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Los trabajos que integran esta tesis han permitido profundizar en el
conocimiento bioldgico de la LMA con reordenamiento MYST3-CREBBP, una
entidad infrecuente, escasamente conocida desde el punto de vista biologico.
En este sentido, la mayoria de los casos publicados corresponden a casos
aislados incluidos en series extensas de leucemias, y ocasionalmente se han
estudiado pequenas series de casos de esta variedad (Giles et al, 1997;
Panagopoulos et al, 2003; Schmidt et al, 2004). El analisis de los casos
definidos por la t(8;16), como los que conforman la presente tesis, muestran
una serie de caracteristicas comunes que sugieren un sustrato bioldgico
comun, diferenciado del resto de leucemias. Hasta el momento de iniciar
nuestros trabajos se habian estudiado desde el punto de vista molecular pocos
casos de LMA con reordenamiento MYST3-CREBBP, y no se habia abordado el

estudio gendmico de estas leucemias.

En nuestros trabajos disenamos una técnica para el analisis rapido del
reordenamiento, estudiamos los puntos de ruptura mas frecuentes de los
genes implicados y describimos un perfil de expresion génica especifico de

este subtipo de leucemia.
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Deteccion molecular de la LMA con reordenamiento MYST3-CREBBP

La deteccion de la LMA con t(8;16) se ha basado en estudios
citogenéticos, bien mediante el analisis convencional del cariotipo o bien
mediante la técnica de FISH. La Unica técnica de RT-PCR para la confirmacion
del reordenamiento MYST3-CREBBP utilizada hasta el momento (Panagopoulos
et al, 2000) consistia en una PCR que utilizaba unos oligonucleétidos situados
en el exon 16 de MYST3 y el exon 5 de CREBBP. Con esta técnica se buscaba la
amplificacion de un fragmento de ADNc de gran tamano (>1000 pares de
bases). La amplificacion de fragmentos de ADNc de 1000 bases es dificil, en
particular en muestras antiguas o0 en muestras procedentes de tejido
histoldgico, en las que el RNA puede estar parcialmente degradado y dar lugar
a una ausencia de amplificacion (falsos negativos). Por ello, en el primer
trabajo disenamos una estrategia de amplificacion mediante RT-PCR,
utilizando unos oligonucleotidos en el exén 16 de MYST3 y el exdn 3 de
CREBBP, la zona donde se encuentra el punto de ruptura, lo que limitaba a
212 pares de bases el fragmento de ADNc a amplificar. Con esta estrategia

esperabamos reducir el nUmero de falsos negativos de la técnica.

De esta manera, la aplicacion de la estrategia de RT-PCR permitia
identificar de forma rapida los casos cuyas caracteristicas fueran sugestivas
de corresponder a esta entidad. Entre dichas caracteristicas cabe mencionar
una presentacion clinica muy abrupta, frecuentemente en pacientes con
antecedentes del uso de quimioterapia; una coagulopatia grave; una

diferenciacion mielomonocitica con presencia de hemofagocitosis, junto con
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un perfil inmunofenotipico caracteristico CD34-, HLA-DR+, con expresion de
marcadores monociticos y de CD56. Asi, mediante RT-PCR se detecto el
reordenamiento MYST3-CREBBP en dos de nuestros pacientes sin informacion
citogenética valorable, en un caso por falta de metafases y en el segundo por
la presencia de necrosis medular, fenomeno no extraordinario en estas
leucemias. Por otro lado, en la literatura se ha descrito un caso de LMA
caracterizado por una inv(8)(p11qg24) en el cariotipo convencional, pero con la
demostracion del reordenamiento MYST3-CREBBP (Chaffanet et al, 1999), por
lo que la posibilidad de un reordenamiento criptico no detectable en el
estudio citogenético convencional debe descartarse en los casos sospechosos.
Por tanto, la implementacion de la nueva técnica de RT-PCR puede ser util
para el diagndstico molecular rapido de esta entidad, ya sea para confirmar el
reordenamiento observado en el estudio citogenético o bien como Unico

método de deteccion en aquellos casos con citogenética no informativa.

El transcrito tipo | es el mas comun en la LMA con reordenamiento MYST 3-
CREBBP

Por otro lado, el analisis molecular de nuestros casos mediante RT-PCR
y posterior secuenciacion nos permitio estudiar los puntos de ruptura de los
genes implicados en la translocacion. De este modo, pudimos observar, en
todos los casos analizados, la presencia del denominado transcrito tipo | del
gen quimérico MYST3-CREBBP. En este transcrito el punto de ruptura se
localiza en el intrén 16 de MYST3, una region de 2389 pares de bases que
contiene diferentes elementos repetitivos y, por otra parte, en el intron 2 de

CREBBP . En este sentido, se ha sugerido que el intron 16 de MYST3 podria ser
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una region inestable proclive a reordenarse. Como alternativa, podria
pensarse que solo las alteraciones en el intron 16 darian lugar a proteinas
hibridas funcionales (Panagopoulos et al, 2003). Del mismo modo, en el resto
de leucemias en las que MYST3 se encuentra reordenado, es decir, en los
casos de inv(8)/MYST3-TIF2 y t(8;22)/MYST3-EP300, los puntos de ruptura se
han localizado también en el intron 16 de MYST3 (Panagopoulos et al, 2003).
De forma similar, en un caso de t(10;16) con reordenamiento MYST4-CREBBP
se demostro que el punto de ruptura se encontraba en el intron 16 del gen
MYST4 y en el intron 2 de CREBBP (Panagopoulos et al, 2001); cabe recordar
que el gen MYST4 presenta una alta homologia con el gen de la misma familia
MYST3. Por el contrario, el punto de ruptura del gen CREBBP no es el mismo
en todos los subtipos de leucemias: en las quimeras con MYST3 o MYST4 se
produce en la mayoria de casos en el intron 2, mientras que en las leucemias
con t(11;16) y formacion del gen MLL-CREBBP, el punto de ruptura de CREBBP
se encuentra en una zona mas distal, en los intrones 3 y 4 (Panagopoulos et al,

2003).

Los puntos de ruptura de MYST3-CREBBP podrian ser una zona de accion

preferente de la enzima topoisomerasa Il

Nuestra serie de pacientes con LMA y reordenamiento MYST3-CREBBP
incluia 3 casos de leucemias secundarias, tras recibir tratamiento con
inhibidores de topoisomerasas Il (adriamicina en dos casos y etoposido en el
tercero), por diferentes neoplasias primarias. En estos casos secundarios
hallamos también el denominado transcrito tipo | del gen quimérico MYST3-

CREBBP. En la literatura se ha descrito que mas de un tercio de los casos de
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LMA con reordenamiento MYST3-CREBBP se presentan de forma secundaria,
tras recibir tratamiento con inhibidores de topoisomerasa Il, y tipicamente
tras un intervalo de tiempo entre la quimioterapia y la aparicion de la
leucemia inferior a los 2 afnos (Bernasconi et al, 2000). Aunque no se conocen
con exactitud aquellas secuencias de ADN (hot spots) donde es mas probable
que actle la topoisomerasa Il, algunos trabajos han identificado mediante
secuenciacion posibles zonas de union a la topoisomerasa Il en los puntos de
ruptura de translocaciones en leucemias de novo y secundarias con
reordenamiento de MLL, RUNX1-RUNX1T1, PML-RARa y NUP98 (Mistry et al,
2005). De esta manera, aunque los hot spots pueden situarse en diferentes
puntos del genoma, sblo las translocaciones que confieren una ventaja
proliferativa a un progenitor hematopoyético conduciran a una leucemia. De
acuerdo con lo anterior, la alta frecuencia de LMA-MYST3-CREBBP secundaria,
junto con el hallazgo de unos puntos de ruptura cromosomicos recurrente en
la mayoria de casos, sugiere que la zona de ruptura de MYST3, de CREBBP o
de ambos puede constituir un lugar de accion preferente de la topoisomerasa
II, aunque no disponemos de estudios funcionales para confirmarlo. En el ano
2003 Panagopoulos et al caracterizaron a nivel de ADN genémico cuatro casos
de reordenamiento MYST3-CREBBP y observaron secuencias de ADN repetitivas
en las regiones de ruptura (Panagopoulos et al, 2003). Como hipotesis,
podriamos pensar que el intron 16 de MYST3 o el intrén 2 de CREBBP son una
Zona con una propension a experimentar reordenamientos, posiblemente con
zonas hot spot para la accion de la topoisomerasa Il, y que la adicion de
inhibidores de topoisomerasa Il aumenta la toxicidad a estos niveles vy

favorece la aparicion de la t(8;16) secundaria.
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La LMA con reordenamiento MYST3-CREBBP posee un perfil de expresion

génica caracteristico

En el analisis no supervisado comprobamos que los casos de LMA con
reordenamiento MYST3-CREBBP presentaban un perfil gendmico homogéneo,
claramente diferenciado al observado en los otros subtipos de LMA. En el
dendrograma se observaron dos ramas principales, que segregaban los casos
con una diferenciacion monocitica del resto de muestras. Dentro de la rama
monocitica se identificaban tres subclases, constituidas por a) el
agrupamiento de casos MYST3-CREBBP positivos; b) los casos de inv(16) y c) el
resto de muestras monociticas sin marcador molecular definido. Por tanto, en
este analisis se confirma que el reordenamiento MYST3-CREBBP confiere a
estas leucemias una individualidad bioldgica, con una firma genética distintiva,
pero con un perfil de expresion parcialmente similar al del resto de muestras

con diferenciacion monocitica.

Genes caracteristicos de la LMA con reordenamiento MYST3-CREBBP

Por otra parte, abordamos el analisis supervisado utilizando diferentes
métodos comparativos. Por un lado intentamos identificar aquellos genes con
una expresion diferencial en la LMA con reordenamiento MYST3-CREBBP
respecto al resto de leucemias. Por otra parte, también nos interesé descubrir
semejanzas en cuanto a la expresion génica de la LMA-MYST3-CREBBP con

alguno de los otros subtipos de leucemia.
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En primer lugar, observamos un grupo de genes altamente
caracteristicos de las LMA con reordenamiento MYST3-CREBBP; estos genes
incluian genes relacionados con la transcripcion, reparacion de ADN vy
apoptosis, asi como los oncogenes RET y prolactina (PRL), que ya habian sido
involucrados en la leucemogénesis. La proteina PRL, involucrada en la via
JAK-STAT, tiene multiples funciones, que incluyen el control del crecimiento y
la regulacion inmune (Bole-Feysot et al, 1998). Ademas, interviene en diversas
enfermedades autoinmunes y diferentes tipos de cancer. En este sentido, se
habia descrito su expresion en casos aislados de leucemia aguda con
diferenciacion monocitica (Hatfill et al, 1990; Kooijman et al, 2000; Ales et al,
2001). A su vez, RET es un protooncogen que se expresa durante la
diferenciacion mielomonocitica normal, y cuya expresion se ha asociado a la
presencia de marcadores monociticos y la expresion aberrante de CD56 en la
LMA (Gattei et al, 1998; Gattei et al, 1999). Este patron inmunofenotipico es
similar al encontrado en nuestra serie de LMA con reordenamiento MYST3-
CREBBP. Ademas, el gen RET fue ademas uno de los mas caracteristicos de
uno de los grupos (cluster nUmero 16) de leucemias definidos segin su
expresion génica, en el trabajo ya mencionado de Valk et al (Valk et al, 2004).
Aunque la expresion de RET podria atribuirse meramente a la diferenciacion
monocitica de las muestras, nuestros casos de LMA con reordenamiento
MYST3-CREBBP mostraron una expresion de este gen claramente superior a la
observada en el resto de leucemias monociticas. La proteina RET funciona
como receptor tirosin-quinasa y se expresa durante la embriogénesis en las

células de la cresta neural y en los sistemas nervioso y urogenital. Se han
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descrito multiples mutaciones germinales y somaticas del gen RET a nivel de
los exones 8 a 16 causantes de diferentes enfermedades, como la denominada
multiple endocrine neoplasia type 2 (MEN2) y el carcinoma de tiroides
(Hubner et al, 2006). Sin embargo, en el contexto de las leucemias agudas, no
se habia descrito la presencia de mutaciones de RET (Visser et al, 1997). Tras
observar una sobreexpresion de RET en nuestra serie de pacientes con
reordenamiento MYST3-CREBBP analizamos la posible presencia de mutaciones
en los exones 8 a 16 del gen RET en nuestra serie de pacientes, pero tan solo
hallamos polimorfismos neutrales en los casos estudiados, lo que descartaba

la mutacion como mecanismo subyacente de la sobreexpresion del gen.

Similitudes de la LMA con reordenamiento MYST3-CREBBP vy las leucemias con

reordenamiento de MLL

Se seleccionaron aquellos genes con una expresion similar en las LMA
con reordenamiento MYST3-CREBBP y en alguno de los otros subtipos de
leucemia, con la intencion de identificar posibles vias comunes de
leucemogénesis o bien estadios similares de diferenciacion. El mayor nimero
de genes fueron expresados en comun con las leucemias de diferenciacion

monocitica.

El estudio del perfil de expresion génica de las LMA con reordenamiento
MYST3-CREBBP mostro algunas similitudes con el perfil descrito para las
leucemias con reordenamiento del gen MLL. Asi, observamos que los casos de
LMA con reordenamiento MYST3-CREBBP presentaban altos niveles de los

genes HOXA9, HOXA10, MEIST y FLT3, todos ellos genes sobreexpresados
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tipicamente en las leucemias con reordenamiento de MLL. Ademas, en
nuestros casos de LMA-MYST3-CREBBP observamos la sobreexpresion de otros
genes como AKR7A2, PBX3, NICAL o IRAKB1, que también se ha descrito en la
literatura en leucemias con reordenamiento de MLL (Kohlmann et al, 2005).
Por otro lado, las leucemias con reordenamiento MYST3-CREBBP presentaron
unos elevados niveles de expresion de diversos genes (RET, C200rf103, GGA2,
GAGEn2, AKR7A2 y AK2) que definian el mencionado cluster nimero 16 del
trabajo de Valk y cols. (Valk et al, 2004). Cabe destacar que 5 de los 11
pacientes que constituian aquel cluster presentaban alteraciones en el
cromosoma 11q23. A pesar de que en el estudio por microarrays no pudimos
incluir casos de LMA con reordenamiento de MLL, conseguimos completar el
analisis mediante RT-PCR cuantitativa de diversos casos de LMA con diferentes
reordenamientos de MLL, de manera que confirmamos un perfil de expresion
génica parcialmente similar para las LMA con reordenamiento MYST3-CREBBP

y las leucemias MLL positivas.

Estas similitudes de las leucemias con reordenamiento MYST3-CREBBP y
las LMA con reordenamiento del gen MLL podrian sugerir o bien un origen en
una célula progenitora en el mismo estadio de diferenciacion, o bien una
coincidencia en el mecanismo de leucemogénesis, en el cual la proteina de
fusion aberrante, MYST3-CREBBP o las quimeras de MLL, producirian una
activacion de la transcripcion a través de un mecanismo de ganancia de
funcidn, que a su vez llevaria a una inadecuada expresion de determinados
genes diana, como pueden ser los genes HOX (figura 21b). Este mecanismo

contrastaria con la represion transcripcional y posterior bloqueo del programa
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de diferenciacion mieloide normal que provocan las proteinas quiméricas que

afectan al CBF y la proteina PML-RARa en la LPA (figura 21a).

Figura 21. Posibles diferentes mecanismos de represion y activacion de la
transcripcion en las LMA-CBF y LPA (figura 21a) y las LMA con reordenamiento de
MLL-CREBBP y MYST3-CREBBP (figura 21b).
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La LMA con reordenamiento MYST3-CREBBP posee un perfil de expresion
de genes HOMEOBOX especifico

En el analisis gendmico observamos que los casos de LMA con
reordenamiento MYST3-CREBBP presentaron un perfil caracteristico de
expresion de genes HOX, de forma que los genes HOXA9 y HOXA10 mostraban
un nivel muy elevado de expresion, mientras que existia una baja expresion
del resto de genes homeobox. Este perfil contrastaba con el de los casos que
presentaban reordenamiento de MLL, que mostraban una sobreexpresion
global de genes HOX, y también era diferente del perfil de las LMA
consideradas de buen pronodstico (LMA-CBF y las LPA), las cuales mostraron

una baja expresion de todos los genes HOX.

Tanto MYST3 como CREBBP se han relacionado con los genes homeobox.
En este sentido, se demostré en un estudio en el pez cebra que el gen Moz
(homologo al humano MYST3 o MOZ) juega un papel en la regulacion de los
genes homeobox probablemente a través de su actividad HAT (Miller et al,
2004). Por ello, estos autores sugirieron que una expresion alterada de los
genes HOX podria desempenar un papel en la leucemogénesis en las quimeras

de MYST3.

Por otro lado, otro estudio demostré una interaccion entre diversas
proteinas HOX y CREBBP. Sin embargo, las proteinas HOX no constituyen
sustratos biologicos para la accion de CREBBP (Shen et al, 2001). En el sentido

contrario, se observd que las proteinas HOX eran capaces de inhibir la
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actividad HAT de CREBBP, mediante una union directa o bien mediante un
aumento de la concentracion de proteinas HOX en regiones cercanas a la
cromatina por interacciones HOX-ADN; de este modo, las proteinas HOX
liberadas por complejos de ADN podrian inhibir las concentraciones locales de
CREBBP y p300, lo que daria lugar a una represion de la transcripcion génica
local (Shen et al, 2001). En la LMA con reordenamiento MYST3-CREBBP, en la
que hemos observado una disminucion de los niveles de CREBBP y un aumento
de algunos genes HOX, podria producirse una inhibicion de la transcripcion

mediada por CREBBP a través de este mecanismo.

Limitaciones del estudio y perspectivas futuras

La frecuencia de aparicion de la LMA con reordenamiento MYST3-
CREBBP es baja, de forma que no existen en la literatura grandes series de
estos casos. En esta tesis se recogen las caracteristicas de una serie de 7
pacientes con este subtipo de leucemias, lo que constituye una de las mayores
series documentadas para esta entidad. Sin embargo, solo pudimos analizar el
perfil global de expresion génica con técnica de microarray en tres casos de
LMA con reordenamiento MYST3-CREBBP debido a la degradacién parcial del
material disponible. Aln asi, la técnica de RT-PCR mediante arrays de baja
densidad permitié ampliar el analisis al total de casos de la serie (7 pacientes),
al recuperar muestras procedentes de parafina y ARN parcialmente degradado.
Ademas, este segundo analisis permitidé validar los resultados en una serie
independiente de leucemias con diversas alteraciones moleculares, y estudiar

con un mayor numero de muestras los diferentes subtipos existentes de LMA.
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Sin embargo, debido a la naturaleza infrecuente de la enfermedad, el
abordaje de otros estudios que pudieran clarificar algunos aspectos relevantes
de estas leucemias, como pudiera ser una mejor definicion del prondstico de
estos casos, deberia realizarse en el ambito de un grupo cooperativo. Por otro
lado, estudios funcionales podrian indudablemente mejorar el conocimiento

de las vias afectadas por la proteina quimérica MYST3-CREBBP.

A modo de resumen, podemos concluir que el reordenamiento MYST3-
CREBBP confiere a este subtipo de leucemia unas caracteristicas bioldgicas
distintivas, fundamentalmente un perfil de expresion génica especifico, con la
sobreexpresion de diversos oncogenes y de determinados genes homeobox.
Por otro lado, el analisis gendémico mostré algunas similitudes con las
leucemias que presentan un reordenamiento del gen MLL, lo que sugiere un
mecanismo de leucemogénesis parcialmente compartido por ambos tipos de
leucemia, claramente diferenciado del de otras categorias de LMA, como las

LMA-CBF vy las LPA.
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