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Introduccion

1.1- LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA Y METILACION DEL ADN.

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el tipo de cancer mas
prevalente, asi como la forma de leucemia mas comun en los nifios, aunque no
es infrecuente en la poblacion adulta [1]. Las células leucémicas de la mayoria
de los pacientes con LLA expresan en su superficie, antigenos proteicos que
también se encuentran en los diferentes estadios de maduracion de los
precursores linfoides T y B normales. De esta forma, las clonas leucémicas de
la LLA parecen estar originadas en células linfoides bloqueadas en un estadio
temprano de su maduracion [2]. La caracteristica central de la LLA y de otros
tipos de neoplasias es la aparicién progresiva de una conducta celular maligna
generada por una funcion genética alterada [3]. Las translocaciones
cromosodmicas constituyen un indudable escaldn oncogénico en la LLA vy los
genes estructuralmente alterados por ellas juegan papeles cruciales en la
proliferacion, diferenciacién y apoptosis [4]. Sin embargo, estas alteraciones
s6lo aparecen en un bajo porcentaje de casos y ademas, en subtipos muy
especificos de LLA [5]. Por otra parte, las mutaciones en oncogenes y genes
supresores de tumores (p53, RAS), tan frecuentes en tumores sdlidos, rara vez
aparecen en las neoplasias linfoides agudas [6]. Junto a estas anomalias
genéticas, es cada vez mas evidente que las alteraciones epigenéticas también
juegan un papel central en la patogénesis y progresidon de este tipo de
leucemias [7-9].

La epigenética hace referencia a aquellos cambios hereditarios en los
patrones de expresion génica que no dependen de alteraciones en la
secuencia normal de los nucleétidos que componen el genoma. Entre todos los
eventos epigenéticos existentes, el que mejor caracterizado esta es el

denominado metilacion del ADN.

1.1.1.- Metilacién del ADN y silencio transcripcional

La metilacion del nucledtido citosina es la Unica modificacion conocida

que ocurre de forma endogena en el ADN de los mamiferos y es debida a la
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adicion enzimatica, mediada por las ADN metiltransferasas (DNMTs), de un
grupo metilo al carbono en posicidén 5 de la citosina (Figura 1) [1, 10, 11]. La
mayor parte de las 5-metilcitosinas (5mC) en el ADN humano estan presentes
en los dinucledtidos 5-CpG-3’ (Citosina-fosfato-Guanina, CpG), los cuales no
se encuentran distribuidos de forma uniforme en el genoma ya que han sido
deplecionados progresivamente de este a lo largo de la evolucidn. En el 98%
del genoma, los dinucledtidos CpG aparecen una vez cada 100 dinucleétidos y
se encuentran fuertemente metilados con objeto de estructurar la cromatina
nuclear en un estado represivo que impida la transcripcion de regiones poco
utiles y potencialmente peligrosas del ADN, tales como las secuencias
repetitivas Alu o transposones [11,12,13]. En contraste, regiones pequenas del
ADN que van desde 200 pb hasta varias kilobases, denominadas “islas CpG”,
contienen la frecuencia esperada de dinucledtidos CpG (1 por cada 10
dinucleotidos). Estas areas estan protegidas de la metilacion y se encuentran
localizadas en las regiones promotoras proximales de cerca del 50-60% de
todos los genes [10,14]. Esta ausencia de metilacion constituye un requisito

basico para la transcripcién activa y normal funcionamiento de los mismos.

NH2

NH2

Figura 1. La metilacién del ADN supone la
\ \ adicion de un grupo metilo al carbono en
N N posicion 5 del anillo de la citosina. En el
genoma de los mamiferos, la metilacidn
tiene lugar Unicamente en las bases
citosinicas que estdn localizadas en la
O @) posicién 5’ respecto a la guanina en un

N N

dinucledtido CpG.

CITOSINA 5-METIL-CITOSINA

La principal consecuencia de la metilacion de los promotores es el
silenciamiento en la expresion del gen correspondiente [11,14]. Gracias a este
mecanismo se impide la transcripcion de secuencias parasitas del ADN,
potencialmente dafinas para la integridad celular, tales como retrovirus

endodgenos o transposones. Ademas, la metilacion es muy util para la célula en
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la inactivacion de uno de los cromosomas X en la mujer, la impresion génica o

la expresion de genes especificos de tejidos (Figura 2) [11,13].

C Correcta organizacion
E de la cromatina en sitios
IL'J Inactivacion del EEIED © IEEINEE Metilacion especifica
L cromosoma X de tejidos
A
Silencio de Impresién génica

N secuencias
o parésitas
R
M
A
L

/ ] | [ 1]
. DEL ADN
E
L
U
L
A
C RIPETMAEEEEED BEs Lo e Persistencia de residuos de 5mC
A < genes supresores de tumores
N
C
E
R
|
G Disrupcion de vias moleculares fundamentales: Generacién espontanea de:
ﬁ Apoptosis, Angiogénesis, Ciclo celular, Diferenciacion, Mutac!ones C—=>T
A Reparacion del ADN, Metastasis/Invasion Mutaciones CG —=>TT

K Mutaciones G —>T

Figura 2. Papel de la metilacién del ADN en el comportamiento normal y maligno de la célula.

La metilacion del ADN esta controlada por la actividad de al menos 3
DNMTs: DNMT1, la mas activa en mamiferos, responsable del mantenimiento
de la metilacion; DNMT3a y DNMT3b, encargadas de la metilacion de novo. Sin
embargo, la metilacion por si misma no reprime directamente la transcripcion;
ésta sucede a través de mecanismos indirectos complejos que suponen
cambios en la formacion de la cromatina [15-22]. Aunque la importancia
funcional de la metilacién en la pérdida de funcion génica esta claramente
establecida, los mecanismos moleculares implicados en este proceso no estan
totalmente dilucidados. Recientemente, se ha demostrado la implicacion

funcional de la asociacion entre metilacion y una cromatina nuclear inactiva
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desde el punto de vista transcripcional, donde las proteinas de unién a los CpG
metilados y las DNMTs estan asociados con desacetilasas y metiltransferasas
de histonas, grandes reguladores de las modificaciones de las histonas (Figura
3A y 3B). Por tanto, podemos decir que la metilacion del ADN ocurre junto con
otras modificaciones epigenéticas como son las modificaciones de las histonas

o también denominado “cddigo de histonas” [15-22].

(A)

MBP MBP

nimii

HAT

Figura 3 (A). Célula normal. Configuracion tipica de una transcripcion activa (flecha al comienzo
del exdn 1), tres exones (rectdngulos nimeros 1, 2 y 3) con una regidn promotora no metilada
en las islas CpG (circulos blancos). Las islas estdn constituidas por una region rica en CpG que
esta protegida de la metilacién, mientras que las areas inmediatas debajo de la cadena, tanto
dentro del cuerpo del gen y en direccidn 3°, muestran deplecion de CpG y fuerte metilacién
(circulos negros) tipica de la mayor parte del genoma. La constitucién de la cromatina en las
islas es favorable a la transcripcidon y se caracteriza por estar ampliamente distendida y
presentar nucleosomas no compactos con histonas acetiladas (évalos claros sobre el ADN). A
diferencia de esto, las regiones sin islas CpG tienen cromatina escasamente distendida y
nucleosomas compactos con histonas desacetiladas (évalos rojos). Las islas son accesibles a los
complejos habituales de transcripcion constituidos por una acetilasa de histonas (HAT), un co-
activador (CA) y factores de transcripcion (TF), pero no interaccionan con las metil-transferasas
del ADN (DNMTs). Por el contrario, el complejo de transcripcion no interacciona con las
regiones metiladas que sin embargo son plenamente accesibles a las DNMTs y presentan
complejos proteicos constituidos por proteinas que se unen a las citosinas metiladas (MBPs,
halo naranja) y desacetilasas de histonas (HDAC).
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(B)

MBP

MB

1

”®>

\

Figura 3 (B). Célula tumoral. El gen muestra metilacion aberrante y silencio transcripcional (X). La
isla CpG esta ahora fuertemente metilada (circulo negros), plenamente accesible a las DNMTs y
los nucleosomas contienen histonas desacetiladas y estan aiun mds compactos con cromatina
menos distendida (dvalos rojos). Las islas CpG metiladas interactian ahora con los complejos
MBP-HDAC y el complejo de transcripcion estd excluido de la regidn. El drea por debajo de la isla
muestra la hipometilacién tipica del genoma de la célula tumoral, con débil interaccién con
DNMTSs, con un descenso del nimero de nucleosomas y pocos complejos MBP-HDAC.

Las histonas acumulan su informacién epigenética mediante un conjunto
de modificaciones quimicas post-traduccionales como son la acetilacion,
metilacién, fosforilacion, ubiquitinacion y sumoilacion. La mayoria de estas
modificaciones ocurren en aminoacidos bien conservados durante la evolucién
que se localizan en las regiones o “colas” amino-terminales de las histonas que
forman el nucleosoma (esta estructura de la cromatina se compone de unos
146 pb de ADN enrollado alrededor de un octamero formado por dos unidades
de cada una de las siguientes cuatro histonas, la H2A, H2B, H3 y H4). La teoria
que se propone es que en las histonas ocurren varias modificaciones que
actuan secuencialmente o en combinacion, definiendo lo que se denomina el
‘codigo de histonas”, confiriendo a una regidn concreta de la cromatina el
estado general de transcripcion. En general, en células normales la acetilaciéon

de las lisinas de las histonas 3 y 4 (AcH3, AcH4) se asocia con regiones
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gendmicas en conformacién activa de la transcripcion. La metilaciéon de las
histonas puede ocurrir en residuos de lisina o arginina y su consecuencia
funcional depende de cual sea el residuo o la regién que se haya modificado.
Asi, la trimetilacién de la lisina en posicién 4 (3meK4H3) o 79 y de la arginina
en posicion 17 de la histona 3 se asocia con una transcripcién activa, mientras
que la trimetilacion de la lisina en posicion 9 (3meK9H3), 27 (3meK27H3) o 36
de la histona 3 y la lisina en posiciéon 20 de la histona 4 se asocia con una
represion de la transcripcién. En una célula normal, las regiones de los
promotores de los genes se asocian con marcas de cromatina abierta como
son la AcH3 y AcH4 y la 3meK4H3, mientras que las regiones repetitivas se
asocian con marcas de cromatina cerrada como son la 2-3meK9H3, la
3meK27H3 y la trimetilacion de la lisina 20 de la H4. En contraposicién, en el
caso de una célula tumoral, se pierden las marcas de cromatina abierta y se
ganan las marcas de cromatina cerrada como son la 3meK9H3 y 3meK27H3
en los promotores mientras que se pierden estas marcas en las regiones
repetitivas del genoma (Figura 4). En conclusion, las modificaciones de las
histonas, al igual que la metilacion del ADN, tienen una gran importancia en el
mantenimiento de la integridad del genoma y en la regulacion normal de la

transcripcion génica.
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CELULA NORMAL

K4 K4

K27 K20 K27 K20 K27 K20

K9 K9

K16
|-I".'

A

]

ADN ADN ADN

\ PROMOTORES DE GENES j

K20 K20

I-/AI
B l
][]

O Acetilacion
@ Metilacién

ADN ADN ADN

CELULA TUMORAL

Figura 4. Cddigo de las histonas. En una célula normal, las regiones de los promotores de los
genes se asocian con marcas de cromatina abierta como son la AcH3 y AcH4 y la 3meK4H3,
mientras que las regiones repetitivas se asocian con marcas de cromatina cerrada como son la
3meK9H3, la 3meK27H3 y la trimetilacidn de la lisina 20 de la H4. En la célula tumoral, se pierden
las marcas de cromatina abierta y se ganan las marcas de cromatina cerrada como son la
3meK9H3 y 3meK27H3 en los promotores mientras que se pierden estas marcas en las regiones
repetitivas del genoma

1.1.2.- Metilacion del ADN en la oncogénesis

En las células tumorales, la hipermetilacion aberrante de las islas CpG
en torno a las regiones promotoras de los genes es, hoy por hoy, el cambio
epigenético mejor caracterizado; se encuentra virtualmente en todos los tipos
de neoplasias humanas y esta asociada, como se ha mencionado
anteriormente, con la transcripcion inapropiada mediante el silenciamiento de
genes. La hipermetilacién del promotor es tan frecuente, o mas aun, que los
trastornos de los genes supresores de tumores clasicos por mutacién o
delecion [7, 9, 11, 12, 13, 20, 23, 24]. La hipermetilacion de los promotores
puede encontrarse de manera temprana en la tumorogénesis. Estas
alteraciones epigenéticas pueden ocasionar pérdidas prematuras en el control

del ciclo celular, regulacion alterada de los factores de transcripcion génica,
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trastornos de la interaccion célula-célula y célula-sustrato, disregulacion en la
reparacion del ADN, resistencia a drogas, destoxificacién, apoptosis y
angiogeénesis, e incluso multiples tipos de inestabilidad genética, todas ellas
caracteristicas del comportamiento maligno exhibido por las células tumorales
humanas (Figura 2).

Aunque tanto la hipermetilacion del promotor como la mutaciéon de un
gen se asemejan en que ambas originan una ventaja selectiva en la
proliferacion de la célula neoplasica, hay algunas diferencias fundamentales
entre los eventos genéticos y epigenéticos que, en potencia, son muy
significativas para la biologia del tumor. Por ejemplo, la pérdida de la
transcripcion génica asociada con la metilacion aberrante de los promotores en
las islas CpG esta mediada por la densidad de la metilacidon dentro de la regién
[25]. Dicha densidad puede aumentar durante el tiempo [26,27] y asi estar
asociada con un aumento gradual de la pérdida de transcripcion en lugar de
con una pérdida inmediata y fija de la funcidbn, como ocurre en los eventos
genéticos segun el clasico modelo en “2 hitos” de Knudson. Ademas, la
hipermetilacion del promotor y el silencio génico asociado permanecen,
generalmente, muy estables en las células cancerosas [28] y son cambios que,
a diferencia de las mutaciones, pueden ser potencialmente reversibles.

Ademas, los modelos de metilacion de los genes pueden también
aportar diferentes tipos de informacién util sobre una célula tumoral: (a) cada
tipo de tumor tiene un grupo caracteristico de genes con una propension
incrementada a ser metilados [29]; el perfil de la hipermetilacion del promotor
para los genes difiere para cada tipo de cancer, facilitando un perfil tumor-
especifico y génico-especifico; (b) un tumor individual dentro de un mismo
paciente tiene una unica huella epigenética reflejo de la evolucion de ese tumor
en comparacion con un tumor del mismo tipo en un paciente diferente [30]. Asi,
tal mapa epigenético puede ser inestimable en la deteccion del cancer, en la

prediccion de la respuesta al tratamiento y en el prondstico.
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1.1.3.- Hipermetilacion de las islas CpG en la LLA

Se ha determinado el estado de metilacién del ADN para un numero de
genes en la LLA (Tabla 1). La mayoria de estos genes fueron elegidos
originariamente a causa de su conocido o presumido papel en la
inmortalizacién celular y transformaciéon en el cancer hematoldgico y de otros
tipos. Algunos de estos genes analizados fueron seleccionados porque se
encontraban silenciados de manera aberrante en las muestras tumorales en
comparacién con su modelo de expresion en los tipos celulares de los cuales
derivaban. Sin embargo, las secuencias génicas de algunas muestras
individuales fallaron en demostrar la pérdida de heterocigosidad, mutaciones,
traslocaciones u otras alteraciones genéticas, indicando que otros mecanismos
de control celular podrian ser responsables de la inactivacion génica. Tales
resultados minaban la hipotesis de que las hemopatias surgian a través de
alteraciones genéticas puras. Posteriormente, se investigaron muchos de estos
genes silenciados para establecer la presencia y el alcance de la metilacion del

ADN como fuente de silencio aberrante.

Tabla 1.- Genes metilados en LLA.

0,
GEN LOCALIZACION FUNCION % PACIENTES

METILADOS
ADAMTS1 21921.2 Metaloproteasa 45
ADAMTS5 21g21.3 Metaloproteasa 36
APAF1 12923 Regulacion apoptosis 23
ARTS 17q22-23 Regulacion apoptosis 22
ASPP1 14932-33 Coestimulador p53; regulacién apoptosis 22
CHD1 16922 Adhesidn célula-célula 37
CHD13 1624 Adhesion célula-célula 35
DAPK 9934 Regulacion apoptosis 12
DBC1 9g32-33 Regulacion apoptosis 13
DIABLO 12g24.31 Regulacién apoptosis 22
DKK3 11p15 Antagonista sefiales via Wnt 33
FHIT 3p14.2 GST; metabolismo purinas 19
HDPR1 14g23.1 Antagonista sefales via Wnt 26
hRFC 21922.3 Transportador folato 18
LATS1 6g23-25 GST; control ciclo celular G2-M 34

11
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LATS2 13g11-12 Control ciclo celular G1-S 28
LNHX2 9g33-34.1 Control diferenciacién y crecimiento 12
NES1 19g13 Control diferenciacién y crecimiento 56
P14 9p21 Control ciclo celular; regulacion apoptosis 8
P15 9p21 Control ciclo celular G1-S 18
P16 9p21 GST; control ciclo celular G1-S 15
P57 11p25 Control ciclo celular G1-S 9
P73 1p36 Control ciclo celular G1-S 19
PACRG 6026 Ubiquitinacién 27
PARK2 6026 Ubiquitinacion 27
PTEN 10923 GST; adhesion/movilidad celular; apoptosis; 16

angiogénesis; regulacion ciclo celular G1;
transduccion sefiales

PGR 11g22-23 Receptor progesterona 40
REPRIMO 2g23.3 Control ciclo celular G2-M 28
RIZ 1p36 GST; via retinoblastoma 26
sFRP1 8pl12-11.1 Antagonista sefiales via Wnt 38
sFRP2 4931.3 Antagonista sefiales via Wnt 17
sFRP4 7pld.1 Antagonista sefales via Wnt 21
SFRP5 10g24.1 Antagonista sefiales via Wnt 28
SHP1 12p13 Inhibidor sefiales via Jak/STAT 12
SMCIL1 Xp11.22 Reparacién ADN 8
SMCIL2 22g13.31 Reparacién ADN 59
SYK 9922 Transduccion sefiales 14
TMS1 16p11-12 Regulacion apoptosis 10
WIF1 12g14.3 Antagonista sefiales via Wnt 30

Abreviaturas: GST, gen supresor tumoral.

Para aclarar esta cuestion, diversos investigadores incluyendo nuestro
grupo han examinado multiples genes tumorales clave sometidos a la
inactivaciéon epigenética en un gran conjunto de LLA de novo con el fin de
obtener un mapa de esta alteracion en la enfermedad [31-33, 34-36]. Los
resultados de estos estudios indican que la metilacion de multiples genes es un
fendmeno comun en LLA y puede ser la via mas importante para inactivar los
genes relacionados con el cancer en esta enfermedad. Entre el 70% y 90% de
los casos presentaban al menos un gen metilado, mientras que entre el 25% y
40% de los casos tenian tres o mas genes metilados ya sean en el diagndstico
[31-33,34-36] o en el momento de la recaida [37,38]. Sin embargo, estos

mismos genes no estaban metilados en los linfocitos de controles sanos y en
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tejidos no malignos de los mismos pacientes [36]. Ademas, la metilacion de
varios de los genes analizados estaba fuertemente correlacionada, lo que
sugiere que la metilacion de la isla CpG se relaciona con defectos especificos
de metilacién en subconjuntos de LLA, en lugar de que la metilacion de cada
isla represente un suceso aleatorio seguido por la seleccion de la célula
afectada [32].

Apoyando el papel de la metilacion del ADN en la patogenia de la
leucemia aguda, los pacientes con genes metilados mostraron un periodo de
tiempo mas corto para el desarrollo de una leucemia secundaria relacionada
con la terapia que los pacientes con genes no metilados [39]. Ademas, en las
células LLA se han descrito proteinas especificas vinculadas a la metilacién
que pueden explicar el fracaso de algunos promotores metilados ligados a
factores de transcripcion [40]. Nuestro grupo ya ha sugerido cémo la
hipermetilacion del promotor puede participar en la patogénesis y el prondstico
de la LLA [41].

1.1.4.- Papel de la hipermetilacion del ADN en la patogénesis y pronostico
delaLLA

La metilacion en las células humanas con LLA puede participar en la
inactivaciéon de las cinco principales vias celulares: (a) disregular aquellos
eventos del crecimiento cuyo objetivo es el control principal de la fase G1-tardia
del ciclo celular, ya sea directamente (inactivacion de pl5, pl6 y p57) o
indirectamente (inactivacion de p73, PTEN, NES-1 y LATS-2) y aquellos que
regulan la transicion de G2 a M regulando a la baja la actividad cinasa de
CDC2/Ciclina A (LATS-1); (b) el programa apoptético a través de la inactivacion
de pl4, TMS1, APAF-1, ASPP-1, DIABLO, DBC-1 y DAPK [32,33,42,43,44]; (c)
la inactivacion de aquellos genes que antagonizan las sefales oncogeénicas de
la via WNT/B-catenina (DKK-3, sFRP-1, sFRP-2, sFRP-4, sFRP-5, WIF-1 y
HDPR-1) [45,46]; (d) la adhesion célula-célula por la inactivacion de algunos de
los miembros de la familia de las cadherinas (CDH13 y CDH1) y de las
metaloproteasas (ADAMTS1 y ADAMTS5) [32,33,44]; y (e) inactivar algunas
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proteinas con actividad cinasa y fosfatasa que modulan las vias intracelulares
inducidas por la estimulacion de diferentes receptores de citocinas (SHP-1 y
SYK-1) [47,48].

Se acepta de manera general que las caracteristicas clinicas de los
pacientes con LLA incluyendo la edad y la cifra de leucocitos, son potentes
factores relacionados con la respuesta al tratamiento. Sin embargo, a pesar de
la estratificacién por grupos de riesgo, hasta el 20% de los nifios con riesgo
estandar y mas del 50% de los pacientes adultos estan destinados a la recaida
con el tratamiento actual adecuado [1]. Mas recientemente se ha demostrado
que reconocidos marcadores bioldgicos, como el inmunofenotipo, las
caracteristicas genéticas y la respuesta al tratamiento, son independientes de
las caracteristicas clinicas tradicionales y proporcionan marcadores adicionales
de enfermedad mas agresiva [2,4].

La evidencia a favor del papel de la metilacion del ADN en la
patogénesis de la leucemia esta creciendo continuamente, pero aun no se ha
demostrado que la metilaciéon induzca la leucemia por si misma. Ademas, el
numero de genes metilados encontrados en la LLA ha aumentado en los
ultimos anos, pero sélo una minoria de ellos puede ser inscrita en mecanismos
reconocidos de leucemogénesis. Por el contrario, se ha demostrado
repetidamente que el estado de metilacion influye en la progresion de la LLA 'y
determina el prondstico de la misma. Varios mecanismos podrian explicar esta
influencia: primero, la metilacién de genes individuales puede estar asociada
con variables de mal prondstico ya conocidas en la LLA; segundo, la metilacion
de los genes implicados en la progresion de la enfermedad o en la respuesta al
tratamiento puede modular el prondstico; finalmente, la acumulacion de genes
supresores de tumores metilados puede estar asociada con resultados
progresivamente peores de la enfermedad.

Ya que el proceso de metilacién puede actuar a nivel global en cada tipo
de cancer, o incluso en cada paciente, otro enfoque para determinar el valor
pronostico de la metilacion consiste en el examen de los estados de metilacion
de varios genes, no solo de uno, como el mejor indicador prondstico en la LLA.

En este sentido, una enfermedad determinada se podria incluir en una forma
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mas o menos grave en funcion del numero de genes involucrados, lo que
representaria un indicador de la situacion general de metilacion del paciente.
Para confirmar esta hipétesis, nuestro grupo ha estudiado el estado de
metilacion de 39 genes potenciales o reconocidos supresores de tumores
pertenecientes a todas las vias moleculares implicadas en la inmortalizacién y
transformacion celular (Tabla 1), y ha comparado el resultado entre los
pacientes (n = 201) con un fenotipo metilador positivo (CIMP+, mas de dos
genes metilados) y pacientes (n = 106) con un fenotipo metilador negativo
(CIMP-, menos de tres genes metilados) [32,33,44].

La tasa de remision completa (RC) de los pacientes en los grupos CIMP-
y CIMP+ fue de 91% y 87%, respectivamente, representando el 89% de la tasa
general de RC. Esto sugiere que el perfil de metilacién no se correlaciona con
la respuesta a la terapia de induccion a la remisién. Sin embargo, los pacientes
en el grupo CIMP- tuvieron una tasa de recaida mas baja que los pacientes del
grupo CIMP+ (26% vs. 58%, p < 0.0001). La tasa de mortalidad fue también
mas baja para el grupo CIMP- comparada con el grupo CIMP+ (34% vs. 58%, p
< 0.001). La supervivencia libre de enfermedad (SLE) estimada a los 14 anos
fue del 68% y 32% para los grupos CIMP- y CIMP+, respectivamente (p <
0.0001; Figura 5A). La supervivencia global (SG) actuarial a los 14 afos
calculada para todos los pacientes leucémicos fue del 63% para los CIMP- y
del 32% para los CIMP+ (p = 0.0002; Figura 5B). Un analisis multivariante de
los factores pronosticos potenciales (incluyendo cifra de leucocitos,
alteraciones citogenéticas, BCR-ABL, TEL-AML1, edad y fenotipo B/T),
demostré que el perfil de metilacion era un factor prondstico independiente en
predecir la SLE (p < 0.0001) y la SG (p = 0.003) en las series globales, asi

como en el analisis separado tanto en los nifios como en los adultos con LLA.
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Figura 5. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para los pacientes con LLA (n=307; 162
adultos y 145 nifios) de acuerdo con los perfiles de metilacidon. Curvas de Supervivencia
Libre de Enfermedad (A) y Supervivencia Global (B) para todos los pacientes estudiados.
CIMP- (pacientes con 0-2 genes metilados); CIMP+ (pacientes con mas de 2 genes
metilados). Treinta y nueve genes relacionados con el cancer se analizaron para la
metilacién (ver Tabla 1).

Ademas, el estado de metilacion era capaz de redefinir el prondstico de
determinados grupos de LLA con caracteristicas prondsticas bien establecidas.
Un fenotipo CIMP- mejoré la mala respuesta general de pacientes que
presentaban cromosoma Filadelfia [32], LLA de células T [33] o cifras altas de
leucocitos al diagndstico [32], mientras que la presencia de un fenotipo CIMP+
empeoro la buena respuesta general de los pacientes TEL-AML1 positivos [44].

Por lo tanto, el perfil de metilacién en la LLA podria tener importantes
implicaciones clinicas complementando a los estudios inmuno-fenotipicos,

citogenéticos y moleculares estandar para guiar la eleccion de la terapia.
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1.1.5.- Hipometilacion del ADN en la LLA

La hipometilacion global, es decir, la disminucion del contenido de 5mC
en el genoma, se observa frecuentemente en las neoplasias afectando a
secuencias repetitivas. Estas incluyen los transposones (especialmente el
retrotransposon LINE1) y elementos enddgenos retrovirales [49]. Aunque la
hipometilacion del ADN asociada al cancer es tan prevalente como la
hipermetilacion, su significado biolégico es mas incierto [50].

Se ha visto que tanto la hipometilacion gendémica general y la
hipermetilacion regional coexisten en el ADN extraido de diferentes tipos de
tejidos neoplasicos [11,50].

Recientemente, hemos analizado la extension de la hipometilacion e
hipermetilacion del ADN en una serie amplia de pacientes con LLA (n=307)
para determinar si reflejan caracteristicas bioldgicas y clinicas distintivas, y si
representan dos elementos disfuncionales independientes del sistema de
metilaciéon del ADN. EI promotor de LINE1 (L1) estaba hipometilado en 73/307
(24%) de los pacientes con LLA. No encontramos asociaciones significativas
entre el estado de metilacion de ninguna de las 39 regiones ricas en
dinucleodtidos CpG estudiadas y los niveles de hipometilacion de L1. Ademas, la
hipometilacion de L1 estaba distribuida de manera similar entre los grupos
CIMP-y CIMP+ (26% versus 23%). La ausencia de cada una de las relaciones
sugiere que la hipometilacion del ADN asociada al tumor contribuye a la
leucemogeénesis linfoide por separado de la hipermetilaciéon aberrante del ADN
y del consecuente silencio de los genes supresores de tumores. A diferencia de
la hipermetilacion del promotor, la hipometilacion del ADN constituia un
indicador de buen prondstico en los analisis uni- y multivariante, y era capaz de
definir un grupo de bajo riesgo entre el grupo de pacientes CIMP-. Los
pacientes hipometilados con un estado CIMP- mostraron una SLE del 100% a
los 12 afnos y una SG del 81% (Figura 6). Esta asociacién opuesta entre hiper-
e hipometilacion es también consecuente con los papeles independientes de

ambas anormalidades en el inicio y progresion del tumor.
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Figura 6. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para los pacientes con LAL CIMP- (n=106)
de acuerdo con el estado de hipometilacion. Curvas de Supervivencia Libre de Enfermedad
(A) y Supervivencia Global (B) para pacientes CIMP- (pacientes con 0-2 genes metilados)
segun el estado de metilacion del retrotransposon LINE1 (L1).

Aunque, la pérdida de metilacién del ADN en ciertas regiones puede
favorecer la expresién de genes “virales” insertados y elementos repetidos con
potencial téxico celular, la hipometilacion es otro mecanismo que puede facilitar
la expresidn de oncogenes especificos reprimidos, particularmente, en células

LLA-T [51], como por ejemplo el proto-oncogen HOX11.

1.1.6.- Perspectivas terapéuticas

A diferencia de los cambios genéticos en el cancer, los cambios
epigenéticos son potencialmente reversibles. Asi, existe la posibilidad de
reactivar epigenéticamente genes tumorales silenciados para beneficio
terapéutico. El agente desmetilante 5-azacitidina y su derivado 5-aza-2'-
deoxicitidina (decitabina) son poderosos inhibidores de la metilacién del ADN,
ya que son incorporados a los acidos nucleicos de las células en division,
donde actuan segun un mecanismo basado en la inhibicion de las DNMTs [52].
Sus usos para restaurar la funcién génica en células tratadas en cultivo han

indicado que podrian también ser utiles para tratar pacientes con procesos
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malignos [53]. De hecho, esas drogas han sido ya empleadas de manera
satisfactoria para el tratamiento de hemopatias malignas, como SMD o LMA
[54-56]. En asociacidon con otros tratamientos quimioterapicos, los inactivadores
de las DNMTs pueden actuar de manera sinérgica, sensibilizando a otros
tratamientos [56] y remitiendo leucemias previamente refractarias [57].
Apoyando esta idea, los agentes desmetilantes combinados con ATRA inducen
la apoptosis en lineas celulares [58]. Sin embargo, en algunos casos, no se ha
encontrado correlacién entre la metilacion génica y la expresién después del
tratamiento con 5°-azacitidina, sugiriendo que otros mecanismos aparte de la
desmetilacion puedan jugar un papel en el efecto de estas drogas [59]. En la
actualidad, se estan disefiando moléculas antisentido contra las DNMTs y
estdn siendo probadas en un intento de evitar algunos de los efectos
indeseables de la 5'-azacitidina y analogos [54].

El hallazgo de que la deacetilacion de las histonas esta ligada a los
procesos de metilacidn como un mecanismo adyuvante en el silencio génico ha
constituido una base racional para el empleo de inhibidores de las HADCs,
tales como el acido valproico, el fenilbutirato sédico o el depsipéptido como
agentes antineoplasicos. Una nueva estrategia basada en la combinacién de
inhibidores de las DNMT y HDAC reduce el crecimiento de las células
leucémicas in vitro [60].

Hemos demostrado recientemente que la regulacion epigenética de los
inhibidores Wnt es un mecanismo clave que contribuye de manera significativa
a la activacion de las senales de la via Wnt en LLA [46]. Este hallazgo tiene
implicaciones clinicas potenciales para pacientes afectos de LLA. La
demostracién de que la inhibiciéon de la B-catenina induce apoptosis en la LLA
establece esta via como una diana atractiva para el uso de terapias mas
especificas como la Quercetina [61] o los mas recientes antagonistas
farmacologicos del complejo proteinico Tcf/B-catenina [62]. Ademas, el hecho
de que el tratamiento con decitabina inactiva las sefales de la via Wnt como
demostramos en nuestro estudio [46], puede justificar el uso de agentes
desmetilantes clinicamente aprobados como la decitabina o 5-aza-2'-
deoxicitidina en pacientes con LLA [63,64,65].
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1.2.- EXPRESION Y FUNCION DE MICROARNS EN EL CANCER.

1.2.1.-La nueva era del cancer: la “miR-evoluciéon”

Los microARNs (miR) son pequefios ARNs no codificantes de 19-24
nucleodtidos de longitud que fueron descubiertos hace mas de una década por
Victor Ambros y colaboradores [66]. Estos autores encontraron que lin-4, un
conocido gen que participa en el desarrollo del nematodo Caenorhabditis
elegans, no codificaba una proteina pero, en su lugar, daba origen a un
pequeio ARN de 22 nucledtidos que, posteriormente, se vio que se
relacionaba con la region 3’ no-trasladada (UTR) del ARNm lin-14 y reprimia su
expresion [67].

Los descubrimientos efectuados durante los ultimos afos apoyan un
papel para los miRs en la regulacion de procesos cruciales tales como la
proliferacion [68], apoptosis [69], desarrollo [70], diferenciacion [71] y
metabolismo celular [72]. Recientemente, la expresion de miRs se ha ligado al
cancer. La primera evidencia de afectacion de los miRs en las neoplasias vino
del hallazgo de la disminucion o ausencia de los miR-15« y miR-16-1 en la
mayoria de pacientes con leucemia linfatica cronica (LLC) [9]. Los miR-15« y
miR-16—1 estan localizados dentro del intrén de un gen no codificante de ARN
de funcion desconocida, llamado deleted in lymphocytic leukemia (DLEU2).
Este gen reside en una region de 30-Kb en el cromosoma 13q14, la cual es
delecionada en mas del 65% de las LLCs [73], en el 50% de los linfomas del
manto [74], en el 16-40% de los mielomas multiples [75] y en el 60% de los
canceres de prostata [76]. Esta observacion condujo a indagar en la asociacion
entre las localizaciones de los miRs y las regiones gendmicas involucradas en
el cancer. Asi, la mitad de los miRs conocidos estan localizados dentro o cerca
de sitios fragiles, en regiones de pérdida de heterocigosidad, en regiones de
amplificacion génica o en puntos de rotura habitualmente asociados a tumores
[77]. Por ejemplo, el grupo 17-92 estd localizado en 13q31, una region
comunmente amplificada en linfomas [78]; miR-143 y miR-145 estan

localizados en 5933, el cual esta frecuentemente delecionado en sindromes
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mielodisplasicos, y miR-142 esta localizado en la vecindad de la regién de

rotura t(8;17), que afecta al cromosoma 17 y al gen MYC. Esta traslocacion

yuxtapone al gen MYC cerca del promotor del miR-142 induciendo una sobre-

expresion anormal de MYC que esta asociada con linfomas y leucemia
prolinfocitica [79] (Tabla 2).

Tabla 2.- Ejemplos de microARNSs localizados en regiones minimas delecionadas, regiones minimas

amplificadas y puntos de rotura involucrados en las neoplasias humanas.

CROMOSOMA LOCALIZACION TAMANO MiR HISTOTIPO OGo ST
(marcas definidas) (Mb)
3p21.1-21.2-D ARP-DRR1 7 Let-7gy Céncer mamay Desconocido
miR-135-1 pulmén
3p21.3(AP20)-D  GOLGA4-VILL 0.75 MiR-26a Cancer epitelial Desconocido
3p23- D3S1768-D3S1767 12.32 MiR-26a y Cancer Desconocido
21.31(MDR2)-D miR-138-1 nasofaringeo
5q32-D ADRB2-ATX1 2.92 MiR-145y Sindrome Desconocido
miR-143 mielodisplasico
9922.3-D D9S280-D9S1809 1.46 MiR-24-1, Cancer urotelial CPT y AFNCC
miR-27by
miR-23b; let-7a-1,
let-7f-1y let-7d
9g33-D D9S1826—-D9S158 0.4 MiR-123 Céncer pulménno  Desconocido
células pequeiias
11923-924-D D11S927-D11S1347  1.994 MiR-34a-1 y miR- Cancer mamay PPP2R1B
34a-2 pulmén
11923—q24-D D11S1345- 1.725 MiR-125b-1, Cancer mama, Desconocido
D11S1328 let-7a-2 y miR-100  pulmon, ovario y
cérvix
13q14.3-D D13S272-D13S25 0.54 MiR-15a y miR-16a  LLC células-B Desconocido
13g32-33-A stSG15303- 7.15 MiR-17, miR-18, Linfoma folicular Desconocido
stSG31624 miR-19a, miR-20,
miR-19b-1y
miR-92-1
17p13.3-D D1751866— 1.899 MiR-22, miR-132 y  Carcinoma Desconocido
D1751574 miR-212 hepatocelular
17p13.3-D ENO3-TP53 2.275 MiR-195 Céancer pulmoén TP53
17q22-t(8;17) MiR-142s—c-MYC MiR-142s y Leucemia c-MYC
miR-142as prolinfocitica
17923-A CLTC-PPM1D 0.97 MiR-21 Neuroblastoma Desconocido
20q13A FLI33887-ZNF217 0.55 MiR-297-3 Cancer colon Desconocido
21911.1-D D21S1911-ANA 2.84 MiR-99a3, let-7cy Cancer pulmdn Desconocido
miR-125b

LLC, leucemia linfatica crénica; AFNCC, anemia Fanconi, grupo complementario C; OG, oncogen;
PPP2R1B, proteina fosfatasa 2, subunidad A reguladora, isoforma B; CPT, carcinoma papilar tiroides;

PT53, proteina tumoral 53; ST, supresor tumoral.
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El uso de microarrays de expresion de miRs hace posible estudiar sus
perfiles en pacientes con cancer, confirmando que los miRs estan expresados

de manera diferente en muestra normales frente a tumorales [80].

1.2.2.- Biogénesis de los miARNs

Los miRs son inicialmente transcritos por la ARN-Polimerasa Il (pol Il) en
un transcrito primario largo (pri-miR) de varias kilobases de longitud [81]. Estos
pri-miRs son poliadenilados y posteriormente fragmentados en el nucleo por la
enzima Drosha para liberar otro precursor de = 60-75 nucledtidos (pre-miR)
[82,83] (Figura 7).

Gen miARN
o l
Pri-miARN :-:z
l
complejo RISC 3 .’-.".'
Pre-miARN 'r '
mANR drema
(4) Rotura mARN Inhibicién traduecion
NUCLEO \ /
(3) D|
CITOPLASMA Cadena de miARN maduro
mrARN duplex incorporada a RISC

Separacion
y rotura

Figura 7. Biogénesis del microARN. (1) Los microARNSs son transcritos por la ARN-polimerasa
Il (pol II) en largos transcritos de miARN de tamaio variable (pri-miARN), que son
reconocidos y divididos en el nucleo por la enzima RNasa Ill Drosha, produciendo un
precursor en forma de horquilla llamado pre-miARN. (2) Este pre-miARN es exportado desde
el nucleo al citoplasma por la exportina 5 y es procesado mds adelante por otra enzima Rnasa
denominada Dicer (3), que produce un polinucléotido 19-24 duplex transitorio. Unicamente
una cadena del duplex miARN (miARN maduro) es incorporada a una larga proteina compleja
llamada RISC (complejo ARN silenciador inducido). (4) EIl miARN maduro dirige a RISC a dividir
el ARNm o induce represion traduccional dependiendo del grado de zonas complementarias
entre el miARN y su diana.
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El pre-miR es transportado al citoplasma por la exportina 5 [84,85] donde
es procesado por la enzima Dicer, resultando un producto maduro duplex de
19-24 nucledtidos, de las cuales una cadena es incorporada dentro de un
complejo efector llamado complejo silenciador ARN-inducido (RISC) [86,87]. La
cadena que es incorporada al RISC es el miR maduro, mientras que la cadena
opuesta es eliminada por fragmentacion o un mecanismo de bypass [88,89].
Los miRs regulan sus genes dianas por rotura directa del ARNm o por
inhibicion de la sintesis de proteinas, de acuerdo con el grado de
complementariedad con sus regiones 3 UTR dianas [90]. Las
complementariedades perfectas o casi perfectas entre el miR y su diana 3'UTR
induce al RISC a la fragmentacion del ARNm, mientras que la
complementariedad imperfecta induce principalmente silencio en la traduccién
del gen (Figura 7) pero puede también reducir la cantidad del ARNm diana
[91]. En los ultimos afos, se ha visto que los miRs también dirigen la
deadenilacién rapida de los ARNm diana, conduciendo a un deterioro rapido
del ARNm y la reduccion de sus niveles [92].

En la actualidad, hay mas de 1000 miRs humanos reflejados en el

registro de miRs (http://microrna.sanger.ac.uk/) [93], y un trabajo reciente ha

predicho que el numero crecera considerablemente [94]. Se estima que por
encima del 30% de genes humanos estan regulados por miRs [95]. Se supone
que cada miR tiene varios cientos de transcritos diana [95], haciendo de los
miRs una de las familias mas importantes y extensas de reguladores

gendmicos.

1.2.3.- Perfil de expresion en pacientes oncolégicos

Diversos grupos han estudiado la expresion de miRs en los pacientes
oncoldgicos y han demostrado que los miRs estan diferencialmente expresados
en tejidos normales y sus correspondientes tumores [80]. Estas diferencias son

tumor-especificas y, en algunos casos, estan asociadas con el prondstico [80].
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1.2.3.1.- Estudios de expresion en tumores solidos

El primer informe sobre la disregulacion de los miRs en tumores sdlidos
fue la observacion de una infrarregulacion constante del miR-143 y miR-145 en
el cancer colorrectal [96].

Un unico perfil de miRs constituido por 42 miRs fue capaz de distinguir
con exactitud tejidos tumorales frente a normales. Entre los genes
discriminativos, muchos estaban asociados con sitios y regiones fragiles que
estaban amplificadas en el cancer; en particular, miR-21 y miR-205 estan
localizados en una region amplificada en el cancer pulmonar, mientras que
mMiR-126 en 99q34.3 esta localizado en una regidn comunmente delecionada en
el cancer de pulmén. Ademas, los perfiles de miRs se han correlacionado con
la supervivencia de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar: la alta
expresion de miR-155 y la baja expresion de let-7a-2 se asocid con una pobre
supervivencia por analisis univariante y multivariante [97]. Esto fue confirmado
en un grupo independiente de pacientes usando una tecnologia diferente
(PCR-tiempo real) para los precursores [97].

En el cancer de mama, el primer estudio por microarrays de perfiles
obtuvo resultados de 76 pacientes con cancer de mama y diez muestras
normales y encontr6 29 miRs, cuya expresion estaba disregulada
significativamente en los tumores [98]. Los miRs mas disregulados fueron miR-
125b, miR-145, miR-21 y miR-155. Ademas, la expresion de los miRs estaba
correlacionada con caracteristicas patolégicas especificas del tumor tales como
el estado del receptor estrogénico, el estadio tumoral, la invasion vascular y el
indice proliferativo [98]. Al igual que en el cancer de pulmdn, una expresion
reducida de let-7a estaba relacionada con un mal pronéstico, caracterizado por
metastasis ganglionares y alto indice proliferativo.

En el glioblastoma multiforme, se identific6 un grupo de miRs cuya
expresion estaba alterada significativamente en este tumor [99]. Entre ellos, el
miR-21, miR-221 y miR-25 son miembros de un patron comun a seis canceres
sélidos [100].
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Usando una plataforma de microarray similar que incluye sondas para
detectar miRs precursores y maduros, Murakami et al. [101] estudiaron la
expresion de miRs en 25 parejas de carcinoma hepatocelular y tejido
adyacente no-tumoral, y nueve tejidos de hepatitis cronica. Su analisis mostré
un numero pequeno de miRs asociados con estados de diferenciacion de los
tumores, sugiriendo que estos miRs podrian contribuir tanto a la oncogénesis
como a la pérdida de diferenciacion [101].

Volinia et al. [100] realizaron un extenso analisis de miRs en 540
muestras incluyendo tumores de mama, pulmonar, de estobmago, de prostata,
de colon y pancreatico, e identificaron un patron para el cancer sélido
compuesto por una gran proporcion de miRs sobre-expresados, incluyendo
miR-155, miR-17-5p, miR-20a, miR-21, miR-92 y miR-106a.

1.2.3.2.- Estudios de expresién en hemopatias

Se han observado diferencias significativas en la expresion del
‘miRNoma” entre las células humanas de la LLC-B y las CD5+ (que
representan el equivalente normal de las células LLC-B) [102]. Se pudieron
distinguir dos grupos de pacientes dependiendo de la presencia/ausencia de
expresion de la proteina cinasa ZAP-70, un factor predictivo de la progresion de
la enfermedad, y de la presencia/ausencia de mutaciones en la region variable
(Vh) de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (Ig) [102]. En el mismo
sentido, se ha descrito un perfil Unico de miRs compuesto por soélo 13 de ellos
(de 190 analizados) asociado con el prondstico y progresion en la LLC [103].
Este perfil distingue casos de LLC con comportamiento indolente (bajos niveles
de ZAP-70 e IgVh mutada) de aquellos casos con un curso mas agresivo (altos
niveles de ZAP-70 e IgVh no mutada).

En otras hemopatias, una expresion alta de miR-155 y del gen donde se
localiza, BIC (B-cell integration cluster), se ha descrito en el linfoma de Burkitt
pediatrico (LB) [104], en la enfermedad de Hodgkin, y en los linfomas primarios
mediastinicos y difusos de células grandes [105]. MiR-155 se encuentra sobre-

expresado unas 100 veces en el LB pediatrico, mientras que en el LB adulto se
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observa una reduccién en los niveles de BIC y miR-155 [106]. Esta diferencia
podria estar relacionada con la edad de comienzo del LB.

Lu et al. [107] determinaron la expresion de 217 miRs humanos en un
panel de 334 muestras que incluian multiples tejidos neoplasicos y normales.
Observaron una expresion diferencial de casi todos los miRs en los diversos
tipos de cancer. El agrupamiento jerarquico no supervisado de miRs reveld que
las muestras agrupadas de acuerdo a su origen de desarrollo mostraban claras
diferencias entre los tumores hematopoyéticos y los epiteliales. La
estratificacion supervisada dentro de los mismos tumores permitié una division
clara segun los distintos subtipos de tumor definidos por sus caracteristicas
moleculares, tal como las muestras BCR-ABL positivas. También observaron
una infrarregulacién general de miRs comparada con los tejidos normales (129
de 217, p < 0.05), sugiriendo que bajos niveles de miRs reflejan una pérdida
del estado de diferenciacion tipico del cancer.

En general, estos estudios han demostrado la existencia de patrones de
miRs que son tejido- y tumor-especificos y hacen posible clasificar, diagnosticar
y, en algunos casos, predecir los resultados de manera precisa en los

pacientes oncologicos.

1.2.4.- Los miRs como oncogenes y supresores tumorales

Hipotéticamente, un miR que es infrarregulado en el cancer y tiene como
diana un oncogén podria actuar como un supresor tumoral, mientras que una
sobrerregulacion del miR que tenga como diana un supresor tumoral 0 un gen
importante para la diferenciacion podria actuar como un oncogén [80] (Figura
8).

La primera evidencia que sugiere un papel de supresor tumoral para los
miRs vino de la infrarregulacién frecuente de miR-15a y miR-16—1 en pacientes
con LLC [9]. Estos dos miRs estan localizados en un area comunmente
delecionada en la LLC y un estudio de Cimmino et al. [108] mostré6 que miR-
15a y miR-16—1 actuan ambos como supresores tumorales por infrarregulacion

de BCL2, un gen que esta frecuentemente sobrerregulado en la LLC [109]. Por
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lo tanto, la infrarregulacion de miR-15a y miR-16-1, la cual es debida
principalmente a una delecién genética, podria promover la proliferacion
celular-B en la LLC, una enfermedad donde la principal caracteristica es una

proliferacion incrementada de células B maduras.

(A)

Delecion homocigota miARNs supresores
tumorales

Delecion + MiR-15a y MiR-16-1
hipermetilacidn promotor Let-7a
> m%:k BCL-2
\ RAS
Delecion + mutacion _00000800000000000 T
ARNm oncogénico
Proliferacion

Procesamiento anormal Baja expresion
miARN .
J
Invasion
Gen miARN
—HEEENEEEE
Angiogénesis
(B)
miARNs oncogénicos
i Apoptosis
Amplificacion M’R":I"” M R”ﬁ ARNmM supresor tumoral pop
-20000000000000000
\ M}:: I § / TGFBR2
Translocacion m:k
nm:} MiR-21

Alta expresion

Figura 8. MicroARNs como supresores tumorales u oncogenes. (A) En este modelo, se
propone que un miRNA que normalmente infrarregula un oncogén puede funcionar como
un gen supresor tumoral cuando se pierde en un tumor. La pérdida de funcion de este
miRNA por mutaciones, deleciones, metilacion de promotor o cualquier anomalia en la
biogénesis del miRNA podria dar lugar a una expresion anormal del oncogén diana, que
posteriormente contribuye a la formacion del tumor. Algunos de los mecanismos
propuestos para la inactivacion de los miRNAs en el cancer estdn demostrados
experimentalmente, tales como la identificacion de las deleciones homocigéticas y
heterocigéticas en 13q14.3 en LLC células -B, donde se encuentran miR-15a y miR-16-1
[73,103]. Ademas, las mutaciones de la linea germinal se encontraron en el precursor de
este grupo. (B) La amplificacion o la sobreexpresion de un miRNA que infrarregula un gen
supresor tumoral u otros genes importantes involucrados en la diferenciacion podria
contribuir también a la formacién del tumor mediante la estimulaciéon de la proliferacion, la
angiogénesis y la invasion. Por ejemplo, las amplificaciones de los miARNs oncogénicos,
grupo miR-17-92, miR-21 y miR-155 se han asociado claramente con la iniciacion y
progresion tumoral [98, 112, 113, 114].
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Por otra parte, la familia let-7 contiene miRs que regulan la familia de
oncogenes RAS en ratas a través de la represién post-transcripcional [110].
Estos, miembros de la familia let-7 estan localizados en regiones fragiles
asociadas con el cancer pulmonar, de mama, urotelial y cervical [77]. Los
estudios de perfil han mostrado que la baja expresion de let-7a en pacientes
con cancer de pulmon se correlaciona con supervivencia post-quirdrgica
acortada [111, 97]. Ademas, la sobre-expresion de let-7a en una linea de
adenocarcinoma humano inhibe la proliferacién celular, sugiriendo una
potencial estrategia terapéutica para tratar el cancer pulmonar [111].

He et al. [112] han mostrado que miR-17-92, que esta localizado en
13q31-32, una regién amplificada comunmente en el linfoma celular-B, estaba
sobrerregulado en el 65% de las muestras de linfoma celular-B testadas. Para
probar si este miR contribuye a la oncogénesis, los autores usaron un modelo
bien caracterizado en ratén de linfoma de células-B inducido por el gen MYC.
Usando transduccién retroviral, los investigadores sobreexpresaron el cluster —
miR-17-92 en las células pluripotenciales hematopoyéticas de ratones que
transportaban el transgen MYC. La expresion forzada del cluster miR-17-92
actuo, junto con la expresion de MYC, acelerando el desarrollo del tumor [112].

O’Donnell et al. [113] empleando un sistema inducible de expresion de
MYC mostré6 que MYC activa la expresion del cluster miR-17-19 en el
cromosoma 13q931. Los experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina
mostraron que MYC se liga directamente a este locus. Ademas, indicaron que
el factor 1 de transcripcion E2F (E2F1) esta infrarregulado por dos miRs del
cluster, miR-17-5p y miR-20a. E2F1 es una diana directa de MYC que
promueve la progresion del ciclo celular. Asi, MYC activa E2F1 y limita su
traduccion a través de un mecanismo basado en miR simultaneamente,
permitiendo una sefial proliferativa fuertemente controlada [113]. Estos dos
estudios parecen contradictorios: He et al. [112] sugieren un papel oncogénico
para el cluster miR-17-92, mientras que O’'Donnell et al. [113] una funcion anti-
apoptética para el mismo cluster. Sin embargo, se ha informado que altos
niveles de E2F1 podrian verdaderamente inducir apoptosis [115], asi que la

infrarregulacion de este gen por el cluster miR-17-92 podria funcionar
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bloqueando la actividad apoptética de E2F1 y contribuir a incrementar la
proliferacion por MYC [116]. El papel oncogénico del cluster miR-17-92 esta
ademas apoyado por los estudios de perfiles mostrando sobrerregulacién de
este cluster en la LLC celular-B [103] y en canceres solidos [105, 117]. Es
l6gico sugerir que estos miARNSs tienen distintos papeles en los distintos tipos
celulares, como fue anteriormente propuesto para genes bien conocidos que
codificaban supresores tumorales u oncogenes [118].

Otro miARN, miR-155, y el gen donde se localiza, BIC, se han mostrado
estar constantemente sobrerregulados en el LB pediatrico [104], la enfermedad
de Hodgkin clasica, linfoma mediastinico primario y difuso de células grandes
[105], LLC células-B [46] y, mas recientemente, en el cancer pulmonar y de
mama [97, 98]. MiR-155 es también parte del patron comun de seis canceres
soélidos [100] y ha estado ligado a la progresiéon temprana de la enfermedad
[103] y pobre supervivencia en el cancer de pulmén [97]. Constinean et al. [114]
han mostrado recientemente en un modelo murino transgénico que la
sobreexpresion selectiva de miR-155 en células B induce la proliferaciéon
policlonal temprana de células B seguida por leucemia pre-B—linfoma alto
grado. Esta es la primera evidencia de que un miR por si mismo puede inducir
una enfermedad neoplasica. El hecho de que este miR esté también
sobrerregulado y asociado con el prondstico en canceres sélidos sugiere una
funcién oncogénica mas amplia que la diferenciacién celular-B, y podria indicar
que uno (o mas) de sus dianas es (son) un gen (genes) importantes ligados a
un proceso fundamental que esta perdido comunmente en todos los canceres
sin tener en cuenta su origen.

Voorhoeve et al. [119] desarrollaron una libreria de vectores de
expresion que contenia la mayor parte de los miRs humanos clonados y
buscaron los miRs que cooperaran con oncogenes en la transformacién celular
[119]. Identificaron dos miRs, miR-372 y miR-373, que inducen proliferacién y
tumorogénesis de las células humanas primordiales en cooperacion con RAS
mediante la neutralizacidon de la onco-proteina p53 salvaje (TP53) a través de
inhibicion directa de la expresion del gen LATS2. Encontraron que este

mecanismo participa en la oncogénesis de los tumores testiculares humanos
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de células germinales, permitiendo el crecimiento por la via de sefalizacién de
p53 [119].

También hay pruebas de que miR-21 funciona como un oncogén. Este
miR esta sobrerregulado en el glioblastoma [99], el cancer de pancreas [100] y
el de mama [98]. La eliminacion de miR-21 en células de glioblastoma
cultivadas provoca la activacion de las caspasas y conduce a un incremento de
la muerte celular apoptoética [120].

Asi, de manera general, el estudio de los miARNs provee indicios sobre
vias que estan trastornadas o activadas ectopicamente en el cancer y puede

ofrecer novedosas dianas potenciales para el tratamiento.

1.3.- LA HIPERMETILACION DE LAS ISLAS CpG DE LOS
MICROARNs SUPRESORES TUMORALES EN EL CANCER.

1.3.1.- El trastorno epigenético de los microARNSs en el cancer

En el cancer, el silencio transcripcional debido a mecanismos
epigenéticos es una de las alteraciones mas importantes. La hipermetilacién
del ADN de los genes supresores tumorales, la hipometilacion gendmica global
y las modificaciones aberrantes de las marcas de las histonas son las tres
alteraciones epigenéticas mas relevantes asociadas a la transformacién
maligna [121]. Por tanto, cabe especular que los miRs con caracteristicas
supresoras tumorales podrian experimentar silenciamiento en su funcién
causada por la metilacion aberrante del ADN acompafiada por modificaciones
de las histonas.

Se han tomado dos enfoques para el estudio de la metilacion del ADN
de los miRs. La primera estrategia esta basada en el desenmascaramiento
farmacoldgico de los miRs metilados. Se ha observado que el 5% de los miRs
humanos se sobre-expresan en las células del cancer vesical tras el
tratamiento con el agente desmetilante 5-aza-2’-deoxicitidina y el acido 4-

fenilbutirico (ABP), un inhibidor de HDAC. Diecisiete miRs se sobre-expresaron
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mas de tres veces respecto a los niveles basales después del tratamiento, y de
éstos, miR-127 fue el que se sobre-expresé de forma mas diferencial. Este miR
estd embebido en una isla CpG y el tratamiento induce una potente expresién
de dicho miR asociada al descenso de los niveles de metilacion del ADN
alrededor de la region promotora del gen, mientras que el proto-oncogen BCL-
6, una diana potencial de miR-127, esta infrarregulado después del tratamiento
[122].

Ademas, miR-127 esta localizado en el cromosoma 14q32, una regién
de pérdida de heterocigosidad en tumores sélidos e implicada en varios tipos
de traslocaciones en hemopatias. Esto apoya la hipotesis de que miR-127 es
un auténtico gen supresor tumoral [123]. Este trabajo revela un miR que esta
metilado en tejidos tumorales. Asi, se sugiere el uso de drogas epigenéticas
para reactivar la expresion de miR-127 y su actividad supresora tumoral a
través de la represion de BCL6 [122].

El segundo enfoque implica un modelo genético [124]. Se emplea una
linea celular en la cual DNMT1 y DNMT3b, las dos principales ADN-
metiltransferasas, han sido modificadas por recombinacion homéloga. Estas
células muestran una reduccion drastica de la actividad de las DNMTs y del
contenido de 5-metilcitosina lo que provoca una liberacion del silencio génico
asociado con la hipermetilacién de la islas CpG [125]. Después de comparar
los niveles de expresion de los miRs en la linea celular sin actividad DNMT y en
su tipo salvaje homologo, 18 miRs estaban sobrerregulados significativamente.
Entre ellos, miR-124a, miR-373, y miR-517c estan metilados en las células
tumorales, de una manera similar a miR-127. Los dos ultimos miRs estaban
también metilados en las células normales, mostrando metilacion tisular-
especifica. Por el contrario, miR-124a no estaba metilado en tejidos normales y
especificamente metilado en células tumorales, sugiriendo un papel supresor
tumoral. Se demostrdé que la hipermetilacion de la isla CpG es un mecanismo
que puede explicar la infrarregulacion especifica de los miRs en el cancer
humano [124]. El silencio epigenético de miR-124a conduce a la activacion de
la ciclina dependiente de cinasas-6 (CDK6), un auténtico factor oncogénico, y a

la fosforilacion del gen supresor tumoral del retinoblastoma (Rb) [124].
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Usando un modelo similar, pero con distinto enfoque, se ha descrito un
modelo diferente de metilacion. El gen del miR humano let-7a-3 esta localizado
en el cromosoma 22q13.31 y esta asociado con una isla CpG. Después del
analisis secuencial con bisulfito se encontré que este gen esta fuertemente
metilado en tejidos humanos normales pero hipometilado en algunos
adenocarcinomas pulmonares. La hipometilacion de let-7a-3 permite la
reactivacion epigenética del gen e incrementa la expresién de let-7a-3 en lineas
celulares tumorales dando como resultado un aumento de la capacidad
transformante y cambios oncogénicos en los perfiles de transcripcién [126].

Otro dato interesante es que el silencio de miR-124a por metilacion del
ADN estaba acompafado por la ausencia de marcadores de cromatina abierta,
tales como la AcH3, la AcH4 y la 3meK4H3 [124]. En adicién, dichos
marcadores se recuperaron tras la hipometilacion del ADN ya sea por
eliminacion de la actividad DNMT o por el tratamiento con agentes
desmetilantes [124].

Asi, diferentes métodos epigendmicos se pueden emplear para

desenmaranar los miRs metilados en el cancer (Figura 9).
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[A. Método farmacolégico| [B. Método genética | | C. In silico

Lineas celulares Lineas celulares
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Seleccion de miARNs
infrarregulados en el
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suprarregulados
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Seleccion de miARNs no metilados en
tejidos normales y metilados en cancer

4L

miARNs putativos supresores
tumorales

Figura 9. Métodos para encontrar islas CpG metiladas en miARNs en el cancer.

(A) Método farmacoldgico. Este enfoque se basa en la extraccidon de ARN, antes y después
del tratamiento con un agente desmetilante del ADN (DAC), seguido de andlisis de
expresion por microarrays del microARN. (B) Método genético. El procedimiento es
similar, a diferencia de la materia prima, en el que se utiliza una linea celular con las ADN
metiltransferasas modificadas. (C) Modelo informdtico. Este método se basa en el uso de
herramientas bioinformaticas para colocalizar miARNs con islas CpG. La base de datos de
informacion adicional, relacionada con los niveles de expresion de miARN en los tumores,
puede ser muy util.

El primer método consiste en el estudio farmacolégico de los miRs que
se basa en la capacidad que tienen las drogas epigenéticas, como la 5-aza-
2'deoxicitidina, un agente desmetilante, y los inhibidores de las HDAC, de
revertir el silencio mediado por la metilacion del ADN y las modificaciones de
las histonas. Este tratamiento provoca la liberacion de miRs metilados que

pueden ser detectados por métodos de cuantificacion de miRs como los
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microarrays o la PCR cuantitativa en tiempo real (qrt-PCR). Los miRs
sobrerregulados después del tratamiento e incrustados en una isla CpG se
pueden estudiar por secuenciacion genomica con bisulfito en la linea celular
dada y los tejidos homdlogos normales. La segunda estrategia esta basada en
un modelo genético en el que la metilacion del ADN ha sido eliminada por la
supresion de la actividad de las DNMTs. Como en el caso de las drogas
epigenéticas, la hipometilacion de miRs incrementa su expresion, que puede
ser detectada por los métodos anteriormente mencionados. Finalmente, el
tercer modelo esta basado en el uso de herramientas bioinformaticas para
encontrar los miRs empotrados en las islas CpG y que son susceptibles de
metilacion.

El estudio de células normales y tumorales ha permitido determinar que
el modelo de metilacion del ADN de los diferentes miRs es diverso y se parece
al observado en las regiones 5-reguladoras de los genes codificantes de
proteinas (Figura 10). Los genes de los miRs pueden estar o no embebidos en
las islas CpG, lo que determina la contribucion de la metilacion al estado
transcripcional del miR. En este caso, los miRs pueden estar no metilados,
tanto en tejidos normales como tumorales. Cuando el promotor de un miR esta
metilado en tejidos normales podemos hablar de metilacion tisular-especifica.
Esta metilacion puede estar mantenida en el cancer, como en el caso del miR-
127 [122] o disminuida, como en el caso del let-7a-3 [126,127]. En ambos
casos, el significado funcional es el contrario. MiR-127 parece actuar como un
supresor tumoral y también su metilacion esta mantenida en el cancer,
mientras que se piensa que let-7a-3 actuia como un oncogén, asi que su
desmetilacion contribuiria al fenotipo tumoral. Finalmente, uno de los modelos
mas interesantes de metilaciéon de ADN conocido por el campo biomédico es la
metilacién cancer-especifica, representada por el miR-124a, que no esta
metilado en tejidos normales y metilado de manera aberrante en el cancer
[124].
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CELULA NORMAL CELULA TUMORAL CELULA TUMORAL TRATADA CON EJEMPLOS
AGENTES DESMETILANTES DEL ADN
A miARN sin isla CpG promotora Sin cambios significativos Sin cambios significativos
miR-200c
I|“ |] |“[ | '!‘ || o
miARN con isla CpG promotora no metiloda Sin combios significativos Sin cambios significativos
miR-200¢
miARN cen isla CpG promatora no metiloda Isla CpG hipermetilada Reactivacion
( " miR-124a
miARN con isla CpG promotora metiloda Isla CpG hipermetilada Reactivacion miR-373
‘ M miR-517¢
l Hl m ] ] | | | “m"ﬂ[ I | B
miARN con isla CpG promotora metiloda ADN hipometilado Sin cambios significativos
let-7-a-3

i

g

Figura 10. Repertorio de diferentes modelos de metilacion en células normales y cancerigenas.
(A) miARNs que no se encuentran en una isla CpG podrian no estar muy influidos por los cambios
de metilacion del ADN. (B) miARNs situados en una isla CpG que no esta metilada de manera
normal ni en células tumorales. (C) Metilacion tumor-especifica. Los miARNs supresores tumorales,
como miR-124a, no estan metilados en células normales pero pueden sufrir metilacion en las
células cancerosas. Estos miARNs son susceptibles a la desmetilacién por agentes desmetilantes de
ADN, conduciendo a la expresién del miARN vy a la infrarregulacion de las dianas oncogénicas. (D)
Metilacion tisular-especifica sin cambios en las células neoplasicas. La isla CpG del miARN estd
metilada tanto en las células normales como en las tumorales, tal como miR 127. Al igual que con
los miARNs metilados tumor-especificos, estos miARNs se pueden reactivar mediante drogas
epigenéticas. (E) Metilacidn tisular-especifica perdida en las células tumorales que podria estar
relacionada con la actividad oncogénica.

El estudio de este ultimo modelo de metilacion de ADN puede ayudarnos

a descubrir nuevos miRs con papeles supresores tumorales desconocidos en el

cancer [122], y nos proveera de nuevas y excelentes dianas para los agentes

desmetilantes [128,129].
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La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el diagndstico mas frecuente en
la oncologia pediatrica [1]. Los estudios citogenéticos revelan una amplia
variedad de translocaciones que afectan a esta enfermedad, las cuales pueden
disregular un gen intacto por disrupcion o eliminacion y sustitucion de los
elementos de control genético; o crear un nuevo gen de fusion. Las
translocaciones cromosomicas constituyen de forma inequivoca un paso
oncogénico importante y los genes alterados estructuralmente por ellas
desempenan papeles cruciales en la proliferaciéon celular, diferenciacion,
apoptosis y transcripcion génica [4]. Aunque estas alteraciones cromosémicas
pueden servir como marcadores en el diagndstico y prondstico y para
monitorizar la enfermedad minima residual, recaida precoz y respuesta al
tratamiento, se detectan solamente en bajos porcentajes de determinados
subtipos morfolégicos de LLA [5]. Mas aun, los oncogenes y genes supresores
de tumores que se encuentran frecuentemente alterados en tumores sdlidos,
tales como p53 o RAS, estan raramente mutados en la LLA [6]. Ademas de
estos cambios genéticos, el silencio epigenético de genes relacionados con
tumores, debido a metilacion, ha aparecido recientemente como uno de las
alteraciones genéticas basicas en el desarrollo del cancer y constituyen
eventos patogénicos esenciales en la LLA [13].

Los miARNSs, conforman un nuevo grupo de genes que en la mayoria de
los casos se localizan en regiones intergénicas e intronicas del genoma, dando
lugar a pequefias moléculas de ARN no codificantes de cadena simple, con
una longitud de unos 21-25 nucledtidos y regulan negativamente la expresion
de genes codificantes a nivel post-transcripcional. Los miARNs estan
codificados por genes que inicialmente se transcriben como parte de una larga
molécula de ARN (=1000pb) denominada pri-miARN. Este pri-miARN sufre un
primer procesamiento en el nucleo y en el citoplasma es procesado dando
lugar al mIARN maduro de unos 21-25 nucleétidos. EI miARN maduro es
incorporado al complejo RISC, complejo que induce un silenciamiento del ARN,
el cual dirige al mIARN hacia sus genes diana. En el caso que el miARN
presente una total complementariedad con el ARNm de su gen diana, debido a

que uno de los componentes del complejo RISC es la helicasa AGO2, dara
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como resultado la degradacion del ARNm diana. Pero en la mayoria de los
casos, esta complementariedad no suele ser perfecta y la regulacion negativa
del gen diana suele producirse por una inhibicion de la traduccion del ARNm
diana a su proteina [91,116].

En distintos estudios se ha estimado que el genoma humano contiene
alrededor de 1000 miARNSs, estando la mayoria de ellos conservados durante
la evolucidn. Un estudio realizado por Calin GA y colaboradores indica que el
50% de estos miARNSs, se localizan en regiones fragiles del genoma asociados
con cancer, indicando que los miARNs pueden jugar un importante papel en el
desarrollo y progresion tumoral [77]. En la actualidad se conoce la funcion de
un numero muy reducido de miARNs humanos, la mayoria de ellos
relacionados con procesos neoplasicos en los que los miARNs participan como
genes supresores de tumores u oncogenes.

La disminucion de la expresion de miARNs en diversos tipos de
neoplasias, vista en una serie amplia de estudios, sugiere que muchos de ellos
pueden funcionar como potenciales genes supresores de tumores en las
mismas. Una posible explicacion de esta alteracidon en la expresion es la
existencia de un fallo en la regulacion post-transcripcional de estos miARNs en
las células tumorales. Sin embargo, otros mecanismos adicionales pueden
estar implicados.

Ya que el silencio transcripcional de numerosos genes supresores de
tumores es dependiente de la metilacion de su promotor, cabe pensar que
dicho mecanismo epigenético también puede estar implicado en la regulacién
de los miARNs en las neoplasias humanas [130]. Apoyando esta hipétesis, se
ha descrito recientemente la reinstauracion de la expresion del miR-127 en
células tratadas con agentes desmetilantes [122] asi como la ausencia de
expresion de miR-124a en cancer de colon debido a la hipermetilacion de su
isla CpG [124].

Puesto que los miARNs actuan como genes supresores de tumores que
pueden estar regulados epigenéticamente en las neoplasias y nuestro grupo ha
demostrado que la metilacion del ADN es la via principal de inactivacion de

genes supresores Yy relacionados con el cancer en la LLA, se establece la
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hipotesis de que la regulacidén epigenética mediada por modificacion de las
histonas y metilacion del ADN de estos miARNs pudiera contribuir a la

patogénesis y prondstico de la LLA.
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Objetivos

OBJETIVO PRIMARIO:

1.- Determinar la validez para identificar microARNs regulados
epigenéticamente en la LLA de una metodologia secuencial basada en el
analisis a gran escala de la modificacion de las histonas, el analisis especifico
de la metilacién de la isla CpG de cada microARN y la expresion de los

mismos.

OBJETIVOS SECUNDARIOS:

1.- Estudio del papel de la metilacion de islas CpG en la regulacion de la

expresion de miARNS en pacientes con LLA.

2.- Establecer perfiles de metilacion de miARNs para relacionarlos con las
caracteristicas clinicas, respuesta al tratamiento y pronostico de los pacientes
con LLA.

3.- Identificacién de genes dianas de los miARNs regulados epigenéticamente

en la LLA que podrian contribuir a su patogénesis y constituir dianas para la

terapéutica.

45






E%ACIE@;TES

Y METODOS






Pacientes y Métodos

4.1.- LINEAS CELULARES Y PACIENTES.

Estudiamos seis lineas celulares derivadas de LLA (TOM-1, NALM-20,
MY, LOUCY, MOLT-4, Y TANOUE) y 353 pacientes consecutivos (210
hombres; 143 mujeres) con LLA de novo que fueron asignados a sucesivos
estudios multicéntricos del Programa Espariol para el Estudio y Tratamiento de
las Hemopatias Malignas (PETHEMA). Los pacientes fueron remitidos al
Hospital Reina Sofia de Cérdoba, Espafa, desde Enero de 1989 a Diciembre
de 2006. La mediana de edad en la poblaciéon de estudio fue de 15 afnos
(rango, 0’3 a 82 anos). De éstos, 179 eran ninos (mediana de edad, 5 afos;
rango, 0’3 a 14 afnos) y 174 adultos (mediana de edad, 29 afios; rango, 15 a 82
afnos). El estudio fue aprobado por la comisidén de ética e investigacién clinica
del Hospital Reina Sofia. En todos los casos se obtuvo el consentimiento
informado del paciente o de los tutores de los mismos. El diagnéstico fue
establecido de acuerdo con los criterios morfoldgicos, citoquimicos,
inmunofenotipicos y citogenéticos habituales. Se estratificaron los pacientes
segun el riesgo de acuerdo al protocolo terapéutico usado y fueron asignados
al protocolo vigente para LLA del grupo PETHEMA. Para los analisis
estadisticos, los niflos se agruparon también de acuerdo a los criterios de
clasificacion segun el riesgo del Instituto Nacional del Cancer (NCI) [131]. Los
protocolos especificos de tratamiento PETHEMA en los cuales se enrolaron
estos pacientes fueron: LLA-89 (n = 51), LLA-93 (n = 256), y LLA-96 (n = 46).
El disefio y resultados de estos protocolos de tratamiento han sido previamente
publicados [132-137]. Ciento veintisiete pacientes recayeron. Sesenta
pacientes recibieron un trasplante de precursores hematopoyéticos (13
autdlogo, 47 alogénico) en la primera (n = 35) o segunda remisién completa
(RC; n = 25). Hay 175 pacientes vivos actualmente. Las caracteristicas clinicas
de los pacientes estan enumeradas en la Tabla 3. Alguno de estos pacientes
(n = 272) fueron previamente analizados para la metilacion de 27 genes
relacionados con el cancer con objeto de determinar el fenotipo metilador de
las islas CpG (CIMP) [32,33].
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Tabla 3.- Caracteristicas clinicas del grupo de pacientes

CARACTERISTICAS VALOR N CARACTERISTICAS VALOR N

Edad Tratamiento

< 15 afos 179 PETHEMA 89 51

> 15 afios 174 PETHEMA 93 256
Sexo (M/F) 210/143 PETHEMA 96 46
Leucocitos TPH 60

<50x 10°/L 242 Mejor Respuesta

>50 x 109/L 111 RC 314
Clasificacion FAB Anormalidades

Citogenéticas/Moleculares

L1 135 BCR-ABL 81

L2 203 t(1;19)

L3 15 11923 2
Linea Bldstica MYC

Célula B 287 7q935-14q11

CélulaT 66 TEL-AML1 56
Grupos de Riesgo NCI Normal 183

Estandar 128 Otras 4

Pobre 51 NT 11
Grupos de Riesgo PETHEMA Recaida 127

Estandar 128 Muerte 178

Pobre 225

4.2.- INMUNOPRECIPITACION DE CROMATINA E
PRECIPITACION-ON-CHIP DE CROMATINA.

INMUNO-

Linfocitos de sangre periférica de donantes sanos y de las lineas
celulares TOM-1 y NALM-1 fueron sometidos a inmunoprecipitacion de la
cromatina (ChlP) (Figura 11) con el fin de evaluar la trimetilacién de la lisina 4
de la Histona 3 (K4H3me3, marca de cromatina abierta) y la dimetilacion de la
lisina 9 de la H3 (KOH3me2, marca de cromatina cerrada). Veinte millones de
linfocitos de sangre periférica procedentes de cuatro donantes sanos y células
de las lineas celulares LLA, TOM-1 y NALM-20 fueron entrecruzados con 1%
de formaldehido durante 10 minutos. Posteriormente, se utiliz6 glicina 0,125 M
para revertir el entrecruzamiento. La ChIP se llevé a cabo tal y como ha sido
descrita por diversos autores incluyendo nuestro grupo [138,139]. Adquirimos
de Abcam (Cambridge, MA) anticuerpos contra la trimetril-K4H3 (K4H3me3,
ab8580) y dimetil-KOH3 (K9H3me2, ab1220). Se utilizaron las fracciones de
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cromatina inmunoprecipitada (ChlP) tanto para el analisis ChIP-on-Chip como
para el ensayo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa.
Para el analisis ChlP-on-chip, se amplificaron 20 ng de las fracciones de ADN
inmunoprecipitado de los experimentos ChIP usando el Kit GenomePlex
Complete Whole Genome Amplification (Sigma, St Louis, MO) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Un yg de ADN amplificado de donante sano y las
fracciones de lineas celulares de LLA fueron procesados de acuerdo con el
protocolo Agilent array-based comparative genomic hybridization (CGH) e
hibridados en el Agilent Human CpG Island microarray (Agilent Tchs, Santa
Clara, CA). Las fracciones ChIP de las lineas celulares de LLA fueron
marcadas con Cy5 (rojo) y las fracciones de donantes sanos con Cy3 (verde).
El ADN marcado de cada linea celular de LLA y las muestras de donante sano
fueron mezclados e hibridados en el microarray de Agilent el cual contiene
27.800 islas CpG [140]. Se realizaron lavados de poshibridacion tal y como se
ha publicado previamente anteriormente [141]. Los portaobjetos lavados fueron
escaneados utilizando un Scanner de Agilent (G2565BA [G25053]) y las
imagenes en formato tif adquiridas del microarray fueron medidas y evaluadas
con el programa Feature Extraction v9.5 (Agilent Tchs). Se realizaron
hibridaciones por duplicado para cada anticuerpo. De entre las 27.800 islas
CpG incluidas en el microarray de Agilent, 78 de ellas englobaban genes
miARN o estaban localizadas en su vecindad (menos de 500 pb en direccién
5'). Se definieron las marcas de la disminucion de K4H3me3 o del aumento de
K9H3me2 en todas las lineas celulares de LLA con el valor relativo de + 0,4

respectivamente.
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[

Cross link celular con Corte de cromatina a Realizacion IP con anticuerpo
formaldehido fragmentos pequefios (~1 kb) frente a Factor de Transcripcion

Marca IP enriquecida con fluorescencia
(Rojo-Cy5) y entrada de ADN (Verde-Cy3)

Hibridacién del promotor por microarray

Y escaneo

Figura 11. Resumen de la técnica de Inmunoprecipitacidon-on-Chip de Cromatina

4.3.- CHIP DE GEN SIMPLE USANDO PCR CUANTITATIVA EN
TIEMPO REAL.

La ChIP (Figura 12) fue llevada a cabo del mismo modo que la ChlIP-on-
chip. Las muestras de ADN fijado al anticuerpo y la cromatina total (input)
fueron analizadas con una PCR en tiempo real utilizando SYBR green para su
deteccion y la plataforma LightCycler (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany). Se disefaron cebadores para estudiar las regiones alrededor de las
islas CpG de los genes miARN seleccionados. Las secuencias de primers
estan expuestas en la Tabla 4. Se utilizé la amplificacién de la fraccion de
inmunoprecipitacién (IP) como secuencia diana. Se aplicaron las siguientes
condiciones de programa para la realizacion de la PCR cuantitativa en tiempo
real: programa de desnaturalizacion, consistente en un ciclo a 95°C, durante 10
minutos; programa de amplificacion, consistente en 45 ciclos a 95°C durante 10

segundos, 60°C durante 10 segundos y 72°C durante 10 segundos; programa
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de disociacién (melting) consistente en un ciclo de 95°C durante 0 segundos,
40°C durante 60 segundos y 90°C durante 0 segundos; y programa de enfriado
con un ciclo de 40°C durante 60 segundos. El indice de transicion de la
temperatura fue de 20°C/s, excepto en el programa de disociacion que fue de
0,2°C/s entre 40°C y 90°C. Se realizé una amplificacion del ADN de entrada (In)
como secuencia de referencia. Fue amplificada en la misma serie y siguiendo
el mismo procedimiento descrito mas arriba para el IP. Se utiliz6 un
procedimiento basado en la cuantificacion relativa de la secuencia diana (IP)
contra sus controles/calibradores en relacion a la secuencia de referencia (In)
para evaluar los niveles de las marcas de histonas diferentes. Los calculos
fueron realizados automaticamente por el software LightCycler (RealQuant,
version 1.0, Roche). El indice normalizado se obtuvo a partir de la siguiente
ecuacion y fue expresada como porcentaje del control/calibrador:

/’n dice normalizado (N) = (E diana )ACp diana (control-muestra) .. (Ere f)ACp ref (control — muestra)

Las Eficiencias (E) de cada gen fueron calculadas a partir de las pendientes de
los puntos de cruce (Cp) contra el diagrama de concentracion de ADN, segun
la formula E=10(-1/pendiente). La ACp correspondia a la diferencia entre la Cp
del control/calibrador y la Cp de la muestra, tanto para la secuencia diana como
para la secuencia de referencia. El control/calibrador seleccionado fue los

linfocitos de los donantes sanos. Fueron considerados como 100%.
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Figura 12. Resumen del ChIP-PCR-cuantitativo

4.4.- PCR ESPECIFICA DE METILACION (MSP) PARA miARNS.

Se obtuvieron muestras de médula ésea de todos los pacientes en el
momento del diagndstico. Se prepard el ADN de alto peso molecular a partir de
células mononucleares de la médula 6sea utilizando métodos convencionales.
El ADN fue congelado a -80°C y analizado retrospectivamente para evaluar el
papel del perfil de metilacion. En todos los casos, la muestra de médula ésea
obtenida en el diagnostico contenia células blasticas en un indice de al menos
70%. La metilacion anormal de los miARNs seleccionados fue determinada por
el método de MSP tal y como fue descrito por Herman et al [142]. Después del
tratamiento del ADN con bisulfito sédico, se realizé una PCR “hot start” durante
30 ciclos que consistian en la desnaturalizacion a 95°C durante 1 minuto,
hibridacién a 60°C durante 1 minuto y extensién a 72°C durante 1 minuto,
seguido de una extension de 7 minutos para todos las parejas de cebadores.
En la Tabla 4 se describen las secuencias de cebadores de cada miARN para
las reacciones no metiladas y metiladas. Los productos fueron separados por
electroforesis en un gel de agarosa al 2%. Los linfocitos de la medula d6sea y
periféricos de los donantes sanos fueron utilizados como control negativo para
los ensayos especificos de metilacion. Un ADN gendmico humano de varén
universalmente metilado para todos los genes (IntergenCompany, Purchase,
NY) se utiliz6 como control positivo para los alelos metilados. Se incluyeron

muestras negativas blancas de agua en cada analisis. Los resultados fueron
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siempre confirmados repitiendo los analisis MSP después de un tratamiento de

bisulfito realizado de forma independiente.

4.5.- PCR SEMICUANTITATIVA EN TIEMPO REAL ESPECIFICA DE
METILACION DE HSA-MIR-124a2.

Se realiz6é una PCR en tiempo real como se ha descrito previamente por
nuestro grupo [49,143-145] en un termociclador rapido de deteccion de
fluorescencia con capacidad de monitorizacién de 3 colores de fluorescencia
(LightCycler, Roche), utilizando 1 yl de ADN modificado con bisulfito sédico en
un volumen de reaccién de 10 ul con 0,4 ymol/L de cada cebador, y 1uL de 70x
LightCycler FastStar DNA Master SYBR Green | (Roche Molecular
Biochemicals). La concentracién final de Mg en la mezcla de reaccion fue
ajustada a 3,5 mmol/L. La amplificacion de las secuencias metiladas del hsa-
miR124a2 se utilizaron como secuencia diana (Tabla 4). Se realizé la
amplificacion de una secuencia repetitiva Alu que no es modificada por el
tratamiento con bisulfito sédico como secuencia de referencia (Tabla 4). Los
indices normalizados de la metilacion de hsa-miR124a2 fueron calculadas
como se describe mas arriba para la PCR cuantitativa en tiempo real de ChIP
de gen simple. El control/calibrador seleccionado fue los linfocitos de los
donantes sanos. Se consider6 como 100% (no es un valor absoluto que indique
un paciente totalmente metilado sino un valor relativo utilizado como una
medida para el nivel relativo de la metilacion de hsa-miR-124a2 en la muestra
particular).

Basado en estos prerrequisitos y para determinar el valor de corte para
la metilacion alterada de hsa-miR124a2 en las muestras de LLA, cuantificamos
por medio de una MSP en tiempo real cuantitativa el estado de metilacién de la
isla CpG de hsa-miR-124a2 en 30 donantes sanos. Los indices normalizados
estaban comprendidos entre el 65% y el 100% (85% * 15%). Un indice

normalizado de 130% o mayor (determinado como la media mas 3 SD) fue
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elegido para definir la hipermetilacion de hsa-miR-124a2 en las muestras de
ADN de LLA.

Tabla 4.- Primers usados en este estudio.

GENES TECNICA PRIMERS

Hsa-miR-9-1 MSP MIR-9-1-MD 5’- ATCGAAAGTAAAAATAATTTTATATATTGC -3’
MIR-9-1-MR 5’- CTAATACTAATCAATCCTCGCGAC -3’
MIR-9-1-UMD 5’- ATTGAAAGTAAAAATAATTTTATATATTGT -3’
MIR-9-1-UMR 5’- TCTAATACTAATCAATCCTCACAAC -3’

Hsa-miR-9-2 MSP MIR-9-2-MD 5’- TATTAGTACGGAGGAGGTAAAAGGTC -3’
MIR-9-2-MR 5’- CCTACTACCCGAACAACGAC -3’
MIR-9-2-UMD 5’- TTATATTAGTATGGAGGAGGTAAAAGGTT -3’
MIR-9-2-UMR 5’- CCTACTACCCAAACAACAAC -3’

Hsa-miR-9-3 MSP MIR-9-3-MD 5’- TTGGTCGATTTTTGGATTGAC -3’
MIR-9-3-MR 5’- CGCTTAAAAAACCTCGAACG -3’
MIR-9-3-UMD 5’- ATTGGTTGATTTTTGGATTGATG -3’
MIR-9-3-UMR 5’- AAACACTTAAAAAACCTCAAACACC -3’

Hsa-miR-10b MSP MIR-10B-MD 5’- CGTTGTTTATATATATTTTGTAGAATCGA -3’
MIR-10B-MR 5’- GACTACTTCTAATCTCCATATCGCA -3’
MIR-10B-UMD 5’- AATGTTGTTTATATATATTTTGTAGAATTG -3’
MIR-10B-UMR 5’- AACTACTTCTAATCTCCATATCACA -3’

Hsa-miR-34b/c MSP MIR-34-MD 5’- GTTCGTTGGTTTAGTTACGC -3’
MIR-34-MR 5’- GACTACAACTCCCGAACGAT -3’
MIR-34-UMD 5'- GTTTGTTGGTTTAGTTATGTGT -3’
MIR-34-UMR 5’- CAACTACAACTCCCAAACAAT -3’
Hsa-miR-124a1 MSP MIR-124A1-MD 5’- AAAGAGTTTTTGGAAGACGTC -3’

MIR-124A1-MR 5’- AATAAAAAACGACGCGTATA-3’

Hsa-miR-124a2

Hsa-miR-124a3 MSP MIR-124A3-MD 5’- GCGAGGATTTTACGTAAGTTC-3’
MIR-124A3-MR 5’- CCGCGTACCTTAATTATATAA-3’
MIR-124A3-UMD 5’- GGGTGAGGATTTTATGTAAGTTT-3’
MIR-124A3-UMR 5’- TTCACCACATACCTTAATTATATAAAC-3’
Hsa-miR-132/212 MSP MIR-132-MD 5- TTCGTTTTTTTTGCGTTTTTC -3’
MIR-132-MR 5’- CCCCTCTAAAACATCTTTAACGTC -3’
MIR-132-UMD 5 - TGTTTTGTTTTTTTTGTGTTTTTTG -3’
MIR-132-UMR 5’- ACCCCCTCTAAAACATCTTTAACAT -3’
Hsa-miR-196b MSP MIR-196B-MD 5’- GAGGTTGTTATCGTAGGTTTGGTAC -3’
MIR-196B-MR 5’- TTATTAAAATCCACCTTTCTCTCGA -3’
MIR-196B-UMD 5- GGTTGTTATTGTAGGTTTGGTATGA -3’
MIR-196B-UMR 5’- TATTAAAATCCACCTTTCTCTCAAC -3’
Hsa-miR-203 MSP MIR-203-MD 5’- GAGTATTTTCGGTTTAGACGAGAC -3’
MIR-203-MR 5’- GAAAATAACCCTAACTCAACGAC -3’
MIR-203-UMD 5’- GAGTATTTTTGGTTTAGATGAGATGG -3’
MIR-203-UMR 5’- CAAAAATAACCCTAACTCAACAAC -3’
Alu Qrt-MSP ALU-D 5’- GGTTAGGTATAGTGGTTTATATTTGTAATTTTAGTA -3’
ALU-R 5’- ATTAACTAAACTAATCTTAAACTCCTAACCTCA -3’
Hsa-miR-9-1 ChiP CHIP-9-1-D 5’- AGGACTGACCAGCACCAGAG -3’
CHIP-9-1-R 5’- AACTCTGCTGGGGGAAAAAT -3’
Hsa-miR-9-2 ChiP CHIP-9-2-D 5’- TAACGCTGCCGGAGATTACT -3’
CHIP-9-2-R 5’- CTCTTGCCAGACTCCAGGTC -3’
Hsa-miR-9-3 ChiP CHIP-9-3-D 5’- TGTGTCTGTCCATCCCCTCT -3’

MSP/qrt-MSP

MIR-124A1-UMD
MIR-124A1-UMR
MIR-124A2-MD
MIR-124A2-MR
MIR-124A2-UMD
MIR-124A2-UMR

5’- AATAAAGAGTTTTTGGAAGATGTT-3’
5’- AAAAAAATAAAAAACAACACATATAC-3’
5’- GGGTAATTAATTTGGATTTACGTC-3’

5’- ACCGCTATTAATTAATCTATTCCG-3’

5’- GGGGTAATTAATTTGGATTTATGTT-3’
5’- AAAACCACTATTAATTAATCTATTCCA-3'
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CHIP-9-3-R 5’- GGCTCTGTGGCACTCATACA -3’
Hsa-miR-34b/c ChiP CHIP-34-D 5’- CAGCTACGCGTGTTGTGC -3’
CHIP-34-R 5’- ACTGCCTACAAACCGAGCA -3’
Hsa-miR-124a1 ChiP CHIP-124A1-D 5’- CAAAGAGCCTTTGGAAGACG -3’
CHIP-124A1-R 5’- GGAAGAGGGGTGGGTAGAAG -3’
Hsa-miR-124a2 ChiP CHIP-124A2-D 5’- GCGTGGTCCTTAAAAACCTG -3’
CHIP-124A2-R 5’- CCATGCCATTTACAGCACAC -3’
Hsa-miR-124a3 ChiP CHIP-124A3-D 5’- GGAGAAGTGTGGGCTCCTC -3’
CHIP-124A3-R 5’- AATCAAGGTCCGCTGTGAAC -3’

4.6.- ANALISIS CUANTITATIVO DE EXPRESION PARA miARNS.

El ARN total fue extraido con Ultraspec (Biotecx, Houston, TX) siguiendo
las instrucciones del fabricante. La concentracion de ARN fue cuantificada
utilizando un espectrofotometro NanoDrop (NanoDrop Technologies). Cinco ng
de ARN total fueron utilizados para sintetizar un cADN especifico de los
diferentes miARNs utilizando un cebador con estructura en bucle para cada
miARN especifico segun el protocolo de Ensayo TagMan MicroARN (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Las reacciones de transcripcion inversa
contenian 1,5 uL del cebador en bucle especifico y 6 yL de Master Mix
compuesto de 5 ng de ARN, 1 x RT buffer, 0'25 mmol/L de cada dNTP, 3°33
U/uL de la transcriptasa inversa MultiScribe y 025 U/uL de inhibidor de
ribonucleasa (Applied Biosystems, Foster City, CA). Las reacciones con un
volumen total de 7,5 pL fueron incubadas en un termociclador Perkin Elmer
2700 durante 30 minutos a 16°C, 30 minutos a 42°C, 5 minutos a 85°C y
posteriormente mantenidas a 4°C. La expresidon de los diferentes miARNs fue
analizada utilizando cebadores y sonda TagMan especificos para cada miARN
de acuerdo con el protocolo de Ensayo TagMan MicroARN (Applied
Biosystems). La PCR cuantitativa en tiempo real fue realizada en una
plataforma LightCycler 2.0, utilizando 0°7 pyL del producto RT de cada miARN
en un volumen de reaccién de 10 pL con 1 X Master mix PCR TagMan
Universal y 1uL de la mezcla de cebadores y sonda segun el protocolo de
Ensayo TagMan MicroARN (PE Applied Biosystems). Las reacciones fueron
incubadas a 95°C durante 10 minutos, seguido de 45 ciclos de 95°C durante 15

segundos y 60 grados durante 30 segundos. Los datos del ciclo umbral (Ct)
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fueron determinados usando valores de umbral por defecto. ElI Ct es definido
como el numero fraccionario en el que la fluorescencia supera el umbral fijado.
Se utilizaron ensayos de microARN TagMan para los diferentes miARNs
(Applied Biosystems). Las expresiones de los miARNs estudiados fueron
normalizadas usando la expresion del gen RNU6B en cada muestra. Para la
expresion RNU6B utilizamos un ensayo de RNUG6B TagMan (PN: 4373381; PE
Applied Biosystems). Los indices normalizados de las expresiones de miARN
fueron calculadas como anteriormente se describe para la PCR en tiempo real
cuantitativa de gen simple ChIP. El control/calibrador seleccionado fue los
linfocitos de medula ésea de un donante sano. Fue considerado como 100% de

expresion para cada miARN.

4.7.- TRATAMIENTO CON EL AGENTE DESMETILANTE 5-AZA-2-
DEOXICITIDINA.

Las lineas celulares TOM-1 y NALM-20 crecieron a una densidad de
600.000 células/ml en frascos de 25 cm? con 10 ml de medio RPMI-1640
suplementado con un 20% de suero fetal bovino y mantenido a 37°C en
ambiente himedo con un 5% de CO?. Las lineas celulares fueron tratadas con
4 pmol/l de 5-Aza-2-deoxicitidina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) durante
4 dias. Después del tratamiento, se lavaron las células con buffer de fosfato
salino (PBS), se precipitaron por centrifugacion a 1.500 rpm durante 5 minutos
y se usaron para el aislamiento de ADN genomico y ARN. El ADN fue extraido
usando QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) y el ARN total
utilizando Ultraspec (Biotecx, Houston, TX) siguiendo las indicaciones del

fabricante.
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4.8.- DIANAS PREVISTAS Y CONFIRMADAS PARA CADA miARN.

Ya que la significacion biologica de la desregulacion del miARN recae en
la alteracion sus genes diana, analizamos los genes diana previstos para cada
miARN metilado identificado en nuestra cohorte. El analisis fue llevado a cabo
con el servidor miRGen (www.diana.pcbi.upenn.edu/miRGen.html), una
herramienta online que obtiene conjuntos de genes dianas, previstos por los
programas individuales, y presenta listas compiladas de la interseccién de los
algoritmos miRanda, TargetScan, DIANA-microT, miRBase, PicTar (cuatro
modos), y PicTar (cinco modos). Debido a que cualquiera de las seis
estrategias genera un numero impredecible de falsos positivos, los resultados
fueron cruzados para identificar los genes comunmente previstos por al menos

5 de los algoritmos.

4.9.- ANALISIS ESTADISTICO.

Para el analisis estadistico, los pacientes con LLA se clasificaron en dos
grupos diferentes de metilacién: no metilado (ningun MIARN metilado) vy
metilado (al menos, un mIARN metilado). La justificacion para agrupar los
pacientes con algun gen metilado (a pesar del numero de genes metilados) en
el mismo grupo de metilacion fue deducida después del analisis estadistico
(tasa de recaida, tasa de mortalidad, supervivencia libre de enfermedad [SLE],
y supervivencia global [SG]) de acuerdo con el numero de genes metilados (de
0 a 10). Los resultados de estos analisis mostraron que el prondstico para los
pacientes no metilados era mejor que para los pacientes con genes metilados
(incluyendo aquellos con un gen metilado unicamente). Ademas, el prondstico
de los pacientes con genes metilados en numero de 1 a 10 fue similar con
diferencias estadisticas no significativas. Los valores de P para las
comparaciones de variables continuas fueron de dos colas y se basaron en el
test de rango de suma de Wilcoxon. Los valores de P para las variables

dicotdmicas se fundamentaron en el test exacto de Fisher. Los restantes
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valores de P se basaron en el test x* de Pearson. La supervivencia global (SG)
se obtuvo desde el dia del diagnostico hasta la fecha de la muerte y fue
censada sélo para aquellos pacientes que se encontraban vivos en el ultimo
seguimiento. La supervivencia libre de enfermedad (SLE) se calcul6 a partir de
la fecha en la que el paciente alcanzé la Remision Completa (RC) hasta la
fecha de la primera recaida o muerte en primera RC. Para este analisis fueron
censados, por lo tanto, los pacientes que permanecian vivos y en remision
durante el ultimo seguimiento. Los pacientes que fueron sometidos a
Trasplante de progenitores hematopoyéticos se incluyeron en el analisis pero
fueron censados a la fecha del trasplante. La distribucién de las curvas de la
SG y la SLE se estimd mediante el método de Kaplan y Meier con un 95% de
intervalo de confianza y se calculé mediante la media de la formula de
Greenwood’s. La comparacion de la SG y la SLE entre grupos esta basada en
el test de log-rank. Los analisis univariante y multivariante (modelos de
regresion logistica) se utilizaron para determinar factores asociados a la SLE y
SG. En primer lugar se realizé el analisis univariable, como un primer paso que
permitiera decidir qué variables serian potencialmente incluidas en el analisis
multivariable final. El criterio utilizado para la inclusibn en el analisis
multivariable de Cox era presentar un valor de p inferior a 0.1 en el analisis
univariable. Sin embardo el limite del valor de p para la significacion estadistica
no fue mayor de 0.05 en el modelo final. El seguimiento de los pacientes se
realizé hasta Diciembre de 2007. Todos los pacientes han sido censados hasta

este punto.
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5.1.- LOS GENES MIRS PRESENTAN ALTERACIONES EN EL PATRON
DE METILACION DE LAS HISTONAS.

Comprobamos que 78 islas CpG del array comercial “Agilent human
CpG island microarray” empleado para el andlisis ChlP-on-Chip englobaban o
se encontraban en la proximidad (a menos de 1Kb en direcciéon 5’) de un
MIARN. El analisis revelé que 13 de estas 78 islas CpG (hsa-miR-9-1, -9-2, -9-
3, -10b, -34b, -34c, 124al, -124a2, -124a3, -132, -196b, -203 y -212)
mostraban una disminucion de la marca de cromatina abierta K4H3me3 y/o un
incremento de la marca de cromatina cerrada K9H3me2 en las muestras de

lineas celulares de LLA respecto a los linfocitos de sujetos sanos (Figura 13).
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Figura 13. Resultados del andlisis ChIP-on-Chip de miARNs representativos embebidos o
localizados cerca de las islas CpG.
En la parte superior de cada panel se muestran la estructura del cromosoma, los miARNs y la
ubicacion de la isla CpG. Las cajas azules indican la regién de la isla CpG analizada mediante
MSP en el caso de cada miRNA. Las variaciones relativas de K4H3me3 o K9H3me2 obtenidas en
lineas celulares derivadas de LLA (TOM-1 and NALM-20) respecto a muestras de linfocitos sanos
(LS) estan representados en verde y rojo respectivamente en la parte baja de cada panel. El
valor relativo “0” indica la cantidad de las marcas de las histonas analizados en las muestras de
linfocitos sanos.
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Estos resultados fueron posteriormente confirmados mediante ChiP
cuantitativo especifico por PCR en tiempo real (Figura 14). Todos estos miRs
vinculados a una estructura de cromatina cerrada fueron elegidos para su
posterior analisis de metilacion. Como gen control para el analisis epigenético
estudiamos el hsa-miR-320 que no estaba asociado con las marcas de

cromatina cerrada (Figura 13).
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Figura 14. Resultados representativos del ChIP cuantitativo de gen sencillo de miARNs
en las lineas celulares TOM-1 y NALM-20.

La PCR cuantitativa en tiempo real se llevé a cabo sobre el ChIP K4H3me3 / K9H3me2 y
muestras de ADN de entrada. Las graficas muestran la media + DS para tres
experimentos separados, con cada PCR ejecutada por triplicado. Los niveles de cada
marca de histona se normalizaron con los de los linfocitos sanos (NL, ratio normalizado
=100%).
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5.2.- LA EXPRESION DE MIRS EN LINEAS CELULARES DE LLA ESTA
REGULADA POR HIPERMETILACION DE ISLAS CPG.

Analizamos la expresion de nueve miARNs (todos los genes hsa-miR-
124a originan un anico transcrito maduro hsa-miR-124a y lo mismo ocurre con

los genes hsa-miR-9) y el estado de metilacion de 11 islas CpG asociadas con

derivadas de LLA y en linfoblastos de los pacientes con LLA. Se observo
metilacion en la préactica totalidad de miRs en cada linea celular analizada pero
no en los linfocitos sanos (Figura 15). Sin embargo, los linfocitos normales

mostraron metilacion fisiologica de hsa-miR-124a2 (Figura 15).
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Hsa-miR-132/212

Hsa-miR-196b

Hsa-miR-203

Figura 15. Analisis de metilacidon de genes microARN en las lineas celulares derivadas de LLA.
MSP, andlisis de las secuencias metiladas y no metiladas en diferentes lineas celulares LLA; C-,
control no metilado (linfocitos periféricos de donantes sanos); C+, control metilado.

Por esta razon, se realizé una MSP-cuantitativa para cuantificar el grado
de metilacion de hsa-miR-124a2. Mediante esta técnica, la isla CpG del hsa-
miR-124a2 se encontré hipermetilada en las lineas celulares LLA (media de la
ratio normalizada, 180%+38%). Como era de esperar, hsa-miR-320 (no ligado
a una estructura de cromatina cerrada) no presentaba metilacién en ninguna de

las lineas celulares analizadas (Figura 16).
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Figura 16. Andlisis de metilacion de hsa-miR-320 en lineas celulares derivadas de LLA.

Se empled Hsa-miR-320 como control negativo para el analisis de metilacion del miARN
porque este miARN no mostré marcas de histona ligadas a cromatina cerrada en los arrays de
ChlIP-on chip. Como esperamos, MSP demostré que hsa-miR-320 no estaba metilado en las
lineas celulares derivadas de LLA.

La metilacion de cada isla CpG se asocio con la infrarregulacion de la

expresion de su correspondiente miR. Ademas, dicha expresién disminuida
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pudo reinstaurarse parcialmente tras el tratamiento con el agente desmetilante

5-aza-2"-deoxicitidina en las lineas celulares TOM-1 y NALM-20 (Figura 17).
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Figura 17. Andlisis de expresion de los genes miARN en lineas celulares derivadas de LLA.
Expresion de diferentes miARNSs en las lineas celulares TOM-1 y NALM-20 antes y después del
tratamiento con el agente desmetilante 5-Aza-2’-deoxizitidina (AZA) demostrando una
suprarregulacién de la expresion del gen después del tratamiento. La expresion del gen se
normalizé respecto a linfocitos sanos. (ratio normalizada = 100%). Se muestra la media + DS
de 3 experimentos diferentes.

Entre los 353 pacientes con LLA incluidos en este estudio (Tabla 5), las
frecuencias de pacientes metilados (en orden descendente) fueron las
siguientes: 49% para hsa-miR-124al, 46% para hsa-miR-124a2, 42% para
hsa-miR-124a3, 34% para hsa-miR-34b/c, 34% para hsa-miR-9-1, 33% para
hsa-miR-9-3, 25% para hsa-miR-10b, 27% para hsa-miR-203, 25% para hsa-
mMiR-196b, 21% para hsa-miR-9-2, y 7% para hsa-miR-132/212. En 123 de 353

pacientes no se encontré6 ningun miR metilado (grupo no metilado, 35%)
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mientras que la mayoria de las LLAs (230 [65%] de 353) presentaron metilacion
de al menos un miR (grupo metilado), oscilando el nUmero de genes metilados
entre uno y diez. Al igual que lo observado en lineas celulares, los pacientes
metilados mostraron una infrarregulacion significativa de la expresién de los

MiRs representativos comparado con los pacientes no metilados (Figura 18).

Tabla 5.- Caracteristicas clinicas y resultados de los 353 pacientes LLA de acuerdo al estado de
metilacion del miARN.

CARACTERISTICAS NO METILADO METILADO VALOR P
(n=123) (n=230)
< 15 afos 76 103
> 15 afos 47 127

<50x 10°/L 101 141
> 50 x 10°/L 22 89
L1 55 80
L2 63 140
L3 5 10
Célula B 104 183
CélulaT 19 47
Estandar 60 68
Pobre 16 35
Estandar 50 78
Pobre 73 152
PETHEMA 89 17 34
PETHEMA 93 87 169
PETHEMA 96 19 27

RC 112 202 NS

BCR-ABL 20 61 0.03
t(1;19) 4 2 NS
11923 1 1 NS
MYC 2 3 NS
7q35-14q911 2 3 NS
TEL-AML1 16 40 NS
Normal 70 113 NS
Otras 3 1 NS
NT 5 6 NS

Datos expresados en porcentajes. FAB, Francés-Americana-Britanica; NCI, National Cancer Institute;
PETHEMA, “Programa para el estudio y tratamiento de las hemopatias malignas”; TPH, trasplante
progenitores hematopoyéticos; RC, remision completa. NT, no testado.
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Figura 18. Metilacion asociada con la infrarregulacion de genes miARN representativos en
pacientes LLA.

La expresion de miARNs en pacientes con LLA se determind mediante PCR cuantitativa en
tiempo real. Se detectaron niveles de transcritos miARN significativamente bajos entre
pacientes LLA metilados frente a los pacientes no metilados. Las barras representan la
expresién de la media (95% Cl) en los pacientes con LLA en comparacién con los linfocitos
sanos (ratio normalizada = 100%).

Dado que la mayoria de los pacientes enrolados en este estudio habian
sido previamente analizados para la presencia de metilacion en 27 genes
relacionados con el cancer [32,33], se decidié estudiar la correlacion entre la
metilacion de miRs y la metilacion de estos genes. Hubo una concordancia
significativa entre la metilacion de miR y la presencia de un fenotipo metilador
(CIMP); la metilacion de miR estaba presente en 146 de 186 (78%) tumores
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CIMP-positivos (>2 genes metilados) frente a 40 de 86 (49%) tumores CIMP-
negativos (de 0 a 2 genes metilados) (P = 0,001).

5.3.- RESULTADOS CLINICOS Y PERFIL DE METILACION DE
miARNS.

Tal como se presenta en la Tabla 5, la edad adulta (127 de 174
pacientes [73%] frente a 103 de 179 [57%]; P = 0,003), las cifras elevadas de
leucocitos (> 50000 mm?) al diagnéstico (89 de 111 [80%] frente a 141 de 242
[58%]; P = 0,007) y la positividad del transcrito BCR-ABL (61 de 81 [75%)] frente
a 164 de 272 [60%]; P = 0,03) se asociaron significativamente con el grupo
metilado. Sin embargo, las demas caracteristicas clinicas y de laboratorio se
distribuyeron de forma similar entre ambos grupos de metilacion.

La Tabla 5 detalla la historia de recaidas, las tasas de remisiébn completa
(RC) y de mortalidad para los pacientes incluidos en los diferentes grupos de
metilacion. Las tasas de RC de los pacientes en los grupos no metilados y
metilados fue del 91% y 88%, respectivamente, representando una tasa de RC
global del 90%. Esto sugiere que el perfil de metilaciébn no se correlacionaba
con la respuesta a la terapia de induccién a la remision. Sin embargo, los
pacientes en el grupo no metilado presentaron una tasa de recaidas mas baja
que los pacientes del grupo metilado (22 de 111 [20%] versus 105 de 184
[57%]; P < 0,001). La tasa de mortalidad era también mas baja para el grupo no
metilado comparada con el grupo metilado (37 de 123 [30%)] versus 141 de 230
[61%]; P < 0,001). Se obtuvieron resultados similares en al analisis separado
de las LLAs infantiles (tasa de recaida, 15% para el grupo no metilado frente a
45% para el grupo metilado; P = 0,0001; tasa de mortalidad, 17% para el grupo
no metilado frente a 30% para el grupo metilado; P = 0,046) y del adulto (tasa
de recaida, 27% para el grupo no metilado frente a 68% para el grupo metilado;
P = 0,0001; tasa de mortalidad, 43% para el grupo no metilado frente a 79%

para el grupo metilado; P = 0,0001).
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Se analiz6 la supervivencia libre de enfermedad (SLE) entre los
pacientes que alcanzaron una RC de acuerdo al perfil de metilacion. Las
probabilidades estimadas de SLE a los 14 afios fueron del 78% y 24% para el
grupo no metilado y metilado, respectivamente (P = 0,00001; Figura 19A).
Entre los nifios, la probabilidad de SLE a los 14 afios fue del 82% para el grupo
no metilado y del 33% para el grupo metilado (P = 0,00001; Figura 19B). Entre
los pacientes adultos, la probabilidad de SLE a los 14 afios fue del 70% para el
grupo no metilado y del 12% para el grupo metilado (P = 0,00001; Figura 19C).
La supervivencia global (SG) calculada a los 14 afios para todos los pacientes
leucémicos fue del 71% para los pacientes no metilados y del 28% para los
pacientes metilados (P = 0,00001; Figura 19A). Se observaron diferencias
significativas en la SG entre los grupos no metilado y metilado en el analisis
separado de las LLA infantiles (81% versus 54%; P = 0,01; Figura 19B) y
adultas (55% versus 10%; P = 0,00001; Figura 19C)
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Figura 19. Funcion Kaplan-Meier de supervivencia para pacientes con leucemia linfoblastica
aguda (LLA).

Curvas de Supervivencia libre de Enfermedad (SLE) y Supervivencia Global (SG) para (A) todos
los pacientes incluidos en este estudio, (B) LLA en adultos, y (C) LLA infantil de acuerdo al
perfil de metilacidn. Lineas continuas, pacientes no metilados; lineas discontinuas, pacientes
metilados.
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El andlisis multivariante de los factores potencialmente prondsticos
demostré que el perfil de metilacion constituia un factor prondstico
independiente en la prediccion de la SLE tanto en la serie global (P = 0,0001),
las LLA infantiles (P =0,0001) como en las LLA del adulto (P = 0,0001; Tabla
6). El perfil de metilacion estaba también asociado de manera independiente
con la SG en las serie global (P = 0,0001), LLA infantiles (P = 0,019) y LLA del
adulto (P = 0,001; Tabla 6).

Tabla 6.- Modelo multivariante de Cox para Supervivencia Libre de Enfermedad y Supervivencia Global.

CARACTERISTICAS PARA SLE ANALISIS UNIVARIANTE ANALISIS MULTIVARIANTE

Valor P Valor P
Serie Global
Metilacién microARN <0.001 <0.001
Leucocitos > 50 x10°/L 0.004 NS
Positividad BCR-ABL <0.0001 <0.001
Fenotipo T 0.1 NS
Edad > 15 afos <0.001 <0.001
PETHEMA bajo riesgo 0.05 NS
LLA Infantil
Metilaciéon microARN <0.001 <0.001
NCI bajo riesgo 0.04 NS
Fenotipo T 0.05 NS
Leucocitos > 50 x10°/L 0.04 NS
LLA Adulto
Metilacién microARN <0.001 <0.001
Fenotipo T 0.1 NS
Leucocitos > 50 x10°/L 0.01 NS
Positividad BCR-ABL <0.001 <0.001

CARACTERISTICAS PARA SG

ANALISIS UNIVARIANTE

ANALISIS MULTIVARIANTE

Valor P Valor P
Serie Global
Metilacién microARN <0.001 <0.001
Leucocitos > 50 x10°/L <0.001 0.07
Positividad BCR-ABL <0.001 <0.001
Fenotipo T 0.1 NS
Edad > 15 afos <0.001 <0.001
PETHEMA bajo riesgo 0.08 NS
LLA Infantil
Metilaciéon microARN 0.015 0.019
NCI bajo riesgo 0.09 NS
Fenotipo T 0.001 0.001
Leucocitos > 50 x109/L 0.063 NS
LLA Adulto
Metilacién microARN <0.001 <0.001
Leucocitos > 50 x109/L 0.011 NS
Positividad BCR-ABL <0.001 <0.001
Fenotipo T 0.1 NS
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5.4.- IMPACTO PRONOSTICO DEL PERFIL DE METILACION DE
miARNS EN GRUPOS SELECCIONADOS DE RIESGO.

Para determinar el impacto prondstico del perfil de metilacion en
subgrupos de LLA con factores prondsticos bien establecidos, analizamos la
SLE y la SG en pacientes TEL-AML1 y BCR-ABL positivos y también en
pacientes con una cifra elevada de leucocitos (> 50000/mm?) al diagnéstico.
Entre las LLA infantiles TEL-AMLL1 positivas (n = 56), la SLE a los 10 afios fue
del 93% para el grupo no metilado y del 53% para el grupo metilado (P = 0,01;
Figura 20A). La SG a los 12 afios para los mismos pacientes fue del 100%
para los pacientes no metilados y del 77% para los pacientes metilados (P =
0,05; Figura 20A). Entre los pacientes BCR-ABL positivos (n =81), la SLE a los
9 afios fue del 58% para los pacientes no metilados y del 4% para los pacientes
metilados (P = 0,0009; Figura 20B). La SG estimada a los 9 afios fue del 53%
para los pacientes BCR-ABL no metilados y del 3% para los pacientes
metilados (P = 0,0002; Figura 20B). Entre las LLAs con una cifra elevada de
leucocitos al diagnéstico (n = 111), la SLE a los 11 afios fue del 72% para los
pacientes no metilados y del 25% para los metilados (P = 0,009; Figura 20C).
La SG estimada a los 11 afios para estos mismos pacientes fue del 56% para

los no metilados y del 22% para los metilados (P = 0,02; Figura 20C).
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Figura 20. Funcion Kaplan-Meier de supervivencia para grupos seleccionados prondsticos de
pacientes con leucemia aguda linfoblastica (LLA).
Curvas de Supervivencia libre de Enfermedad (SLE) y Supervivencia Global (SG) para (A)
pacientes con TEL-AML1 positivo, (B) pacientes con BCR-ABL positivo, y (C) pacientes con una
cifra alta de leucocitos al diagndstico de acuerdo al perfil de metilacidn. Lineas continuas,
pacientes no metilados; lineas discontinuas, pacientes metilados.
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Discusion

Este estudio muestra claramente que un acercamiento integrado y
secuencial usando la técnica ChlP-on-chip para detectar las modificaciones
quimicas de las histonas, el estudio de la metilacion del ADN vy los andlisis de
expresion génica hacen posible la identificacion eficiente de miARNs con un
posible papel supresor tumoral y silenciados epigenéticamente en las células
neoplasicas. Nuestros datos muestran diferencias marcadas en los niveles de
K4H3me3 y K9H3me2 entre linfocitos sanos y células derivadas de LLA. De
hecho, las islas CpG asociadas a 13 miARNs mostraron niveles altos de
K9H3me2 y/o niveles bajos de K4H3me3. Se sabe que este modelo de
modificaciones de las histonas marca una estructura de cromatina cerrada
asociada con un estado represivo en la expresion del gen. Ademas, la
consistencia completa en la correlacion entre ambas marcas de las histonas, la
presencia de metilacion del ADN alrededor de estos miARNs y sus modelos de
expresion fue confirmada en un panel de seis lineas celulares de LLA.
Adicionalmente, el tratamiento con 5-aza-2"-deoxicitidina recuperé parcialmente
los niveles de expresidn de estos genes, sugiriendo claramente que los
mecanismos epigenéticos alrededor de las islas CpG contribuyen al
silenciamiento de la expresién de estos miARNS en las lineas celulares de LLA.
De manera importante, la metilacion de los miARNs se observo también en las
muestras primarias tumorales de una serie amplia de pacientes con LLA. Por
ultimo, se observo la metilacion de al menos un miARN en un 65% de nuestros
pacientes al diagndéstico, apoyando un papel de la metilacion del miARN en las
fases tempranas de la leucemogénesis linfoide.

Se usoé el servidor web MiRGen para determinar las listas de los posibles
genes dianas de los miARNs metilados en la LLA [146]. Dicha lista de dianas
estaba enriquecida con genes involucrados en la proliferacion y apoptosis
celular (Tabla 4 y 7). Estas anormalidades no son sorprendentes. Debajo de la
complejidad de cada cancer se encuentra un numero limitado de eventos
criticos que propulsan a la célula tumoral y su progenie clonal hacia la
expansion incontrolada y la invasion. Uno de estos eventos es la proliferacion

celular aumentada, que, junto con la supresiébn compensatoria de la apoptosis
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necesaria para soportarla, proveen una plataforma minima necesaria para
mantener mas alla la progresion neoplasica [147]. Nuestros datos publicados
previamente [32,33,44,46] junto a los resultados del presente trabajo muestran
que en la LLA esta plataforma comun puede ser alcanzada por un mecanismo
de metilacion afectando no sélo a los genes supresores tumorales clasicos sino

también a los miARNSs.

Tabla 7.- Lista de miARNs mayormente metilados y sus genes diana predichos.

MiARN GENES MiR DIANAS
Hsa-miR-9 FBN1, EN1, AUH, FBN2, SNX25.
Hsa-miR-10b GRM3, ACTG1, TFAP2C, GATA6, NCOR2, NCOA6, SLC38A2.
Hsa-miR-34 UHRF2, NOTCH1, GRM1, HTR2C, MYC, RNF4, MLLT3, THRAP1, DLL1,

PDGFRA, KHDRBS1, STK39, ZZZ3, UBE2Q1, TAOK1, ARRDC3, HOXCS,
DHX40, RBM24.

Hsa-miR-124 JAG1, ITPR3, LAMC1, NEUROD1, PTPN12, FLOT2, RALA, RNF11, PARP16,
RAVER2, FAM38B, XPO4, ABHD3, LRP6, CUL5, KLF4, MLLT3, EVI1, CDK6,
HOXA1.
Hsa-miR-132 EIF4A2, EP300, PNN, TCF7L1, PTCH.
Hsa-miR-196b XAGE1, HOXC8, COL1A2, HOXB7, GATA6, HOXB6.
Hsa-miR-203 SPEN, EPC2.
Hsa-miR-212 -

Aunque las anormalidades genéticas de los principales genes
supresores tumorales, tales como RB y p53, son las lesiones moleculares mas
comunes en el cancer humano [148], estas son muy poco frecuentes en la LLA
[6]. Nuestro grupo ha demostrado previamente que la metilacién en las células
de la LLA puede ayudar a inactivar respuestas apoptoticas o de supresion del
crecimiento tumoral, ya sea por encima de p53 (en pl14, DAPK o ASPP-1) o por
debajo (p21 o APAF-1) y también inactivando p73, el cual codifica una proteina
que es a la vez estructural y funcionalmente homadloga a la proteina p53. Por lo
tanto podemos afirmar que también en la LLA, hay una fuerte seleccion en las
células tumorales para perder la funcionalidad de p53, pero, en este caso,
indirectamente a través de una via epigenética alternativa. Ademas, la
metilacion en la LLA altera el crecimiento tumoral disregulando ciclinas
dependientes de cinasas que fosforilan e inactivan funcionalmente la proteina
RB [32,33,44,46].
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Nuestros resultados presentes sugieren que la metilacion de hsa-miR-34
y miR-124a puede cooperar con las vias anteriormente mencionadas
inactivando estos genes supresores tumorales clasicos. Recientemente, se ha
descrito que la familia miR-34 era diana transcipcional directa de p53 [149],

indicando que miR-34 juega un papel pivote en la via del supresor tumoral p53.

De manera interesante, los miARNs de la familia miR-124a fueron los
microARNs mas frecuentemente metilados en las muestras de LLA y la
mayoria de pacientes incluidos en el grupo metilado mostraron, al menos, la
metilacion de un miembro de esta familia. Previamente ha sido demostrado que
CDK®6 (el cual esta involucrado en la proliferacién y diferenciacion celular) es
una diana directa de miR-124a [124]. Nuestro grupo ha demostrado
recientemente que la pérdida epigenética de miR-124a incrementa la activacion
de CDKG6 y la fosforilacion del retinoblastoma y contribuye a la proliferacion
anormal de células LLA tanto in vitro como in vivo [150]. Tomando todo junto,
estos datos implican que en la LLA también hay una fuerte seleccion para que
las células tumorales pierdan funciones criticas en los genes supresores
tumorales, pero en este caso, a través de una via epigenética alternativa. De
manera relevante, este mecanismo indirecto no esta solo restringido a la LLA,
ya gue la metilacion de hsa-miR-124a y miR-34b/c se ha observado también en
otras patologias [124,151-153].

Estudios recientes han puesto de manifiesto la relevancia de los perfiles
de expresién de miARNs en la progresion de diversos tipos de tumores [154-
159]. Sin embargo, no hay estudios concernientes al impacto prondstico de
dichos patrones de metilacion. En este trabajo, mostramos que la metilacion de
los MmIARNs es diferente en los tumores individuales dentro del mismo tipo
tumoral, y este perfil de metilacién paciente-especifico proporciona informacion
prondstica importante en la LLA. La presencia en los tumores individuales de
eventos epigenéticos que afectan a los miARNSs es un factor de mal prondstico
tanto en nifios como en adultos con LLA. Los pacientes con metilacion de
MIARNSs presentaron una supervivencia libre de enfermedad (SLE) y una

supervivencia global (SG) mas pobre que los pacientes no metilados. El
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analisis multivariante confirmo6 que el perfil de metilacion estaba asociado con
una SLE y una SG mas corta. Ademas, el estado de metilacién fue capaz de
redefinir el prondstico de grupos seleccionados de LLA con caracteristicas
prondsticas bien establecidas. La ausencia de metilacion de miARNs mejora el
pobre resultado general de los pacientes que presentan el cromosoma
Filadelfia o altas cifras de leucocitos, mientras que la presencia de metilacion
empeoraba el buen resultado general de los pacientes con reordenamiento
TEL-AML1. Por lo tanto, el perfil de metilacion de miARNs en la LLA podria
tener implicaciones clinicas importantes complementando los estudios
habituales de inmunofenotipo, citogenética y moleculares para guiar la
seleccion de la terapia y proveer una base para el desarrollo de nuevos
tratamientos, tales como los agentes desmetilantes o los inhibidores de las

deacetilasas de las histonas.

En resumen, nuestros resultados indican que la metilacién aberrante que
afecta a genes miARN es un fendmeno comudn en la leucemia linfoblastica
aguda. El perfil de metilacién parece ser un factor importante en la prediccién

del resultado clinico de los pacientes con esta patologia.
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Conclusiones

1.- El estudio del estado de metilacién del ADN, la técnica ChlP-on-chip
para detectar las modificaciones quimicas de las histonas y los analisis de
expresion génica permiten de manera eficiente la identificacion de miARNs con
un probable papel supresor tumoral y silenciados por mecanismos epigenéticos
en la LLA.

2.- El tratamiento con agentes desmetilantes, como la 5-aza-2’-
deoxicitidina recupera en cierta medida los niveles de expresion de los genes
analizados, sugiriendo de forma evidente que los mecanismos epigenéticos en

torno a las islas CpG contribuyen al silencio en la expresion de los miARNS.

3.- La proliferacion celular aumentada y la supresion de la apoptosis, en
la LLA, se puede alcanzar por mecanismos de metilacion afectando tanto a

genes supresores neoplasicos clasicos como a los miARNS.

4.- La metilacion de hsa-miR-34 y miR-124a actla conjuntamente con la
via de p53, alterada epigenéticamente en las células de la LLA, inactivando

algunos genes supresores tumorales.

5.- El perfil de metilacion de los miARNs constituye un parametro
importante para definir un grupo de pacientes con una evolucion clinica

desfavorable.

6.- Dicho perfil es capaz de modificar el prondstico de la enfermedad en
subtipos establecidos de LLA con peor prondstico como la LLA Filadelfia

positiva o la LLA hiperleucocitosica.

7.- El resultado de este trabajo, junto con los estudios complementarios
usuales, pueden constituir en un futuro una base fundada para el uso de
nuevos tratamientos, como los agentes desmetilantes o los inhibidores de las

deacetilasas de las histonas.
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Purpose
To identify microRNAs (miRNAs) epigenetically regulated in acute lymphoblastic leukemia (ALL).

Methods

We first examined ALL-derived cell lines for the presence of abnormal levels of two different
histone modifications (trimethylation of H3 lysine 4 [K4H3me3] and dimethylation of H3 lysine 9
[K9H3me2]) in the 5’UTR regions around CpG islands of 78 miRNAs by chromatin immunopre-
cipitation (ChlIP)-on-ChIP analysis. Methylation status (methylation-specific polymerase chain
reaction [PCRI) and expression (quantitative PCR) of miRNAs showing a pattern of histone
modifications linked to a closed chromatin structure were analyzed in a panel of six ALL cell lines
and in 353 ALL patients.

Results

CpG islands around 13 miRNAs disclosed high levels of K9H3me2 and/or low levels of K4H3me3,
a pattern of histone modifications underlying a closed chromatin structure associated with
repressive gene expression. Complete consistency in the correlation between both histone marks,
the presence of DNA methylation around these miRNAs, and their expression patterns was
confirmed in the six ALL cell lines. Treatment with 5-Aza-2’-deoxycytidine upregulated the
expression levels of these genes, suggesting that epigenetic mechanisms deregulate the
expression of these miRNAs. A total of 65% of the ALL samples had at least one miRNA
methylated (methylated group). Estimated disease-free survival (DFS) and overall survival (OS) at
14 years were 78% and 71% for nonmethylated patients and 24% and 28% for methylated
patients (P = .00001 for both). Multivariate analysis demonstrated that methylation profile was an
independent prognostic factor for predicting DFS (P = .0001) and OS (P = .0001).

Conclusion

Aberrant miRNA methylation is a common phenomenon in ALL that affects the clinical outcome
of these patients.

J Clin Oncol 27:1316-1322. © 2009 by American Society of Clinical Oncology

TSGs in specific tumors. Because the downregula-
tion of many known TSGs has been tightly linked to

MicroRNAs (miRNAs) are noncoding RNAs of 19
to 25 nucleotides in length that regulate gene expres-
sion by inducing cleavage or translational inhibition
of their targets mRNA through base pairing to par-
tially complementary sites." MiRNAs are involved in
controlling cell development, differentiation, apo-
ptosis, and proliferation.' In human cancer, recent
studies have shown the deregulation of miRNA ex-
pression and the contribution of miRNAs to the
multistep processes of carcinogenesis either as onco-
genes or tumor suppressor genes (TSGs).>> Tumor-
specific downregulation of subsets of miRNAs has
generally been observed in various types of human
cancer,* suggesting that some of these miRNAs act as
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epigenetic mechanisms like histone modifications
and also hypermethylation of CpG islands with pro-
moter activity, the same mechanisms could play an
important role in the silencing of tumor-suppressive
miRNAs in tumors. In fact, examples of DNA
methylation-based regulation of microRNAs have
been recently described.”'*

We have extensively demonstrated in acute
lymphoblastic leukemia (ALL) that hypermethyl-
ation of promoters is a frequent mechanism of
gene silencing and a finding associated with the
prognosis and the response to therapy.'>'® Methyl-
ation in ALL participates in the inactivation of three
key cellular pathways: growth-deregulating events
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comprising those that target the principal late G1 cell-cycle check-
point and those that regulate the G2-M transition; the apoptotic
program; and the cell-cell adhesion. Moreover, patient-specific meth-
ylation profile provides important prognostic information in ALL
patients. The presence in individual tumors of multiple epigenetic
events that affect each of the pathways discussed above is a factor of
poor prognosis in ALL.'>'8

All these data suggest the putative presence of DNA methylation—
associated silencing of miRNAs in ALL cells. To explore this hypoth-
esis, we used an approach with a series of sequential analyses. We first
examined ALL-derived cell lines for the presence of abnormal
levels of two different histone modifications around CpG islands of
78 miRNAs and then focused on 13 of them that showed a pattern of
histone modifications linked to a closed chromatin structure. All these
miRNAs disclosed downregulated expression related to their DNA
methylation status. Methylation and expression analyses using 353
primary ALL cases showed that aberrant methylation affecting a wide
range of miRNA genes is a common phenomenon in ALL and has
prognostic impact in this group of patients.

Cell Lines and Patients

We studied six ALL-derived cell lines (TOM-1, NALM-20, MY, LOUCY,
MOLT-4, and TANOUE) and 353 consecutive patients (210 male; 143
female) with de novo ALL who were enrolled in successive multicenter
studies of the Programa de Estudio y Tratamiento de las Hemopatias Malig-
nas (PETHEMA) group. Patients were referred to the Reina Sofia Hospital of
Cordoba, Spain, from January 1989 to December 2006. The median age in the
study population was 15 years (range, 0.3 to 82 years). Of these, 179 were
children (median age, 5 years; range, 0.3 to 14 years) and 174 adults (median
age, 29 years; range, 15 to 82 years). The study was approved by the institu-
tional review board at the Reina Sofia Hospital. Informed consent was
obtained from the patient or the patient’s guardians. Diagnosis was estab-
lished according to standard criteria. Patients were risk stratified according
to the therapeutic protocol used and were entered in ALL protocols of the
PETHEMA group. For statistical analyses, children were also grouped accord-
ing to the National Cancer Institute (NCI) risk classification criteria.'® The
specific PETHEMA ALL treatment protocols in which these patients entered
included ALL-89 (n = 51), ALL-93 (n = 256), and ALL-96 (n = 46). The
design and results of these studies have been previously reported.”**> One
hundred twenty-seven patients relapsed. Sixty patients received stem cell
transplantation (13 autologous, 47 allogeneic) in the first (n = 35) or second
complete remission (CR; n = 25). There are 175 patients currently alive.
Clinical characteristics of the patients are listed in Table 1. Some of these
patients (n = 272) were typed previously for methylation of 27 cancer-related
genes to determine the CpG island methylator phenotype (CIMP).'>¢

Chromatin Immunoprecipitation and Chromatin
Immunoprecipitation-on-Chip

Peripheral blood lymphocytes from healthy donors, TOM-1 and
NALM-20 cell lines were subjected to chromatin immunoprecipitation
(ChIP) in order to assess the trimethylation of H3 lysine 4 (K4H3me3) and
dimethylation of H3 lysine 9 (K9H3me2). The immunoprecipitated fractions
from ChIP experiments were labeled and used to probe the Agilent Human
CpG Island microarray. A detailed description of these experiments is supplied
in the Appendix (online only).

MiRNA Methylation and Expression Analyses

Methylation status was analyzed by methylation-specific PCR (MSP)
using primers specific for either the methylated or bisulfite modified unmeth-
ylated DNA (Appendix Table Al, online only). Expression of the different
miRNAs was analyzed using specific primers and TagMan probe according

WWW.jco.org

Table 1. Clinical Characteristics and Outcome of ALL Patients According to
MicroRNA Methylation Status (N = 353)

No.
Non-Methylated Methylated
Feature (n =123) (n = 230) P
Age, years .003
<15 76 103
> 15 47 127
Sex (male/female) 67/56 143/87 NS
WBC, X10°/L .007
< 50 101 141
> 50 22 89
FAB classification NS
L1 55 80
L2 63 140
L3 5 10
Blast lineage NS
B cell 104 183
T cell 19 47
NCI risk groups NS
Standard 60 68
Poor 16 35
PETHEMA risk groups NS
Standard 50 78
Poor 73 152
Treatment NS
PETHEMA 89 17 34
PETHEMA 93 87 169
PETHEMA 96 19 27
SCT 20 40 NS
Best response
CR 112 202 NS
Cytogenetic/molecular abnormalities
BCR-ABL 20 61 .03
t(1;19) 4 2 NS
11923 1 1 NS
MYC 2 3 NS
7035-14q11 2 3 NS
TEL-AML1 16 40 NS
Normal 70 113 NS
Other 3 1 NS
Nontested 5 6 NS
Relapse 22 105 <.001
Death 37 141 <.001

Abbreviations: ALL, acute lymphoblastic leukemia; FAB, French-American-
British; NCI, National Cancer Institute; PETHEMA, Programa para el estudio
y tratamiento de las hemopatias malignas; SCT, stem cell transplantation; CR,
complete remission; NT, nontested.

to the TagMan MicroRNA Assay protocol (Applied Biosystems, Foster City,
CA). A detailed description of these techniques is supplied in the Appendix.

Statistical Analysis

For statistical purposes, ALL patients were classified into two different
methylation groups: nonmethylated (no methylated genes) and methylated
group (atleast, one methylated gene). The rationale for grouping patients with
any methylated gene (regardless of the number of methylated genes) in the
same methylation group was derived after statistical analyses (relapse rate,
mortality rate, disease-free survival [DFS], and overall survival [OS]) accord-
ing with the number of gene methylated (from 0 to 10). Results of these
analyses showed that prognosis for nonmethylated patients was better than
patients with methylated genes (including those with only one methylated
gene). Moreover, prognosis of patients from 1 to 10 methylated genes was
similar with no statitistical differences. Pvalues for comparisons of continuous
variables were two tailed and based on the Wilcoxon rank sum test. P values for
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dichotomous variables were based on the Fisher’s exact test. The remaining P
values were based on the Pearson x* test. OS was measured from the day of
diagnosis until death from any cause and was censored only for patients known
to be alive at last contact. DFS was measured from the day that CR was
established until either relapse or death without relapse, and it was censored
only for patients who were alive without evidence of relapse at the last follow-
up. Distributions of OS and DFS curves were estimated by the method of
Kaplan and Meier, with 95% Cls calculated by means of Greenwood’s for-
mula. Patients who underwent stem cell transplantation were included but
censored at the date transplant. Univariate and multivariate analyses (logistic
regression model) were used to determine the factors associated with DFS and
OS. Stepwise modeling was performed to screen potential variables for inclu-
sion in the final model. Entry criteria for the multivariable Cox regression

1318  © 2009 by American Society of Clinical Oncology

analysis was a P value lower than .1 in univariate analysis. P values of no more
than .05 were taken as the threshold for statistical significance in the final
model. All relapse and survival data were updated on December, 2007, and all
follow-up data were censored at that point.

K9H3me2 and K4H3me3 Modifications Overlap
miRNA Genes

We observed that 78 CpG islands of the Agilent Human CpG
Island microarray used for the ChIP-on-Chip analysis embedded or
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were close to one miRNA. Analysis revealed that 13 of this 78 CpG
islands (hsa-miR-9-1, -9-2, 9-3, -10b, -34b, -34c, -124al, -124a2,
-124a3, -132, -196b, -203 and -212) showed a decrease of K4H3me3
and/or increase of K9H3me2 marks in ALL cell lines respect to healthy
lymphocyes (Appendix Fig Al, online only). These results were fur-
ther confirmed by quantitative ChIP PCR assay (Appendix Fig A2,
online only). All these miRNAs linked to a closed chromatin structure
were chosen for further methylation analyses. As control for methyl-
ation analysis we also studied the hsa-miR-320 which is not associated
with closed chromatin marks (Fig Al).

Expression of miRNAs in ALL Cell Lines Is Regulated
by CpG Island Hypermethylation

We analyzed the expression of nine miRNAs (all the hsa-miR-
124a genes produce an unique hsa-miR-124a transcript and the same
occurs with the hsa-miR-9 genes) and the methylation status of 11
CpG island associated with these miRNAs (hsa-miR-34b and -34c are
controlled by the same CpG island and the same occurs with hsa-miR-
132 and -212 genes) in ALL-derived cell lines and lymphoblasts from
ALL patients. Methylation of miRNAs was observed in every cell line
but notin healthy lymphocytes (Fig 1). However, healthy lymphocytes
displayed hsa-miR-124a2 methylation (Fig 1). Therefore, a quantita-
tive real-time MSP was performed to quantify hsa-miR-124a2 meth-
ylation (Appendix). By quantitative real-time MSP, CpG island of the
hsa-miR-124a2 was hypermethylated in all ALL-derived cell lines
studied (mean normalized ratio, 180% = 38%). As expected, has-
miR-320 (no linked to a closed chromatin structure) was unmethyl-
ated in cell lines (Appendix Fig A3, online only).

Methylation was associated with downregulation of miRNA
expression which was further demonstrated by restored gene ex-
pression after treatment with 5-Aza-2'-deoxycytidine in TOM-1 and
NALM-20 cell lines (Appendix Fig A4, online only). Among 353 ALL
patients (Table 1), the methylation frequencies (in descending order)

were as follows: 49% for hsa-miR-124al, 46% for hsa-miR-124a2,
42% for hsa-miR-124a3, 34% for hsa-miR-34b/c, 34% for hsa-miR-
9-1, 33% for hsa-miR-9-3, 25% for hsa-miR-10b, 27% for hsa-miR-
203, 25% for hsa-miR-196b, 21% for hsa-miR-9-2, and 7% for
hsa-miR-132/212. No methylated miRNAs were found in 123 of 353
patients (nonmethylated group, 35%) whereas most ALLs (230 [65%]
of 353) had methylation of at least one miRNA (methylated group),
ranging from one to 10 methylated genes. As expected, methylated
patients showed significant downregulation of the representative
miRNA expressions compared with nonmethylated patients (Appen-
dix Fig A5, online only). The presence of methylation in 27 cancer-
related genes was determined previously for 272 of these cases.'”'
There was a significant concordance between miRNA methylation
and the presence of a methylator phenotype (CIMP); miRNA meth-
ylation was present in 146 of 186 (78%) CIMP-positive tumors
(> two methylated genes) versus 40 of 86 (49%) CIMP-negative (0 to
2 methylated genes) tumors (P = .001).

Clinical Outcome and Methylation Profile

As presented in Table 1, adult ALL (127 0f 174 [73%] v 103 of 179
[57%]; P = .003), high WBC counts at diagnosis (89 of 111 [80%] v
141 0f 242, [58%)]; P = .007) and BCR-ABL positivity (61 of 81 [75%)]
v 164 of 272 [60%]; P = .03), were significantly associated with the
methylated group. However, other features were similarly distributed
among both methylation groups.

Table 1 details the relapse history, CR rates, and mortality for
patients included in the different methylation groups. CR rates of
patients in the nonmethylated and methylated groups were 91% and
88%, respectively, accounting for 90% of the overall CR rate. This
suggests that methylation profile did not correlate with response to
remission induction therapy. However, patients in the nonmethylated
group had a lower relapse rate than patients in the methylated group
(22 0f 111 [20%] v 105 0f 184 [57%]; P < .001). Mortality rate was also
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Fig 2. Kaplan-Meier survivor function for acute lymphoblastic leukemia (ALL) patients. Disease-free survival (DFS) and overall survival (OS) curves for (A) all the patients
enrolled in this study, (B) childhood ALL, and (C) adult ALL according to the methylation profile. Blue lines, nonmethylated patients; yellow lines, methylated patients.
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lower for nonmethylated group compared with methylated group (37
of 123 [30%] v 141 of 230 [61%]; P < .001). Similar results were
obtained in the separate analyses of children (relapse rate, 15% for
nonmethylated group v 45% for methylated group; P = .0001; mor-
tality rate, 17% for nonmethylated group v 30% for methylated group;
P = .046) and adults (relapse rate, 27% for nonmethylated group v
68% for methylated group; P = .0001; mortality rate, 43% for non-
methylated group v 79% for methylated group; P = .0001).

We analyzed DFS among patients who achieved CR according to
the methylation profile. Estimated DFS rates at 14 years were 78% and
24% for nonmethylated and methylated group (P = .00001; Fig 2A).
Among children, the 14-year DES was 82% for nonmethylated group
and 33% for methylated group (P = .00001; Fig 2B). Among adult
patients, the 14-year DFS was 70% for nonmethylated group and 12%
for methylated group (P = .00001; Fig 2C). The actuarial OS at 14
years calculated for all leukemic patients was 71% for nonmethylated
patients and 28% for methylated patients (P = .00001; Fig 2A). Sig-
nificant differences were observed in the actuarial OS among non-
methylated and methylated groups in the separate analyses of children
(81% v 54%; P = .01; Fig 2B) and adults (55% v 10%; P = .00001;
Fig 2C).

A multivariate analysis of potential prognostic factors demon-
strated that hypermethylation profile was an independent prognostic
factor in predicting DFS in the global series (P = .0001) as well as in
childhood ALL (P = .0001) and adult ALL (P = .0001; Table 2).
Methylation status was also independently associated with OS in the
global series (P = .0001), childhood ALL (P = .019), and adult ALL
(P =.001; Table 2).

Prognostic Impact of the Methylation Profile in
Selected Risk Groups

In order to determine the prognostic impact of the methylation
profile in ALL groups with well-established prognostic factors, we
analyzed DFS and OS in TEL-AMLI- and BCR-ABL-positive patients
and also in patients with high WBC count (> 50,000 mm®) at diagno-
sis. Among TEL-AMLI-positive children (n = 56), the 10-year DFS
was 93% for nonmethylated group and 53% for methylated group
(P=.01;Fig3A). The actuarial OS at 12 years for the same patients was
100% for nonmethylated patients and 77% for methylated patients
(P = .05; Fig 3A). Among BCR-ABL-positive patients (n = 81), the
9-year DFS was 58% for nonmethylated patients and 4% for methyl-
ated patients (P = .0009; Fig 3B). Estimated 9-year OS was 53% for
nonmethylated BCR-ABL patients and 3% for methylated patients
(P = .0002; Fig 3B). Among ALL patients with high WBC count at
diagnosis (n = 111), DFS at 11 years was 72% for nonmethylated
patients and 25% for methylated patients (P = .009; Fig 3C). Esti-
mated 11-year OS for these patients was 56% for nonmethylated
patients and 22% for methylated patients (P = .02; Fig 3C).

This study clearly shows that an integrated and sequential approach
using ChIP-on-chip for histone modifications, methylation, and
expression analyses makes it possible to efficiently identify putative
tumor suppressor miRNAs silenced by tumor-specific DNA methyl-
ation in cancer cells. Our data show marked differences in the levels of
K4H3me3 and K9H3me2 between healthy lymphocytes and ALL-

1320 © 2009 by American Society of Clinical Oncology

Table 2. Multivariate Cox Model for DFS and OS
P for Analysis
Feature Univariate Multivariate
DFS
Global series
MicroRNA methylation <.001 < .001
WBC > 50 x 10%L .004 NS
BCR-ABL positivity <.0001 <.001
T-phenotype N NS
Age > 15 years < .001 <.001
PETHEMA poor risk .05 NS
Childhood ALL
MicroRNA methylation < .001 <.001
NCI poor risk .04 NS
T-phenotype .05 NS
WBC > 50 X 10%/L .04 NS
Adult ALL
MicroRNA methylation < .001 < .001
T-phenotype A NS
WBC > 50 x 10%/L .01 NS
BCR-ABL positivity <.001 <.001
oS
Global series
MicroRNA methylation < .001 < .001
WBC > 50 X 10%/L < .001 .07
BCR-ABL positivity <.001 <.001
T-phenotype 1 NS
Age > 15 years <.001 <.001
PETHEMA poor risk .08 NS
Childhood ALL
MicroRNA methylation .015 .019
NCI poor risk .09 NS
T-phenotype .001 .001
WBC > 50 x 10%/L .063 NS
Adult ALL
MicroRNA methylation < .001 < .001
WBC > 50 x 10%L 011 NS
BCR-ABL positivity <.001 <.001
T-phenotype 1 NS
Abbreviations: DFS, disease-free survival; OS, overall survival; NS, not signifi-
cant; PETHEMA, Programa para el estudio y tratamiento de las hemopatias
malignas; NCI, National Cancer Institute; ALL, acute lymphoblastic leukemia.

derived cells. In fact, CpG islands near to 13 miRNAs disclosed high
levels of K9H3me2 and/or low levels of K4H3me3. This pattern of
histone modifications is known to mark a closed chromatin structure
associated with repressive gene expression. Moreover, complete con-
sistency in the correlation between both histone marks, the presence of
DNA methylation around these miRNAs, and their expression pat-
terns was confirmed in a panel of six ALL cell lines. In addition,
treatment with 5-Aza-2'-deoxycytidine upregulated the expression
levels of these genes, strongly suggesting that epigenetic mechanisms
around CpG islands seemed to deregulate the expression of these
miRNAs in ALL cell lines. Importantly, miRNAs methylation was also
observed in primary tumor samples from a large series of ALL patients.
At least, one methylated miRNA was observed in 65% of our patients
at diagnosis, supporting for a role of the miRNA methylation in the
early phases of lymphoid leukemogenesis.

MiRGen webserver was used to determine lists of putative
gene targets of methylated miRNAs in ALL.*® The target list was
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Fig 3. Kaplan-Meier survivor function for selected prognostic groups of acute lymphoblastic leukemia (ALL) patients. Disease-free survival (DFS) and overall survival
(OS) curves for (A) TEL-AML 1-positive ALL patients, (B) BCR-ABL-positive ALL patients, and (C) patients with high WBC at diagnosis according to the methylation

profile. Blue lines, nonmethylated patients; yellow lines, methylated patients.

interestingly enriched for genes involved in cell proliferation/apo-
ptosis (Appendix Table A2, online only). These abnormalities are
not surprising. Beneath the complexity of every cancer lies a lim-
ited number of mission-critical events that have propelled the
tumor cell and its progeny into uncontrolled expansion and inva-
sion. One of these is deregulated cell proliferation, which, together
with the compensatory suppression of apoptosis needed to support
it, provides a minimal platform necessary to support further neo-
plastic progression.”” Our previously reported data'>'® and these
results show that in ALL this common platform can be achieved by
a methylation mechanism affecting not only classical TSG but
also miRNAs.

Although genetic abnormalities of key TSGs, such as RB and
P53, are the most common molecular lesions in human cancer,*®
they are less frequent in ALL.** We have previously demonstrated
that methylation in ALL cells can help to inactivate tumor-
suppressive apoptotic or growth-arresting responses by deregula-
tion of the cyclin-dependent kinases that phosphorylate and
functionally inactive RB protein and either upstream or down-
stream of p53 and also inactivating p73 which encodes for a protein
that is homologous to the p53 protein.'>'® Our present results
suggest that methylation of hsa-miR-34 and miR-124a may coop-
erate with above mentioned pathways inactivating these classical
TSGs. Recently, miR-34 family was shown to be direct transcrip-
tional target of p53,” indicating that miR-34 play a pivotal role in
the p53 tumor suppressor network. Interestingly, miRNAs of the
miR-124a family were the most frequently methylated genes in
ALL samples and the majority of patients included in the methyl-
ated group showed, at least, methylation of one member of this
family. It has been previously demonstrated that CDK6 (which is
involved in cell cycle progression and differentiation) is a direct
target of miR-124a.° Our group has recently demonstrated that the
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epigenetic loss of miR-124a increases CDK6 activation and phos-
phorylation of retinoblastoma and contributes to the abnormal
proliferation of ALL cells both in vitro and in vivo (unpublished
results). Taken together, these data imply that in ALL too thereisa
strong selection for tumor cells to lose critical TSG functions, but
in this case, indirectly through an alternative epigenetic way. Inter-
estingly, this indirect mechanism is not only restricted to ALL,
because methylation of hsa-miR-124a and miR-34b/c has been also
observed in other malignancies.®'>>'

Recent studies have reported the relevance of miRNA expres-
sion profiles to the progression of particular tumors.*>*® However,
there are not reports concerning the prognostic impact of miRNA
methylation profile. In this study, we show that methylation of
miRNAs is different in individual tumors within the same tumor
type, and this patient-specific methylation profile provides impor-
tant prognostic information in ALL. The presence in individual
tumors of miRNA epigenetic events is a factor of poor prognosis
in both childhood and adult ALL. Patients with miRNA meth-
ylation had a poorer DFS and OS than unmethylated patients.
Multivariate analysis confirmed that methylation profile was asso-
ciated with a shorter DFS and OS. Moreover, methylation status
was able to redefine the prognosis of selected ALL groups with
well-established prognostic features. Lack of miRNA methylation
improved the general poor outcome of patients presenting Phila-
delphia chromosome or high WBC counts, whereas presence of
methylation worsened the general good outcome of TEL-AMLI-
positive patients. Therefore, miRNA methylation profiling in ALL
could have important clinical implications complementing stan-
dard immunophenotypic, cytogenetic, and molecular studies for
guiding the selection of therapy and providing a basis for develop-
ing novel therapies.
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In summary, our results indicate that aberrant methylation af-
fecting miRNA genes is a common phenomenon in ALL. The meth-
ylation profile seems to be an important factor in predicting the

clinical outcome of ALL patients.

The author(s) indicated no potential conflicts of interest.

Conception and design: Jose Roman-Gomez, Xabier Agirre

1. Bartel D: MicroRNAs: Genomics, biogenesis,
mechanism, and function. Cell 116:281-297, 2004

2. Esquela-Kerscher A, Slack FJ: Oncomirs—
microRNAs with a role in cancer. Nat Rev Cancer
6:259-269, 2006

3. Osada H, Takahashi T: MicroRNAs in biologi-
cal processes and carcinogenesis. Carcinogenesis
28:2-12, 2007

4. Lu J, Getz G, Miska EA, et al: MicroRNA
expression profiles classify human cancers. Nature
435:834-838, 2005

5. Saito Y, Liang G, Egger G, et al: Specific activa-
tion of microRNA-127 with downregulation of the
proto-oncogene BCL6 by chromatin-modifying drugs
in human cancer cells. Cancer Cell 9:435-443, 2006

6. Lujambio A, Ropero S, Ballestar E, et al:
Genetic unmasking of an epigenetically silenced
microRNA in human cancer cells. Cancer Res 67:
1424-1429, 2007

1. Fazi F, Racanicchi S, Zardo G, et al: Epigenetic
silencing of the myelopoiesis regulator microRNA-
223 by the AML1/ETO oncoprotein. Cancer Cell
12:457-466, 2007

8. Lu L, Katsaros D, Rigault de la Longrais IA, et
al: : Hypermethylation of let-7a-3 in epithelial ovarian
cancer is associated with low insulin-like growth
factor-Il expression and favorable prognosis. Cancer
Res 67:10117-10122, 2007

9. Han L, Witmer PD, Casey E, et al: DNA
methylation regulates microRNA expression. Can-
cer Biol Ther 6:e1-e5, 2007

10. Lehmann U, Hasemeier B, Chistgen M, et al:
Epigenetic inactivation of microRNA gene hsa-mir-9-1 in
human breast cancer. J Pathol 214:17-24, 2008

11. Brueckner B, Stresemann C, Kuner R, et al:
The human let-7a-3 locus contains an epigenetically
regulated microRNA gene with oncogenic function.
Cancer Res 67:1419-1423, 2007

12. Kozaki K, Imoto |, Mogi S, et al: Exploration of
tumor-suppressive microRNAs silenced by DNA hy-
permethylation in oral cancer. Cancer Res 68:2094-
2105, 2008

13. Grady WM, Parkin RK, Mitchell PS, et al:
Epigenetic silencing of the intronic microRNA hsa-
mir-342 and its host gene EVL in colorectal cancer.
Oncogene 27:3880-3888, 2008

Roman-Gomez et al

Provision of study materials or patients: Jose Roman-Gomez, Antonio
Jiménez-Velasco, Victor Arqueros, Vanesa Martin, Juan Antonio Castillejo
Collection and assembly of data: Jose Roman-Gomez, Xabier Agirre,
Antonio Jiménez-Velasco, Amaia Vilas-Zornoza, Paula Rodriguez-Otero,

Ifiaki Martin-Subero, Leire Garate, Lucia Cordeu, Edurne San
José-Eneriz, Eva Bandrés, Maria Jose Calasanz

Data analysis and interpretation: Jose Roman-Gomez, Xabier Agirre,
Amaia Vilas-Zornoza, Paula Rodriguez-Otero, Inaki Martin-Subero,
Leire Garate, Lucia Cordeu, Edurne San José-Eneriz, Eva Bandrés,

Maria Jose Calasanz

Manuscript writing: Jose Roman-Gomez, Xabier Agirre

Final approval of manuscript: Jose Roman-Gomez, Xabier Agirre,
Antonio Jiménez-Velasco, Victor Arqueros, Amaia Vilas-Zornoza, Paula
Rodriguez-Otero, Ifiaki Martin-Subero, Leire Garate, Lucia Cordeu,
Edurne San José-Eneriz, Vanesa Martin, Juan Antonio Castillejo, Eva
Bandrés, Maria Jose Calasanz, Reiner Siebert, Anabel Heiniger, Antonio

Torres, Felipe Prosper

14. Bueno MJ, Pérez de Castro |, Gomez de
Cedrén M, et al: Genetic and epigenetic silencing of
microRNA-203 enhances ABL1 and BCR-ABL1 on-
cogene expression. Cancer Cell 13:496-506, 2008

15. Roman-Gomez J, Jimenez-Velasco A, Castillejo
JA, et al: Promoter hypermethylation of cancer-related
genes: A strong independent prognostic factor in acute
lymphoblastic leukemia. Blood 104:2492-2498, 2004

16. Roman-Gomez J, Jimenez-Velasco A, Agirre
X, et al: Lack of CpG island methylator phenotype
defines a clinical subtype of T-cell acute lymphoblas-
tic leukemia associated with good prognosis. J Clin
Oncol 23:7043-7049, 2005

17. Roman-Gomez J, Jimenez-Velasco A, Agirre
X, et al: CpG island methylator phenotype redefines
the prognostic effect of t(12;21) in childhood acute
lymphoblastic leukemia. Clin Cancer Res 12:4845-
4850, 2006

18. Roman-Gomez J, Cordeu L, Agirre X, et al:
Epigenetic regulation of WNT signaling pathway in
acute lymphoblastic leukemia. Blood 109:3462-
3469, 2007

19. Smith M, Arthur D, Camitta B, et al: Uniform
approach to risk classification and treatment assign-
ment for children with acute lymphoblastic leuke-
mia. J Clin Oncol 14:18-24, 1996

20. Ortega JJ: Spanish acute lymphoblastic leuke-
mia trials. Int J Pediat Hemat Oncol 5:163-176, 1998

21. Ribera JM, Ortega JJ, Oriol A, et al: Prognos-
tic value of karyotypic analysis in children and adults
with high-risk acute lymphoblastic leukemia in-
cluded in the PETHEMA ALL-93 trial. Haematologica
87:154-166, 2002

22. Ribera JM, Ortega JJ, Oriol A, et al: Late
intensification chemotherapy has not improved the
results of intensive chemotherapy in adult acute
lymphoblastic leukemia: Results of a prospective
multicenter randomized trial (PETHEMA ALL-89).
Haematologica 83:222-230, 1998

23. Ortega JJ, Ribera JM, Oriol A, et al: Early and
delayed consolidation chemotherapy significantly im-
proves the outcome of children with intermediate-risk
acute lymphoblastic leukemia: Final results of the pro-
spective randomized PETHEMA ALL-89 trial. Haemato-
logica 86:586-595, 2001

24. Ribera JM, Ortega JJ, Oriol A, et al: Comparison of
intensive chemotherapy, allogeneic, or autologous stem-
cell transplantation as postremission treatment for chil-
dren with very high risk acute lymphoblastic leukemia:
PETHEMA ALL-93 trial. J Clin Oncol 25:16-24, 2007

25. Sancho JM, Ribera JM, Xicoy B, et al: Results
of the PETHEMA ALL-96 trial in elderly patients with
Philadelphia chromosome-negative acute lympho-
blastic leukemia. Eur J Haematol 78:102-110, 2007

26. Megraw M, Sethupathy P, Corda B, et al: MiR-
Gen: A database for the study of animal microRNA
genomic organization and function. Nucleic Acids Res
35:D149-155, 2007

21. Evan GI, Vousden KH: Proliferation, cell cycle
and apoptosis in cancer. Nature 411:342-348, 2001

28. Woods DB, Vousden KH: Regulation of p53
function. Exp Cell Res 264:56-66, 2001

29. Wada M, Bartram CR, Nakamura H, et al:
Analysis of p53 mutations in a large series of lym-
phoid hematologic malignancies of childhood. Blood
82:3163-3169, 1993

30. He L, He X, Lim LP, et al: A microRNA
component of the p53 tumour suppressor network.
Nature 447:1130-1134, 2007

31. Toyota M, Suzuki H, Sasaki Y, et al: Epigenetic
silencing of microRNA-34b/c and B-cell translocation
gene 4 is associated with CpG island methylation in
colorectal cancer. Cancer Res 68:4123-4132, 2008

32. Hackanson B, Bennett KL, Brena RM, et al:
Epigenetic modification of CCAAT/enhancer binding
protein alpha expression in acute myeloid leukemia.
Cancer Res 68:3142-3151, 2008

33. Nam EJ, Yoon H, Kim SW, et al: MicroRNA
expression profiles in serous ovarian carcinoma. Clin
Cancer Res 14:2690-2695, 2008

34. Schetter AJ, Leung SY, Sohn JJ, et al: Mi-
croRNA expression profiles associated with prognosis
and therapeutic outcome in colon adenocarcinoma.
JAMA 299:425-436, 2008

35. Jiang J, Gusev Y, Aderca |, et al: Association
of MicroRNA expression in hepatocellular carcino-
mas with hepatitis infection, cirrhosis, and patient
survival. Clin Cancer Res 14:419-427, 2008

36. Garzon R, Volinia S, Liu CG, et al: MicroRNA
signatures associated with cytogenetics and prog-
nosis in acute myeloid leukemia. Blood 111:3183-
3189, 2008

37. Guo Y, Chen Z, Zhang L, et al: Distinctive
microRNA profiles relating to patient survival in
esophageal squamous cell carcinoma. Cancer Res
68:26-33, 2008

38. Yu SL, Chen HY, Chang GC, et al: MicroRNA
signature predicts survival and relapse in lung
cancer. Cancer Cell 13:48-57, 2008

1322 © 2009 by American Society of Clinical Oncology

JOURNAL OF CLINICAL ONCOLOGY

Information downloaded from jco.ascopubs.org and provided by Biblioteca Virtual del Sistema Sanitario Publico de

Andalucia on June 23, 2009 from .

Copyright © 2009 by the American Society of Clinical Oncology. All rights reserved.



