recidiva si se suspende el tratamiento®
De acuerdo con este hecho, se ha demostrado que en
pacientes en respuesta molecular al imatinib, atn se
puede detectar mRNA de BCR-ABL en el comparti-
mento de CMHs pero no en otras poblaciones de la
medula dsea. Esta resistencia al imatinib puede de-
berse a que la actividad quinasa de BCR-ABL no sea
necesaria para la supervivencia o autorrenovacién
de las células madre de la LMC, que su expresién
de BCR-ABL sea mas alta que las de los granulocitos
leucémicos, o bien que posean eficientes sistemas de
bombeo del farmaco’.

Modelos matematicos basados en datos epidemio-
légicos postulan que se requieren 4-5 mutaciones para
que se desarrolle una LMC hasta CB°. La identidad de
los cambios subsiguientes a la translocacién que ge-
nera el gen BCR-ABL, esta sujeta a investigacién. Pero
puesto que la expresion de BCR-ABL se mantiene o au-

(PGM) (CFU-GM en ensa-
yos de colonias) es mucho
mayor en la médula ésea
de CB respecto a la de FC,
sugiriendo que la CB tam-
bién se mantiene con una
poblacién de células ma- l

."'__A'_"

dre tipo PGM ya compro-
metidas a linaje mieloide®?,
lo que ha llevado a postu- BEM
lar que hay dos poblacio- p&
nes de células madre con

capacidad de autorreno- l
vacion: las células madre

de la LMC y los progeni- '(;;;

tores granulocito-macréfa- / \

gos de la CB'"". Reciente-
mente, se ha demostrado
i r" '\
@ @

que el perfil transcripcio-
nal de las CMH de LMC es
semejante al de las CMH
sanas, aunque con menor
expresioén de genes de mo-
léculas de adhesién y mo-
tilidad celular, de autorre-
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Figura 2. Esquema de la transformacion de LMC, basado en Stuart et al.*5>. CMH: célula madre
hematopoyética; PCM: progenitor comin mieloide; PGM: progenitor de granulocitos-macréfagos;
G: granulocitos. Se indican los principales cambios biologicos observados en la transformacion
blastica, producto de mutaciones y cambios genéticos adicionales.
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Tabla 1. Aberraciones cromosomicas frecuentes en la crisis
blastica de la LMC. Se indica el porcentaje aproximado de
casos en cada aberracion. Se indica también el gen producto
de las translocaciones

Anomalia Frecuencia
Trisomia 8 40%
Cromosoma Ph adicional 30%
Isocromosoma 17 20%
Trisomia 19 10%
Trisomia 21 7%
Monosomia 7 5%
Deleciones en el crom. 9-der 15%
t(3;21) — RUNX1-EVI1 <5%
t(7;11) — NUP98-HOXA9 <5%
Disomias uniparentales 50%

menta en la CB, los efectos demostrados de BCR-ABL
en células en cultivo (estimulacién de la proliferacién,
proteccién de la apoptosis, dafio genémico) se man-
tendrian in vivo. La historia natural de la LMC sugiere
que en la FC existe un “umbral anaplasico” que marca
la transformacién a la CB*. Comparando la biologia
de la FC y la CB, en la progresién de la LMC a CB se
pueden distinguir tres cambios biolégicos importantes
que caracterizan esta transformacién (resumidos en la
Figura 2), que describiremos a continuacién:.

Bloqueo de la diferenciacion celular

El trdnsito de FC a CB en la transformacién de la LMC
es quizd el mejor ejemplo en biologia del cancer de
cémo la transformacién se asocia a un bloqueo en la
diferenciacién. Mientras que en la FC hay una acumu-
lacién de granulocitos maduros, en la CB se acumu-
lan formas blésticas, normalmente de linea mieloide
pero también linfoblastos en un 25% de los casos®. En
la transformacién de LMC se observan cambios gené-
ticos como la sobreexpresiéon de MYC y mutaciones
activadoras de GATA2 que bloquean diferenciacién
mieloide, asi como represién de genes que median di-
ferenciacién mieloide como CEBPA (CEBPay), y SPI1
(PU.1), comentados mds abajo. En algunas CB, apare-
cen traslocaciones que generan el gen RUNX1-EVI1
(Tabla 1), que inhibe diferenciacién mieloide.

Inestabilidad genomica

Esta se manifiesta por aberraciones cromosémicas y
gendmicas adicionales y defectuosa reparacién del
DNA genémico®. Es frecuente que la CB se acompa-

fie de aberraciones cromosémicas recurrentes, lista-
das en la Tabla 1. Entre ellas destaca la trisomia del
cromosoma 8, un cromosoma Ph adicional o el iso-
cromosomaY” [i(17q)]*'2. Hay otras trisomias y trans-
locaciones con frecuencias menores. También se han
detectado recientemente disomias uniparentales, otro
indicador de inestabilidad genémica, que es frecuen-
te en FC (~50%)' y deleciones en el 9der?. En la CB
linfoide también se detectan deleciones del gen Ika-
ros (IKZF1) y de los genes de la cadena pesada de IgG
y de receptor de células T. Otro marcador de la inesta-
bilidad gendmica es el progresivo acortamiento de te-
lémeros desde la FC a la CB'™. En concordancia con
esto, la expresién de telomerasa (hTERT) en células
CD34+ de LMC es menor que en las CD34+ norma-
les y la actividad BCR-ABL reprime la expresion de di-
cha telomerasa’. Todas estas alteraciones se han usa-
do de marcadores de la progresién, pero no tienen por
qué desempenar un papel causal de la transformacién.
Dado el efecto inhibidor de BCR-ABL en la reparacién
de DNA, es posible que BCR-ABL contribuya direc-
tamente a la inestabilidad genémica observada en la
transformacion bléstica.

Inactivacion de supresores tumorales

Se ha descrito la inactivacién de una serie de onco-
supresores en la evolucién a CB®. El gen oncosupre-
sor p53 (TP53) estd mutado en un 25% de las CB pero
en ninguna FC??. Ademds, el isocromosoma i(17q),
frecuente en las CB, implica la pérdida de una copia
de TP53. El gen del inhibidor del ciclo p16 (CDKNZ2A)
aparece mutado 50% de CB linfoide y ~25% de CB
mieloide?, y el RB (retinoblastoma) en el ~20% de las
CB, y en mayor frecuencia si son megacariobldsticas®.
Uno de los oncosupresores que mds atencién ha reci-
bido en LMC es la proteina fosfatasa PP2A. Esta fos-
fatasa es inactivada con la progresién a CB; debido a
la regulacién positiva de SET, un inhibidor fisiolégico
de PP2A%.

¢Qué genes son los responsables
de la progresion de la LMC de FC a CB?

La hipétesis més en boga es que durante la progre-
sién de FC, el BCR-ABL promueve una serie de cam-
bios moleculares secundarios. Estos implican la desre-
gulacién o la mutacién de varios genes clave que son
los responsables de la transformacién a CB. Por tanto,
ha habido una investigacién muy intensa en los dlti-
mos aflos para identificar genes cuyo cambio de expre-
sién entre FC y CB pueda: a) explicar la transforma-
cién blastica, b) servir de marcadores tempranos de la
misma y ¢) suministrar nuevas dianas para farmacos
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que se puedan usar junto con inhibidores de BCR-ABL
para controlar la LMC.

Genes regulados en la transformacion blastica
identificados en estudios individuales

En la Tabla 2, aunque seguramente no estan todos, se
presenta una lista de genes para los que se ha descri-
to expresién diferencial entre FC y CB, asi como ge-
nes que se sobrexpresan en la LMC respecto a la célu-
las de médula ésea sana. También se ha demostrado
la regulacion de otros genes mediada por BCR-ABL en
sistemas en cultivo pero en esta tabla sélo se recogen
aquellos regulados en células primarias de LMC. Sus
funciones, también recogidas en la Tabla 2, son cohe-
rentes con su regulacién en la transformacion blastica.
De hecho, la mayoria han sido estudiados en LMC por
sus conocidos efectos oncogénicos en otros tumores o
modelos. Algunos de los mas relevantes serian:

e CEBPou: es un factor de transcripcién que represen-
ta un papel importante en la diferenciacién mieloide.
Los niveles de proteina CEBPa estén bajos en la FC de
LMC. Esto se debe a que BCR-ABL aumenta la expre-
sién de una ribonucleoproteina (hnRNPE2) que blo-
quea la traduccién del mRNA de CEBPo®.

e SPI1 (también llamado PU.1): es un factor de trans-
cripcién de la familia ETS y es también necesario para
la diferenciacién de varios linajes mieloides®. Nuestro
laboratorio ha demostrado que la expresién es repri-
mida en LMC y que en pacientes que responden al
imatinib se restauran los niveles de PU.1 a los niveles
altos encontrados en médula sea sana®. Por tanto, la
represién de CEBPa y de PU.1 registrados en la pro-
gresién de LMC contribuiria al bloqueo de la diferen-
ciacién que caracteriza esta transformacion.

e MYC: es un gen con actividad antidiferenciadora
en multiples modelos?. Ademas, MYC contribuye a la
inestabilidad genémica®. La actividad transformante
de BCR-ABL en células de médula 6sea murina requie-
re MYC?# y la actividad quinasa de BCR-ABL mantiene
altos niveles de expresién de MYC en lineas derivadas
de LMC humana®. Nuestro laboratorio ha demostra-
do un aumento de MYC en LMC y que la expresién
alta de MYC al diagnéstico implica una menor proba-
bilidad de respuesta al imatinib (M. Albajar et al., ma-
nuscrito enviado). El gen MYC mapea en 8q24, lo que
implica que estas LMC tienen una dosis génica mayor
de este oncogén, aunque no estd claro que esto se tra-
duzca en mayor expresién de MYC. Por tanto, un au-
mento de MYC contribuiria al bloqueo de la diferen-
ciacién y al aumento de la inestabilidad genémica.

¢ JUNB: es un factor de transcripcién de la familia
JUN/FOS cuya expresién es menor en la FC respecto
a controles sanos y atin menor en la CB. JUNB es un
gen que determina diferenciacién mieloeritroide e in-
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teresantemente, ratones deficientes en JunB desarro-
llan un sindrome semejante a la LMC, incluyendo la
progresion a CB3.

* LYN es una quinasa citopldsmica de la familia de
SRC, al igual que ABL. Se encuentra sobreexpresada y
activada (fosforilada) en fases avanzadas de FC y CB,
incluso en presencia de tratamiento con imatinib. Sin
embargo, el imatinib inactiva LYN en FC. Esto ilustra
el cambio genético que ocurre en la transformacién
blastica. El silenciamiento de LYN provoca la apopto-
sis de células de CB, lo que indica que los efectos de
BCR-ABL son en parte debidos LYN?.

Genes identificados comparando perfiles
transcripcionales de FCy CB

La implantacién de la tecnologia de hibridacién de mi-
crorarrays y, mas recientemente, el de secuenciacién
masiva paralela de mRNA permite estudiar la expresion
de todo del genoma completo de una muestra. La LMC
es especialmente adecuada para determinar el “perfil de
expresién genética” por sus fases bien definidas. Recien-
temente, se han publicado estudios comparativos de los
petfiles de expresién entre células de LMC y de médu-
la 6sea sana, entre FC y CB, o entre FC de pacientes que
responden y que no responden a imatinib. En la Tabla 3
se presenta un resumen describiendo estos estudios, asi
como los genes que cambian mas significativamente en
cada uno de ellos. Algunas conclusiones de estos estu-
dios transcripcionales a gran escala son:

1) El perfil de expresién de la fase acelerada es muy
similar al de la CB4.

2) El perfil de expresion de las células de CB de mé-
dula 6sea es diferente del de CB de sangre periférica®.

3) No aparecen como regulados entre FC y CB la
mayoria de los genes validados a nivel individual (Ta-
bla 2), aunque si algunos (FYN, PRAME, SOCS2). Sin
embargo, estos estudios han sacado a la luz nuevos
candidatos para su estudio individual en cohortes de
muestras mayores.

4) Lo genes regulados en CB no tienen que ver con
la actividad de BCR-ABL, aunque se identifica un gru-
po significativo de genes relacionados con la ruta de
activacién de B-catenina®.

5) La mayoria de los genes identificados como re-
levantes en estos cribados no aparecen implicados en
otros tumores y leucemias.

6) En conjunto, el perfil de expresién de los pacien-
tes que no responden al imatinib se asemeja al de fases
avanzadas (FC avanzada o CB) de la enfermedad.

7) Hay muy poca coincidencia de genes entres los
distintos estudios (Tabla 3), e incluso para algtn gen, se
han descrito resultados opuestos. Sin embargo, si se de-
tectan algunas coincidencias. Por ejemplo, cinco genes

(CSTA, RNASE3, PRTN3, PLAUR y MPO) estan regula-
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Tabla 2. Genes regulados en LMC versus controles sanos y en FC versus CB. La lista no pretende ser completa. Los genes se han
listado por orden alfabético y aparecen seglin la nomenclatura HUGO. Salvo que se indique otra cosa, los cambios se refieren al

nivel de mRNA
Gen Regulacion Proteina/RNA Funcion
AICDA Aumento en CB (linfoide) Citidina-deaminasa Hipermutacion de linfocitos
BCL6 Aumento en CB Factor de transcripcion oncogénico Maduracion de linfocitos
BCLX Aumento en CML vs sanos Proteina mitocondrial Inhibicion de apoptosis
BMI1 Aumento en CB Proteina tipo polycomb i expre§|0n S
la cromatina
BRCA1 Descenso en CB Proteina de reparacion de DNA Oncosupresion
CEBPA Descenso en CB (proteina) Factor de transcripcion (C/EBPct) Diferenciacion mieloide
FYN Aumento en CB Proteina-tirosina quinasa de la familia ABL/SRC  Oncoproteina. Promueve proliferacion
FZD2 Aumento en CB Receptor de factores Wnt Activacion de [3-catenina
GATA2 Aumento en CB Factor de transcripcion Diferenciacion mieloide
GFI1 Aumento en CML vs. sanos Factor de transcripcion Hematopoyesis
HCK Aumenta en CB Proteina-tirosina quinasa de la familia ABL/SRC ~ Hematopoyesis. Activado por BCR-ABL
HES1 Aumento en CB Factor de transcripcion Autorrenovau.on eI e
diana de Notch
hnRNPE2 Aumento en CB Ribonucleoproteina nuclear Regulacion de la traduccion de mRNA
HOXA10 Aumento en CB Factor de transcripcion tipo homeodominio Desarrollo y hematopoyesis
HOXB4 Descensos en CB Factor de transcripcion tipo homeodominio Desarrollo y hematopoyesis
IKZF1 Descenso/delecidn en CB linfoide Factor de transcripcion Diferenciacion linfoide
JUNB Descenso en CML vs. sanos Factor de transcnpcpn tipo cremallera de Proliferacion y diferenciacion mieloide
Descenso en CB leucinas
LYN Aumento en CB Proteina-tirosina quinasa de la familia ABL/SRC HCIER IO
ABL/SRC
miR-328 Descenso en CB Micro-RNA Represidn génica. Provoca apoptosis
de blastos
miR-150 Descenso en CB Micro-RNA Represion g.enlca..Re.p)r |me.Myby
aumenta diferenciacion eritrode
MSI2 Aumento en CB Proteina de union a RNA 0nc9pr0tema.
Reprime Numb
MYC Aumento en CML vs. MO sana Factor de transcripcion Oncoproteina. Promueve p rqllfera0|0n y
bloquea diferenciacion
NUMB Descenso en CB Proteina citoplasmica Reprime sefializacidn por Notch
PTCH1 Aumento en CB Receptor de los factores Shh esarrollo tem?rano Y mantenimiento
de células madre
- . Activacion del oncosupresor RB.
PP2A Descenso en CB (actividad) Proteina fosfatasa Inactivacior de JAK2 y STATS
Represion de RARc. Elevado en
PRAME Aumento en CB Proteina nuclear leucemia mieloide e inducido por
BCR-ABL
PRDM2 Descenso en CB Factor de transcripcion de tipo dedos de Zn Regulacion transcripcional. Silenciado
en tumores
SET Aumento en CB Chaperona Inhibicion de PP2A
50082 Aumento en CB Prote|n~a qtopl}asmma §upr§sora de Inhibicion de la activacion de JAK y
sefializacion por citoquinas STAT
SPI1/PU.1 Descenso en LMC vs. sanos Factor de transcripcion de la familia ETS Diferenciacion m|e|0|de. O.ncoprotelna
en eritroleucemia
SUz12 Aumento en CB Proteina tipo polycomb Regulacion de la expresion y estado de

la cromatina
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Tabla 3. Cambios de expresion entre FC y CB detectado por cribados en gran escala basados en microarrays. La respuesta (meses
para alcanzar la respuesta citogenética mayor) es la definida en cada publicacion. Se recogen los genes que muestran en cada
estudio un mayor cambio entre las cohortes de LMC indicadas en cada caso

Estudio

Ohmine et al., 2001

Nowicki et al., 2003

McLean et al., 2004

Crossman et al.,
2005

Janssen et al., 2005

Radich et al., 2006

Yong et al., 2006

Pizzatti et al., 2006

Villuendas et al.,
2006

Oehler et al., 2009

Bruns et al., 2009

De Lavallade et al.,
2010

McWeeney et al.,
2010

Comparacidn Genes
PIASy, DPAK3
FC vs. CB
DDB1, NDUFB8
FC s, CB AML1,AF1Q, ETS2, LYL1, GBDR1, NME1,

GRO2, CA4, SNC73 MSF

RAD9, SMC1L1, RAB2, VRK1, FVT1, GIT2,
JKA1, H963, MYLK, PKIG, REL, SFRS3

AS3,ADD2, CXCR3, PPP2R2A, SNTB2,

Respondedores vs.
no respondedores a

imatinib CRHR2, PAK1, PI3KR1, PIK3R3,
TRAF5,AQP4, CREB1, TRIP6
AES, OPTN, CLU

Respondedores vs.
no respondedores a

imatinib

UGCG, LMNB1, LMAP2, BAX, MTHFS
MMRN, NACSIN, LARS
FC vs. CB
IL8, FPR1, LYZ, MEN
FC s, CB GLI2, PRAME, SOCS2, WT1, GAS2, MDF1,

RRAS2, ITPR1

Respondedores vs.
no respondedores a
imatinib

CTRL, MAP21K14, CLK3, MKNK2, FYN,
ABCC3

CD7, SMA4, CEBPA
LMC indolente vs. LMC

agresiva PR3, ELA2, DF, MBP, STARD1

MYCBP, 53BP1, MDM4, OSBP-RP3,
Mortalin

DSG1, BCL2L2, PTPN22 SRR, FZD5,

Controles vs. FC

Respondedores vs. PTGS1 BIRC4, SOCS2, DEDD FZD7, HD
no respondedores a CYP2B6, PPARA
imatinib
PRDX2 SLC2A1 TNC
NOB1, DDX47, , SCARB1, SLC25A3
FC vs. CB

LTB4R, IGSF2

CDH2, CXCR4 PDEABTLE4, NR4A3,
MZF1, FOS, FLT3. PROM.MS4A3, RASA3,

Controles vs. LMC
(células madre

hematopoyéticas) GTSE1
. KIF23, DDX11, CENPP, SLFN13,
0 rg’s . doresé RAD51L1, BUB1, ORC6L, SMC4, EZH2,

i’;natimb NUP85, AURKB, GUSBP1, FANCA, POLQ,

PDEAD, DERA
VWF, ANGPT1, EGFL6, MUC4 MMRN1,

Respondedores vs.  ITGA2, ITGBS, EVAL, ZNFA4, MEIS1, NFIB
no respondedores a ZNF140, ZNF253

imatinib CEBPB, MAFB, CSTA, RNASE3, PRTN3,

PLAUR, MPO

Cambio
Descenso en CB
Aumento en CB

Aumento

Aumento en
no-respondedores

Descenso en
no-respondedores

Aumento en
no-respondedores
(no significativo)

Descenso en
no-respondedores
(no significativo)

Aumento en CB

Descenso en CB

Aumento en CB

Aumento en la recaida
postimatinib

Aumento en LMC agresiva

Descenso en LMC agresiva

Aumento (proteina)

Aumenta en los
no-respondedores

Disminuye en los
no-respondedores
Aumento en CB

Descenso en CB

Descenso
No se describen aumentos

Aumento en los
no-respondedores

Aumento en
no-respondedores

Descenso en
no-respondedores

Muestras y plataforma

Células CD34+ de 7 FC,2 FAy 4 CB
Mi-0 (Mergen)

Células de MO de 5 FCy 5 CB.
Células de SP de 5 CB mieloides Mi-0
(Affymetrix)

SP de 66 LMC antes y después del
tratamiento con imatinib
Mi-0 (Affymetrix)

Células de MO y SP de 16
respondedores y 13 no-respondedores
Mi-0 (Affymetrix)

Células de SP de 1 LMC en al
diagnéstico, 2 afos de FCy CB)
Hibridacion sustractiva

Células de MO de 42 FC, 17 FAy 28 CB
Mi-0 (Affymetrix)

Células de MO de 15 LMC resistentes a
imatinib. Mi-0 (Affymetrix)

Células CD34+ de 10 casos de LMC
indolente (FC larga) y 9 de LMC
agresiva (FC de rapida progresion a CB).
Validado len 68 LMCs. Mi-O (Affymetix)

Células de MO de 13 donantes sanos y
17 FC. Estudio protedmico

Células de MO 32 LMCy 3 controles.
Mi-C (Oncochip)

Células de MO de 42 FCy 51 de FA+CB
Mi-0 (Rosetta)

Diferentes subpoblaciones de CD34+
de 6 LMC al diagndstico y 5 controles
sanos. Mi-0 (Affymetrix)

Células de SP de 8 respondedores y 7
no-respondedores
Mi-0 (Affymetrix)

Células CD34+ de 23 respondedores y
12 no-respondedores a imatinib Mi-0
(Affymetrix)

FA: fase acelerada; MO: médula dsea; SP: sangre periférica.
Las plataformas de andlisis del perfil transcripcional son: Mi-0: microarrays de oligonucledtidos; Mi-C: microarrays de cDNA.
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dos negativamente en tres estudios que comparan perfi-
les de expresién en las LMC de progresién rapida versus
lenta (FC largas)®* en las CB versus FC* y en no-respon-
dedores versus respondedores®. Sin embargo, en un es-
tudio similar a este Gltimo no se han encontrado genes
coincidentes con los anteriores®. En algtn estudio no se
llegan a encontrar diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre respondedores y no-respondedores™®.

El dltimo punto de arriba llama la atencién. En prin-
cipio, parece sorprendente la poca concordancia entre
los genes identificados en los distintos estudios de ex-
presion a larga escala realizados hasta ahora. sPor qué
no aparecen los mismos genes en los distintos estudios
de perfil genético¢ Se pueden proponer varias explica-
ciones a este hecho:

1) La LMC es una enfermedad mds heterogénea de lo
que parece. A pesar de la casi universal presencia del cro-
mosoma Ph y de la expresion de BCR-ABL, la larga evo-
lucién en FC hace que cada paciente sea diagnosticado
en un estadio diferente en cuanto a cambios genéticos.

2) El origen de las células utilizadas para la prepara-
cién de mRNA difiere de un estudio a otro: mononu-
cleares de médula ésea, CD34+ de médula ésea, mo-
nonucleares de sangre periférica.

3) Pequefos cambios en los niveles de mRNA (dos
veces 0 menos) pueden ser relevantes segin el gen
de que se trate, pero son filtrados por las herramien-
tas de andlisis estadistico de los datos de microarrays.
Por ejemplo, cambios de expresién de sélo dos ve-
ces de MYC tiene efectos drasticos en su capacidad
transformante?.

4) Los “genes positivos” que resultan de cada expe-
rimento de microarray pueden variar mucho segtn el
método estadistico de analisis. Sirva como ejemplo
que sélo 11 de 150 genes identificados en muestras
de LLC son coincidentes al analizar los mismos datos
crudos con tres métodos estadisticos diferentes™.

Por dltimo, es muy importante tener en cuenta que
los cambios a nivel de mRNA pueden no correlacio-
narse con la proteina: la estabilizacién de ciertas on-
coproteinas puede aumentar drasticamente sus nive-
les y ser determinantes en la progresién de la LMC y,
sin embargo, sus genes no van a ser detectados como
regulados con analisis de microarrays ni RT-PCR.

Conclusiones

Gracias al imatinib y otros inhibidores de la actividad
quinasa de la BCR-ABL se ha conseguido retrasar signi-
ficativamente la progresion de fase crénica a crisis blas-
tica de la LMC. A pesar de ello, persiste el reto cientifico
de conocer por qué aparece la CB. Dado que la aparicién
de la CB implica un prondstico fatal en casi todos los ca-
sos, este conocimiento tiene una gran relevancia clinica.
La progresién se asocia a un bloqueo de la diferenciacién

mieloide, un aumento de la inestabilidad genémica y la
inactivacién de una serie de genes oncosupresores.
Ademads de la persistente expresiéon de BCR-ABL,
y posiblemente debida a ella, se acumulan una serie
de cambios genéticos adicionales que dan cuenta de
la transformacién. Se han identificado al menos unos
20 genes que se regulan en dicha transformacién y las
funciones de muchos de ellos son consistentes con el
fenotipo de la crisis blastica. También se han hecho re-
cientemente una docena de estudios transcripcionales
a gran escala que confirman que el perfil genético de
las células de CB difiere bastante del de FC. Estos estu-
dios han sacado a la luz numerosos genes con expre-
sién diferencial entre ambas fases de la leucemia, asi
como entre muestras de LMC y de médula ésea sana.
Aunque hay poca coincidencia en los estudios publi-
cados, la expectativa es que en los préximos afios se
aporte informacién de muchos otros estudios de perfil
de expresién en las que los cohortes de muestras sean
cada vez mayores y mejor seleccionadas. Esto permi-
tird ir conformando una “firma genética” capaz de pre-
decir el pronéstico de la LMC, explicar mejor las bases
moleculares de la transformacién bléstica y alumbrar
nuevas dianas para farmacos que se puedan usar junto
con inhibidores de BCR-ABL para controlar la LMC.
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Introduction

William Dameshek first described the spectrum of MPN
in 1951. ‘Atypical myeloproliferative disorders’ is a gen-
eral term for a group of myeloproliferative disorders that
cannot be categorised as one of the four ‘classic’ MPNs:
chronic myeloid leukaemia (CML), essential thrombocy-
thaemia (ET), polycythaemia vera (PV) or primary my-
elofibrosis (PMF). Atypical MPNs are highly heteroge-
neous and span the current WHO subgroups of chronic
MPNs and myelodysplastic/myeloproliferative disorders
(MDS/MPN).! Specific WHO-defined entities within the
umbrella term of atypical MPNs include atypical CML
(aCML), chronic neutrophilic leukaemia (CNL), chronic
eosinophilic leukaemia (CEL), chronic myelomonocyt-
ic leukaemia (CMML), CMPN-unclassified and MDS/
MPN-unclassified. Many people would also include sys-
temic mastocytosis (SM) under the same category.

Chromosomes and fusion genes

The vast majority of patients with atypical MPNs pres-
ent with a normal or aneuploid karyotype, i.e. gains or





