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RESUMEN

El cancer es una enfermedad heterogénea de base genética y epigenética cuyo estudio
ha crecido exponencialmente en las ultimas décadas dada la alta prevalencia
poblacional. Los reguladores transcripcionales oncogénicos son numerosos y controlan
procesos celulares fundamentales como la proliferacién, diferenciacién, respuesta al
dafio genotdxico, entre otros. Las alteraciones en estos factores en cdncer incluyen
mutaciones, reordenamientos cromosdémicos y expresion desregulada. Este trabajo de
revisidn comienza con una vision general sobre la regulacion de la expresion génica y el
papel de los factores de transcripcidn en cancer y, a continuacion, se centra en cuatro
de los principales factores, alterados por diferentes mecanismos en practicamente
todos los tipos de cdncer humano: p53, MYC, RUNX y MLL. Se describe su estructura y
funcién, su papel en el desarrollo de la enfermedad, y las nuevas terapias dirigidas. El
conocimiento de las alteraciones que sufren los factores de transcripcion oncogénicos
estd impulsando nuevas dianas terapéuticas consiguiendo el desarrollo de una medicina
mas personalizada, con tratamientos mas efectivos y menos tdxicos, que aumentan
tanto la supervivencia como la calidad de vida de los pacientes.

Palabras clave: cancer, factores de transcripcion, dianas terapéuticas, p53, MYC, RUNX,
MLL.

Cancer is a genetic and epigenetic heterogeneous disease that has exponentially grown
in research interest over the last decades due to its high population prevalence.
Oncogenic transcriptional regulators are numerous and control fundamental cellular
processes such as proliferation, differentiation, and response to genotoxic damage,
among others. Alterations in these factors in cancer include mutations, chromosomal
rearrangements, and dysregulated expression. This review work begins with an
overview of gene expression regulation and the role of transcription factors in cancer. It
then focuses on four major factors, altered by different mechanisms in virtually all types
of human cancer: p53, MYC, RUNX, and MLL. It covers their structure and function, their
role in disease development, and novel targeted therapies. Understanding the
alterations that oncogenic transcription factors undergo is driving the identification of
new therapeutic targets, leading to the development of more personalized medicine
with more effective and less toxic treatments, ultimately improving both survival and
quality of life for patients.

Key words: cancer, transcription factors, therapeutic targets, p53, MYC, RUNX, MLL.



ABREVIATURAS
ATH: motivos AT-hook de unién al ADN

ATRA: acido retinoico todo trans

BET: bromodomain and extra terminal
domain

BRD: proteinas con bromodominio

COMPASS: complejo de proteinas
asociado a la proteina Setl de S

CpG: dinucleétido de citosina y guanina
CTD: dominio C-terminal

CTPS1: inhibidores de la CTP sintasa 1
DBD: dominio de unién al ADN de p53
DDR: DNA Damage Response

DRB: 5,6-dicloro-1-B- D -
ribofuranosilbencimidazol

EMT: transicién epitelio mesénquima

FDA: Administracion de Alimentos vy
Medicamentos de EEUU

FT: factores de transcripcion
GOF: ganancia de funcién
HDACs: histona-deacetilasas
HDM: histona-demetilasas

HLH-LZ: domino de dimerizacién hélice-
bucle-hélice- cremallera de leucinas

IC50: del inglés half maximal inhibitory
concentration

LBD: domino de unién al ligando
LLA: leucemia linfoblastica aguda

LLC: leucemia linfoblastica crdnica

LMA: leucemia mieloide aguda
LOF: pérdida de funcién

MLL-R: leucemias con reordenamiento
de MLL

P-TEFb: factor de elongacién positivo de
la transcripcion

P53Abs: anticuerpos anti-p53

PAFc: complejo factor asociado a la
polimerasa

PARP: poli ADP ribosa polimerasa

PHD- finger: homeodominio presente
en plantas

PP: region de la poliprolina

PRD: estructura rica en prolina
RE: elemento respuesta

RHD: dominio de homologia runt
RNAPII: ARN polimerasa ll

SE: superpotenciadores

SiARN: ARN interferentes

SMD: sindromes mielodisplasicos
SNL: sefial de localizacion nuclear
TAD: dominios de transactivacion
TAF: factores asociados a TBP
TATA: estructura de 8 pares de bases AT
TBP: proteina de unién a TATA
TD: dominio de tretamerizacion

TE: potenciadores tipicos



1. INTRODUCCION

Los factores de transcripcidon son un conjunto de proteinas esenciales en la regulacion
de la expresidn génica. A través de diferentes tipos de dominios, se unen a secuencias
especificas del ADN como enhancers, insulators y silenciadores y regulan la transcripcion
de sus genes diana. También son importantes los reguladores epigenéticos que modulan
la estructura de la cromatinay, por tanto, la expresion génica. Se ha demostrado que las
alteraciones estos factores producen trastornos en los genes dianas, siendo asi la base
oncogénica de muchos tipos de cancer.

Los reguladores transcripcionales implicados en cancer regulan procesos celulares tales
como la proliferacion, diferenciacion, respuesta a dafio genotdxico, capacidad de
invasién y metdstasis, etc. Es decir, estan implicados en muchos de los “Hallmarks” del
cancer descritos por Hanahan & Weinberg (2011). Es por ello que, desde hace afios, se
estan investigando estos factores como posibles dianas terapéuticas. Sin embargo, se
trata de proteinas consideradas histéricamente como “undruggable”, dificiles de
revertir su anomalia por carecer muchas de ellas de actividad enzimatica con sitios
activos que se pueden inhibir (como las quinasas), ademas de estar localizadas en el
nucleo celular y no ser tan accesibles como las proteinas de superficie (como
receptores). Este paradigma estd cambiando y se estan desarrollando multitud de
estrategias terapéuticas dirigidas contra estos factores de transcripcion.

En este trabajo se revisard la bibliografia mas reciente de los ultimos afios sobre los
principales factores de transcripcién oncogénicos, su importancia en la tumorigénesis y
su papel como nuevas dianas terapéuticas. Comenzaremos describiendo a grandes
rasgos las fases de la transcripcién, asi como los principales reguladores de la expresién
génica y la influencia de la epigenética en la misma. También hablaremos sobre los
factores de transcripcién, y su papel fisioldgico en el control y regulacién de estos
procesos. A continuacion, pasaremos a explicar los principales mecanismos de
desregulacidon que tienen relevancia en el desarrollo y/o mantenimiento del cancer.
Estos mecanismos moleculares incluyen mutaciones puntuales, reordenamientos
cromosémicos, amplificacién génica y expresiéon desregulada, entre otros.

Existen numerosos factores de transcripcion desregulados, tanto en tumores sélidos
como hematoldgicos. De ente todos ellos hemos profundizado en cuatro: p53, MYC,
RUNX y MLL. P53 es un oncosupresor cuya funciéon se ve afectada, sobre todo por
mutacion, en la mayoria de los tumores. MYC es un oncogén que aparece desregulado
en aproximadamente el 70% de los tumores. RUNX1 se estd evidenciando
recientemente como un regulador maestro de genes de diferenciacidn, alterando
numerosos hallmarks en tumores sélidos y hematoldgicos. Finalmente, MLL es un
importante regulador epigenético cuyos reordenamientos confieren mal prondstico en
tumores hematolégicos. En este trabajo se realiza una completa revisién de los mismos,
explicando para cada uno de ellos su estructura y funcidn fisioldgicas, su implicacion y
principales alteraciones en cdncer y, por uUltimo y objetivo de este trabajo, todo el
conjunto de terapias dirigidas contra estos factores muchos de los cuales ya se
encuentran en ensayos clinicos como nuevos tratamientos antitumorales.
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2. REGULACION DE LA EXPRESION GENICA

La regulacion de la expresion génica es necesaria para mantener tanto la estructura
como la funcién celular. De todo el conjunto de genes de nuestro genoma, solamente
se expresa una pequefia fraccion de los mismos en un momento determinado,
dependiendo del tipo celular, estadio de la diferenciacion o del ciclo celular, etc.
influenciado, ademas, por estimulos tanto externos como intracelulares. Esta expresién
génica se encuentra regulada en diferentes puntos, siendo el mas importante el inicio
de la transcripcidn. En esta etapa, la regulacion es llevada a cabo por los factores de
transcripcién, proteinas que se unen especificamente al ADN para estimular o reprimir
la expresion de los genes, y por otros grupos de proteinas coactivadoras y correpresoras.
Existe también una regulacion epigenética, que se encarga de modular la estructura de
la cromatina. Las alteraciones en el conjunto de procesos implicados en la regulacién de
la expresién génica, forman la base de enfermedades importantes como el cancer.

2.1.  REGULACION DE LA TRANSCRIPCION

La regulacién de la transcripcién es uno de los procesos clave del control de la expresion
génica. En este proceso intervienen, entre otras muchas proteinas, los factores de
transcripciéon que reconocen secuencias especificas en el ADN de sus genes diana. A
continuacion, se resumen las principales proteinas y elementos reguladores en el ADN
responsables de la expresién diferencial de los genes.

2.1.1. FACTORES DE TRANSCRIPCION

Para comenzar con la transcripcion génica, son esenciales los factores de transcripcién,
grupo de proteinas que se unen a secuencias especificas de ADN, controlando la
transcripcion de sus genes diana. Estos factores son necesarios para asegurar la
expresion especifica de los genes en los diferentes células y tejidos (Lambert et al., 2018;
Li et al., 2022).

Un factor de transcripcidon debe tener dos caracteristicas: afinidad de su dominio de
union al ADN y capacidad para regular la transcripcion. Segin su dominio de unién al
ADN, podemos establecer una clasificacion en diferentes familias, siendo las
mayoritarias: dedos de zinc, homeodominio y hélice-giro-hélice. Encontramos también,
dominios de transactivacién, sobre los que se unen diferentes proteinas correguladoras
de la transcripcién, y dominios de dimerizaciéon como hélice-lazo-hélice y cremallera de
leucinas, en los que dos dimeros se unen para reconocer secuencias especificas del ADN
y unirse a las mismas (Lambert et al., 2018; Li et al., 2022).

La alteracidn de los factores de transcripcidon causara trastornos en la transcripcion de
sus genes diana y por lo tanto en las células. Los factores de transcripcién desregulados
son la base patoldgica de muchas enfermedades humanas, entre ellas, el cancer
(Lambert et al., 2018; Li et al., 2022).

2.1.2. REGULACION DEL INICIO DE LA TRANSCRIPCION

Para el inicio de la transcripcion se necesitan los denominados factores generales, que
consiguen la activacién de la ARN polimerasa Il (Figura 1). El factor de transcripcién Il D
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(TFIID) estd compuesto por la proteina de unién a TATA (TBP) y por factores asociados a
TBP (TAF) (Cooper, 2021; Cramer, 2019; Delgado & Leon J., 2006). Como consecuencia
de la unién de TFIID al promotor se reclutan otros factores generales que permiten la
union de la ARN polimerasa al promotor, formando el denominado complejo de pre-
iniciacién. Finalmente, se necesitan TFIIE que recluta a TFIIH al complejo de iniciacién.
TFIIH esta formado por 7 subunidades que forman el complejo central y 3 subunidades
que forman el subcomplejo quinasa (CDK7, MAT1 vy ciclina H). Esta estructura es
importante porque dos de las subunidades del complejo central (ERCC2/XDP y
ERCC3/XPB) tienen actividades helicasa y ATPasa, respectivamente. Por otra parte, CDK7
fosforila el dominio C-terminal (CTD) de la ARN polimerasa I, facilitando el inicio de la
transcripcion (Vervoort et al., 2022). Ademas, para que, tanto el reclutamiento del TFIIH
como la fosforilacién de CDK7, sean posibles, es necesario el complejo Mediador
(Vervoort et al., 2022) formado por mas de 20 subunidades proteicas diferentes, que
regulan la transcripcion facilitando la interaccion de los enhancers con los promotores
(Cooper, 2021; Cramer, 2019).

Yo Cytop[asm Seminars in Cancer Bology 56 (2032) 138134
Nucleus

Transcription factors / Transcription
MRNA

&6‘ ; DNA Activation
§ Mediator Binding domain
X domain

fact MRNA
actor RNA'

polymerase
Promoter

Figura 1. Esquema del proceso de inicio de la transcripcidn. Los factores de transcripcién
se unen a secuencias reguladoras de promotor del gen para iniciar la transcripciéon, con
la cooperacion de complejos proteicos coactivadores, complejo Mediador, y la ARN Pol
I (Y. Lietal., 2022).

2.1.3. PAUSA TRANSCRIPCIONAL

Casi inmediatamente después del inicio de la transcripcién tiene lugar un fenédmeno que
se conoce como pausa transcripcional, en el que la transcripcién se detiene en regiones
proximales al lugar de inicio. Esta pausa estd mediada por la accién conjunta del factor
de elongacién negativo (NELF), el factor de inductor de sensibilidad DRB (DSIF, formado
a su vez por SPT4 y SPT5) y por los cambios conformacionales del complejo ARN
polimerasa ll, que impiden la elongacion del ARN (Vervoort et al., 2022).

Para finalizar esta pausa y entrar en la fase de elongacidn, es necesario que la ARN
polimerasa Il reclute el Factor positivo de elongacién de la transcripcién (P-TEFb), un
complejo formado por CDK9 y ciclina T1. El P-TEFb fosforila el CTD del SPT5, las
subunidades de NELF y residuos de la subunidad RPB1 de la ARN polimerasa Il. También
fosforila subunidades del PAFc (complejo del factor asociado a la polimerasa), que se
une a Pol Il una vez que NELF quede desplazado. Asi, termina la pausa transcripcional y
se inicia la elongacion (Vervoort et al., 2022).



2.1.4. ELEMENTOS REGULADORES DE LA EXPRESION GENICA

Se denominan elementos reguladores a secuencias de ADN de longitud variable que son
reconocidas por los factores de transcripcidon, para regular la expresidén génica durante
procesos como la diferenciacidon celular o la exposiciéon de la célula a factores de
crecimiento u hormonales.

Los principales elementos reguladores son:

- Enhancers: los denominados enhancers o potenciadores suelen abarcar unas 200
a 1000 pb a los que se unen distintos factores de transcripcion especificos. Su funcién
es aumentar los niveles de transcripcion de un gen. Su mecanismo de accién radica en
que los potenciadores se acercan a los promotores a través de bucles de cromatina, con
los que consiguen reclutar la maquinaria transcripcional. Ademas, actuan
indiferentemente de la orientacion y posicidon que ocupen respecto al sitio de inicio de
la transcripcién. Tienen la capacidad de actuar a distancia, pudiendo encontrarse incluso
a decenas de Kb de distancia del gen que regulan. Existen enfermedades relacionadas
con los potenciadores, el cancer entre otras, y pueden surgir por alteracién de las
regiones potenciadoras o por mutaciones en los factores de transcripcion que los
reconocen (Delgado & Leon J., 2006).

Ademas de los potenciadores tipicos (TE), existen otros llamados superpotenciadores
(SE). Al igual que los TE, también regulan la transcripcion a distancia y actuan de forma
selectiva sobre los promotores de los genes. A diferencia de los TE, los SE regulan
regiones de unos 20 kb de bases. Los SE se asocian a los dominios de asociacién
topoldgica (TAD), secuencias entre 200 kb y 1 Mb que dividen el genoma en grandes
fragmentos de ADN. Estan delimitados por una proteina, CTCF, que aisla a los SE de otras
regiones dentro del genoma, limitando las interacciones entre promotores y otros
elementos reguladores. Gracias a su gran capacidad de transcripcién, los SE estan
implicados en la desregulacion de muchos oncogenes (Debek & Juszczyniski, 2022).

- Silenciadores: por otro lado, los silenciadores, también actian en cis, pero
disminuyen la transcripcidon, ya que unen complejos represores e inhiben a los
activadores. Son, en proporcién, menos frecuentes y mucho menos estudiados. Se han
propuesto diferentes mecanismos mediante los cuales los silenciadores regulan la
transcripcion: i) interrumpen la relacién enhancer-promotor para disminuir la expresion
génica, ii) compiten con los enhancers por ciertos sitios de uniéon a factores de
transcripcion, de forma que la union del silenciador a este sitio, interrumpe la induccion
a la transcripcion, iv) pueden actuar a distancia, uniendo proteinas que anaden marcas
represivas a las histonas o proteinas que facilitan la compactacion, como complejos
represores Polycomb (Segert et al, 2021). Mutaciones en silenciadores
transcripcionales pueden estar implicados en enfermedades humanas, entre ellas el
cancer (Segert et al., 2021).

- Insulators: por ultimo, tenemos los aislantes o insulators. Son secuencias de ADN
gue marcan limites entre los genes. Tienen dos funciones principales con las que logran
proteger los genes que delimitan de influencias reguladoras inapropiadas: i) blogquean
la unidn entre potenciador y promotor (actividad de bloquear el potenciador) v ii)
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impiden que la heterocromatina o cromatina condensada se extienda hacia la region de
eucromatina activa (actividad barrera) (Delgado & Leon J., 2006).

2.2.  ORGANIZACION DE LA CROMATINA Y EPIGENETICA

Las células eucariotas contienen su ADN organizado y ordenado en cromosomas. La
cromatina se define como el conjunto del ADN y sus proteinas relacionadas,
principalmente las histonas, proteinas basicas alrededor de las cuales se enrolla el ADN
formando el nucleosoma, que es la unidad estructural de la cromatina. La cromatina y
sus modificaciones juegan un papel fundamental en la regulacidn de la expresién génica.
Se denomina epigenética a las modificaciones de la cromatina que regulan la expresion
génica sin producir variaciones en la secuencia del ADN y que se transmiten de forma
hereditaria a las células hijas durante la division celular. Entre estos procesos
encontramos la metilacion del ADN en las islas CpG de los promotores que produce
silenciamiento génico, asi como las modificaciones postraduccionales de las “colas” de
las histonas (acetilacion, metilacion y otras) y el remodelado de la cromatina (Tsai and
So, 2017), (Li et al, 2022), (Babar et al., 2022).

Destacan tres tipos de proteinas encargadas de llevar a cabo estas modificaciones
postraduccionales: writers, readers y erasers (Figura 2).

Addition of
chromatin
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Figura 2. Modificacion postraduccional de las histonas, con writers que anaden
modificaciones, readers que las interpretan y erasers que las eliminan (Brien et al.,
2016).



Los writers llevan a cabo modificaciones como la acetilacion o metilacidon de las histonas,
gracias a enzimas histona-acetil-transferasas (HAT) e histona-metil-transferasas (HMT),
respectivamente, y la metilacion del ADN por ADN-metil-transferasas (DMT). Los readers
por su parte, reconocen y se unen a las histonas modificadas gracias a dominios propios
como los bromodominios y PHD-finger, y ejecutan en ellas su accién, ya sea afadir mas
modificaciones o unir otras proteinas que modifiquen el entorno de la cromatina. Por
ultimo, los erasers revierten la accién de los writers, retirando los grupos metilo y acetilo
de las histonas, gracias a enzimas histona-demetilasas (HDM), e histona-deacetilasas
(HDAC) o los grupos metilo del ADN por las ADN demetilasas (Ahuja et al., 2016; Brien
et al., 2016).

Se ha demostrado que las alteraciones epigenéticas, junto con las alteraciones
genéticas, participan en la tumorigénesis. Las mutaciones o expresién aberrante de
enzimas reguladoras, proteinas asociadas a las histonas y ARN no codificantes, en
conjunto alteran la estructura y dindmica de la cromatina (Lee & Kim, 2022). El resultado
es la represidn de genes supresores de tumores y/o activacién de los oncogenes. Esto
hace que muchas nuevas terapias vayan enfocadas a corregir las alteraciones
epigéneticas (Klclk et al., 2020; Tsai and So, 2017).

3. REGULADORES DE LA TRANSCRIPCION IMPLICADOS EN
CANCER

Los mecanismos moleculares que llevan al desarrollo del cdncer son muy numerosos, y
muchos son consecuencia de mutaciones de los reguladores de la transcripcién que
alteran la expresién de los genes en células y tejidos. Estas mutaciones conforman la
base celular patoldgica de muchos tipos de cancer (Li et al., 2022; Vervoort et al., 2022).

Los factores de transcripcidn alterados en cancer pueden ser, o bien puros factores de
transcripcion oncogénicos, que son oncogenes o activan a otros oncogenes y que
conllevan el desarrollo del cancer, o bien factores de transcripcién supresores de
tumores, cuya funcién principal es controlar la proliferacion, invasién y metastasis, pero
que, alterados, tendrdn el efecto contrario contribuyendo a la tumorigénesis (Li et al,
2022).

Como consecuencia de estas mutaciones, se pueden producir la “adiccidon
transcripcional” y la “adiccidn a los oncogenes”. Se refieren a la dependencia de las
células tumorales por las alteraciones genéticas y epigenéticas que producen la
desregulacién de los procesos de transcripcién, asi como por los oncogenes que dieron
lugar a su tumorigénesis (Bradner et al., 2017; Vervoort et al., 2022).

3.1.  MECANISMOS DE DESREGULACION
Se distinguen principalmente dos tipos de desregulacidn:

- Desregulacion directa: producida por alteraciones genéticas en los procesos de
control de la ARN polimerasa Il en todos los genes (Vervoort et al., 2022). En este tipo
de desregulacidn, existe una incidencia muy elevada de alteraciones en las CDK/ciclinas.
Pueden estar alterados tanto los genes que las codifican, asi como sus dosis génicas por
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mutaciones o fusiones causadas por reordenamientos cromosomicos. Otra de sus
importantes funciones es que regulan la expresion de los genes y vias de respuesta al
dafio al ADN (DDR, DNA Damage Response), por lo que las alteraciones en las ciclinas
transcripcionales conllevan a una menor expresién de estos genes, aumentando la
inestabilidad gendmica y facilitando la tumorigénesis. Es por todo esto, que nuevos
farmacos anticancerigenos cuyo mecanismo de accién es la inhibicion de las CDK
transcripcionales y las relacionadas con el ciclo celular son cada vez mas prometedores
(Shan et al., 2020).

- Desregulacion indirecta: causada por alteraciones que, en vez de afectar a los
factores de transcripcién directamente, modifican su actividad, sus reguladores
epigenéticos, o los fosforilan, alterando su expresidn génica. Globalmente, se identifican
muchas mas alteraciones indirectas que las propias en el complejo ARN Pol ll, por lo que
la tumorigénesis tiene lugar con mayor frecuencia en la sefializacién transcripcional que
en el complejo central (Bradner et al., 2017).

En conjunto, los mecanismos de desregulacion de factores de transcripcidon en cancer
incluyen, entre otros: mutacién puntual, translocacién cromosémica, deleccidn,
sobreexpresion, amplificacion génica y alteraciones epigenéticas.

En la Figura 3 se resumen los principales componentes del control de la expresidén génica
que se encuentran desregulados en cancer. En esta desregulacién se pueden diferenciar
dos tipos de factores: factores trans y elementos cis.
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Figura 3. Ejemplos de elementos cis y factores trans, que tienen que aparecen
frecuentemente mutados en células cancerosas y juegan un importante papel en la
tumorigénesis (Bradner et al., 2017).




Factores trans, entre ellos se encuentran alterados:

- Factores de transcripcién maestros como RUNX1, factores de control de
proliferacién como MYC o p53 o factores de sefializacion celular como NOTCH,
RAR, AR o ER (Bradner et al., 2017). La alteracién en estos factores es diana
terapéutica en muchos tipos de cancer, ya que se ha demostrado que los
tumores con factores de transcripcidon desregulados son resistentes a Ia
guimioterapia, y crean resistencias a otros tipos de farmacos (Li et al, 2022).

- Coactivadores transcripcionales. Estos elementos no se unen directamente a una
zona especifica del ADN, sino que modulan los efectos de los factores de
transcripcion. Destaca aqui el complejo Mediador, que activa la transcripcidon
gracias a que los factores de transcripcion lo reclutan y lo unen a las regiones
potenciadoras y promotoras del ADN.

- Los reguladores de la cromatina descritos anteriormente (writers, readers y
erasers) tienen también un papel importante. Se observa en algunos tipos de
cancer que estos reguladores epigenéticos se alteran por mutaciones o
translocaciones cromosémicas y se fusionan con cofactores transcripcionales,
desregulando la expresion de genes implicados en la tumorigénesis. Algunos
ejemplos son CBP/p300 (HAT) y MLL (una HMT).

- En el complejo central de la ARN Pol Il también se identifican alteraciones, pero
muchas menos de las que cabria esperar. La mayor parte de las mutaciones
ocurren aguas arribas de la polimerasa y no tanto en el propio complejo central
(Bradner et al., 2017).

Elementos cis:

- Aparecen alteraciones en los promotores, super enhacers (SE) y aislantes. Los SE
reclutan la maquinaria de transcripcién produciendo un aumento en la expresién
de los fenotipos oncogénicos. De igual modo, modifican la funcién de varios
factores de transcripcidn y su desregulacién en algunos tipos de cancer. Son
diferentes los procesos que llevan a alterar estos SE: translocaciones y
amplificaciones del ADN, nucleaciones que unen los SE a factores de
transcripcioén, incluso sobreexpresion o fusiones de los factores de transcripcion
oncogénicos (Bradner et al., 2017; Vervoort et al., 2022).

- Los aislantes han sido menos estudiados, pero en ellos también destacan
diferentes alteraciones. Delimitan regiones que contienen oncogenes, y sus
mutaciones contribuyen a que la cromatina sea mas permisiva a la transcripcién
oncogénica. El origen de estas mutaciones varia desde alteraciones en la
estructura cromosémica, hasta hipermetilacién del ADN, incluso
reordenamientos que, alterando secuencias vecinas, activan oncogenes
(Bradner et al., 2017).



4. PRINCIPALES REGULADORES DE TRANSCRIPCION
ONCOGENICOS Y TERAPIAS DIRIGIDAS

Se han descrito numerosos factores de transcripcion cuya desregulaciéon altera la
transduccion de sefiales de importantes vias de sefializaciéon celular como NF-kB,
PI3K/AKT, VEGF, Hedgehog, B-catenina/WNT, NOTCH, entre otras. Algunos de los
factores de transcripcién oncogénicos mdas comunes son NF-kB, OCT4, SOX2, NANOG,
ZEB1, SNAIL1, TWIST, MYC, MYB, AR, ER, RAR, HIF1, STAT3, familia RUNX, familia ETS,
familia MLL. Por su parte, entre los factores de transcripcion supresores de tumores
alterados en cancer encontramos p53, FOXO3a, CUTL1, CBFB/RUNX1 (Y. Li et al., 2022).

Estos factores de transcripcion desregulados estan directamente implicados en el
desarrollo de los “Hallmarks” del cdncer (Hanahan, 2022; Hanahan & Weinberg, 2011),
con un papel en proliferacién, bloqueo de la diferenciacion, transicion epitelio
mesénquima, evasion del sistema inmune, inmortalizacion, etc. Esto conlleva a una
proliferaciéon celular incontrolada, la formacién de tumores, invasion de dérganos vy
metastasis. Ademas, favorecen la proliferacidon de células madre cancerosas, mucho mas
resistentes a los farmacos y causantes de recidivas oncogénicas. Como se aprecia,
factores de transcripcién oncogénicos o supresores de tumores expresados de manera
andmala, influyen significativamente en el tratamiento de los pacientes con cancer
(Bushweller, 2019).

En los siguientes apartados, nos centraremos en la descripcidon detallada de algunos de
estos factores de transcripcion cuya desregulacion juega un papel clave en cancer y que
son posibles dianas terapéuticas.

4.1. REGULADOR TRANSCRIPCIONAL P53

P53 o el “guardian del genoma”, denominado asi originalmente porque se encarga de
mantener la integridad del ADN, activandose en respuesta a dafio genotdxico, es un
factor de transcripcidn que se encuentra mutado en mas del 50% de los canceres y en
otros muchos su funcion se encuentra comprometida (Herndndez Borrero & El-Deiry,
2021; Levine, 2019).

4.1.1. ESTRUCTURA DE P53

La proteina p53 esta formada por 393 aminoacidos organizados en cinco dominios
principales: dominio de transactivacidon, dominio rico en prolina, dominio de unién al
ADN, dominio de tetramerizacién y un dominio regulador (Figura 4a) (Hernandez
Borrero & El-Deiry, 2021; Levine, 2019).
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Figura 4. (a) Estructura de p53 con sus cinco dominios, las mutaciones “hot spot” en
cancer, asi como (b) los principales genes diana encargados de llevar a cabo los
mecanismos moleculares para la supresién tumoral (Bieging et al., 2014).

En el extremo N-terminal se encuentra el primero de los dominios, el dominio de
transactivacion (TAD), que a su vez de subdivide en TAD1 y TAD2. TAD1 contiene los
aminodcidos 22 y 23, muy importantes ya que permiten la unién de p53 a la ubiquitina
ligasa MDM2, regulador clave de la estabilidad de p53 (Herndndez Borrero & El-Deiry,
2021; Levine, 2019). Cada uno de los dominios transactivadores permiten que p53 se
una a cofactores para ejecutar su funcién como inhibidor de la tumorigénesis, es asi,
que la supresiéon tanto de TAD1 como de TAD2, hace a p53 incapaz de inducir los
mecanismos necesarios para evitar la lesién tumoral. Por su parte, la alteracién
individual de TAD1 inhibe la respuesta de p53 silvestre, por lo que la funcién de p53
gueda anulada. En cambio, la alteracién individual de TAD2, conserva ciertas funciones
de p53 silvestre, capaz de inducir algunos procesos como la apoptosis y la detencién del
ciclo celular (Hernandez Borrero & El-Deiry, 2021).

El siguiente es el dominio rico en prolina (PRD), o regiéon de la poliprolina (PP). Su
secuencia es PXXP, siendo P prolina y X cualquier aminoacido. Las deleciones en este
dominio producen la translocacién de p53 del nucleo al citoplasma, donde aumenta su
ubiquitinacion y degradacion por MDM2. Ademas, las alteraciones en PRD, disminuyen
la actividad transcripcional de p53, por lo que, en conjunto, reducen significativamente
su actividad y consecuentemente la supresion tumoral (Hernandez Borrero & El-Deiry,
2021).

La zona central de p53 contiene el dominio de unién al ADN (DBD). En torno a un 80%
de las mutaciones de p53 se encuentran en este dominio. Gracias a este dominio, p53
se une de manera especifica al elemento de respuesta (RE). Este RE, consiste en dos
secuencias separadas por 0-13 pares de bases de 5'-RRRCWWGYYY-3’, donde R es una
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purina, C es citosina, W adenina o timina, G es guanina e Y es una pirimidina. Los genes
regulados por p53 deben tener dos copias de este RE, bien sea en el promotor, intrén o
corriente abajo del gen (Hernandez Borrero & El-Deiry, 2021; Levine, 2019).

Como su nombre indica, el dominio de tetramerizacién (TD) permite que cuatro
proteinas p53 se unan formando un tetrdmero que es la estructura idénea para que p53
se una al ADN. Deleciones en TD, disminuyen la capacidad de unirse al ADN, su
interaccidon con otras proteinas, e incluso modificaciones postraduccionales como la
fosforilacidon y la ubiquitinacion, siendo esta muy importante ya que devuelve a p53 a
sus concentraciones basales una vez que el estrés celular ha pasado (Hernandez Borrero
& El-Deiry, 2021).

Por ultimo, el dominio regulador C-terminal evita que p53 se una al ADN hasta que este
dominio sea expuesto a una senal de estrés que le produzca una modificacién
postraduccional. Este estrés promueve la acetilacién del C-terminal, que facilita la unién
de p53 al DBD vy estabiliza los complejos p53-ADN. Contiene, ademads, una senal de
localizacion nuclear, para que p53 ejerza su funcidn en el ndcleo, y también una de
exportacion nuclear, para que, una vez cumplida su funcién, se degrade en el citoplasma
(Hernandez Borrero & El-Deiry, 2021).

4.1.2. FUNCION Y REGULACION DE P53

Su funcién principal es actuar como gen supresor de tumores a través de la regulacion
de sus genes diana.

Normalmente, p53 se encuentra en bajas concentraciones a nivel intracelular. Su vida
media es muy corta ya que es degradada por la E3 ubiquitina ligasa MDM2. A su vez,
p53 regula la transcripcidn del gen MDM2, formando un circuito de autorregulacion, en
el que, si aumenta p53, aumenta a su vez MDM2, que degrada p53, restableciendo de
nuevo sus concentraciones normales (Hernandez Borrero & El-Deiry, 2021; Levine,
2019).

Gran variedad de estreses celulares (dafios en el ADN, alteraciones metabdlicas, hipoxia,
erosion de los teldmeros, déficit en la génesis de ribosomas, alteraciones en el huso
mitético, o activacion de oncogenes como RAS Y MYC) activan diferentes rutas
intracelulares, cuyo resultado es un aumento de p53, principalmente por estabilizacién
de la proteina (Figura 5). Segun el tipo de estrés celular se pondrd en marcha un
mecanismo transcripcional diferente en p53, con el objetivo de reparar los defectos
sufridos por el ADN o de inducir la muerte de las células defectuosas. En general, ante
dafio en el ADN, o hipoxia, se activan las vias DNAPK, ataxia telangiectasia mutada
(ATM), ataxia telangiectasia y proteina relacionada con Rad3 (ATR) y las quinasas CHK1
y CHK2. Todas ellas fosforilan p53 en diferentes residuos, activandolo e interrumpiendo
su union con MDM2 para unirse de manera especifica al ADN. Por otro lado, ante la
activacion de un oncogén, se activa la via ARF que, mediante su interaccion con MDM2,
inhibe la degradacién de p53 para que este pueda ejercer su funcién (Bykov et al., 2018;
Hernandez Borrero & El-Deiry, 2021; Levine, 2019).

Una vez p53 estd activado, puede inducir diferentes mecanismos a través de la
regulacién de sus genes diana (ver Figuras 4 y 5). Destaca la transactivacion de CDKN1A
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(p21) que frena el ciclo celular en G1 e induce senescencia, o la de GADD45a que lo frena
en G2y, ademas, repara el ADN. Otros como PUMA, NOXA o BAX se encargan de inducir
apoptosis. P53 pone en marcha muchos otros mecanismos como autofagia, alteraciones
metabdlicas, angiogénesis o ferroptosis, entre otros (Bieging et al., 2014; Bykov et al.,
2018; Hernandez Borrero & El-Deiry, 2021; Levine, 2019).

Esta gran variabilidad de estrés celular a los que p53 es capaz de responder y de mitigar
sus dafos da lugar a su fenotipo como supresor de tumores (Hernandez Borrero & El-
Deiry, 2021; Levine, 2019).
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Figura 5. Activacion de p53 frente a distintos tipos de estrés celular. Por un lado, en
presencia de dafio en el ADN se activa la via ATM/ATR que regula la fosforilacién y
activacion de p53. Sin embargo, bajo activacion oncogénica, p53 se activa
principalmente por ARF, que mediante su interaccion con MDM2 inhibe la degradacidn
de p53. P53 sufre modificaciones postraduccionales adicionales como acetilacién,
metilacidon y sumoilacion. P53 activo se une como tetrdmero a elementos reguladores
de sus genes diana, dando lugar a diferentes respuestas como parada en ciclo celular,
reparacion del ADN, senescencia o apoptosis, dependiendo del tipo e intensidad del
estimulo (Hernandez Borrero & El-Deiry, 2021).

+» Apoptosis

4.1.3. P53 Y CANCER

P53 se encuentra mutado en numerosos tipos de cancer, tales como colorrectal, cabeza
y cuello, esdfago, cuello uterino, ovario, Utero, vagina, vulva, pulmén y pancreas.
Destaca también el sindrome de Li-Fraumeni, que produce un aumento de
susceptibilidad al cancer ya que estas personas heredan un aleo p53 mutante (Bieging
et al., 2014; Hernandez Borrero & El-Deiry, 2021).
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Los tipos de mutaciones encontrados se pueden clasificar en dos grupos atendiendo a
su estructura: mutantes estructurales de clase |, y mutantes de contacto con el ADN o
de clase Il, y en tres grandes grupos segun su funcionalidad: pérdida de funcion (LOF),
dominante-negativo (DN) y ganancia de funcidn (GOF) (Hernandez Borrero & El-Deiry,
2021; Levine, 2019).

Por una parte, los mutantes estructurales de clase | se encuentran desplegados, ya que
tienen menor estabilidad termodindmica, y entre ellos destacan R175H, R196, Y220C,
R245, R249S y R282W. Por otro lado, los mutantes de contacto con el ADN o de clase |l
mantienen una estructura plegada de la proteina, permitiendo cierto contacto con el
ADN, pero no una unidn especifica al elemento de respuesta RE en el ADN, ya que la
propia mutacién lo impide. Entre estos ultimos se encuentran R248Q, R248W, R273H,
R273C, R280K y R282W (Hernandez Borrero & El-Deiry, 2021; Levine, 2019). Cabe
destacar que el 73% son mutaciones en el dominio de unién al ADN, que se encuentran
principalmente en R175, G245, R248, R249, R273 y R282, y que se conocen como
“hotspot” de p53 (Figura 4).

A nivel funcional, la conocida como pérdida de funcién es aquella en la que p53 pierde
su capacidad como supresor tumoral. Esto ocurre por fallos en la produccion de alguna
proteina, por produccion de fragmentos que suelen degradarse o por mutaciones en el
dominio de tetramerizacién, que impiden formar los puentes salinos que estabilizan el
tetramero y el resultado son fibrillas inactivas de proteina que no se unen al ADN y no
tienen actividad transcripcional. Como consecuencia, p53 no repara el ADN, ni detiene
el ciclo celular, ni facilita la apoptosis, favoreciendo todo esto la tumorigénesis. Abarcan
Unicamente un 10% de las alteraciones de p53, y son principalmente deleciones,
inserciones, mutaciones de cambio de marco y mutaciones sin sentido (Hernandez
Borrero & El-Deiry, 2021; Levine, 2019).

Por otra parte, se encuentran las mutaciones de ganancia de funcién, cuya mayor parte
son también mutaciones sin sentido. En estas, p53 pasa de ser supresor de tumores a
directamente actuar como oncogén. Asi, ayudara a las células tumorales a metastatizar,
proliferando y volviéndose mas agresivas, y adquiriendo por tanto resistencias a la
guimioterapia. Esto tienen una relevancia clinica ya que aquellos pacientes con GOF de
p53 tienen un peor prondstico (Hernandez Borrero & El-Deiry, 2021; Levine, 2019).

Finalmente, otro tipo de mutacion funcional es la dominante negativa. Cuando p53
mutante se encuentra en altas concentraciones, forma tetrameros mixtos de p53
mutantes y p53 silvestres. Ademas, niveles muy altos de p53 mutante, inhiben la
transcripcion y la actividad de p53 silvestre, llevando todo esto a una transformacion
celular de forma dominantemente negativa (Levine, 2019).

En los ultimos estudios, se observa una relacion entre el nivel transcripcional de p53, y
la frecuencia de sus mutaciones en el cancer humano. En mutaciones hereditarias, a
menor transcripcion de p53 mutante, aumenta la aparicion temprana de enfermedad
en los individuos (Levine, 2019).
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4.1.3.1. MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE P53 MUTADA

Al igual que p53 silvestre, p53 mutada también sufre modificaciones postraduccionales.
Sin embargo, estas no van encaminadas a facilitar su unién especifica al ADN para la
supresion tumoral. P53 mutante interacciona con los factores de transcripcién y
modifica su maquinaria transcripcional. En general, p53 mutada se encuentra
fosforilada, ubiquitilada, acetilada y metilada. Aunque no estd bien definida la forma en
la que estas modificaciones afectan a p53 mutante, si que se observan algunas
relaciones relevantes que se describen a continuacion (Hernandez Borrero & El-Deiry,
2021).

En lo que a la fosforilacidn se refiere, existe una relacion entre la fosforilacion de p53
mutante en el residuo Ser392 y el potencial oncogénico del mutante R175H, o de la
fosforilaciéon en Serl15 que permite la interaccién con otros cofactores y factores de
transcripcion para dar lugar a mutaciones GOF. Por su parte, la acetilacién de p53
mutante permite su estabilidad en situaciones de estrés celular como la disminucion de
la glucosa, al contrario de lo que ocurre en p53 salvaje. La ubiquitilacién de p53 mutado
es mucho menos frecuente que la de p53 salvaje. Existe una falta de transactivacién del
gen MDM2 y por lo tanto no hay una retroalimentacién que devuelva a p53 mutante a
sus niveles basales después del episodio de estrés celular. Lejos de degradarse, p53
mutado se vuelve altamente estable en muchos tumores (Hernandez Borrero & El-Deiry,
2021).

Al igual que el p53 silvestre, algunos tipos de p53 mutado son ubiquitilados por MDM2
y se degradan por otras ubiquitinas ligasas E3. Ademas, afecta a la localizacién de p53
mutante ya que, si forma agregados en el citoplasma, aungque se mantenga estable, su
funcion es menor que en el nucleo. Para evitar todos estos mecanismos de degradacion
y continuar con la tumorigénesis, p53 mutante aprovecha su estructura desplegaday se
une a proteinas de choque térmico (HSP), que la protegen de las E3 ligasas (Hernandez
Borrero & El-Deiry, 2021).

4.1.4. TERAPIAS DIRIGIDAS CONTRA P53

Las diferentes terapias dirigidas contra p53 son muy relevantes y prometedoras debido
a la alta frecuencia de mutacidn de este factor de transcripcidn en el cancer humano. El
proceso de disefio de estas terapias ha sido lento y complicado, ya que se necesitan
farmacos diferentes para cada alelo de p53 mutado y, ademas, solo 10 alelos de todos
los mutados causan en torno al 30% de las neoplasias (Levine, 2019). Diferentes tipos de
terapia parecen estar resultando efectivas contra esta alteracion (Figura 6).
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Rationale for targeting p53 pathway restoration
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* restoring the p53-pathway has proven to be beneficial in achieving significant tumor
. regression in mice

Figura 6. Principales dianas terapéuticas de p53, clasificadas segin su mecanismo de
accion. Ninguna se encuentra aun aprobada por la FDA (Administracion de Alimentos y
Medicamentos de EEUU). Se remarca la importancia de estas nuevas moléculas para
tratar una de las mutaciones mas frecuentes en el cancer humano (Hernandez Borrero
& El-Deiry, 2021).

4.1.4.1. VIRUS

Se emplean virus mutantes con el objetivo de destruir selectivamente a p53. El SV40, los
adenovirus o el virus del papiloma humano han sido los mas utilizados. Inactivan o
degradan a p53 gracias a que codifican oncoproteinas como antigenos T, E1B-55Kd o E6
(Levine, 2019). Se ha aprobado esta terapia en China, con un farmaco llamado Gendicine
(Figura 6). Es un adenovirus al que han eliminado los genes E1Ay E1B y actua de vector
para introducir ADNc de p53 salvaje en los tumores humanos. Después de inyectar el
virus, se irradia al paciente para dafiar el ADN de las células con p53 mutado y producir
su apoptosis mediada por p53 salvaje. Se observaba que, aunque los tumores reducian
su tamafo, los pacientes solian recaer en un periodo corto de tiempo, ya que era
imposible inyectar el virus a cada una de las células tumorales. Es por esto que se
aumenté la frecuencia de inyecciones, consiguiendo el efecto dominante negativo de
p53 salvaje sobre p53 mutado. La potenciacion con radioterapia y las altas
concentraciones de p53 salvaje alcanzadas consiguen que la terapia resulte muy efectiva
(Levine, 2019).
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Existen otras terapias basadas en el mismo mecanismo, como ONYX-015, que utiliza el
virus de la gripe y se ha probado en diferentes tipos de cancer obteniendo resultados
exitosos. Oncorine (también conocido como H101) es un vector muy similar a ONYX-015
gue muestra resultados prometedores en ensayos clinicos. Advexin es otro adenovirus,
muy similar a Gendicine, que se ha evaluado en diferentes ensayos clinicos, llegando a
la fase Il en carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, evaluando su uso como
terapia Unica o en combinacién con metotrexato (Hernandez Borrero & El-Deiry, 2021).

4.1.4.2. PEPTIDOS

Dos interesantes péptidos se encuentran en estado experimental y/o preclinico:
Reacp53 y los denominados pCAPs (p53-activating compounds).

Por una parte, pCAPs suprimen el crecimiento tumoral recuperando la funcién normal
de p53 o destruyendo las células que expresan p53 mutante. Generalmente, estos
péptidos reactivan p53 salvaje induciendo un cambio conformacional en el p53 mutado
del estado desplegado al plegado, reactivando la capacidad de p53 de controlar sus
genes diana. Otros mecanismos de accion de los péptidos pCAPs que estdn siendo
estudiados se basan en la inhibicién de la interacciéon de p53 mutante con sus genes
diana y en la eliminacién selectiva de las células que expresan especificamente p53
mutante.

Reacp53 actla de manera diferente. En tumores de ovario, p53 mutante puede
encontrase formando agregados de amiloide a través de los residuos 252-258 (LTIITLE).
Reacp53 es un péptido basado en la introduccidn de un residuo de arginina en la
secuencia (LTRITLE) que impide la agregacién, transforma p53 mutante en una forma
salvaje, detiene el ciclo celular e induce apoptosis (Bykov et al., 2018).

4.1.4.3. TERAPIAS CONTRA LA GANANCIA DE FUNCION

Como algunas p53 mutantes sufren ganancia de funcién convirtiéndose en oncogenes,
se cree que, reduciendo sus niveles, inhibiendo su funcionamiento o su interaccién con
otros cofactores clave, los tumores se volverian menos agresivos (Levine, 2019).

Una de las terapias mas especificas radica en la estructura de p53 mutada. Como tiene
una estructura desplegada, le permite estabilizarse al unirse con proteinas de choque
térmico (HSP). Uno de los complejos mas caracteristicos es el de HSP90/HSP70 con la
p53 mutante junto con la histona desacetilasa 6 (HDAC6). Nuevos inhibidores de HSP90
(como 17-AAG) y de HDAC6 (como Vorinostat o Romidepsin) degradan el complejo y
disminuyen los niveles de p53 mutante (Figura 6).

Recientemente, se ha identificado una molécula llamada Chetomin, que se inhibe a
HSP40, para permitir que p53-R175H, se repliegue a una conformacion de tipo salvaje
(Bykov et al., 2018).

Otro de los mecanismos mas probables de ganancia de funcién es la formacién de
complejos proteicos entre p53 mutante y un factor de transcripcién, que llevan a
reestructuraciones de la cromatina y alteraciones de la maquinaria transcripcional. Para
disminuir estas alteraciones, se utilizan pequefios ARN interferentes (siARN) o ADN
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antisentido. Un buen ejemplo ocurre en las células mamarias: cuando su p53 es salvaje,
adquieren una estructura acinar-glandular, por el contrario, cuando p53 esta mutado, la
mayoria forman estructuras irregulares no diferenciadas. Los ARNsi contra los ARNm de
p53 mutante reducen sus niveles y devuelven la estructura acinar-glandular. Ademas,
p53 mutante en estas células aumenta la transcripcion del mevalonato que les
proporciona colesterol. Los inhibidores de la sintesis de colesterol consiguen también
restaurar la estructura acinar-glandular. Se observa también, que p53 mutante forma
complejos con SREBP (sterol regulatory element-binding protein) que le proporcionan
la ganancia de funcidn. Si se consiguen interrumpir estas interacciones, se bloquearian
las vias de GOF (Levine, 2019).

Destaca otra mutacién GOF que son los complejos p53-p73, siendo p73 un gen
estructural y funcionalmente homdlogo a p53. El compuesto RETRA interrumpe estos
complejos mutantes e induce genes diana de p53 que conlleva a la muerte celular (Bykov
et al.,, 2018).

Surgen problemas en estas terapias, ya que p53 no solo interactia con SREBP, o p73,
sino también con p63, receptor de la vitamina D, etc. Cada mutante de p53 puede tener
distintas relaciones que le hagan ganar funcién y requieren, por lo tanto, fdrmacos
diferentes (Levine, 2019).

4.1.4.4. QUINAZOLINAS

Los compuestos P53R3 y SCH529074 son quinazolinas con similitudes estructurales que
se encuentran en estado experimental y/o preclinico. El compuesto P53R3 induce
apoptosis (principalmente en glioma) por el factor de necrosis tumoral (TNF); ademas
activa a genes diana de p53, restableciendo su funcidn. Por su parte, SCH529074 se une
al dominio central de p53 actuando como chaperona. Inhibe la ubiquitilacién por MDM2
e igualmente, aumenta la expresion de los genes diana de p53 (Bykov et al., 2018).

4.1.4.5. DIRIGIDO A MDM2/MDM4

MDM2 degrada p53, y a su vez, el gen MDM2 esta regulado por p53. Asi, se desarrollan
moléculas que inhiben los sitios de unién entre MDM2 y p53. Consecuentemente,
aumenta mucho la vida de p53, que a su vez aumenta la transcripcion de MDM2 vy, por
lo tanto, la degradacion de p53. Bien es cierto, que se destruyen tanto células cancerosas
como células normales (Levine, 2019).

El novedoso farmaco Idasanutlin (RG7338) se encuentra en ensayos de fase Il para las
leucemias mieloides agudas (LMA). La leucemia promielocitica aguda (subgrupo de
LMA) tiene su origen en una fusién de PML (proteina de leucemia promielocitica) con
RARa (receptor alfa de acido retinoico). Esta fusion impide la formacién de cuerpos PML,
gue son necesarios para activar la transcripcion de p53 y que ésta pueda llevar a cabo la
apoptosis celular. Su tratamiento con tridxido de arsénico y ATRA (acido retinoico todo
trans) produce una respuesta completa en la enfermedad. El arsénico consigue que el
complejo de fusion PML-RARa pase de ser un represor a un activador de p53. Asi, se
vuelve a conseguir la muerte celular mediada por p53 (Levine, 2019).
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Existen otras ubiquitinas como MDM4 que tienen similitudes estructurales con MDM2,
pero que no actuan directamente sobre p53, sino que inhiben su actividad
transcripcional. Algunos tumores pueden tener sobreexpresién de MDM4 o cualquier
MDMX, por lo que combinar terapias que inhiban tanto MDM2 como MDMX tienen
resultados prometedores (Hernandez Borrero & El-Deiry, 2021).

4.1.4.6. REACTIVACION ESTRUCTURAL DE UNA PROTEINA P53 MUTANTE

En los ultimos afios, se han desarrollado diferentes terapias que intentan cambiar una
p53 mutante a una conformacion de tipo salvaje gracias a péptidos o pequefias
moléculas (Levine, 2019).

Una de las principales mutaciones estudiada de p53 es Y220C. La pérdida de la tirosina
permite que pequenas moléculas con residuos hidrofébicos entren en un bolsillo
profundo de p53 y restauren sus actividades de forma similar a las del tipo salvaje. Entre
estas nuevas moléculas se encuentra PK7088, que se une especificamente a este
bolsillo, elevando la temperatura de fusion de p53 mutante e induciendo el plegamiento
de tipo silvestre p53-Y220C. Ademas, regula y activa CDKN1A y NOXA y reubica a BAX,
produciendo asi la detencidn del ciclo celular y la apoptosis en células tumorales (Bykov
et al.,, 2018).

Estas moléculas tienen unas caracteristicas éptimas: se unen Unicamente a p53
mutante, reactivan varias funciones de p53 salvaje, pero sin reactivar a la propia p53
salvaje, disminuyendo los efectos secundarios en las células no tumorales. Ademas, si
p53 mutado es una mutante de delecidon (p53 nula), los efectos secundarios son
practicamente insignificantes. Como cada p53 mutante es diferente, este farmaco no
reactiva todas las mutaciones sin sentido, posiblemente sea selectivo frente a Y220C.
Destaca por ultimo que la resistencia al farmaco solo se puede adquirir con mutaciones
de segundo sitio dentro del propio alelo mutante Y220C (Levine, 2019).

Otra mutacidn caracteristica de p53 es R175H. Su principal terapia es un conjunto de
compuestos quimicos llamados tiosemicarbazonas (como COTI-2), que reactivan el alelo
a su conformacidn salvaje, recuperan la unién al RE del ADN, y provocan la muerte
celular especificamente de las células con este alelo mutado por apoptosis. P53 contiene
un mol de zinc por mol de proteina monomeérica, y la tiosemicarbazona introduce zinc a
la célula, aumentando su concentracidén hasta conseguir devolver la conformacién y
funcién salvaje a p53. La tolerancia es buena, ya que la alta concentraciéon de zinc induce
a las metalotioneinas que vuelven a eliminar el zinc, volviendo a sus concentraciones
basales. Como inconveniente destaca que estas tiosemicarbazonas también quelan el
cobre y el hierro, y producen neurotoxicidad (Levine, 2019).

Otra nueva posible terapia son los compuestos de unién a cisteina. Se unen con mucha
afinidad por el bolsillo L1/S3 de p53 que contiene la triada de Cys124, Cys135y Cys141.
Su unidn favorece la termoestabilizacién de p53-R175H y también de p53-G245S in vitro.
Se encuentra en estado experimental y/o preclinico (Bykov et al., 2018). Destaca PRIMA-
1, especialmente util en aquellos tumores con mutacién p53-R273H. Forma puentes de
union entre la cisteina 124 y el dominio central de p53, mejorando su estabilidad
térmica. Induce asi el replegamiento de p53 y la expresiéon sus genes diana como
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CDKN1A, BAX y PUMA para llevar a cabo detencidon del ciclo o apoptosis de las células
tumorales. Destaca también APR-246, un analogo de PRIMA-1 que une el dominio DBD
con la cisteina 277 y 124 activando a p53. Su principal inconveniente es su poca
especificidad, ya que actua tanto en p53 silvestre como mutante. Este farmaco se
encuentra en ensayos en fase Ib/ll para cancer de ovario, eséfago y sindromes
mielodisplasicos (Bykov et al., 2018; Levine, 2019).

4.1.4.7. INMUNOTERAPIA

Aproximadamente, entre el 20% y el 40% de los pacientes con p53 mutado, tienen
elevados niveles de anticuerpos anti-p53 (p53Abs) en suero. Estos anticuerpos son
relevantes para el prondstico, ya que elevados niveles de p53Abs se pueden relacionar
con grados tumorales mds altos o menos supervivencia en cancer de mama o de pulmon,
respectivamente. Por lo tanto, el desarrollo de la inmunoterapia tiene un objetivo
altamente beneficioso (Sobhani et al., 2020).

La inmunoterapia se basa, entre otros mecanismos, en la produccién de anticuerpos
contra los altos niveles de p53 en la célula tumoral. Se ha conseguido la produccién de
neoantigenos formados por el alelo mutado p53-R175H unido a HLA (antigeno
leucocitario humano). Este neoantigeno provoca la respuesta de células T CD8, que
actuando especificamente contra este p53 mutado, destruirdn el alelo (Herndndez
Borrero & El-Deiry, 2021; Levine, 2019).

En resumen, se estan investigando numerosas estrategias conducentes a restaurar la
funcién de p53 dado que es un supresor tumoral critico y la proteina mas
frecuentemente mutada en cancer humano. Sin duda estas y futuras investigaciones
seran clave para el descubrimiento de nuevas terapias anticancerosas basadas en este
importante factor transcripcional.

4.2. REGULADOR TRANSCRIPCIONAL MYC

MYC es un factor de transcripcidon oncogénico muy implicado en la tumorigénesis. Las
proteinas MYC son una familia de proteinas nucleares formada por C-MYC
(comunmente denominado MYC), MYCN y MYCL. Aunque no se conoce el porcentaje
exacto, se piensa que el 70% de tumores tiene una desregulacion de algunos de los
miembros de la familia MYC (Figura 7) dependiendo del tipo de tumor en el que estan
alteradas: MYC destaca con mayor frecuencia tumores sélidos; MYCN en tumores con
caracteristicas neuroendocrinas y MYCL en cdnceres de pulmdén de células pequefias
(Duffy et al., 2021; Wolf & Eilers, 2020).
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Figura 7. Principales tumores con alguna de las proteinas MYC alteradas y el porcentaje

de cada una de ellas (Dhanasekaran et al., 2022).

4.2.1. ESTRUCTURA DE MYC

Todas las proteinas MYC tienen 3 dominios (Figura 8). Una region Nterminal
conteniendo el dominio de transactivacién, una regién central cuya funcién es la
localizacion nuclear y el control de estabilidad y una region C-terminal con el dominio
de unién con el ADN (BR) y el dominio de dimerizacion HLH-LZ que media la interaccion
con MAX, con quien forma un dimero de manera obligada para regular la transcripcién

de sus genes diana.

Las 3 proteinas MYC contienen secuencias muy conservadas, conocidas como cajas MYC
(MB). MYCL contiene cinco MB, mientras que MYC y MYCN contienen seis MB. Las 6
cajas de MYC y MYCN se denominan MBO, MBI, MBII, MBIllla, MBIllb y MBIV (Figura 8).
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Por su parte, MYCL carece de MBIlla. MBO, MBI y MBIl estan dentro del dominio N-
terminal, mientras que las otras estdn en la regidn central (Duffy et al., 2021).
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Figura 8. Estructura de MYC con sus diferentes dominios y cajas MB. Se muestra también
la estructura del complejo proteico MYC-MAX. Modificado de (Wolf & Eilers, 2020).

Los dominios MB se unen a diferentes proteinas y, por lo tanto, tienen distintas
funciones. Las regiones MBO y MBIl son necesarias para la completa actividad de MYC
en la proliferacién y en el desarrollo tumoral, aunque MBO y MBII interaccionan con
complejos proteicos diferentes. Por un lado, MBO interacciona con varios factores
implicados en la fase de elongacion de la transcripcién, como GTF2F1 (una subunidad
de TFIIF), CDC73, WHSC2 y P-TEFb. Por otro lado. MBIl interacciona con TRRAP, que
recluta histona acetiltransferasas, favoreciendo el acceso a la cromatina y la iniciacién
tumoral. MBIlla lleva a cabo la represion génica y la regulacidon de la apoptosis. Por
ultimo, MBIV media la unién de la cromatina, la induccién de la apoptosis, la detencién
de célula G2 y la interaccién con la célula huésped (Duffy et al., 2021).

MBI tiene especial importancia ya que participa en la ubiquitinacién y degradacion
proteasomal que renueva a las proteinas MYC continuamente (Wolf & Eilers, 2020). La
ruta mejor conocida de este mecanismo (Figura 9) implica el dominio MBI de MYC, que
contiene un fragmento altamente conservado de aminoacidos. Su cascada es iniciada
por varias quinasas y ciclinas que fosforilan la serina 62 de MYC. Esta fosforilacion, activa
a GSK3 para fosforilar a la treonina 58. Esta T58 fosforilada es reconocida por
FBXW7pero para ello es necesario que la S62 se desfosforile por la proteina fosfatasa
PP2A. Una vez reconocido por FBXW7, T58 también se desfosforila y asi es reconocido
por una enzima desubiquitinante, USP11 que aumenta la estabilidad de MYC (Wolf &
Eilers, 2020).
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Figura 9. Ubiquitinacién de MYC por FBXW?7 y su regulacidn. La fosforilacién de S62 por
guinasas y ciclinas es necesaria para la fosforilacién de T58. Es esta fosforilacién de T58
y la desfosforilacién de S62 las que permiten el reconocimiento de T58 por FBXW?7. La
posterior desfosforilacidn de T58 permite la unién a USP11 que aporta estabilidad a MYC
(Wolf & Eilers, 2020).

4.2.2. FUNCION Y REGULACION DE MYC

En el extremo C-terminal de MYC, se encuentra un dominio de HLH y cremallera de
leucina gracias al cual es capaz de interaccionar con MAX (Figura 8). Una vez han
formado el dimero, se une a las denominadas cajas E, que contienen una secuencia de
ADN especifica (secuencia consenso CACGTG); y a otras secuencias similares como
CATGTG, CACGCG, CACGAG, CATGCG y CACGTT. La unidn a estos sitios produce una
expresion génica alterada. Estas secuencias estan distribuidas por todo el genoma, pero
especialmente se localizan en los promotores de genes relacionados con la proliferacién
celular. Entre los genes diana de MYC predominan los genes implicados en la biogénesis
de las mitocondrias, como POLG, POLG2 y NRF1. Aparte de los procesos ya conocidos
regulados por MYC, como el metabolismo de ADN, ARN y proteinas, apoptosis, ciclo
celular, transduccidn de sefial y proliferacién celular, MYC también regula directamente
otros genes como los ribosomales, genes implicados en fosforilacion oxidativa,
biosintesis de aminoacil-ARNt y metabolismo de aminoacidos como glutamato (Kim et
al., 2008).
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La regulacion de los genes diana MYC no solo depende de la unién MYC/MAX al ADN.
Por ejemplo, la represién de los genes diana de MYC esta dirigida por la unién MiZ-1
(MYC-interacting zinc finger protein 1) al dominio HLH del C-terminal de MYC.
Adicionalmente, la unién de MYC/MAX a sus genes diana también esta regulada por las
proteinas de la familia MXD, que heterodimerizan con MAX y se unen a las cajas E,
antagonizando generalmente la actividad de MYC (Madden et al., 2021).

Por otra parte, MYC también se puede unir a sitios del ADN que no son las cajas E y, en
algunas ocasiones, es capaz de actuar independientemente de MAX, como en algunos
neuroblastomas en los que se encontré que MYCN se unia a p53 (Duffy et al., 2021; Leon
et al., 2015; Wolf & Eilers, 2020).

Otro importante mecanismo se conoce como “modelo amplificador de la funcién de
MYC” y defiende que las proteinas MYC afectan a la ARN Pol Il en los promotores
centrales. Asi, facilitan el reclutamiento de la ARN Pol Il y su escape del promotor, la
liberan de la pausa transcripcional, suprimen la terminacién temprana, y aumentan la
elongacion del ARN. Estas modificaciones sobre la ARN Pol Il, son fundamentales en las
alteraciones dependientes de MYC en cancer (Wolf & Eilers, 2020).

4.2.3. MYCY CANCER

Actualmente, diferentes mecanismos explican la activacién del oncogén MYC en cancer.
En general, todos estos mecanismos dan lugar niveles aumentados de MYC en la célula.
Entre éstos se encuentran la amplificacidn génica, translocacién cromosdémica, insercién
de promotores retrovirales, activaciéon de super-potenciadores, estabilidad proteica
alterada, aumento de la sefializacion celular y mutacién (Figura 10) (Duffy et al., 2021).
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Figura 10. Mecanismos de activacion de MYC en cancer. Las alteraciones genéticas,
como translocaciones cromosOmicas o amplificaciéon génica (a), asi como las
alteraciones en las vias de sefalizacion celular (b), incrementan el ARNm vy la proteina
MYC. Modificaciones post-traduccionales como la fosforilacion de T58 o Ser62 (c),
estabilizan MYC y colaboran en su activacién (Dhanasekaran et al., 2022).
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De todos estos mecanismos, la amplificacion génica parece ser el mas frecuente en
tumores solidos. MYC regula la expresion de muchos genes mayoritariamente
relacionados con la traduccidn de proteinas y biosintesis de nucleétidos, por lo que un
aumento en el numero de copias de MYC puede provocar una alteracién en los mismos
(Wolf & Eilers, 2020). Destaca concretamente la amplificacion de MYC en cancer de
ovario, cancer de esdfago, cancer escamoso de pulmén y cancer de mama. La
amplificacién en cada tipo de cancer viene determinada también por su subtipo
molecular. Por ejemplo, en el 34-44% de triples negativos de cancer de mama se
amplifica MYC, pero solo un 7-13% en el luminal.

Por su parte, MYCN y MYCL se amplifican con mucha menor frecuencia en el cancer en
general. MYCN se puede amplificar en tumores con caracteristicas neuroendocrinas
como neuroblastoma, retinoblastoma, meduloblastoma, cancer de pulmén de células
pequefiia y cancer de préstata (tipo neuroendocrino) y MYCL en un pequefio nimero de
canceres de pulmén de células pequeias (Duffy et al., 2021).

En cuanto a las translocaciones cromosdmicas, son recurrentes en neoplasias malignas
hematoldgicas. El linfoma de Burkitt fue el primer tumor donde se identificaron 3
translocaciones de MYC diferentes. Concretamente, se trata de uniones del brazo largo
del cromosoma 8 al locus de inmunoglobulina [IGH; t(8;14) (q24;932)], al locus de la
cadena ligera kappa [IGK; t(2;8) (p11;924)] o al locus de la cadena ligera lambda [IGL;
t(8;22) (g24;q11)]. La mas frecuente es t(8;14)(q24;932), que se encuentra en el 80% de
estos linfomas (Duffy et al., 2021; Leon et al., 2015).

Por otro lado, entre las modificaciones post-traduccionales de MYC encontramos la
fosforilacion de Ser62 y T58, que estabilizan MYC y aumentan su activacion. Por otro
lado, analisis protedmicos y mediante ensayos de BiolD (Proximity dependent biotin
identification) revelan interacciones complejas tanto del complejo MYC como de MYCN
con proteinas muy diversas. Por ejemplo, MYCN forma complejos con USP11 que
reclutan BRCA1 para terminar la transcripcion cuando ARN Pol Il se bloquea ante un
estrés excesivo. MYCN también interactia con AuroraA (por la regién N-terminal) en la
fase S y coordinan el alargamiento, y la replicacion del ADN. Ademas de estas
alteraciones propiamente dichas, estudios recientes muestran que la pérdida de funcién
de p53 supone la activacion de MYC (Duffy et al., 2021).

Destacar que, al contrario de lo que ocurre en otros oncogenes, las mutaciones en la
secuencia codificante de MYC son muy raras, aunque si que se han encontrado en algun
subconjunto de linfomas de Burkitt y linfomas difusos de células B grandes (Duffy et al.,
2021; Leon et al., 2015).

Aparte de las alteraciones en MYC como amplificaciones y translocaciones, hay otros
mecanismos indirectos que elevan la actividad transcripcional de MYC ya que en muchos
tipos de cancer hay mutaciones que activan PI3K, RAS y EGFR, o que inactivan PTEN,
SMAD y APC, que son rutas de sefializacion que también regulan la expresion o la
estabilidad de MYC (Lourenco et al., 2021).
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4.2.3.1. PAPEL DE MYC EN LA TUMORIGENESIS

Aungue son conocidas las alteraciones que sufre MYC en cancer y su papel en la
tumorigénesis, no se llega a conocer su mecanismo exacto como oncogén.
Generalmente, se clasifican sus posibles actuaciones a nivel intracelular y extracelular.

Dentro de la célula incrementa la proliferaciéon, ya que permite a la célula cancerosa
entrar rapidamente al ciclo celular de nuevo, acelera la progresién del ciclo inhibiendo
los puntos de control del ciclo celular, inhibe la senescencia reprimiendo a proteinas
como p15 o p21, modula el metabolismo facilitando la captacién de nutrientes gracias
a la induccidn transcripcional de transportadores de glucosa y glutamina y de genes
encargados de la glucdlisis y la glutamindlisis, promueve la angiogénesis y regula el
crecimiento de células cancerosas al producir un aumento en la génesis ribosémica y
proteica. Ademas, en la mayor parte de las ocasiones actua junto con otros genes como
RAS y p53 mutante (Figura 11) (Dhanasekaran et al., 2022; Duffy et al., 2021).
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Figura 11. Mecanismos en la tumorigénesis mediada por MYC. Incluye mecanismos
intracelulares como inhibicién de senescencia, alteraciones metabdlicas, angiogénesis,
o sintesis proteica y ribosomal, y mecanismos extracelulares como evasién de la
inmunidad (Dhanasekaran et al., 2022).

A nivel extracelular, altera el microambiente tumoral y promueve la evasion inmunitaria.
Para llevar a cabo esta evasion, MYC produce una afluencia de neutréfilos y macréfagos
en los tumores. Este aumento de células inflamatorias conduce a una mayor
angiogénesis, proliferacion, metastasis y resistencia a la terapia. Estos efectos en el
entorno del tumor varian segun el tipo de cancer. Por ejemplo, en cancer de pulmén se
observé una exclusién de las células B, mientras que en cancer de pancreas se observé
una entrada de las mismas. En el cancer de higado, la unién de PDL1 a su receptor PD1
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en las células T promueve una supresion inmune que conlleva a un aumento de
metastasis (Duffy et al., 2021). De igual forma, en el cadncer de pancreas la activacion de
MYC induce a la citocina proinflamatoria IL1B, lo que impulsa el aumento de la
proliferacion de células endoteliales y por lo tanto de angiogénesis. También induce a
CCL2 y CCL5, desencadenando el reclutamiento de mastocitos. Adicionalmente, los
efectos extrinsecos también pueden depender de la colaboracién de RAS (Duffy et al.,
2021). Recientemente, se observé un nuevo mecanismo mediante el cual MYC y KRAS-
G12D promueven la progresion del cancer de pancreas mediante la represion de la via
del interferdn tipo | (Dhanasekaran et al., 2022).

4.2.4. TERAPIAS DIRIGIDAS CONTRA MYC

Encontrar dianas terapéuticas contra MYC esta resultando un proceso complicado ya
qgue la proteina tiene una estructura desordenada, sin un bolsillo hidrofébico al que
puedan unirse compuestos como ocurria con p53. Ademas, no tiene actividad catalitica,
por lo que tampoco se pueden utilizar inhibidores enzimaticos. Tampoco han sido
exitosos los anticuerpos monoclonales, ya que es dificil llegar al nicleo, donde se localiza
MYC (Duffy et al., 2021). En la Figura 12 se resumen los principales mecanismos que se
estan investigando dirigidos a inhibir la funcién oncogénica de MYC.
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Figura 12. Principales mecanismos dirigidos contra MYC. En los cuadrados grises:
terapias indirectas, como silenciar la expresion o funcién de MYC con distintas
estrategias como inhibidores de BET, o sintéticos letales que inhiben diferentes genes
diana. En los cuadrados azules: terapias directas como inhibidores del heterodimero
MYC/MAX, inhibidores de la union del heterodimero con el ADN, o estabilizadores del
homodimero MAX-MAX (Dhanasekaran et al., 2022).
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4.2.4.1. INHIBIDORES DE LA DIMERIZACION MYC/MAX.

Se ha demostrado que los compuestos que inhiben la unién entre MYC y MAX, consiguen
bloquear la proliferacién tumoral en muchos tipos de tumores (Duffy et al., 2021).

Entre los antagonistas prometedores se encuentran KJPyr9, MYCMI6 y MYCi975. Todos
ellos disminuyen la proliferacion celular en muchas lineas cancerosas a concentraciones
de IC50 < 10 mM (Duffy et al., 2021). Entre los tres, destaca MYCi975 ya que, ademas de
inhibir la proliferacién, remodela el entorno tumoral y aumenta las células inmunitarias,
especialmente células T CD3+, células B y células NK. Tiene un efecto potenciador con
otros tipos de terapias como con la inmunoterapia (pembrolizumab) con la que consigue
una inhibicién sinérgica del crecimiento tumoral y es ademds muy beneficioso ya que no
parece tener gran toxicidad a corto plazo (Duffy et al., 2021). Ademas, estudios recientes
demuestran la eficacia de la combinacién de MYCi975 con docetaxel o doxorrubicina
para inhibir el crecimiento de las células tumorales en cancer de mama triple negativo
(Tang et al., 2022).

Otro de los compuestos mas estudiado en los Ultimos afios es 10058F4, cuyo mecanismo
de accién es algo diferente. Con el bloqueo de la heterodimerizacion MYC/MAX,
desplaza MYC y MYCN de la cromatina, frenando asi los cambios en la expresion génica
y los efectos dependientes de MYC en la ARNPII (Wolf & Eilers, 2020). Se ha demostrado
la eficacia del inhibidor 10058-F4 in vitro para frenar el crecimiento de distintos tipos de
cancer, como adenocarcinoma pancreatico ductal, leucemia mieloide crénica y cancer
de ovario mediante la induccion de apoptosis y la parada del ciclo celular. Sin embargo,
no es capaz de reducir el crecimiento tumoral en modelos animales de cancer de
préstata, y se esta optimizando el compuesto para aumentar su estabilidad (Madden et
al., 2021).

Una de las estrategias mas destacadas en los ultimos afios es OmoMYC, desarrollado por
Laura Soucek (Soucek et al., 1998). OmoMYC es una miniproteina de 90 aminodcidos
que tiene un dominio HLH-LZ similar al natural de MYC, pero con mutaciones en 4
aminodcidos del dominio LZ (cremallera leucina) gracias a las que consigue antagonizar
MYC. Una vez que se administra, se desplaza al nucleo celular y su principal funciéon es
inhibir el crecimiento tumoral gracias a dos mecanismos. Por un lado, forma
homodimeros consigo mismo y se une a las cajas E con mas afinidad que MYC/MAX,
evitando la interaccion de los heterodimeros MYC/MAX con el ADN; vy, por otro lado, la
pequefia parte de OmoMYC que si que interactia con MYC y MAX, lo hace
preferentemente con MAX, desplazando los heterodimeros MYC/MAX por
heterodimeros OmoMYC/MAX y consiguiendo asi inhibir la transcripcion inducida por
MYC (Duffy et al., 2021; Wolf & Eilers, 2020). Ademas, a consecuencia de este segundo
mecanismo, en presencia de OmoMYC aumentan los niveles de MYC monomérico, que
es degradado en el proteasoma.

Al igual que MYCi975, OmoMYC parece remodelar el entorno tumoral y revertir la
evasion inmunitaria producida por MYC. En diferentes estudios se ha visto que la
administracion de este compuesto en un modelo de cancer de pulmén de células no
pequefias consiguié un aumento del reclutamiento de los linfocitos T, y en cancer de
mama disminuyd PDL1, una proteina que evita que los linfocitos T reaccionen frente al
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tumor del punto de control inmunitario negativo. Presenta la gran ventaja de tener poca
toxicidad a corto plazo, sin embargo, como es una proteina tan pequeia, es muy facil de
degradar y parece ser que su estructura va a tener que ser modificada (Duffy et al.,
2021).

Un mecanismo parecido consiste, no en antagonizar directamente los heterodimeros,
sino en estabilizar los homodimeros MAX-MAX. Asi, la ocupacién de la cromatina por
MYC, la expresién génica dependiente de MYC y el crecimiento tumoral quedan
altamente reducidos (Wolf & Eilers, 2020).

4.2.4.2. SILENCIAMIENTO DE LA EXPRESION DE MYC: BET Y ESTABILIZACION DE G-
CUADRUPLEX (G4)

Otro enfoque para atacar MYC consiste en bloquear su expresidon. Se encuentran en
estudio diferentes alternativas orientadas a este mecanismo de accién, pero los dos mas
estudiados son los inhibidores de bromodominio y proteinas de dominio extra terminal
(BET) y compuestos que estabilizan los motivos G cuddruplex (G4) en el promotor MYC
(Figura 12) (Duffy et al., 2021).

INHIBIDORES BET

Esta familia de proteinas estd formada por 4 miembros; BRD2, BRD3, BRD4 vy
bromodomain proteinas especificas de testiculo. Activan la transcripcidn gracias a que
se unen a residuos de lisina acetilados de histonas y reclutan PTEFb, coactivador de ARN
Pol Il (Duffy et al., 2021; Wolf & Eilers, 2020).

Se ha demostrado que los inhibidores BET disminuyen la expresion de MYC vy, por lo
tanto, el crecimiento tumoral. El mas caracteristico y el primero que fue estudiado es el
inhibidor de BRD4 llamado JQ1, que se une fuertemente bloqueando su actividad (Duffy
et al., 2021). El mayor beneficio demostrado ha sido en tumores hematoldgicos. Destaca
OTX015, con efecto antiproliferativo en células de linfoma, o el inhibidor XD14 con el
mismo efecto en células leucémicas (Duffy et al., 2021; Leon et al., 2015).

Sin embargo, los estudios muestran que el resultado no es constante en todos los
tumores, variando posiblemente segun el tipo de tumor o su contexto celular. Ademas,
en los resultados preliminares de diferentes ensayos clinicos, parece que cuando estos
farmacos se usan en monoterapia tienen una eficacia anticancerigena limitada, vy
muchos de los ensayos han sido suspendidos por su elevada toxicidad (Duffy et al., 2021;
Wolf & Eilers, 2020). Se estdn estudiando terapias combinadas de BETi con inhibidores
de otras rutas como PI3K, MEK o HDACs.

ESTABILIZADOR G4

Las estructuras G4 consisten en > 3 tétradas de guanina presentes en el promotor de
MYC, que regulan negativamente su expresion. Se buscaron varios compuestos que se
unieron y estabilizaron esta estructura, para disminuir la expresion de MYC.
Consecuentemente, se observé que la proliferacion celular quedaba inhibida y se
inducia la apoptosis en diferentes lineas tumorales. Dentro de todos estos compuestos
destacan GQCO5, SYUIOO05, DC34 y APTO253, siendo este ultimo el mas investigado.
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Ademas de estabilizar G4 y disminuir la expresiéon de MYC, APTO253 induce la parada
del ciclo celular, desencadena la apoptosis, e inhibe el crecimiento tumoral en una
amplia variedad de tipos de cancer. Con todo esto se comenzé un ensayo clinico en fase
| y en general, el fdrmaco fue bien tolerado a excepcion de fatiga referida por mas del
10% de los pacientes (Duffy et al., 2021).

4.2.4.3. LETALIDAD SINTETICA

La letalidad sintética ocurre cuando un defecto genético, como una mutacién, produce
muerte celular si se localiza en los dos alelos, pero tiene poca influencia en la viabilidad
celular si solo se localiza en uno (ver Figura 12). Este mecanismo se ha explorado con
gran éxito en pacientes con cancer de ovario y de mama con mutacion BRCA1/2 (Duffy
etal.,2021). Sun et al (Sun et al., 2022) identificaron una estrategia de letalidad sintética
basada en la combinacién de inhibidores de la CTP sintasa 1 (CTPS1) con inhibidores de
ataxia-telangiectasia e inhibidores de Rad3 en tumores con MYC amplificado.

4.2.4.4. INHIBIDORES DE ESTABILIDAD DE MYC

Como se describid anteriormente, la estabilidad de MYC estd altamente regulada (ver
Figura 8). Se estan investigando diferentes moléculas que pueden actuar como
inhibidores de la estabilidad de MYC:

INHIBIDORES ENDOGENOS DE PP2A

Inhibidores endégenos de PP2A como CIP2A es un evento novedoso para destruir las
células tumorales dependientes de PP2A. Bien es cierto que aun no estan claros los
efectos terapéuticos observados (Wolf & Eilers, 2020).

INHIBIDORES DE AURORA A

En relacién con el anterior mecanismo, se observa que, en varios tumores, el acceso de
FBXW?7 estd bloqueado por un complejo de uniéon de MYCN y MYC con la quinasa Aurora-
A. Inhibidores de esta unién como alisertib tienen efectos terapéuticos en modelos
preclinicos ya que interrumpen el complejo y causan la degradaciéon de MYC y MYCN
(Wolf & Eilers, 2020).

COFACTORES DE MYC

El gran conocimiento sobre los cofactores que estabilizan MYC ha conllevado intento de
apuntar a los mismos para desarrollar terapias contra el oncogen. El ejemplo mas
caracteristico es accionar contra WDR5 para desestabilizar la uniéon de MYC al cofactor,
unidn que es necesaria para activar la funcién oncogénica de MYC (Duffy et al., 2021;
Wolf & Eilers, 2020).

4.2.4.5. DEPENDENCIAS ESPECIFICAS DE LAS CELULAS TUMORALES MYC

Como normalmente la concentracién de MYC en las células es baja, la expresion de alto
nivel de MYC resulta estresante para las células tumorales, y las mismas se hacen
dependientes de distintos factores para su supervivencia y estabilidad, como proteinas
antiapoptodticas, sefiales troficas o glutamina como fuente de nutrientes. Estas
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dependencias pueden inhibirse con distintas moléculas desarrolladas recientemente.
Por ejemplo, inhibidores de la glutaminasa para bloquear la fuente de energia o
antibioticos que inhiben la traduccién mitocondrial como la tigeciclina (Wolf & Eilers,
2020).

En conjunto, la inhibicion de la funcion o expresion de MYC en tumores es un tema de
gran actualidad y se estdn consiguiendo avances fundamentales en el desarrollo de
terapias dirigidas contra este oncogén tan frecuentemente alterado en céncer.

4.3. REGULADOR TRANSCRIPCIONAL RUNX1
La familia de RUNX de factores de transcripcion incluye varias proteinas (RUNX1, RUNX2

y RUNX3) denominadas “factores de transcripcion relacionados con Runt”, “reguladores
maestros del desarrollo embrionario” o también llamados “factores de unién al core
(CBFa)” (Lin, 2022). Son de los genes mas frecuentes con mutaciones en neoplasias

hematoldgicas (Sood et al., 2017).

4.3.1. ESTRUCTURAY FUNCION DE RUNX1

Todos los genes RUNX tienen un dominio RHD (Runt Homology Domain), que
heterodimeriza con la proteina CBFP (Core Binding Factor B) (Figura 13). Esta unién
supone un cambio estructural que estabiliza la unién entre las proteinas RUNX y el ADN
(Lin, 2022; Sood et al., 2017).

A nivel funcional, cada uno de los 3 genes tiene diferente actividad. RUNX1 tiene un
papel crucial en cancer, como se detallard mas adelante. RUNX2 esta relacionado con la
osteogénesis y las patologias osteogénicas relacionadas con la edad, mientras que
RUNXS3 estd relacionado con el crecimiento del epitelio gastrico, de las neuronas de los
ganglios de la raiz dorsal y de los linfocitos T (Hong et al., 2019; Lin, 2022).

En mamiferos, los 3 genes RUNX tienen una organizacidn genética similar, con dos
promotores (P1y P2), y en humanos se localizan en diferentes cromosomas (RUNX1 en
el cromosoma 21, RUNX2 en el 6 y RUNX3 en el 1). De forma especifica, cabe destacar
la estructura de RUNX1 por su papel en cancer. El gen RUNX1 esta formado por 21 kb y
codifica para tres isoformas (Figura 13A). Las isoformas 1A y 1B estan formadas por 453
aminodcidos y se transcriben desde el promotor proximal P2 del gen, y entre ellas
difieren en su grupo carboxilo terminal. Por su parte, la isoforma 1C esta formada por
483 aminodacidos y se transcribe desde promotor distal P1, siendo idéntica a la 1B
excepto por 32 aminodcidos de su extremo amino (Lin, 2022; Sood et al., 2017). Entre
1B y 1C comparten el domino de transactivacion (TAD), formado a su vez por dominios
activadores y represores. Los ultimos cinco aminoacidos de ambas isoformas forman el
domino VWRPY que interactua con un cofactor correpresor denominado TLE1, que tiene
funciones esenciales en el desarrollo de diferentes vias celulares (Hong et al., 2019; Sood
et al.,, 2017).
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Figura 13. Estructura de RUNX1. A) Esquema de las 3 isoformas principales de RUNX1.
1Ay 1B se transcriben a partir de P2, y 1C se transcribe a partir de P1, por lo que difieren
en 32 aminodacidos (marcado en naranja). La isoforma 1A sdlo contiene el dominio runt-
homoldégico (RHD) y difiere en 9 aminodcidos (marcado en naranja). B) Esquema de la
proteina RUNX1C mayoritaria, con los principales dominios funcionales indicados: RHD
y dominio de transactivacién (TAD). C) Esquema de la heterodimerizacién de RUNX1 con
CBFB vy la interaccion con el ADN en los promotores de sus genes diana (Sood et al.,
2017).

De igual manera que en la estructura, cabe destacar la funcién especifica de RUNX1, ya
que es necesario para la diferenciacion de las células madre hematopoyéticas y, por lo
tanto, estd altamente relacionado con las neoplasias hematoldgicas. Las isoformas 1Ay
1B se expresan durante la diferenciacién hematopoyética normal, mientras que 1C lo
hace cuando aparece la enfermedad en las células madre hematopoyéticas. A nivel
global, RUNX1 también interacciona con multiples proteinas gracias a las que controla
la expresidn de otros genes implicados en la biogénesis de ribosomas, la regulacién del
ciclo celular o las vias de sefalizacidon de p53. A nivel tisular, estd implicado en el
desarrollo de los foliculos pilosos, musculos, huesos, sistema nervioso, glandulas
mamarias y cartilagos (Hong et al., 2019; Sood et al., 2017).
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4.3.2. RUNX1Y CANCER
4.32.1. CANCER HEMATOLOGICO:

RUNX1 se encuentra alterado frecuentemente en canceres hematoldgicos, y se conocen
alrededor de 70 fusiones cromosdmicas.

LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA (LMA)

RUNX1 y CBFB son factores frecuentemente mutados en LMA y LLA humanas. Las
reordenaciones cromosdmicas de estos factores en LMA incluyen las translocaciones
t(8;21) (q22;922) en el subtipo M2 e inv(16)(p13.1;922)/t(16;16) en el subtipo M4Eo.
Ambas enfermedades con estas alteraciones en edad pediatrica se asocian a un mejor
prondstico, sin embargo, las LMA con mutaciones de RUNX1 en edad adulta se asocian
a peor prondstico (Hong et al., 2019; Sood et al., 2017).

La principal traslocacion de RUNX1 en LMA es la t(8;21), que implica el gen RUNX1 en el
cromosoma 21 y RUNTX1T1 en el cromosoma 8, que codifica la proteina CBFA2T1. Esta
nueva proteina de fusion denominada RUNX1-RUNX1T1 (también conocida como
RUNX1-CBFA2T1, RUNX1-MTGS8, RUNX1-ETO, AML1-MTG8 o AML1-1ETO) (Figura 14)
incluye los 177 aminoacidos N-terminales de RUNX1, incluido todo el RHD, fusionados
con casi toda la proteina CBFA2T1, también conocida como MTGS8 o ETO. La proteina
CBFA2T1 contiene cuatro dominios denominados regiones de homologia nerviosa (NHR)
1 a 4. NHR2 media la oligomerizacién de RUNX1-CBFA2T1, un proceso fundamental para
la leucemogénesis (Hong et al., 2019; Sood et al., 2017).

A RUNX1-CBFA2T1

t(8;21) fusion
RUNX1 'Ir CBFA2TH1

il -

: —_— —_— —_— —_— — :
RHD NHR1 MLS NHR2 NHR3 — NHR4

Figura 14. Estructura de RUNX1-CBFA2T1 (RUNX1-RUNX1T1) donde se observa el lugar
de fusidn entre las 2 proteinas. RUNX1-CBFA2T1 comprende el RHD de RUNX1 y 4
regiones de homologia Nervy (NHR1-4) de CBFA2T1. NLS, sefial de localizacién nuclear
(Sood et al., 2017).

RUNX1-RUNX1T1 (RUNX1-ETO) forma complejos con otras proteinas correguladoras,
entre las que destaca el correceptor del receptor nuclear (NCOR1), la histona
desacetilasa (HDAC1) y SIN3A/HDAC en el dominio NHR de ETO. También RUNX1-ETO
interactUa con las proteinas E inhibiendo la activacién transcripcional. Lo mas aceptado
actualmente es que la oligomerizacion de RUNX1-ETO produce una inhibicién
dominantemente negativa de la funcién de RUNX1 siendo este el principal mecanismo
leucemogénico (Hong et al., 2019).
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Ademas de t(8;21), hay descritas otro conjunto de mutaciones secundarias en la LMA
impulsada por RUNX1-RUNX1T1. En un 47% de las ocasiones, las células con RUNX1-
RUNX1T1 pierden los cromosomas X o Y, se produce una delecién en el brazo largo (q)
del cromosoma 9 o una trisomia en el 8 (Sood et al., 2017).Ademas, la presencia de
alteraciones en KIT, RAS vy la tirosina quinasa FLT3 en pacientes con LMA RUNX1-
RUNX1T1 estd asociada a un pronéstico desfavorable (Sood et al., 2017).

Para la evolucién de las LMA con traslocacion de RUNX1 también son importantes la
frecuencia de recaidas. Hay clones de preleucemia resistentes a la terapia que
sobreviven a los tratamientos iniciales y adquieren mutaciones en otros genes como
DHX15 y en el cromosoma 3, incluyendo GATA2, y producen la recaida (Sood et al.,
2017).

Por ultimo, destacar que no solo las alteraciones en el ADN tienen implicacion en la
leucemogénesis por RUNX1, sino también los microARNs (miARNs). Algunos actuan
como oncogenes, y otros como supresores de tumores. Entre estos ultimos destacan
miR-9, miR-223, y miR-193a. La supresidon epigenética de miR-193a por RUNX1-
RUNX1T1 aumenta la actividad oncogénica de RUNX1-RUNX1T1 al aumentar
directamente la expresion de la ADN metiltransferasa 3A(DNMT3A), HDAC3, KIT, CCND1
y MMDM2. Ademas, miR-126 tiene un papel resefiable en la regulacién de las células
madre leucémicas y la quimiorresistencia (Hong et al., 2019).

LEUCEMIA LINFOLASTICA AGUDA (LLA) PEDIATRICA

La mutacion mas frecuente en la LLA pediatrica es la t(12;21). Esta translocacién ocurre
justo antes del reordenamiento de la inmunoglobulina, y produce unos blastos
leucémicos cuya diferenciacion a células B estd bloqueada. La t(12;21) produce una
fusién entre ETV6 o TEL, localizado en el cromosoma 12, y RUNX1 (AML1) en el
cromosoma 21, dando lugar a la fusién ETV6-RUNX1 o TEL-AML1 (Figura 15) (Hong et
al., 2019; Sood et al., 2017; Zelent et al., 2004).

B ETV6-RUNX1

t(12;21) fusion
. ETVe v RUNX1 VWRPY
: PD Repression : RHD — TAD :

Figura 15. Esquema de ETV6-RUNX1, donde se observa el lugar de fusion entre las 2
proteinas. ETV6-RUNX1 contiene la fraccion N-terminal de ETV6, que no se une al ADN,
fusionada con casi toda la proteina RUNX1, incluidos sus dominios RHD y TAD, y el
motivo VWRPY (Sood et al., 2017).

La proteina de fusion ETV6-RUNX1 interacciona con ETV6 salvaje mediante el dominio
N-terminal PD (pointed domain), inhibiendo su actividad. La actividad transcripcional
llevada a cabo por ETV6-RUNX1 requiere la unién de los complejos NCOR/HDAC a EVT6-
RUNX1. Los dominios PD de ETV6 interactian con SIN3A, un dominio de represion
central, que a su vez interactuard con el complejo NCOR/HDAC. Se forma asi un complejo
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represor-nuclear que produce deleciones del alelo ETV6. Las deleciones producen clones
preleucémicos que pueden quedar latentes durante muchos afios hasta que mutaciones
secundarias producen un “impulso” genético que lleva a la manifestacion de la leucemia.
Ademas de esta mutacidn principal, también se han encontrado otras como en PAX5, o
deleciones en genes como EBF1, IKZF1, E2A, LEF1 e IKZF3, importantes en la
diferenciaciéon y maduracién de las células B. Estudios recientes también han
identificado mutaciones somaticas en RUNX1 en la LLA, y las relacionan con una mayor
edad y mal prondstico (Guidez et al., 2000; Sood et al., 2017).

SINDROMES MIELODISPLASICOS (SMD)

En torno a un 10% de los sindromes mielodispldsicos (SMDs) tienen mutaciones en los
dos dominios principales de RUNX1, convirtiéndose en uno de los genes mas alterados
en esta patologia. Las mutaciones en RUNX1 se correlacionan con una menor
supervivencia, mayor riesgo y menor tiempo de latencia hacia la progresidon a LMA. Se
desconoce con exactitud el papel de RUNX1 en la progresion de SMD a LMA, pero si se
han estudiado diferentes mecanismos. Una de las principales teorias sostiene que los
SMD con RUNX1 mutado producen cambios citogénicos, como la delecién de todo el
cromosoma 7 o su brazo largo (-7/79-), o mutaciones activadoras en la via RTK-RAS que
conducen a la transformacién leucémica. Otro conjunto de estudios actuales sostiene
ademas que las mutaciones en FLT3, MLL y JAK2 causan la transformacién de los SMD a
LMA al proporcionar una ventaja de crecimiento a los progenitores hematopoyéticos
(Sood et al., 2017, Chiereghin et al., 2021)

4.32.2. CANCER SOLIDO:

Ademas del papel de RUNX1 en las neoplasias hematoldgicas, los ultimos estudios
ponen en evidencia el papel fundamental de RUNX1 en la regulacion de tumores sélidos
(Figura 16), modulando numerosos “Hallmarks” como proliferacién, diferenciacién,
angiogénesis, metdstasis y quimiorresistencia de distintos tipos de cancer (Lin, 2022).

La expresion de RUNX1 se encuentra incrementada en distintos tipos de tumores
solidos, incluyendo el cancer colorrectal, glioma, glioblastoma mesenquimatoso y en
carcinoma escamoso de cabeza y cuello. Ademas, los niveles de proteina de RUNX1 se
encuentran aumentados en cancer de pancreas, osteosarcoma, carcinoma renal de
células claras, mesotelioma, escamoso de pulmdn, adenocarcinoma de estdmago, y
timoma, entre otros. Varios de estos tipos de cancer que muestran alta expresién de
RUNX1 también mostraron estadios mas avanzados, ganglios afectados, metastasis, y
mayor invasién vascular. Sin embargo, en algunos otros tipos de cancer los niveles de
RUNX1 son mds bajos que en las células normales, como en el melanoma uveal,
cromoéfobo renal, glioblastoma multiforme, carcinoma hepatocelular y testicular, entre
otros (Lin, 2022).
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RUNX1-mediated Modulations to Hallmarks of Cancer
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Figura 16. Esquema de las funciones de RUNX1 en la modulacién de los “Hallmarks del
cancer” evidenciada en tumores sélidos (Lin, 2022).

RUNX1 puede tener un papel en la resistencia de las células tumorales a compuestos
anticancerigenos mediante diferentes mecanismos. Destaca la interaccion de RUNX1
con FOX03a en el cancer de ovario, que activa IFG1R aumentado la transcripcion en el
desarrollo de la resistencia al platino-Taxol. Aunque actualmente no se utiliza en
humanos, se ha demostrado que el inhibidor de la interaccion RUNX1/CBFB Ro5-3335
es capaz de reducir la actividad transcripcional de IGF1R y un aumento de la sensibilidad
al tratamiento con platino-Taxol en modelos de ratén (Dhadve et al., 2020). En cancer
colorrectal, RUNX1 activa la via de sefializacion de Hedgehog, y aumenta la expresién de
ABCG2, aumentando la resistencia al 5-fluorouracilo (5-FU) (Q. Li et al., 2021).

Por su especial importancia y alta prevalencia poblacional, es importante el papel de
RUNX1 en el cdncer de mama. No se conoce exactamente si actia como un supresor de
tumores o un oncogén, y lo mas aceptado hoy en dia es considerar que su funcién varia
dependiendo del control hormonal, y subtipo de cancer, teniendo cada uno diferentes
origenes celulares (luminal o basal) y alteraciones moleculares (Hong et al., 2019). A
nivel global, se observé que un 6% de todos los canceres de mama invasivos, y un 10%
de los lobulillares invasivos presentan alteraciones en RUNX1, incluyendo mutaciones
puntuales, mutaciones del marco de lectura y deleciones. La mayor parte de estas se
encuentran localizadas en la interaccion entre el RHD y el ADN, o en el CBFb, evitando
gue RUNX1 se una de manera correcta a sus genes diana (Hong et al., 2019).

Existen principalmente dos teorias sobre el mecanismo de RUNX1 en cancer de mama,
por un lado, la que considera que RUNX1 es supresor de tumores, y, por otro lado, la
gue considera que es oncogén. Varios estudios apoyan la primera de las versiones ya
gue se observa que la expresion de RUNX1 disminuye en el tejido mamario tumoral, con
una disminucidn cada vez mayor si aumenta el grado del tumor. Ademas, parece que la
pérdida de RUNX1 promueve la progresion del cancer. Asi se observd en estudios
realizados con células mamarias normales MCF10A, en las que la pérdida de RUNX1
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cambiaba su morfologia de epitelial a mesenquimal e iniciaba la EMT (transicion epitelio
mesénquima) clave para la metastasis (Hong et al., 2019; Kas et al., 2017; Pereira et al.,
2016). La otra postura es la que defiende RUNX1 como oncogén. Parece que la inhibicion
de RUNX1 en células de cdncer de mama triple negativo en estadio avanzado mostré
una menor agresividad, con disminucién de la proliferacién, migracién e invasion (Hong
et al., 2019).

En resumen, se acepta que, en el subtipo luminal, RUNX1 actia como supresor de
tumores, en el basal, puede actuar como oncogén o supresor dependiendo del estadio
de la enfermedad, y en el triple negativo avanzado, RUNX1 actia como oncogén,
relaciondndose con mayor proliferacion y agresividad (Chimge et al., 2016; Hong et al.,
2019). Seria interesante conocer mejor el mecanismo por el cudl RUNX1 puede actuar
de una u otra forma con el objetivo de trasladarlo a una terapia dirigida.

4.3.3. TERAPIAS DIRIGIDAS CONTRA RUNX1
4.3.3.1. TERAPIAS DIRIGIDAS A LAS INTERACCIONES PROTEINA-PROTEINA

Se encuentran en desarrollo dos terapias principales cuyo objetivo es bloquear la
interaccidn entre proteinas. Una de ellas va dirigida a bloquear la unién entre CBFB-
SMMHC y RUNX1, y la otra a bloquear la unién entre CBF3 y RUNX1.

Como se mencioné antes, el gen CBFB estd alterado en aproximadamente el 10% de los
pacientes con LMA del subtipo M4Eo por la inversién del cromosoma 16
(inv(16)(p13922)), y menos frecuentemente por t(16;16)(p13922). La inversién rompe y
une los genes CBFB y miosina 11 (MYH11), dando lugar a la proteina de fusion CBF-
SMMHC (Bushweller, 2019).

Esta proteina de fusién actia como represor de CBF, desregulando varios genes
necesarios para el desarrollo de la normal hematopoyesis. Es asi, que se ha desarrollado
un inhibidor llamado AI-10-49 (Figura 17) que interrumpe la union entre las proteinas
CBFB-SMMHC y RUNX1 con el objetivo de restaurar la actividad transcripcional de
RUNX1 en la hematopoyesis. Se ha observado que presenta una farmacocinética
favorable, retrasa la progresién de la leucemia, y disminuye la capacidad de las células
inv(16) para formar CFUs (unidades formadoras de colonias) (Bushweller, 2019; lllendula
et al., 2015). Al liberar a RUNX1, Al-10-49 incrementa la unién de RUNX1 en los
enhancers distales, entre ellos los 3 enhancer distales de MYC. De esta forma, reprime
la actividad de MYC e induce apoptosis. Podria ser interesante la combinacién de Al-10-
49 con BETi para el tratamiento de LMA con inv(16) (Pulikkan et al., 2017).
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Figura 17. Esquema del mecanismo de accién del inhibidor de la interaccién CBFpB-
SMMHC-RUNX1 Al-10-49. El compuesto se une selectivamente a la fusién CBFB-SMMHC
para liberar RUNX1 y permitir que se una a sus sitios afines en el genoma vy altere el
programa de expresién génica (Bushweller, 2019).

La otra linea de estudio en este tipo de terapias es el bloqueo de la unién entre CBFB y
RUNX1. Como se explicaba al principio, CBFpB regula la funcién de las proteinas RUNX,
facilitando su unién al ADN. Se ha observado que estos nuevos inhibidores interrumpen
la unién entre los factores de transcripcion Ikaros que promueven la proliferacién del
mieloma multiple IKZF1 e IKZF3 y RUNX. Ademas, tienen una accién sinérgica con la
lenalidomida, un farmaco utilizado en mieloma multiple que media la destruccién
proteosomal de los factores de transcripcion lkaros (Bushweller, 2019). Uno de estos
inhibidores de la interaccion de RUNX con CBFB es Al-10-104 (Zhou et al., 2019).

Se ha demostrado su eficacia en células leucémicas RUNX1 mutado de LMA, en células
leucémicas T de LLA, en células de cancer de mama triple negativo, y en células de cancer
de ovario, donde, ademads, consiguid alterar los genes encargados de la EMT
(Bushweller, 2019).

4.3.3.2. MODULAR LA EXPRESION Y LA DEGRADACION DE RUNX1

La quinasa dependiente de ciclina 7 (CDK7), es un componente del factor de
transcripcion general Il H (TFIIH), que regula la iniciacidn y la pausa de la ARNPII. Esta
CDK7 esta involucrada en la expresién génica de varios genes, entre ellos, RUNX1. Por
esta razén, se encuentran en desarrollo diferentes moléculas capaces de inhibir esta
CDK7. El primero de estos inhibidores fue el compuesto denominado THZ1, una
fenilaminopirimidina. Su inhibicién, disminuye la transcripcién y expresion génica de
RUNX1, y por lo tanto las lineas celulares que tengan una alteracién del mismo
(Bushweller, 2019; Kwiatkowski et al., 2014).

Este inhibidor ha mostrado gran eficacia en la LLA de células T ya que su origen radica
en un circuito autorregulador positivo entre los factores de transcripcién RUNX1, TAL1
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y GATA3. THZ1 consigue reducir la transcripcion de los tres factores, disminuyendo la
proliferacion celular, aumentando el indice apoptético y disminuyendo las proteinas
antiapoptoticas (Bushweller, 2019; Kwiatkowski et al., 2014). También ha demostrado
ser eficaz en modelos preclinicos para otros tipos de cancer, como el neuroblastoma, el
sarcoma de Ewing, el linfoma y el cancer de pulmdn de células pequefias (Bushweller,
2019).

La empresa Syros ha desarrollado SY-1365, otro inhibidor de la CDK7, que se encuentra
en ensayo clinico (Bushweller, 2019).

Otra estrategia que podria ser interesante es la induccién de la degradacion
proteasomal de las proteinas de fusion de RUNX1 a través de SMADSG, al igual que ocurre
con el RUNX1 salvaje (Knezevic et al., 2011).

4.3.3.3. INTERRUPCION DE LA UNION DE RUNX1 AL ADN

Para el estudio de inhibidores que bloqueasen la unién de RUNX1 al ADN, se estudiaron
unos compuestos llamados poliamidas. Son oligdmeros sintéticos no covalentes que
reconocen secuencias de ADN especificas. Son permeables a la membrana celular,
atraviesan hasta localizarse en el nucleo celular y modifican luego la transcripcion de los
genes enddgenos (Morita et al., 2017).

En esta linea, se desarrolld un inhibidor formado por una poliamida unida a
clorambucilo, un farmaco alquilante utilizado para el tratamiento de diferentes tipos de
cancer, entre ellos la LLC. Su eficacia es controvertida, ya que por una parte si que se
observa una reduccién en la unién de las proteinas de la familia RUNX a su sitio de unién
al ADN, disminuyendo por lo tanto la expresion de RUNX1, pero, por otra parte, el
agente utilizado es alquilante del ADN en si mismo, por lo que es dificil diferenciar en
gué medida los resultados obtenidos se deben a la eficacia del compuesto o al dafio
directo producido en el ADN (Bushweller, 2019; Morita et al., 2017). Sin embargo,
resultan positivo los aumentos significativos de la supervivencia observados en modelos
de LMA, LLA y cancer de pulmén de células no pequefias (Bushweller, 2019).

4.4. REGULADOR TRANSCRIPCIONAL MLL

MLL 6 KMT2A (gen de la lisina metiltransferasa 2A) es el ultimo de los reguladores de
transcripcion que describiremos por su especial relevancia como factor de mal
prondstico en cancer. Se encuentra principalmente implicado en las leucemias en edad
pedidtrica. Mientras que otros tipos de leucemias en esta edad, alcanzan un 90% de
supervivencia, las causadas por reordenamientos de MLL, tienen una supervivencia
menor al 25% a 5 afios, lo que pone de manifiesto la necesidad de buscar nuevas rutas
terapéuticas (Chan & Chen, 2019; Issa et al., 2023; Steinhilber & Marschalek, 2018).

4.4.1. ESTRUCTURA Y FUNCION DE MLL

MLL (o MLL1) pertenece, junto con MLL2, MLL3, MLL4, SETD1A y SETD1B, a la familia de
las H3K4 metiltransferasas. Todos ellos son reguladores epigenéticos que se asocian con
otras proteinas para formar grandes complejos macromoleculares denominados
COMPASS. Estas proteinas activan la transcripcién mediante la metilacion de H3K4 en
promotores y enhancers de genes diana (Zhao et al., 2021).
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La proteina MLL estd formada por 3.969 aminoacidos (Figura 18A). Sufre una rotura
post-traduccional por la treonina aspartasa 1 (taspasal) que lo divide en dos fragmentos
distintos: MLL-N y MLL-C. M3s tarde, estos se ensamblan de nuevo gracias a los dominios
FYRN y FYRC (Chan & Chen, 2019).

MLL-N MLL-C c
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Figura 18. A) Estructura de MLL-N y MLL-C con sus diferentes dominios de unién. MLL-
N con el dominio de unién a Menina, LBD, ATH1, ATH2, ATH3, SNL1 SNL2, pre-CxxC,
CxxC, y post-CxxC, BRD, PDH1, PDH2, PDH3, PDH4, y FYRN. Por su parte MLL-C, con sus
dos principales dominios, TAD y SET. B) Reordenamientos mas frecuentes de MLL, dando
lugar a las proteinas de fusién MLL-FPs. C) Complejos COMPASS formados por la
interaccion de los distintos dominios de MLL con diferentes proteinas como Menina. D)
Proteinas de fusién de MLL (MLL-FP) formando complejos con DOTIL1 y SEC. Modificado
de (Chan & Chen, 2019).

MLL-N consta de varios dominios: un motivo de unién a la proteina Menina, un dominio
LBD de union al factor de crecimiento derivado del epitelio del cristalino (LEDGF), tres
motivos AT-hook de union al ADN (ATH), dos sefales de localizacién nuclear SNL1y SNL2,
un dominio pre-CxxC, un dominio CxxC no-metil-CpG, un dominio post-CxxC, un
bromodominio (BRD), cuatro PHD fingers (plant homology domains) y el dominio
facilitador de la homodimerizacién FYRN (Ali et al., 2014; Chan & Chen, 2019; Yokoyama
& Cleary, 2008).

Cabe destacar laimportancia de la funcidon de las secuencias pre-CxxC, CxxC y post-CxxC,
ya que median la interacciéon de MLL con el complejo del factor asociado a la polimerasa
(PAFc). Este factor atrae a MLL y a las proteinas de fusion MLL-FP (Figura 18B) a genes
diana como como HOXA9, necesario en la hematopoyesis, para activar su expresiéon
(Chan & Chen, 2019).

Ademads, el bromodominio de MLL reconoce residuos de lisina acetilados, y el tercer
dedo PHD de MLL interactia con H3K4me2/3, requerido para llevar a cabo la
transcripcion génica mediada por MLL (Chan & Chen, 2019).

MLL-C posee principalmente dos dominios: un dominio transactivador (TAD), seguido
de un dominio SET [Su (Var)3-9, enhancer-of-zeste, trithorax]. El dominio SET confiere
la actividad metiltransferasa, catalizando la transferencia de un grupo metilo desde la S-
adenosilmetionina a la H3K4. Ademas, MLL-C se ensambla en un gran complejo proteico
(complejo COMPASS Figura 18C) junto con varios cofactores: la proteina de repeticién
WD 5 (WDR5), la proteina de unidn al retinoblastoma 5 (RBBP5), la subunidad ASH2 del
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complejo metiltransferasa de histonas Set1/Ash2 (ASH2L) y la proteina homodloga dpy-
30 (DPY30). La formacion de este complejo potencia mas de 600 veces la capacidad de
dimetilacion de H3K4 del dominio SET de MLL (Chan & Chen, 2019; Rao & Dou, 2015).

Por su parte, el domino TAD interactia con las histonas acetiltransferasas CBP/p300,
MOZ y MOF, que transfieren grupos acetilo a H3K27, H3K9 y H4K16, respectivamente.
Estas acetiltransferasas son necesarias para la activacién por parte de MLL de los genes
HOX, esenciales para el adecuado desarrollo embrionario (Chan & Chen, 2019).

Como se deduce de su estructura e interacciones, la proteina MLL es un importantisimo
regulador epigenético con un papel clave en la organizacion de la cromatina de sus genes
diana, entre los que se encuentran genes maestros del desarrollo como son los genes
HOX. No es de extraiar, que los reordenamientos de MLL conduzcan a alteraciones
patoldgicas de la regulacidn epigenética global.

4.4.2. MLLY CANCER

La alteracidon mas caracteristica es el reordenamiento cromosdmico de MLL, dando lugar
a las leucemias denominadas leucemias con reordenamiento de MLL (MLL-r).
Representan el 5% de LLA en adultos, y el 5-10% de LMA. En edad pediatrica son mucho
mas frecuentes, abarcan el 70% en lactantes con LLA y el 50-66% de LMA (Chan & Chen,
2019).

Estos reordenamientos ocurren en el locus 11923 y se asocian con mal prondstico y
peores resultados terapéuticos. Se han identificado un total de 135 reordenamientos
MLL diferentes en LLA, aunque el 92% de ellos se producen con nueve genes de fusion:
AF4, AF9, ENL, AF10, PTD, ELL, AF6, EPS1, y AF1Q. Nos centraremos en las cuatro
translocaciones mas frecuentes, MLL-AF4, MLL-AF9, MLL-AF10 y MLL-ENL (Chan & Chen,
2019; Steinhilber & Marschalek, 2018).

Una vez ocurre el reordenamiento, MLL adquiere diferentes actividades. Los puntos de
ruptura se producen en el MLL-N, antes de las regiones PDH (Figura 18B). El resultado
son proteinas de fusion (MLL-FPs) donde se pierde el dominio SET vy, por tanto, la
actividad metiltransferasa H3K4. En muchas de las translocaciones de MLL estan
implicados factores como AF4/AF9/ENL que son componentes del complejo de super-
elongacién SEC. Esto hace que las proteinas MLL quiméricas, recluten a SEC (Figura 18
D) y den lugar a una expresion génica aberrante. Ademas, varios de estos componentes
del SEC interactuan con DOTI1L, una histona H3K79 metiltransferasa (Figura 18D). El
aumento de la metilacion de H3K79 por DOT1L modifica la transcripcién activa de genes
HOX y estd asociado con la transformacion leucémica (Chan & Chen, 2019; Lee & Kim,
2022).

También, se ha observado que las MLL-FP quiméricas se asocian con cofactores y
reclutan factores epigenéticos como H3K79, que igualmente llevan a la transformacién
leucémica (Chan & Chen, 2019).

En resumen, los ultimos estudios sugieren que MLL quiméricas, conectan MLL con el
complejo SECy el complejo metiltransferasa DOT1L-H3K79, asociandose ademas a otros
factores epigenéticos y contribuyendo asi a la leucemogénesis.
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4.4.3. TERAPIAS DIRIGIDAS CONTRA MLL

Actualmente, no se ha aprobado ninguna terapia especifica contra la leucemia aguda
con traslocaciones en MLL. Sin embargo, se estdn estudiando diferentes estrategias para
abordar este tipo de cancer (Figura 19).
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Figura 19. Diferentes dianas terapéuticas para la leucemia con translocacion MLL. MI-
503 bloquea la unién de Menina y MLL. Flavopiridol, a la subunidad SEC P-TEFb y EPZ-
5676 a DOTIL (disruptor del silenciamiento telomérico 1), implicado en leucemia
linfobldstica aguda con la fusién MLL-AF4 (Hu & Shilatifard, 2016).

4.4.3.1. DIRIGIDOS A LAS INTERACCIONES MENINA-LEDGF-MLL

En primer lugar, se han propuesto algunas terapias contra la interaccién de MLL con
Menina y LEDGF. Como se ha mencionado anteriormente, Menina es esencial para la
metilacion H3K4 y la correcta expresidn de casi todos los genes HOX. Borkin et al (Borkin
et al., 2015) desarrollaron dos moléculas denominadas MI-463 y MI-503, que bloquean
la union de Menina a MLL. Como resultado, se observé una menor expresion de MLL
guiméricas, menos blastos leucémicos, y un aumento de la supervivencia. Ademas, 10
dias después de la inhibicidn de Menina, no se produjo ningun deterioro en la
hematopoyesis normal. MI-463 surgié como un analogo de MI-503 con una mayor
afinidad por la Menina vy, por lo tanto, una mayor eficacia en la supresiéon de la
proliferacion de células de leucemia con proteinas de fusiéon MLL.

Se ha desarrollado otro inhibidor, MI-1481, que funciona con el mismo mecanismo pero
que es mas potente (Chan & Chen, 2019). MI-1481 es eficaz en lineas celulares de
leucemia humanas con fusiones de MLL, entre ellas MV-4-11, donde el tratamiento con
MI-1481 disminuye tanto la proteina de fusiéon de MLL (MLL-AF4) como la expresién de
sus genes diana. Ademads, favorece la reprogramacion de estas células primitivas a
células maduras de la sangre (Shi et al., 2012).
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REVUMENIB, EL NUEVO INHIBIDOR DE LA MENINA

En este ultimo afio se describié un nuevo farmaco, Revumenib (SNDX-5613) que se
encuentra en ensayo clinico de fase 1 en humanos. Su mecanismo de accién
antileucémico consiste en bloquear la unién menina-MLL, consiguiendo disminuir la
expresion aberrante de HOX, CDK6, PBX3, MEIS1, entre otros genes leucemogénicos. Su
uso se ha probado para pacientes con leucemia aguda refractaria o en recaida, con
resultados muy favorables. La tasa de remision completa fue del 30%. El 84%
consiguieron la remisién morfoldgica tras el primer ciclo y con ciclos posteriores,
muchos de ellos consiguieron la remision fenotipica (Issa et al., 2023).

Ademas, tiene poca toxicidad. Los acontecimientos adversos mas frecuentes son
nauseas, vomitos, neutropenia febril y una alteracién del ritmo cardiaco. Algunos
efectos adversos de grado 3 fueron neutropenia febril, trombocitopenia o sepsis, y entre
los de grado 4 solo destaca un 2% con neutropenia y trombocitopenia. Otro efecto
adverso frecuente en los tratamientos antileucémicos es el sindrome de diferenciacién
hematopoyética (causado por alteraciéon de las citocinas), que clinicamente se
manifiesta como fiebre, artralgias, derrames pleurales o pericardicos, incluso
insuficiencia renal o respiratoria. Con este nuevo farmaco, solo el 16% de los pacientes
lo presentaron, y todos cedieron con la toma de corticoides. Ademas, es importante
destacar que ningun paciente dejo el tratamiento ni fallecié a causa de las toxicidades
mencionadas (Issa et al., 2023).

4.4.3.2. DIRIGIDO A LEDGF

LEDGF es una proteina asociada a cromatina que interacciona con MLLy Meninay puede
ser una interesante diana terapéutica. Se estdn investigando los inhibidores de LEDGF
como terapias potenciales para la leucemia MLL al interrumpir la interaccién entre
LEDGF y las proteinas de fusidn MLL. Los inhibidores de LEDGF como los LEDGINs, que
bloquean la interaccién han mostrado eficacia en estudios preclinicos. Actuan al
interrumpir la interaccién entre LEDGF y las proteinas de fusion MLL, lo que conduce a
la apoptosis de las células leucémicas. Ademas, se esta explorando el potencial de las
terapias combinadas (Chan & Chen, 2019; Cierpicki et al., 2011).

4.4.3.3. DIRIGIDO A DOT1L

DOTL1L (disruptor del silenciamiento telomérico 1) es una metiltransferasa que esta
implicada principalmente en leucemia linfoblastica aguda con la fusién MLL-AF4. MLL-
AF4 recluta a DOTIL a los promotores y aumenta la metilacion de H3K79, lo que
promueve la expresion activa de genes oncogénicos y contribuye al desarrollo de la
leucemia. Este hecho lleva a investigar inhibidores de DOTI1L como farmacos
prometedores. Entre ellos, destaca el pinometostat (EPZ-5676) que se encuentra en fase
l. Su uso en monoterapia es controvertido, ya que es altamente potente y selectivo
frente a DOTLL, pero su biodisponibilidad oral fue baja y su eficacia cuestionable. Bien
es cierto, que la infusién IV si que provocé regresion tumoral completa sin una toxicidad
significativa. Es por esto, que se estd tratando de investigar si su combinacién con otros
farmacos como 5-Aza-CR (ensayo en fase I/Il) puede tener un efecto sinérgico y potente
(Chan & Chen, 2019; Daigle et al., 2013). Otro inhibidor selectivo de DOT1L es EPZ-
004777, que puede ser una terapia eficaz para el tratamiento de leucemia MLL, aunque
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todavia estd en fase preclinica y solo se ha probado en modelos animales (Raj et al.,
2015).

4.4.3.4. DIRIGIDO A LSD1

LSD1 O KDM1 es una lisina-desmetilasa especifica, implicada en la leucemogénesis ya
que contribuye al bloqueo de la diferenciaciéon de AML, principalmente aquellas con
translocaciones MLL-AF9. Varios han sido los compuestos dirigidos a bloquear LSD1 para
promover la diferenciacién de MLL AML, entre los que destacan 0G-86 o Compuesto B
y ORY-1001 (Chan & Chen, 2019).

El primero de ellos, 0G-86, consiguid inhibir la formacidn de nuevas colonias leucémicas,
y la promocién de células leucémicas a blastos leucémicos primarios (Chan & Chen,
2019). Ademas, dado que la ruta de sefalizacién de mTOR es elevada en AML, se han
hecho ensayos combinando OG-86 con inhibidores de mTOR, como RADOO1, y se ha
observado un aumento significativo en la inhibicion del crecimiento celular (Deb et al.,
2020).

El segundo, ORY-1001, es un inhibidor covalente de LSD1. Igualmente, demostré la
diferenciacién leucémica en LMA, y prolongé la supervivencia en leucemia aguda.
Ademas, muestra una inhibicion muy potente y selectiva con buena biodisponibilidad
tanto oral como intraperitoneal. Es por esto, que se encuentra en ensayo en fase |/lla,
especialmente para leucemias recidivantes o refractarias (Chan & Chen, 2019).

Otro potente inhibidor es GSK2879552, cuya eficacia se ha observado tanto en modelos
de AML como en cancer microcitico de pulmén. Ademas, se ha identificado la
hipometilacion del ADN como un biomarcador para predecir la sensibilidad a
GSK2879552 (Mohammad et al., 2015).

4.43.5. DIRIGIDO A LA UNION AF4-AF9/ENL

PFWT 6 PenLWVKIDLDLLSRV es un péptido recombinante dirigido a bloquear la
interaccion de AF4 con AF9 o ENL, las dos proteinas de fusién mas comunes con MLL. Su
eficacia se demostro tanto in vivo como in vitro ya que alteraba el crecimiento de las
células MLL-AF4 e inducia muerte celular (Steinhilber & Marschalek, 2018). Inicialmente,
se creia que PFWT inducia apoptosis (Srinivasan et al.,, 2004), pero existe cierta
controversia en este efecto ya que posteriormente se ha descubierto que puede inducir
muerte celular mediante necrosis (Palermo et al., 2008). Esto seria interesante dada la
resistencia de las células con la traslocacion (t4;11) a la induccién de apoptosis, que
podrian tratarse mediante la induccién de otras vias de muerte celular. De hecho, la
combinacion de agentes que desencadenan la muerte celular por necrosis como PFWT
con agentes pro-apoptoticos (como etopdsido, 17AAG, citarabina) parece eficaz en
leucemias MLL (Palermo et al., 2008).

Pese a este gran beneficio, la toxicidad del péptido sigue en estudio ya que también
bloquea la unién de AF9 o ENL con el complejo AF4 de tipo salvaje no mutado. Esto hace
a las células perder su capacidad de enfrentarse a situaciones de estrés, y provoca
consecuentemente la apoptosis de las mismas (Steinhilber & Marschalek, 2018).
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Chan & Chen (Chan & Chen, 2019), descubrieron un inhibidor selectivo de AF9 llamado
XL-13a que parece tener mejor perfil de toxicidad que los anteriores.

DIRIGIDO A ENL

Por otro lado, caben destacar las terapias dirigidas a ENL. ENL forma parte del complejo
SEC y es la tercera translocacion MLL mas frecuente. Tiene un papel importante en el
mantenimiento de la leucemogénesis en LMA. Su inhibicién por una herramienta de
edicién genética llamada CRISPR-Cas9, produjo bloqueo del crecimiento celular, de la
expresion de las células leucémicas, y la diferenciacién de MLL-ENL. Ademads, demostro
un aumento de la supervivencia (Chan & Chen, 2019).

ENL tiene ademas un dominio denominado YEATS, necesario para el mantenimiento de
las células mutadas. Diferentes grupos lo enfocaron como posible diana terapéutica y
dos de ellos, consiguieron una molécula pequefia llamada XS018661 que se une a este
dominio de ENL (Chan & Chen, 2019).

Liu et al (Liu et al.,, 2022) describen un nuevo inhibidor llamado TDI-11055, su
mecanismo de accidn consiste en inhibir la unién a la cromatina de ENL. Gracias a esto,
bloguea la interaccién del domino YEATS con las histonas, y parece tener buenos
resultados clinicos en el tratamiento de LMA con translocaciones MLL.

Por ultimo, mencionar XL-13m, un inhibidor selectivo de ENL, que puede ser eficaz en
combinacion con el inhibidor de DOT1L Pinometostat o con el inhibidor de BRD4 (+)-JQ1
(Chan & Chen, 2019).

4.4.3.6. DIRIGIDO A BRD4 Y BRDS

DIRIGIDO A BRD4

Como ya se comento en el apartado de MYC, BRD4 pertenece a la familia de proteinas
BET, necesarias para el control del ciclo celular, mecanismos epigenéticos y regulacion
de la transcripcion. En 2011, se observo que el bloqueo de BRD4 con ARN de horquilla
corta (ARNhc) o con (+)- JQ1 (tienotriazolodiazepina inhibidora altamente potente de
BRD4) producia efectos antileucémicos en LMA con mutacion MLL-AF9. Estos nuevos
compuestos, inducen la diferenciacidon celular, deplecion de células leucémicas v,
ademas, producen sinergia ya que también disminuyen de la expresion de MYC, factor
de transcripcidn ya comentado con alta implicacion en la leucemogénesis (Chan & Chen,
2019; Zuber et al., 2011). Sin embargo, JQ1 tiene una baja biodisponibilidad oral y una
mala farmacocinética, siendo necesaria su administracion dos veces al dia. Se ha
sintetizado un andlogo de JQ1, denominado TEN-010 (JQ2), que actualmente se
encuentra en ensayos clinicos de LMA, SMD y tumores sélidos (Finley & Copeland,
2014). Existe otro compuesto, denominado OTX015, que es un inhibidor de BRD2, BRD3
y BRD4, y presenta una estructura similar a JQ1, que en ensayos preclinicos ha resultado
eficaz en linfoma de células B, mieloma multiple y algunos tipos de tumores sélidos
como neuroblastoma y mesotelioma (Shorstova et al., 2021).

Dawson et al (Dawson et al.,, 2011) descubrieron otro compuesto GSK1210151A,
llamado I-BET-151. Su mecanismo de accidn es algo diferente al anterior, ya que lo que
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estos autores sugieren es que BRD4 puede reclutar a MLL-AF4 o MLL-AF9 a la cromatina
y asi activar genes leucemogénicos, por lo que la inhibicidn de este podria tener eficacia
terapéutica. Este compuesto demostré su actividad in vivo con, ademds, mejores
propiedades farmacocinéticas que JQ1 (Chan & Chen, 2019).

DIRIGIDO A BRD9

BRD9 es un componente esencial del complejo de remodelado de la cromatina SWI/SNF,
concretamente forma parte del complejo BAF no candnico (ncBAF). BRD9 juega un papel
importante en la estabilidad y la degradacién de MYC y MYB en diferentes tipos de
cancer, incluido LMA. La inhibicién de BRD9 en células de LMA afectan al crecimiento
celular, la diferenciacién y la capacidad de formacidn de colonias. El descubrimiento de
la molécula BI-7273 (Figura 20) consiguié la inhibicién de esta proteina BET, y asi
también el crecimiento de células leucémicas MLL (Hohmann et al., 2016). De forma
similar actia BI-9564; sin embargo, estos dos compuestos que inhiben el bromodominio
de BRD9 parecen no ser suficientemente eficaces. Actualmente se estan estudiando
otros compuestos como EA-89, QA-68 y dBRD9-A, encargados de degradar BRD9, cuya
administracion como tratamiento Unico no parece eficaz en LMA, pero si lo es en
combinacidn con agentes quimioterapicos convencionales (Weisberg et al., 2022).
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Figura 20. Estructura cristalina de BI-7273 unido al dominio BRD9 (Hohmann et al.,
2016).

4.4.3.7. DIRIGIDO A FYRN/FYRC

Los dominios FYNR y FYRC se encargan de unir MLL-C y MLL-N como ya se ha comentado
antes. Sin embargo, también son los encargados de la interaccién intermolecular
necesaria para dar lugar a MLL-AF4. Esta zona de interaccidon es amplia, pero destacan
una secuencia de aminodcidos caracteristica en cada uno de los dominios: los
aminodcidos 1991-2104 de FYRN y 3651-3752 de FYRC (Steinhilber & Marschalek, 2018).
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La sobreexpresion de FYRN y FYRC en MLL-AF4 inhibe la formacion de los heterodimeros
FYRN-FYRC, y en consecuencia bloquean la formacién de AF4-MLL, produciendo la
degradacion de la proteina AF4-MLL (Steinhilber & Marschalek, 2018).

4.4.3.8. DIRIGIDO A TASPASA1

Como ya se ha comentado anteriormente, la taspasal es necesaria para la escisién de
MLL en MLL-C y MLL-N. Varios grupos disefiaron una taspasal dominante negativa
(dnTASP1), que es capaz de unirse a la taspasal silvestre e inactivarla. Como también se
ha comentado, la escisidn por taspasal es necesaria para dar lugar a MLL-AF4, por lo
que dnTASP1 inhibe la escisidn y produce la autodestruccion de MLL-AF4 (Steinhilber &
Marschalek, 2018).

5. CONCLUSIONES

Como se ha explicado a lo largo de este trabajo de revisidn, las alteraciones en los
factores de transcripcion, con la subsiguiente desregulacion de la expresidn génica, son
procesos altamente oncogénicos. Hasta hace poco tiempo, los tumores con estas
alteraciones eran tratados con terapias convencionales, por tratarse de moléculas que
se consideran extremadamente dificiles de modificar o inhibir. Sin embargo, en los
ultimos afios y gracias al conocimiento de las bases moleculares relativas a su estructura,
funcién y papel en céncer, se ha impulsado enormemente el desarrollo de terapias
capaces de bloquear o revertir la funcion andmala de los principales factores de
transcripciéon oncogénicos, aportando nuevas perspectivas que mejoran la actividad
clinica del cancer. Muchas de estas terapias dirigidas se encuentran ya en ensayos
clinicos y constituyen un campo de investigacién muy activo, tanto en neoplasias sdélidas
como hematoldgicas. Los resultados son muy prometedores tanto en monoterapia
como en combinacidon con terapias mas clasicas, consiguiéndose asi, un nuevo
acercamiento al tratamiento de esta compleja enfermedad.
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