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RESUMEN

La leucemia mieloide aguda (LMA) se caracteriza por su alta heterogeneidad tanto
biolégica como clinica, lo cual representa una importante barrera para el desarrollo
de una clasificaciébn precisa y una terapia adecuada. La investigacion de
alteraciones citogenéticas como las translocaciones cromosémicas, mutaciones y
mas recientemente, aliteraciones epigenéticas especificas, es fundamental para
definir el origen y prondstico. Las aberraciones epigenéticas juegan un papel central
en la fisiopatologia de la LMA, pero ademas las firmas moleculares basadas en los
patrones de metilacion del DNA (DNAm) pueden ser utiles para una mejor
clasificacion de la enfermedad. En teste estudio, analizamos el impacto del estado
mutacional de los genes que codifican las principales enzimas responsables de la
produccion de 5mC y 5hmC, DNMT3A y TET2, asi como su nivel de expresion y
actividad enzimatica, asi como su efecto en el patron de metilacion de promotores
genicos particulares y de manera muy importante en la supervivencia de los

pacientes.

Se estudiaron las muestras de sangre periférica de 110 pacientes con LMA de novo
y 15 individuos control sanos. El contenido global de metilcitosina e
hidroximetilcitocina, fue determinado a partir del DNA gendémico de leucocitos de
sangre periférica (LSP) mediante el uso de los estuches comerciales Methyl Flash
TM Methylated DNA 5-mC y 5-hmC Quantification. La expresion de DNMT3A vy
TET2 fue evaluada médiate RT-gPCR. EI DNA de LSP fue usado para amplificar
mediante PCR la regién del gen DNMT3A que contiene el hotspot R882A y del gen
TET2 del ex6on 6 a 10. Los productos de la amplificacion por PCR fueron
secuenciados mediante el método de Sanger. El patron de metilacion de 18
promotores génicos particulares fueron evaluados mediante pirosecuenciacion
después de la conversion del DNA con bisulfito de sodio, y sus niveles de expresion

transcripcional fueron evaluados por RT-qPCR.

Aqui demostramos que los pacientes con LMA manifiestan niveles alterados de

5mC y 5hmC en LSP y una expresion altamente variable de los transcritos de
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DNMT3A y TET2. Encontramos una prevalencia de mutacién del 2.7% para
DNMT3A y del 11.8% para TET2 en la poblacion mexicana con esta enfermedad.
La presencia de mutaciones en estos genes podria tener un impacto en la tasa de
supervivencia de los pacientes con LMA, ya que la supervivencia general promedio
en individuos con mutaciones en DNMT3A (mDNMT3a), fue de solo 4 meses.
Ademas, demostramos que las mutaciones pueden causar patrones irregulares de
metilacion del DNA y alteraciones en los niveles de expresion transcripcional en un
grupo de 18 genes particulares que se sabe estan involucrados en la patogénesis
de la LMA.

Nuestra investigacion sugiere una posible interaccion entre el prondstico de la LMA
y las dos principales enzimas que gobiernan la dinamica de metilacion del DNA.
Ademas, las alteraciones de estas enzimas son responsables de afectar los
patrones de metilacion en promotores de genes particulares y lo que es mas

importante, puede influir en la supervivencia del paciente.
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ABSTRACT

Acute myeloid leukemia (AML) is characterized by its high biological and clinical
heterogeneity, which represents an important barrier for the development of a
precise classification and accurate therapy. The search for cytogenetic alterations,
such as chromosomal translocations, mutations and more recently, specific
epigenetic alterations is fundamental to define its origin and prognosis. Epigenetic
aberrations play a central role in the pathophysiology of AML, but besides, molecular
signatures based on DNA-methylation (DNAm) patterns can be helpful for
classification of the disease. In this study, we analyzed the impact of the mutational
status of the genes encoding the main enzymes responsible for 5mC and 5hmC
production, DNMT3A and TETZ2, on its expression level and enzymatic activity as
well as its effect on the methylation pattern of particular gene promoters and most

importantly on the survival of patients.

Peripheral blood samples from 110 AML de novo patients and 15 healthy control
individuals were studied. Global DNA cytosine methylation and hydroxyl-methylation
content, was determined from Peripheral Blood Leukocytes (PBL) genomic DNA by
using the Methyl Flash TM Methylated DNA 5-mC and 5-hmC Quantification Kkits.
DNMT3A and TET2 expression was evaluated by RT-qPCR. DNA from PBL was
used to amplify by PCR the genomic regions of DNMT3A hotspot R882A and TET2
exons 6 to 10, sequencing the PCR amplified products by the Sanger
method. Methylation patterns of 18 particular gene promoters were evaluated by
pyrosequencing after DNA conversion with sodium bisulphite, and its transcriptional

expression levels by RT-qPCR.

Here we demonstrate that AML patients manifest altered levels of 5mC and 5hmC
in PBL, and a highly variable expression of DNMT3A and TET2 transcripts. We found
a mutation prevalence of 2.7% for DNMT3A and 11.8% for TET2 in Mexican
population with this disease. The presence of mutations in these genes could have

an impact on the survival rate of the AML patients, since average overall survival in
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individuals with mutation in DNMT3A (mDNMT3A), was only 4 months. Additionally,
we showed that mutations may cause irregular DNA methylation patterns and
transcriptional expression levels in a group of 18 particular genes known to be

involved in AML pathogenesis.

Our findings suggest a possible interaction between AML prognosis and the two
main enzymes that govern the dynamics of DNA methylation. Furthermore,
alterations of these enzymes are responsible for affecting methylation patterns in

particular gene promoters and more importantly may influence patient survival.
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1. INTRODUCCION

Durante siglos la medicina ha luchado contra el cancer, sin embargo, el
conocimiento acerca de sus caracteristicas biolodgicas, asi como el tratamiento
exitoso, mas alla de la intervencion quirdrgica temprana son en realidad producto
de los avances cientificos de la segunda mitad del siglo XX. Dichos descubrimientos
comenzaron con la biologia celular relativamente simple y con el uso de modelos
animales, pero estan rapidamente progresando hacia la realizacion de retratos
gendmicos altamente especificos de las enfermedades que han permitido el

desarrollo de terapias mas racionales.

Uno de los primeros descubrimientos sobre la biologia misma del cancer que
desencadend la generacion de nuevas modalidades de diagndstico y tratamiento
fueron las observaciones de Theodor Boveri, hace mas de 100 afos, en las cual
encontrd que las células cancerosas adquieren anormalidades cromosomicas, lo
que dio a entender que el motor subyacente del crecimiento tumoral no es mas que

el cambio genético’, el cancer es entonces una enfermedad genética.

Posteriormente entre las décadas de 1950 y 1960, multiples anormalidades
cromosomicas fueron descritas en los cariotipos de células leucémicas y otras
células cancerosas, sin embargo, su causa y significado se mantuvieron como
desconocidos. Sin duda el siguiente gran avance fue la identificacion de una
anormalidad cromosomica asociada de manera constante con un tipo de cancer,
dicho descubrimiento corresponde a David Hungerford y Peter Nowell los cuales
lograron asociar la presencia del cromosoma Philadelphia a la Leucemia mieloide
cronica, cabe mencionar que el nombre de esta alteracion cromosdmica se debe a

la ciudad donde trabajaban sus descubridores?.

Curiosamente el cromosoma Philadelphia fue considerado en un inicio como
una delecion parcial del cromosoma 21, sin embargo, el desarrollo de nuevos

métodos de tincion cromosdmica permitié que Janet Rowley lo identificara tal como



lo conocemos en la actualidad, como una translocacion cromosomica reciproca
entre los cromosomas 9 y 223. Posterior al descubrimiento de la translocacion se
encontré que la consecuencia a nivel molecular de dicha alteracion cromosémica es
la generacion de un gen fusionado BCR-ABL y por lo tanto de una proteina
quimérica, donde la cinasa ABL1 ganaba funcion. Comunmente el descubrimiento
de estos conocimientos basicos no es considerado un cambio importante, sin
embargo, es justamente esto lo que cambid las reglas del juego ya que esta
secuencia de descubrimientos biolégicos basicos culmind en la orientacion
terapéutica mas exitosa para la leucemia mieloide cronica y de la leucemia
linfoblastica aguda positivas para el cromosoma Philadelphia, esto mediante el uso

de pequerfias moléculas inhibidoras especificas de la cinasa ABL*.

Aunque posteriormente los genes fusionados resultantes de translocaciones
fueron descubiertos en sarcomas y muchos otros tipos de cancer®, los primeros en
ser identificados a nivel molecular fueron los presentes en cancer de células
sanguineas: la translocacion t(8;14) presente en el linfoma de Burkitt, y la
translocacion t(14;18) presente en linfoma folicular’, en ambos casos la
consecuencia a nivel molecular es la desregulacion en la expresion de un oncogén
ya que esta queda bajo el control del gen de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas, un gen de expresidon constitutiva®. El descubrimiento de estos
mecanismos cambid la prospectiva del cancer como solo una enfermedad de
proliferacion compulsiva, pero ademas ofrecié nuevas estrategias de diagndstico y

terapéutica.

Lo anterior es un solo un ejemplo de como dentro de la historia de la
investigacion del cancer el estudio de las leucemias ha permitido el avance no solo
en el tratamiento de dicho tipo de cancer sino también del concepto mismo del
conjunto de enfermedades que agrupamos bajo el nombre de cancer. Es cierto
también que hay elementos de serendipia en la historia de éxito de la investigacion
de la leucemia. Por ejemplo, la identificacion temprana de las translocaciones

cromosdmicas y los genes de fusion en la leucemia dependié de la relativa



simplicidad de las alteraciones genéticas en este tipo de tumores liquidos, en
comparacion con marcada complejidad de dichas alteraciones en los carcinomas.
Sin embargo, el estudio de las leucemias no solo ha aportado la deteccién de
translocaciones como un parametro en el diagnodstico y tratamiento de multiples
tipos de cancer, ya que, como abordaremos mas adelante, la clasificacion actual de
las leucemias ha aportado la deteccion de translocaciones mediante técnicas como
la hibridacion fluorescente in situ (FISH) la deteccidn de lesiones genéticas
mediante PCR, la inmunofenotipificacion de los blastos e incluso datos fenotipicos

que aun estan por implementarse, como la presencia de alteraciones epigenéticas®.

1.1.Leucemia

La leucemia es descrita comunmente como una proliferacion neoplasica
generalizada de leucocitos inmaduros provenientes de medula 6sea, que pueden
propagarse a sangre periférica, ganglios linfaticos, bazo, higado, sistema nervioso
central y otros 6rganos. Por lo que se sabe, esta patologia ha acompafnado a la
humanidad desde sus comienzos, sin embargo, la primera descripcion con la que
contamos corresponde a Peter Cullen, quien reporté en 1811 un paciente con
sangre con apariencia de leche®, esta fue seguida a una descripcidon mucho mas
completa de Alfred Velpeau en 18250, En este informe Velpeau proporcioné un
informe detallado de sus hallazgos en un florista de 63 afios de edad, reportando

post mortem, una consistencia de la sangre similar a la papilla y esplenomegalia.

Los reportes anteriores no llamaron la atencién y fue hasta 1845, cuando el
patodlogo Rudolf Virchow'!, con apenas 24 afios, publicd un analisis patoldgico de la
sangre de una mujer de 50 afos, con lo que el nombre “weisses blut’ o “leuka ‘mie”,
acunando asi el termino actual con el que describimos dicha enfermedad, leucemia,
el cual proviene de las raices griegas leukos y hemia que significan literalmente
sangre blanca. Curiosamente, aunque la primera descripcion de un caso de
leucemia data de antes de 1850 solo se pueden encontrar menos de 1000

manuscritos sobre esta enfermedad entre 1850 y 1950, lo que contrasta con los mas



de 170.000 manuscritos sobre el tema que se publicaron en 1950-2000, cuando
comenzo la era moderna del diagndstico y la terapia™.

Actualmente sabemos que la enfermedad descrita por Virchow corresponde
a una leucemia de tipo crénica puesto que el paciente habia fallecido por una
enfermedad crénica no descrita de 1 a 2 afios de duracion. La leucemia aguda se
describio cerca de 25 afios después, cuando se not6 que los pacientes con “sangre
blanca” fallecian con rapidez, después de una enfermedad debilitante vy
prolongada’. Fue hasta 1877 cuando Paul Ehrlich desarrollo una técnica de
coloracion que permitio la evaluacion microscopica de los leucocitos y establecio
que la leucemia era consecuencia de un aumento de los corpusculos blancos'?. Fue
hasta 1900 que se establecidé que las leucemias agudas y crénicas involucraban
tipos diferentes de leucocitos'?. En las leucemias cronicas, la sangre blanca estaba
formada por células maduras, mientras que las leucemias agudas involucraban
células inmaduras de origen mieloide o linfoide o blastos. Este descubrimiento fue
la puerta de entrada a la clasificacion del conjunto de enfermedades llamadas
leucemia, pues los clinicos se dieron cuenta que para maximizar la eficacia de las
terapias disponibles y generar nuevas terapias se requiere de una clasificacion
optima de los pacientes, siendo mas relevante la generacién de subgrupos que

presenten un prondstico clinicamente distinto.

1.2.Clasificacién de las leucemias
Las leucemias pueden dividirse en enfermedades agudas y crénicas sobre la
base de sus signos y sintomas, y por el tipo celular involucrado. Sin embargo, la
discriminacion entre ellas es menos clara ahora debido al desarrollo de una gama

amplia de tratamientos eficaces.

Las leucemias agudas se caracterizan por el comienzo abrupto de los signos
clinicos (infeccion, hemorragia y palidez) y sintomas (fatiga, debilidad, dolor 6éseo y
articular), en este caso la muerte se produce en el transcurso de meses si no se
comienza con el tratamiento'?. Estas leucemias agudas afectan tanto a nifios como

a adultos. En términos globales los recuentos de leucocitos periféricos pueden estar



aumentados, disminuidos o dentro de los limites de referencia, si bien en los casos
tipicos se encuentran aumentados. Para la subclasificacion de esta leucemia es
necesario la cuantificacion del numero de blastos, en el caso de la clasificacion
franco-anglo-estadounidense (FAB) se requiere que estos constituyan al menos el
30% de las células nucleadas en medula 6sea'?, mientras que la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) modifico el porcentaje de blastos a 20% ya sea en
sangre periférica (SP) o en medula ésea (MO)'2. Por ultimo, la anemia normocitica,
la neutropenia y la trombocitopenia también son caracteristicas distintivas de las

leucemias agudas.

Las leucemias crénicas se caracterizan por el comienzo insidioso de los
signos (palidez, aumento del tamafo del bazo, el higado o ambos, pérdida de peso)
y sintomas (debilidad, fatiga depresion), la muerte por lo general se produce afios
después del diagndstico'?. Las leucemias cronicas se producen principalmente en
adultos, aunque existen casos raros de formas juveniles. Los recuentos
leucocitarios pueden encontrarse disminuidos, aumentados o dentro de los limites
de referencia, si bien por lo general se encuentra mas elevados que los observados
en las leucemias agudas. La MO se encuentra infiltrada por un numero aumentado
de células maduras o con contrapartes reconocibles de maduracion normal. A
diferencia de las leucemias agudas, en los pacientes con leucemia crénica en un
comienzo se observan recuentos de plaquetas normales o aumentados que en la
evolucion posterior de la enfermedad desarrollan trombocitopenia. Por ultimo, en

estas leucemias es muy comun la presencia de anemia.

La clasificacion de las leucemias requiere de una investigacion completa de
las células involucradas. Como minimo, el examen microscopico de la SP
recolectada de manera cuidadosa, brinda el diagndstico de leucemia aguda o
cronica. La informacion que no puede proporcionar un examen completo de SP
implica las subcategorizaciones de los linfocitos en el caso de las leucémicas
linfoblasitcas y la subcategorizacion de los mielocitos presentes en las leucemias

mieloblasticas.



Este proceso de clasificacidon también requiere material recolectado con
cuidado mediante aspirado y biopsia de medula 6sea. El material obtenido del
aspirado comunmente debe dividirse en cantidades suficientes para la utilizacion de
técnicas histoquimicas de rutina (técnica de Romanowsky), estudios citoquimcos y
estudios inmunologicos, como la inmunofenotipificacion mediante citometria de flujo
y citogenética. Por su parte el tejido obtenido a partir de biopsia debe evaluarse por
técnicas de coloracion histoldégica de rutina, como hematoxilina y eosina, estudios

de microscopia electronica y diagndstico molecular.

Histéricamente las leucemias agudas también se dividieron desde el punto
de vista citomorfolégico en leucemia mieloide aguda (LMA) y leucemia linfoblastica
aguda (LLA), esto con base en el parecido morfolégico de los blastos con los
mieloblastos o los linfocitos inmaduros normales (linfoblastos). Hasta hace algunos
afos la piedra angular del diagnostico era la observacién al microscopio de las
caracteristicas morfolégicas de muestras de medula 6sea mediante el uso de la
técnica de Romanwsky'2. Sin embargo, en la actualidad los estudios de citoquimica,
citogenética e inmunofenotificacion complementan la evaluacion microscopica de
los blastos, e incluso los datos mas recientes sugieren que la identificacion de

anormalidades genéticas especificas seran el futuro de la subclasificacion'?.

1.3. Morfologia

El uso de la observacidn microscopica fue el paso inicial para la
diferenciacion entre LMA y LLA, sin embargo, como Frederick Gunz menciond, “Si
bien el acto simple de observar una célula nunca perdera su importancia, es
probable que el uso combinado de todas las herramientas disponibles en la
actualidad brinde conocimientos nuevos™3. En realidad, las caracteristicas
morfoldgicas que las diferencian son sutiles. Por lo general los linfoblastos son mas
pequefos que los mieloblastos, si bien en realidad tienen dos o tres veces el tamaino
de un linfocito normal. Los linfoblastos tienen citoplasma escaso azul con la

cromatina distribuida de manera uniforme. Su nucleo contiene pocos nucléolos.



Los mieloblastos son células mas grandes con nucleos mas destacados. Su
citoplasma es moderado y mas gris que el de los linfoblastos. La cromatina es
homogénea y finamente granular. Los mieloblastos suelen tener dos o mas
nucléolos destacados. Los cuerpos de Auer (inclusiones fusiformes de color rosa o
rojo, que se conforman de derivados de granulos azurofilos) pueden verse en el

citoplasma de cualquier subtipo de LMA.

Si bien estos estudios morfolégicos han permitido clasificar a los blastos en
diferentes subtipos morfolégicos segun el sistema de clasificacion de la FAB, en la
actualidad es claro que ademas de la gran disparidad que se puede generar en esta
clasificacion, dependiente del observador, en general el sistema brinda poca

informacion pronostica'?.

1.4.Leucemia Mieloide Aguda

Historicamente la leucemia mieloide aguda es uno de las mejores muestras
de la dificultad de establecer un prondstico de los pacientes con leucemia. Este tipo
de cancer que se caracteriza por la infiltracion de medula ésea, sangre y otros
tejidos por células proliferativas, clonales, anormalmente diferenciadas vy
ocasionalmente mal diferenciadas, hace 50 afnos era considerado practicamente
incurable; sin embargo la investigacion y el mejoramiento de los sistemas de
clasificacion asi como la generacién de nuevos factores prondstico, ha permitido
que en la actualidad la remision de los pacientes con LMA sea de entre el 35 y el
40% en el caso de pacientes de 60 afios o menos, y de entre el 5y el 15% en

pacientes de mas de 60 afios de edad™*.

En el caso especifico de la leucemia mieloide aguda la incidencia anual a
nivel mundial es de 3.5 casos por cada 100,000 habitantes, representando la
leucemia mas comun en adultos’. En el caso de México el registro epidemioldgico
de neoplasias malignas (RHNM) reporta una incidencia anual de 0.7 pacientes por

cada 100,000 habitantes al afio'®, y a pesar de que es considerada una enfermedad



de adultos mayores debido a que la edad media al diagndstico es de 64 afios'®, en

nuestro pais existen reportes de incidencia en edades cercanas a los 45 afios'®.

La presentacién clinica de un paciente con LMA es inespecifica y refleja en
general la produccién disminuida de los elementos celulares normales de la medula
O0sea. La mayoria de los pacientes presenta un recuento total de leucocitos entre
5,000 y 30,000/mm3, pero pueden ser tan bajos como 1,000 o tan altos como
200,000/mm3. En el 90% de los pacientes se pueden encontrar mieloblastos en
SP'2, La anemia, trombocitopenia y la neutropenia dan lugar a los hallazgos clinicos
de palidez, fatiga, confusién, hemorragias y fiebre con infecciones. Ademas,
también es frecuente encontrar menciones de coagulacién intravascular diseminada
y algunas otras anormalidades hemorragicas, sobre sobre todo en ciertos

subtipos’?.

El 25% de los pacientes presenta dolor éseo y articular como sintomas
iniciales. La esplenomegalia afecta a la mitad de todos los pacientes con LMA, pero
el aumento de los ganglios linfaticos es raro. Otras anormalidades de laboratorio
observadas con frecuencia en los pacientes con LMA son niveles elevados de

lisozima, hiperuricemia, hiperpotasemia, hiperfosfatemia e hipocalcemia.

1.5.Clasificacion de la LMA

Morfolégicamente los blastos de la LMA son células de tamano variable, tan
pequefios como un linfocito (9uM) o tan grandes como un monocito (18uM). El
nucleo se muestra igualmente variable en cuanto a su tamano y forma, y usualmente
contiene varios nucléolos. Los blastos de la LMA expresan antigenos de superficie
que podemos encontrar en las células mieloides inmaduras normales, incluyendo
CD13, CD33 y CD34'. Algunos otros marcadores que cominmente se expresan
en este tipo de neoplasias dependen del subtipo morfolégico de la LMA, es decir del
estado de diferenciaciéon en el que se encontraba la célula que se transformo, por

ejemplo: si la hematopoyesis se bloquedé durante la diferenciacion hacia



megacariocito los blastos expresaran CD41a y CD61, mientras que si el bloqueo
ocurrié en la diferenciacion hacia monocitos los marcadores que se encontraran
seran CD4, CD14 y CD11b, o por ejemplo si la transformacion ocurrié durante la
eritropoyesis los blastos seran positivos para los marcadores CD36 y CD71.
Ademas de estos marcadores en algunas ocasiones pueden expresar marcadores
aberrantes, por ejemplo, expresar marcadores especificos de linfocitos T y B como
TdT (deoxinucleotidil-transferasa terminal), HLA-DR, CD7 y CD19. Incluso en casos
raros los blastos pueden mostrar caracteristicas morfolégicas e inmunofenotipicas
de ambos linajes tanto mieloide como linfoide lo que dificulta su clasificacién; en
estos casos la leucemia suele ser clasificada como de fenotipo mixto lo cual por lo

general es de mal prondstico’®.

Debido a la complejidad de esta patologia, a través del tiempo se han
desarrollado diferentes esquemas de clasificacion para esta enfermedad basados
en la etiologia, morfologia, inmunofenotipo y genética. En 1970 la LMA fue
clasificada de acuerdo al sistema de clasificaciéon de la organizacién Franco-
Americo-Britanica (FAB) la cual usa principalmente criterios principalmente
morfologicos, tinciones policromaticas e inmunofenotipo, los cuales permiten
identificar 8 principales subtipos de LMA (M0-M7) (Tabla 1).

Por su parte la organizacion mundial de la salud (OMS) generd una
clasificacion que sustituy6 a la de la FAB en la mayor parte de los paises de primer
mundo, representando en la actualidad el principal sistema de clasificacion a nivel
mundial en la actualidad. Esta clasificacion fue actualizada en 2009 e identifica 7
subtipos de LMA: (1) LMA con anormalidades genéticas recurrentes (RUNX1-
RUNX1T1 1(8;21)(922;922), CBFB-MYH11 Inv(16)(p13.1922), t(16;16)(p13.1;922),
PML-RARA 1(15,17)(q22;912), MLL 11g23) y con mutaciones en Nucleofosmina 1
(NPM1) y CEBPA); (2) LMA con displasia multilinaje; (3) neoplasias mieloides
asociadas al tratamiento; (4) LMA no clasificada (NOS) la cual es muy similar a la
clasificacion de la FAB; (5) Sarcoma mieloide; (6) Proliferaciones mieloides



relacionadas con sindrome de Down; y (7) neoplasia de células dendriticas

plasmacitoides (Tabla 2).

Tabla 1 Clasificacion de las leucemias mieloide agudas segun la FAB'

MO

M1

M2

M3

M4

M5

M6

M7

Morfologia

Indiferenciada

Mieloide

Mieloide con

diferenciacion

Promielocitica

Mielomonocitica

Monocitica

Eritroleucemia

Megacarioblastica

Histoquimica

MPO+ <3%;
PAS y esterasa-
MPO+ <3%;

PAS y esterasa-
MPO+  >10%;
PAS y esterasa-
MPO++; PAS y
esterasa-

MPO vy esterasa
+; PAS-

MPO-; PAS vy
esterasa +

PAS ++; MPO y
esterasa-
PAS+/-; MPO y

esterasa -

Inmunofenotipo

HLA-DR, CD13, CD33, CD34; CD7 y
Tdt+/-

Similar a MO excepto CD25+/-

HLA-DR; CD13, CD33; CD34+/-;
CD15+

HLA-DR-; CD13, CD15 CD33, CD34
+/-

HLA-DR, CD14, CD15+/-; CD4+/-;
CD34+/-

CD33; CD13; CD11b

HLA-DR, CD13, CD33+/-; glicoforina
A
HLA-DR, CD34; CD33+/-; CDA41,

CD61, glicoproteina plaquetaria +

Por ultimo basado solo en la etiologia, la LMA puede dividirse en 3 distintas

categorias: (1) LMA secundaria (s-LMA) la cual engloba a los pacientes con

antecedentes de sindrome

mielodisplasico o cualquier otro desorden

mieloproliferativo; (2) LMA relacionada con el tratamiento (t-LMA) las cuales

corresponden a las leucemias asociadas a la exposicion previa a quimioterapia y

las LMA de novo.

10



Tabla 2 Clasificacion de las leucemias mieloide agudas segun la OMS™.

Grupo
LMA con anormalidades

genéticas recurrentes

LMA con displasia

multilinaje

LMA y sindrome
mielodisplasico

relacionado con la terapia

LMA no clasificado

Mieloproliferacion
asociada a sindrome de
Down

Neoplasia de células

dendriticas plasmacitoides

1.6.Citogenética

Subgrupo
LMA con £(8;21)(922;922), LMA (CBFa)/ETO

Leucemia aguda promielocitica, LMA con
t(15;17)(922;912), (PML/RARa.), y variantes (FAB M3)
LMA con eosinofilos anormales en medula Osea:
inv(16/p13922) o t(16;16)(p13;922), (CBFB/MYH11)
LMA con anormalidades en 11g23(MLL)

Seguidas de un sindrome mielodisplasico o
mieloproliferativo

Sin un sindrome mielodisplasico previo

Relacionado con agentes alquilantes.

Relacionado con inhibidores de la topoisomerasa tipo Il
Otros tipos

LMA MO, M1, M2, M4, M5, M6, M7

Leucemia aguda basdfila

Panmeiosis aguda con mielofibrosis

Sarcoma mieloide

La presencia de anormalidades cromosdémicas no aleatorias (delesiones y

translocaciones) han sido identificadas en aproximadamente el 52% de los

pacientes adultos con LMA, y ademas estas alteraciones han sido reconocidas

como eventos que inicias o promueven la enfermedad?°. De todas las alteraciones

que se han reportado algunas incluyendo (8;21)(922;922), t(15;17)(q22;912) e
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inv(16)(p13.1;9022 ) se han asociado con una remision mas larga asi como una
mayor sobrevivencia; mientras que alteraciones en el cromosoma 5y 7 asi como la
presencia de cariotipos complejos (mas de 3 anormalidades cromosomicas en el
mismo individuo) se han asociado con una respuesta pobre al tratamiento asi como

a una sobrevivencia mas corta®.

Por otra parte, el restante 40% - 50% de los casos de LMA presenta un
cariotipo normal (con el uso de un sistema de bandeo convencional)?'. De manera
general este grupo se considera de un riesgo intermedio, sin embargo, la gran
heterogeneidad presente en esta poblacién, ha hecho necesaria la busqueda de
otras estrategias, como el sondeo molecular, para asi generar subcategorias de

LMA criticas para el prondstico.

1.7. Anormalidades moleculares

Durante la década pasada multiples estudios han mostrado la presencia o
ausencia de mutaciones en genes especificos o también cambios en la expresion
genética, que permitan la clasificacion de los pacientes con LMA y sobre todo
afectar el prondstico y el tratamiento??. Cabe mencionar que dichas alteraciones son
de mayor relevancia para los individuos con LMA que presentan un cariotipo normal.
El uso de tecnologias actuales como la secuenciacion masiva ha permitido evaluar
la frecuencia de estas mutaciones, asi como poder identificar si estas mutaciones
son simplemente aleatorias o si realmente son mutaciones que dirijan el desarrollo
y progresion de la enfermedad, dentro de los genes que mas comunmente se ven
alterados en LMA encontramos a NPM1, FLT3, IDH, RUN1, CEBPA y MLL2.

Las mutaciones en nucleofosmina 1 (NPM1) son las mutaciones mas
frecuentes e LMA, presentandose entre un 25 y un 30% de los pacientes con LMA,
y con una curiosa predominancia en los pacientes femeninos?*. La mutacion tiene
como consecuencia la expresion citoplasmatica de la proteina NPM1, lo que lleva a
la proliferacion descontrolada y al desarrollo de la leucemia?®. Clinicamente esta

mutacion se ha asociado con una morfologia de monocitos, asi como la ausencia
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de FLT3-ITD, prediciendo de esta manera un prondstico favorable a la
sobrevivencia. La razén de esta relacion es aun desconocida, pero se ha asociado
con una posible quimiosensibilidad?®. La presencia de esta mutacion se ha asociado

con otras anormalidades como la mutacion en IDH, FLT3-TKD entre otras?3.

Por su parte FLT3 (FMs-Like Tyrosine Kinase 3) fué descrita por primera vez en
1991 como un gen fuertemente expresado en células troncales hematopoyéticas, y
cuya funcién estaba relacionada con la proliferacion y la sobrevivencia?’. Las
alteraciones mas comunmente encontradas en este gen son las duplicaciones
internas en tandem (ITD), la yuxtaposicién del dominio de membrana (JM), y la
mutacion en el segundo dominio de tirosina cinasa (TKD); estas se pueden
encontrar en un 20, 30 y 40% de los pacientes con LMA que presentan un cariotipo
normal?®. En todos los casos estas alteraciones llevan a una activacién constante
de la sefial de FLT3 lo que promueve la proliferacion blastica?. En cuanto a su
funcién las mutaciones en FLT3-ITD se han asociado con un mayor riesgo, mientras

que la relevancia de FLT3-TKD se mantiene aiin como controversial®®.

Por ultimo, la mutacién en IDH (Isocitrate Dehydrogenase) reportada en LMA
lleva a una ganancia de funcion lo que permite a la enzima convertir a-cetoglutarato
en 2-hidroxiglutarato. La mutacion en este gen se ha reportado en entre un 25 y
30% de los pacientes con LMA que presentan cariotipo normal?®. Estas mutaciones
son encontradas mas comunmente entre pacientes de mayor edad, y debido a su
importancia en el inicio y progresion de la LMA en la actualidad existen proyectos

que lo han utilizado como blanco terapéutico°.

1.8.Pronéstico y estratificacion por riesgo
La edad, la presencia de alteraciones cromosomicas, asi como las
aberraciones moleculares actualmente se mantienen como las herramientas mas
importantes para el prondstico en la LMA. En 2010 la Red Europea de Leucemias
(ELN, por sus siglas en inglés) cred un esquema de clasificacion como un esfuerzo

para estandarizar la estratificacion de riesgo en los pacientes con LMA incorporando
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todas las anormalidades citogenéticas y moleculares que se conocian hasta el
momento3'. Usando dicha clasificacion los pacientes son clasificados en uno de los

4 grupos: favorable, intermedio 1, intermedio 2 y adverso (Tabla 3).

Tabla 3 Clasificacion de las leucemias mieloides agudas segun la European Leukemia Net
(ELN)™. * Un cariotipo complejo es definido cuando tres 0 méas cromosomas presentan
anormalidades.

Grupo de riesgo = Subgrupo

Favorable 1(8;21)(g22;922.1); RUNX1-RUNX1T1  inv(16)(p13.1922) or
t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11 mutado NPM1 sin FLT3-ITD o
con FLT3-ITDlow mutacién bi-alélica en CEBPA

Intermedio Mutacién en NPM1 y FLT3-ITDhigh Wild-type NPM1 sin FLT3-ITD o
sin FLT3-ITDlow (sin lesion genéticas de
riesgo) t(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A. Anormalidades
citogenéticas no clasificadas como favorables o adversas.

Adverso t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214 t(v;11923.3); KMT2A
rearreglo t(9;22)(q34.1;911.2); BCR-ABL1 inv(3)(q21.39q26.2) o
t(3;3)(921.3;926.2); GATA2,MECOM(EVI1) 25 or del(5q); 27;
217/abn(17p) Cariotipo complejo, cariotipo monosomal, Wild-type
NPM1 y FLT3-ITDhigh, RUNX1 mutado, ASXL1mutado, TP53

mutado.

La importancia de estas estratificaciones por riesgo radica en que
dependiendo de esta clasificacion puede definirse la estrategia terapéutica a seguir;
sin embargo, aun en la actualidad los marcadores con los que se cuentan son
insuficientes, por lo que la busqueda de nuevos marcadores es un area de

constantes avances dentro de la investigacion en este tipo de enfermedades.

En los ultimos anos las investigaciones han mostrado que existen otros tipos
de modificaciones que no se habian considerado con anterioridad, pero que juegan
un papel muy importante en el inicio y la progresion del cancer. Estos cambios

corresponden a mecanismos epigeneticos, los cuales de manera normal son
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modificaciones que representan un mecanismo estable, mitéticamente perpetuado,

capaz de regular el fenotipo y la expresion génica.

1.9. Epigenética
La epigenética se define como el estudio de los cambios heredables en la
expresion génica que no generan cambios en la secuencia primaria del DNA, dichos
mecanismos son esenciales para la regulacién transcripcional, el desarrollo y
diferenciacién de las células y organismos. Los tres principales eventos implicados
en la regulacion epigenética son: la expresion de microRNAs, las modificaciones

post-transcripcionales en las histonas y la metilacién del DNA.

Los microRNAs (miRNAs) son una gran familia de RNAs cortos no
codificantes (17-25 nucledtidos)®?, los cuales se encuentran involucrados en
muchos procesos biolégicos como el desarrollo celular, la diferenciacién, apoptosis
y proliferacion33, asi como el crecimiento tumoral, metastasis y resistencia a la
terapia*. Interesantemente la mayoria de los miRNAs se han localizado en regiones
genéticas asociadas a cancer o en regiones fragiles del genoma3°. En la actualidad
las bases de datos mas importantes como miRBase, reportan alrededor de 1600
secuencias de precursores de miRNAs en humanos y alrededor de 2024 secuencias

de miRNAs maduros, sin embargo, el numero incrementa constantemente.

A pesar de que los miRNAs fueron descritos inicialmente como mecanismos
que regulan la expresion génica a la baja inhibiendo directamente la traduccion del
RNA mensajero (MRNA) mediante su secuestro o su degradaciéon directa, en la
actualidad sabemos que algunos miRNAs pueden regular el incremento de la
traduccion de su mRNA blanco®. Los miRNAS son altamente estables, y
constituyen un tipo particular de moléculas de RNA que son menos susceptibles a
la degradacién en comparacion a muchas otras, posiblemente debido a su tamafo
tan corto, a su particular biogénesis y naturaleza o posiblemente a su fuerte
asociacion con los complejos protéicos necesarios para el silenciamiento de los

mRNAs (RISC)%®. Recientemente se han detectado miRNAs en circulacién en una
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forma muy estable, ya sea asociados con proteinas o con complejos de
lipoproteinas de alta densidad, unidos a vesiculas, como los exosomas,

microvesiculas o hasta en cuerpos apoptéticos.

Por otro lado, mas alla de la clasica funcion del octamero de histonas (H2A,
H2B, H3, H4) y los 146 pb de DNA unidos a estas (gracias a la histona H1) como la
estructura basica para la compactacion de la cromatina, la evidencia actual muestra
que las modificaciones postraduccionales, y las variantes de estas histonas, juegan
un papel importante en la regulacidon de la expresidon génica. De hecho, la
identificacion de estos cambios en distintas enfermedades, ha incrementado el
entusiasmo de investigaciones que buscan utilizar a las histonas como un

biomarcador.

Las modificaciones en las histonas han sido consideradas modificaciones
epigenéticas ya que estas pueden inducir un cambio en el estado de la cromatina.
Las modificaciones postraduccionales mas comunes en ellas, como la acetilacion,
metilacion y fosforilacién, ocurren principalmente en los dominios protéicos
presentes en la regién N terminal. Estas modificaciones cambian la estructura del
nucleosoma y la hipotesis es que este codigo presente en las histonas regula la
apertura y cierre de la cromatina en una region especifica®. Adicional a lo anterior
conocemos actualmente la existencia de variantes de histonas en posiciones
especificas, las cuales regulan la formacion de nucleosomas mas o menos estables
que los normales, por lo cual junto con la modificaciones especificas pueden regular
la formacién de zonas relajadas de cromatina (eucromatina) que permitan la union
de factores de transcripcion o de represion, o por lo contrario formar zonas
compactas de cromatina (heterocromatina), las cuales eviten el acceso a factores

de transcripcidn o de represores de la misma.
La dificultad de este mecanismo recae en comprender la compleja e

intrincada interaccion entre las diferentes modificaciones en histonas y sus variantes

y como la ruptura del balance de estas puede participar en condiciones patoldgicas.
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1.10. Metilacién del DNA
La metilacion del DNA es el cambio epigenético mas estudiado; esta
modificacion consiste en la adicion covalente de un grupo metilo en el quinto
carbono de un residuo de citosina, generando de esta manera una 5 metil-citosina
(5mC). La metilacion del DNA desempena un papel importante en diferentes
procesos, como la inactivacion del cromosoma X y la represion de retro-

transposones, entre algunos otros®’.

En el caso particular de los mamiferos, la metilacion esta restringida a las
citosinas que se encuentran seguidas por una guanina, a lo que se le conoce como
dinucleodtido CpG. Del total de estos sitios en el caso especifico del humano cerca
del 80 % se encuentran metilados y solo un pequefio grupo de secuencias cortas y
conspicuas de dinucledtidos CpG conocidos como islas CpG se encuentran
desmetilados. Estas regiones se encuentran comunmente cercanas al sitio de inicio
de la transcripcién, lo cual ocurre aproximadamente en el 70% de los promotores

génicos38.

La regulacion de la expresion génica mediada por la metilacion sucede
principalmente por dos mecanismos: El primero es de manera directa en la que la
metilacion previene la union de los factores de transcripcidn manteniendo apagada
la transcripcion de los genes blancos; y el segundo método es una inhibicidn
indirecta en la que la metilacion en el DNA recluta a dos tipos de proteinas, las de
unién a metilacién (MBD) y a las desacetilasas de histonas (HDAC), las cuales se
encargan de modificar el estado de compactacion de la cromatina generando

heterocromatina y por lo tanto reprimiendo la expresion génica3?® (llustracion 1).
La metilacion de DNA es un proceso altamente dinamico, que en la actualidad

es mejor comprendido ya que hasta hace algunos afios no se conocian bien a las

DNA metil-transferasas (DNMTs), que son las enzimas encargadas de la metilacion
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del DNA. Sin embargo, el proceso de desmetilacién era totalmente desconocido o
se atribuia a un proceso completamente pasivo debido a una baja actividad de las
DNMTs; esto cambio con el descubrimiento de las proteinas de la familia TET (del
inglés, ten eleven translocation) capaces de modificar las metilcitosinas y generar

5-hidroxi-metilcitosina y comenzar asi el proceso de desmetilacion.

llustracion 1. Mecanismos generales de regulacion de la expresion génica

mediante metilacion

1.10.1. DNMTs

Hasta el momento y en el caso del genoma de los mamiferos las DNMTs son
las Unicas enzimas que se conoce que median la transferencia de un grupo metilo
desde S-adenoxilmetionina (SAM) hacia una citosina“®. De esta familia de enzimas
so6lo 3 son activas metabdlicamente en el caso de los mamiferos: DNMT1, DNMT3A
y DNMT3B; el cuarto miembro DNMT3L no presenta actividad enzimatica, pero si
parece funcionar mas bien como una proteina reguladora. De esta manera los

cuatro miembros de esta familia de enzimas resultan esenciales no solo para
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establecer un patrén de metilacién especifico sino también para su mantenimiento

a través de la replicacion.

DNMT1 es la metiltransferasa de mantenimiento, por lo que su funcion es preservar
los patrones de metilacion durante la division celular, esta enzima se expresa
durante la replicacion celular, especificamente durante la fase S del ciclo celular y
prefiere unirse comunmente a dinucleotidos CG presentes en sitios metilados o

hemimetilados, esto a través de su interaccion con el factor UHRF 141,

DNMT1 fue la primera DNA metiltransferasa identificada en organismos
eucariontes, sin embargo, su estructura cristalografica fué resuelta muy
recientemente*2. En dicho reporte se describe que el complejo activo de DNMT1 se
encuentra conformado por dicha enzima unida a SAM y que este puede reconocer
un sitio CpG no metilado, por lo que la regulacién de esta metiltransferasa de novo
debe ser aun mas compleja, ya que la inhibicién de esta actividad es indispensable
para su funcién como metilasa de mantenimiento. Dos puntos aqui requieren ser
resueltos, primero la estructura cristalografica de DNMT1 unida a DNA hemimetilado
y segundo que sea definida la preferencia intrinseca de las DNMTs hacia ciertas
secuencias de DNA, ya sean estas CpG hemimetilados, CpG no metilados o incluso
como algunos autores afirman, substratos que no sean sitios CpG. En cuanto al
ultimo punto, ya se ha reportado que el reclutamiento de DNMT1 hacia sitios CpG

hemimetilados requiere del dominio SER de UHRF143,

Con respecto a la enzima DNMT3, al ser esta |la responsable de la metilacion
de novo, su reclutamiento debe llevarse a cabo hacia sitios CpG no metilados; para
lograr esto diversos modelos han propuesto una explicacién para el su reclutamiento
a una region genomica especifica. Estos modelos involucran tanto propiedades
inherentes de DNMT3, como la influencia de factores externos que operen de
manera separada o de manera sinérgica**. Los tres miembros de la subfamilia
DNMT3 poseen dominios que parecen ser importantes para este fendbmeno, ya que
tanto DNMT3A como DNMT3B contienen un dominio PWWP y un dominio PHD-like
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ADD, asi como un dominio catalitico, mientras que el miembro no activo
cataliticamente hablando, DNMT3L no presenta dichos dominios. Esto sugiere que
dichos dominios deben estar implicados tanto en la actividad catalitica como en la
busqueda de la secuencia blanco. Por ultimo a pesar de que DNMT3L no presenta
actividad catalitica, se ha mostrado que es capaz de unirse a DNMT3A y aumentar

su capacidad de metilacion de novo, esto mediante su incremento de union a SAM*°,

Trabajos previos han mostrado que el acarreo de DNMT3A y DNMT3B hacia
una secuencia blanco de metilacion de novo podria estar determinado por las
secuencias cercanas al sitio CpG**. Esta idea es soportada por el hecho de que
estudios previos han demostrado que las DNMTs tienen la capacidad no solo de
reconocer a otro tipo de dinucleétidos no-CpG, como los dinucleotidos CA, sino
también de metilar en dichos sitios*6. Algunas observaciones sugieren otros
mecanismos para acarrear las metilasas de novo a su sito blanco, ya que dichas
DNMTs presentan una capacidad de lectura de algunas modificaciones en las
histonas. De hecho tanto DNMT3A como DNMT3B se han encontrado ancladas a
nucleosomas especificos donde los niveles de metilacion son particularmente
altos?’, e incluso algunos trabajos han propuesto algunas modificaciones
particulares que podrian ser candidatos a blancos de union para DNMT3A; por
ejemplo Dhayalan y colaboradores reportan que H3K36me3 es capaz de unirse al
dominio WWP de DNMT3A e incrementar la actividad de metilacion del DNA%. A
pesar de lo anterior, la busqueda de los mecanismos que permiten la metilacion de
novo aun en la actualidad sigue siendo un campo muy activo dentro de la

epigenética.

Durante mucho tiempo la metilacion del DNA se ha considerado como un
marcador epigenético altamente estable, postulando que esta modificacion
epigenética es permanente post-diferenciacion. Sin embargo, en la ultima década,
diferentes estudios han revelado que la metilacion del DNA es un proceso altamente

dinamico*®. Uno de los procesos que claramente se desconocia era la eliminacion
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de los grupos metilos agregados a las citosinas por parte de las DNMTs, es decir la

desmetilacion.

El primer mecanismo que se propuso para explicar la existencia de
fendmenos de metilacion diferencial en tejidos, dependientes de los procesos de
desarrollo, fue un mecanismo de desmetilacion pasivo. Este proceso se refiere a la
perdida de los grupos metilo de las 5mC debido a la inhibicién, eliminacién o
exclusion nuclear de las DNMTs después de la replicacion del DNA vy tras rondas
sucesivas de division celular; sin embargo este modelo pasivo y relativamente lento
no es capaz de explicar la perdida de metilacién del DNA de células diferenciadas
no replicativas, asi como en células germinales y durante el desarrollo embrionario
donde se ha reportado la perdida de metilacion de manera muy rapida. La enzima
encargada de la desmetilacién activa del DNA se mantuvo elusiva durante mucho
tiempo, hasta el descubrimiento de la familia de proteinas TET (Ten Eleven

Translocation)*©.

1.10.2. TET

La descripcion original de esta familia de proteinas con actividad enzimatica
fue realizada en el 2009, dandoles el nombre de proteinas TET debido a que fueron
encontradas en casos extrafos de leucemia tanto mieloides como linfoides que
presentaban la translocacion t(10;11)(g22;923)%°. Dicha translocacion fusionaba el
gen MLL1 del cromosoma 10 con el gen TET1 localizado en el cromosoma 11, sin
embargo, la presencia de esta translocacion en dichos pacientes parece no ser de
relevancia clinica. En realidad esta familia de enzimas llamé la atencion cuando se
descubrié que los 3 miembros de esta familia en mamiferos (TET1, TET2 y TET3)
son dioxigenasas dependientes de Fe y 2-oxoglutarato que son capaces de catalizar
la oxidacion sucesiva de las 5-metilcitocina (5mC) a 5-hidroximetilcitosina (5hmC),
5-formilcitosina (5fC) y 5-carboxilcitosina (5caC)>%'. Estas tres formas oxidadas de la

5mC fueron posteriormente encontradas en numerosos tejidos®'.
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Dichos productos de la oxidacion de 5mC parecen funcionar como
intermediarios en la conversion de 5mC a citosinas no modificadas, por lo que
potencialmente proveen el primer paso en los mecanismos de desmetilacion activa
del DNA, y aunque esta familia de proteinas en la actualidad se ha descrito con
funciones en diferentes procesos bioldgicos, incluyendo la regulacion epigenética
de la transcripcién génica, la embriogénesis, la funcion de las células troncales y
cancerosas, el mecanismo mediante el cual llevan a cabo estas funciones es aun
pobremente comprendido. Los miembros de la familia TET consisten de proteinas

grandes (~180 a 230 kDa) multidominio. Los tres miembros en mamiferos presentan

un dominio conservado DSBH (del inglés, Double-Stranded [3-Helix), un dominio rico
en cisteinas y un dominio de unién a sus cofactores Fe(ll) y 2-oxoglutarato (2-OG).
En cuando al dominio catalitico varios estudios han demostrado que este se une a
citosinas en un contexto CpG y a pequefias regiones flanqueantes que pueden ser
especificas y no especificas, lo que ha complicado que hasta el momento se cuente

con un mecanismo especifico que dirija el posible mecanismo de desmetilacion®?.

Gracias al descubrimiento de estas enzimas comprendimos que la colocacion
y eliminacién del grupo metilo ocurre de una manera ciclica, donde el primer paso
implica la colocacién del grupo metilo en un contexto CpG, que como ya
mencionamos anteriormente, ocurre durante la fase S del ciclo celular gracias al
acarreamiento de las DNMT por parte de algunos factores como UHRF1, lo que
permite mantener los patrones de metilacién a través de la division celular; sin
embargo el siguiente paso de este proceso, que implica la eliminacion de la 5SmC es
aln un proceso que sigue bajo estudio constante®3. Debido a lo anterior han surgido
multiples modelos al respecto; algunos de ellos sugieren que dicho proceso
comienza con la generacion de la 5hmC a través de la oxidacion generada por las
TET, esta 5hmC entonces puede ser aminada por algun miembro de la familia de
proteinas AID/APOBEC generando asi a la 5hmU el cual es objeto de la actividad
de la enzima TDG (thymine—-DNA-glycosylase), lo que da inicio al proceso de
reparacion por escision del DNA (BER) reemplazando asi al 5hmU con una citosina

no metilada; alternativamente la 5hmC puede ser modificada nuevamente por la
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actividad de las TET generando asi a la 5fC o a 5caC las cuales son citosinas
modificadas que pueden ser reconocidas de manera especifica por TDG?%3
(ilustracion 2).
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T0G t i
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@ AIDVAPOBEC @ A

X, A [iﬂ

M
llustracién 2. Mecanismo activo de desmetilacion mediado por la actividad de las

enzimas de la familia TET.

Algunos otros autores consideran que este proceso de desmetilacion es aun
mas complejo y que en realidad la oxidacion de la 5mC puede promover la
desmetilacion de dos maneras, una activa y una pasiva. El mecanismo pasivo al
igual que los mecanismos propuestos anteriormente a la descripcion de las
proteinas TET, implica una disminucién o abatimiento total de la actividad de las
DNMTs, pero en este caso implican la presencia de 5hmC; esta teoria se
fundamenta en los trabajos donde in vitro se ha mostrad que la actividad de DNMT1
disminuye dramaticamente cuando el DNA substrato contiene 5hmC54. A pesar de
que lo anterior muestra sentido, es importante considerar que el proceso podria ser

mas complejo, ya que la actividad de otras DNMTs también esta implicada, por
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ejemplo, DNMT3A2 y DNMT3B, que se ha reportado previamente son capaces de

metilar DNA que contenga 5hmC>°,

De esta manera los mecanismos pasivos, tanto dependientes como
independientes de TET parecen ser insuficientes para poder llevar a cabo el proceso
de desmetilacién, por lo que el principal mecanismo participante debe ser activo.
Esto significaria la actividad enzimatica de TETs sobre las bases 5mC y su posterior
procesamiento por el sistema BER, que aunque en la actualidad es mejor
comprendido, reportes recientes sugieren que algunos de sus pasos son mas
complejos de lo que se pensaba anteriormente, ya que se ha demostrado que el
factor TDG no puede actuar directamente sobre la 5hmC, sino que su presencia

acarrea a los sistemas de reparacion, para que estos reconozcan a la 5fC y 5caC%6.

Al igual que con las DNMTs, queda clara la importancia de su actividad en la
dinamica de metilacion del DNA; sin embargo, al igual que con las DNMTs, el
conocer los mecanismos mediante los cuales las proteinas TET son reclutadas a un
sitio particular del genoma para poder asi regular los patrones de metilacion
especifica, es aun un tema en investigacion constante.

Aunque en primera instancia la actividad de las enzimas TET puede ser estimulada
o inhibida por la presencia de distintos metabolitos, cofactores y modificaciones
postraduccionales, la participacion de sus dominios proteicos particulares parece
ser fundamental. TET1 y TET3 son reclutados a los sitios blanco en el genoma
gracias a su unién al DNA mediante su dominio CXXC, sin embargo en el caso de
la estructura de TET2 este no revela la presencia de ningun dominio de unién a
DNA, por lo que potencialmente este debe ser reclutado al DNA mediante un
mecanismo independiente a un dominio CXXC, por ejemplo mediante una dinamica
dependiente de diferentes factores de unién a DNA, lo que hace de TET2 una
posible responsable de la regulacion de la expresion génica donde la expresion
diferencial fisica y temporal de los factores de reclutamiento sea la que modula la

actividad de TET a un loci u otro.
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1.11. DNMT y TET en neoplasias

A pesar de que la dinamica de metilacién del DNA muestra ser un proceso
altamente complejo, este parece estar regido principalmente por la actividad de dos
familias de proteinas, las DNMTs y las proteinas TET. En la ultima década, multiples
grupos de investigacion han reportado alteraciones en el nivel de expresion y/o
mutaciones en los genes que codifican para estas enzimas en diferentes neoplasias,
siendo las mas comunes las hematologicas. Tanto en la leucemia mieloide aguda
como en el sindrome mielodisplasico, las alteraciones que sobresalen en estas

familias génicas son la presencia de mutaciones en los genes DNMT3Ay TET2.

1.11.1. DNMT3A

La descripcion de mutaciones en DNMT3A en LMA es en realidad un evento
reciente, y los reportes de su incidencia varian mostrando el 4.1% en la poblacion
japonesa, 9% en la China, y entre el 20 y el 22 % en poblacién norteamericana®’.
Las alteraciones reportadas van desde mutaciones somaticas, cambios del marco
de lectura, pérdida del sentido, corrimiento del marco de lectura, entre otras, sin
embargo, la mutacion somatica en el codén que codifica para el aminoacido R882
se muestra mucho mas recurrente en los pacientes con LMA%’. En cuanto a la
consecuencia de la mutacion R882, se ha demostrado in vitro que genera una
disminucion de hasta el 50% de la actividad enzimatica de DNMT3A, aunque esto
no se ha logrado corroborar in vivo, ni en una comparacion con una muestra sin
alteraciones en DNMT3A3, Un analisis de la estructura protéica ha permitido
detectar que el aminoacido 882 participa en su interaccion con el DNA, asi como en
el proceso de homodimerizaciéon de esta misma, lo cual es un paso fundamental

para su actividad®8.

En el aspecto clinico, esta mutacion se ha asociado en LMA con un peor prondstico
de sobrevida global y una rapida progresion, encontrando que aquellos pacientes
con mutaciones en DNMT3A experimentan una supervivencia global de 12.3
meses, mientras que aquellos que carecen de dicha mutacion sobreviven en

promedio 41 meses®’. Interesantemente el mecanismo por el cual estas mutaciones
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en DNMT3A promueven el desarrollo y/o progresion de la leucemia, son hasta ahora
desconocidos, por lo que el estudio de alteraciones moleculares consecuencia de
estas mutaciones, se vuelve de vital importancia para la mejor comprension de dicha

patologia.

1.11.2. TET2

Diferentes trabajos han demostrado mediante diferentes metodologias la
adquisicion de alteraciones como eliminaciones, inserciones, mutaciones sin
sentido, 6 corrimiento del marco de lectura; estas mutaciones se encuentran
distribuidas a lo largo de todo el gen, lo cual ha dificultado la formacién de grupos,
sin embargo, se ha observado que las mutaciones mas recurrentes se presentan en
tripletes que codifican para aminoacidos evolutivamente conservados y en dominios

importantes para la funcion de dicha proteina®®.

Esta alta heterogeneidad en la mutaciones presentes en el gen que codifica
para TET2, han vuelto altamente complejo saber qué consecuencias tienen dichas
modificaciones, sin embargo en los reportes mas recientes de mutaciones TET2 en
malignidades hematoldgicas, se observa que existen 3 exones que presentan una
mayor incidencia de mutaciones, el exén 3, 5y 7. Estos exones se encuentran en
la regidon que codifica para una zona de la proteina que contiene aminoacidos
evolutivamente conservados entre los 3 miembros de la familia que ademas codifica
para un dominio activo de la proteina, lo cual coincide con algunos trabajos que
sugieren que estas lesiones en TETZ2 tienen como resultado la pérdida de su
funcién. En LMA la incidencia de este tipo de mutaciones en TET2 se reportan
desde un 12% hasta un 32%. Existiendo ademas controversia sobre el valor

prondstico de dichas alteraciones®® .

La hipoétesis de la existencia de un patron de metilacion aberrante en la LMA,
data de 1983, sin embargo esta “aberracion” va mas alla de un estado de
hipometilacién, ya que parece existir un estado contradictorio, pues si bien existe

una disminucion global de metilacion, también es comun encontrar en la LMA un
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aumento en la metilacion en islas CpG®'; este Ultimo fendmeno no parece tener una
explicacion sencilla. Sin embargo la descripcidn de alteraciones en enzimas
encargadas del proceso de demetilacion del DNA (TET2) podria explicar la
acumulacién de 5mC en ciertas regiones del genoma, y probablemente de manera
conjunta la alteracion en DNMT3A y TET2 (ya sea a nivel de expresion, o de
mutaciones que afecten su actividad enzimatica), puedan explicar este estado
contradictorio de metilacion aberrante presente en la LMA, mostrando asi una
cooperacion oncogénica de estos dos genes, como ya se ha sugerido en algunos

otros tipos de cancer®?.
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2. JUSTIFICACION

De acuerdo a lo anterior y considerando que la leucemia mieloide aguda es una
enfermedad que actualmente representa un problema de salud publica no solo en
México sino a nivel mundial, la busqueda del mecanismo molecular de la alteracion
en las dos principales enzimas que rigen la dinamica de la metilacion del DNA
(TET2, DNMT3A), es de gran importancia, no solo para comprender el papel
etiopatoldgico que dichas alteraciones de manera individual juegan en la
leucemogeénesis, sino también para buscar una interaccion entre dichos
mecanismos, que lleve a la mejor comprensién del complejo y contradictorio estado

aberrante de metilacion que caracteriza a la leucemia mieloide aguda.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general

Identificar modificaciones en el patron de metilacion (5mC y 5hmC) en promotores

geénicos, en pacientes con leucemia mieloide aguda con mutaciones en DNMT3A y
TET2.

3.2.0Objetivos Particulares

* |dentificar mutaciones en DNMT3A y TET2 en pacientes con leucemia

mieloide aguda, mediante secuenciacién.

» Evaluar el contenido total de 5mC y 5hmC en pacientes con leucemia

mieloide aguda con y sin mutaciones en DNMT3Ay TET2.

« Evaluar la expresion transcripcional de DNMT3A y TET2 en pacientes con

leucemia mieloide aguda con y sin mutaciones en DNMT3A y TET2.

» |dentificar mediante secuenciacion masiva cambios en el patréon de

metilacién a nivel de promotor en pacientes mutantes para DNMT3A, TET2.

* Analizar el efecto de la modificacion en el patron de metilacion de los

promotores, a nivel transcripcion, mediante Q-PCR.
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4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

EFECTO DE LA MUTACION EN DNMT3A Y TET2 EN LA DINAMICA DE METILACION DE

PROMOTORES GENICOS DE PACIENTES CON LEUCEMIA MEILOIDE AGUDA,

Expresion transcripcional de DNMT3A y TETZ2

Analisis del contenido total de 5mC y ShmC

1

Busqueda de mutaciones en TET2 y DNMT3A en pacientes con

leucemia micloblastica aguda mediante secuenciacion

Analisis de metilacion de promotores genicos, mediante secuenciacion masiva

DNMT3A Mutado ] JJTETZ ¥ DNMT3A
Mutado

Analisis del efecto de lag modificaciones epigenéticas

encontradas a nivel de transcripcion mediante Q-PCR

Analisis del correlacion metilacion expresion dentro de
los grupos analizados

30



5. CRITERIOS DE INCLUSION

+ Pacientes Mexicanos con diagnéstico de novo de leucemia mieloide aguda.

+ Edad entre 25 y 70 afos.

» Sin alteraciones cromosémicas (AF9-MLL t(9;11), AML1-ETO (8;21) y PML-
RARa t(15;17)).
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6. METODOLOGIA

6.1. Muestras de tejido humano

Las muestras de sangre periférica (SP) fueron colectadas de un total de 250
pacientes con diagnostico de novo de leucemia mieloide aguda, esto durante la
evaluacion clinica de rutina para el diagndéstico durante un periodo de 3 afos. Las
muestras se obtuvieron de dos hospitales de concentracién nacional: el Servicio de
Hematologia del Hospital General Centro Médico Nacional “La Raza”, e igualmente
del Servicio de Hematologia del Hospital General de México, “Dr. Eduardo Liceaga”.
En el caso de las muestras control provenientes de individuos sanos, estas fueron
obtenidas del Banco de Sangre del Hospital General de México “Dr. Eduardo
Liceaga”. En todos los casos las muestras de SP fueron tratadas con EDTA como
anticoagulante, posteriormente estas fueron centrifugadas en un gradiente de Ficoll-
Histopaque (Sigma-Aldrich) siguiendo las instrucciones del productor, gracias a lo
cual se logré colectar el plasma rico en leucocitos necesario para los siguientes

analisis.

6.2. Determinacion de alteraciones cromosomicas mas comunes

Con la finalidad de descartar un estado general de inestabilidad gendémica,
se evaluaron las alteraciones cromosdmicas mas comunmente presentes en LMA,
siendo estas la translocaciones 1(9;22), 1(8;21) y t(15;17). Esto se logré mediante el
disefio de un set de 3 pares de oligonucleétidos que amplificaran los genes
fusionados resultado de las tres translocaciones: AF9-MLL en el caso t(9;22), AML1-
ETO en el caso de 1(8;21) y PML-RARa en el caso de t(15;17). Dichos oligos fueron
disefiados para poder amplificar juntos dentro de una misma reaccion, esto con la

finalidad de poder utilizarlo como un estuche multiplex. Las secuencias de los

oligonucledtidos fueron las siguientes: AF9-MLL Fw 5-
GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAA-3’, Rev 5-
CTAGGTATGCCTTGTCACATTCACC-3; AML1-ETO Fw 5'-
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CTACCGCAGCCATGAAGAACC-3", Rev 5-AGAGGAAGGCCCATTGCTGAA-3
PMLA-RARa Fw  5-CAGTGTACGCCTTCTCCATCA-3’, Rev  5'-
GCTTGTAGATGCGGGGTAGA-3".

6.3.Extracciéon de RNA total y RT-qPCR

El RNA total de los leucocitos de SP fue extraido usando el reactivo Trizol
(Invitrogen), siguiendo las instrucciones del proveedor, y con un tratamiento
posterior con DNAsa RQ1 (Promega) siguiendo las instrucciones del proveedor. El
RNA obtenido se cuantificé mediante un NanoDrop (thermofisher). Se usé un total
de 2ug de RNA total para realizar la reaccion de transcripcion reversa usando como
primer oligo (dT) 15 (Promega) y reverso transcriptasa M-MLV (Promega). El cDNA
obtenido de dichas reacciones fue utilizado para las reacciones de PCR-tiempo real,
utilizando oligonucledtidos especificos para cada uno de los genes evaluados
(Tabla 1). Previo a la evaluacién por tiempo real, cada uno de oligonucledétidos fue

probado en PCR punto final.

Para la evaluacion mediante RT-qPCR se siguieron las instrucciones del
proveedor del Maxima SYBR Green qPCR kit (Thermo). Las amplificaciones se
realizaron en un termociclador Step One (Applied Biosystems). Las condiciones de
amplificacion fueron las mismas en todos los casos, usando un paso inicial de 15
min a 95°C, después 40 ciclos con un primer paso de 95°C 15 segundos y un
segundo paso de 60°C 1 min. Por ultimo se realizé una curva de disociacion desde
60° hasta 95° para observar el numero de amplificados generados durante la PCR.
Con los datos de Ct arrojados por el software se realizé un analisis de 2-AACt con

la siguiente formula:

2—[(CT gende interes—CT gen constitutivo)problema—(CT gen de interes—CT gen constitutivo)control]
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Tabla 4 Secuencia de oligonucledtidos para evaluacion mediante RT-qPCR.

Gene Forward Primer 5°-3" Reverse Primer 5°-3°

DNMT3A | TGCTTTCTGGAGTGTGCGT TCTTCCTTAATGGCTGCCTG
TET2 AAGCAAGATCCCAAGGAAGTT | GCAAATGAGACTCCAGTTTC
BCL11A | CACGCCTGGGATGAGTGC ACTGGTGAATGGCTGTTTGC

SLC26A3 | GGACCAGCCAATCAATACCA CCAACGATATACACATCTACC
NR4A3 ACTCGCTCTAAAGACGGAAC GGAGGCTGAGAGTGTAGGA
OLIG2 CTCCTCAAATCGCATCCAGA AGAAAAAGGTCATCGGGCTC
PGRMC1 | AAACTGCTGAAGGAGGGGG CAGAGTGGACTGTTACAAATG
EFNA1 AGGAGTTCAAAGAAGGACACA | GACCGATGCTATGTAGAACC

LHX9 CTGGGAGTGGACATCGTCA CTGGTGATGCTTGAAAGAGG
PTCH1 CGGTGTGAGAGGAGGGATT CAACCAGTTCTCTTCAAGCA
GSTP1 GGCGGGCAAGGATGACTAT GATCAGCAGCAAGTCCAGC
HICA1 GGAGTTCTGGAGTCGGAAG AAATGGAAGCGGCTCTGGAA

HOXB3 TTCTCTCAGTTTGGAAGAAGC CAGGCGACAAATCTCCCCT
LAG3 CTTCTTGGAGCAGCAGTGTA AGAAACAGCAGGAGGTGGC

TBX1 AAGATAGCGAGAAATATGCCG | CAGTCCTCAGGGTCACAGT
P15 GGACACGCTGGTGGTGCT CAGGCTTACAGGCTTTCCG
P16 CCCACTACCGTAAATGTCCAT TCAAGAGAAGCCAGTAACCC
HOXAS5 CACATCAGCAGCAGAGAGG GGTAACGGTTGAAGTGGAAC

ABCG2 CACCTTATTGGCCTCAGGAA CCTGCTTGGAAGGCTCTATG
ACTIN GCGGGAAATCGTGCGTGACATT | GATGGAGTTGAAGGTAGTTTCGTG

6.4. Extraccion de DNA y evaluacion de la metilaciéon e hidroximetilacion

global

Se extrajo el DNA gendmico de los leucocitos de los pacientes con LMA y los
individuos sanos usando una extraccion estandar fenol-cloroformo. Las
concentraciones totales de 5mC y 5hmC se determinaron gracias al uso de los
estuches Methyl Flash TM Methylated DNA 5-mC and 5-hmC Quantification kits
(colorimetric) (EpigenTek), usando las instrucciones del proveedor.
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6.5.PCR y secuenciacién de TET2 y DNMT3A

El DNA gendmico de los leucocitos de sangre periférica (LSP) fu obtenido
mediante el método de fenol-cloroformo. Posteriormente se usaron cebadores
especificos para amplificar mediante PCR las regiones a secuenciar de DNMT3A y
TET2 (Tabla 2). Los productos de la amplificacion fueron posteriormente
secuenciados utilizando el método de Sanger, se utilizé tanto el cebador Forward

como el Reverse para realizar dicha secuenciacion.

6.6. Metilacion de DNA gen especifica

Para analizar la metilacion en promotores génicos especificos se procedio a
realizar una conversion del DNA gendmico con bisulfito. Para esto se utilizé el kit
EZ DNA Methylation™ Kit (Zymo Research) siguiendo las instrucciones del
proveedor. Con este DNA se procedié a determinar la metilacion de dinucleétidos
CpG en islas cercanas al sitio de inicio de la transcripciéon de genes especificos,
para lo cual se uso pirosecuenciacion post-transformacién con bisulfito mediante la
técnica Pyromark Q24 instrument (Qiagen). Los oligonucleétidos usados para la
PCR vy la secuenciacion fueron obtenidos a partir de ensayos predisefiados;
Hs ABCG2 01 PM  PyroMark CpG assay (Qiagen, PM00111321),
Hs_GSTP1_01_PM  PyroMark CpG assay (Qiagen, PM00151809),
Hs_CDKN2B_01_PM PyroMark CpG assay (Qiagen, PMO00039893),
Hs PTCH1 02 PM PyroMark CpG assay (Qiagen, PMO00144333),
Hs EFNA1 01_PM  PyroMark CpG assay (Qiagen, @ PMO00005054),
Hs_SCGB3A1_02_PM PyroMark CpG assay (Qiagen, PM00022694),
Hs_NR4A3 02 _PM PyroMark CpG assay (Qiagen, PMO00039004),
Hs_HIC1_14_PM PyroMark CpG assay (Qiagen, PM00182525), Hs_TBX1_15_PM
PyroMark CpG assay (Qiagen, PM00200851), Hs_LHX9 04_PM PyroMark CpG
assay (Qiagen, PM00003318), Hs_ CDKN2A_02_PM PyroMark CpG assay (Qiagen,
PMO00139972), Hs_ HOXA5 07_PM PyroMark CpG assay (Qiagen, PM00029568),
Hs_BCL11A_07_PM PyroMark CpG assay (Qiagen, PMO00009114),
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Hs OLIG2 01 _PM PyroMark  CpG (Qiagen, PM00083923),
Hs_PGRMC1_01_PM PyroMark CpG assay (Qiagen, Hs_PGRMC1_01_PM
PyroMark CpG assay), Hs_ HOXB3 03 _PM PyroMark CpG assay (Qiagen,
PMO00179256), Hs TP73_01_PM PyroMark CpG assay (Qiagen, PM00000609),
LAG3_ Custom PyroMark PMC0085002)
SLC26A3_Custom PyroMark Custom assay (Qiagen PMC0064997).

assay

Custom assay (Qiagen and

Para las reacciones de PCR se usé el estuche comercial PyroMark PCR Kit
(Qiagen) el cual utiliza HotStartTag DNA polymerase, 1X PCR Buffer PyroMark,
dNTPs, 1X CoralLoad, MgCI2 mM, 0.2 uM de cebadores, 1X Q-solution y 20 ng de
DNA convertido previamente con bisulfito. Los productos de PCR fueron verificados
en cada uno de los casos usando electroforesis capilar con QlAxcel (Qiagen). Para
la pirosecuenciacion, el producto de PCR fue hibridado con perlas recubiertas de
streptavidina y el cartucho de pirosecuenciacién fue cargado con los reactivos
PyroMark Gold Q24 kit (Qiagen). La

pirosecuenciacion se realizé en un equipo PyroMarck Q24 y los resultados fueron

incluidos en el estuche comercial

interpretados usando el software Q24 PyroMark v2.0.6.

Tabla 5 Oligonucledtidos para la amplificacion y secuenciacion de DNMT3A y TET2

Gene Forward Primer 5°-3° Reverse Primer 5°-3°

DNMT3A | CTAAGCAGGCGTCAGAGGA TTTGTGTCGCTACCTCAGTTT
TET2-E6 | CATTTCTCAGGATGTGGTCATAG CCCAATTCTCAGGGTCAGATTTA
TET2-E7 | GACTTATGTATCTTTCATCTAGCT ACTCTCTTCCTTTCAACCAAAGATT
TET2-E8 | ATGCCACAGCTTAATACAGAGTTAG | GTCATATTGTTCACTTCATCTAAGC
TET2-E9 | GATGCTTTATTTAGTAATAAAGGCA | TCAACAATTAAGAGGAAAAGTTAGA
TET2-E10 | TGTCATTCCATTTTGTTTCTGGAT AAATTACCCAGTCTTGCATATGTC
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6.7. Analisis bioinformatico de la metilacion diferencial de DNA

Los analisis de mapa de calor fueron realizados usando R software version

3.2.4 y mediante Complex Heat map del servidor Bioconductor.

6.8. Analisis estadisticos

Los datos fueron analizados usando el software Prism® v6.0. Los resultados
se muestran con promedio y desviacion estandar. Se realiz6 un ANOVA para los
analisis estadisticos entre los multiples grupos, y para confirmar la diferencia
estadisticamente significativa entre dos grupos, se realizé un analisis post hoc. Las

diferencias estadisticamente significativas fueron definidas con un valor de p <0.05.
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7. RESULTADOS

7.1.Desarrollo de un kit para diagnéstico multiple de translocaciones por
PCR.

Para poder resolver si la alteracion en la metilacion del DNA que encontremos
son resultado o se encuentran asociadas a las alteraciones de expresion o de
mutaciéon y no de un estado general de inestabilidad gendmica decidimos buscar las
alteraciones mas comunes en la leucemia mieloide aguda: AF9-MLL t(9;11), AML1-
ETO 1(8;21) y PML-RARa t(15;17). Como control positivo para la especificidad en la
amplificacion de dos pares de cebadores, se utilizO DNA gendmico obtenido de
lineas celulares que previamente se ha descrito que poseen la translocacion
correspondiente; la linea THP-1 para el caso de AF9-MLL vy la linea celular Kasumi-
1 para el caso de AML1-ETQ®3 ¢4, En el caso de PML-RARa como control positivo
se utilizé el DNA gendmico de leucocitos provenientes de un paciente que se sabia

previamente por cariotipo que presentaba dicha translocacion (paciente LR003).

A, , B 41 2 C 4+ o2 D {1 2 3

— —
 —
1.- THP-1 1.- U937 1.- Paciente 1.- Control positivo
2.- Control 2.- Control LR003 triple
negativo negativo 2.- Control 2.- Control positivo
negativo t(9;11)

3.- Control neaativa

Figura 1 RT-PCR para los productos fusionados resultado de las translocaciones. A. AF9-
MLL t(9;11). B. AML1-ETO t(8;21). C. PML-RAR« t(15;17). D. Control triple multiplex para
las 3 translocaciones
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El tamafo de los amplicones de manera individual fue de 149 pb para AF9-
AMLL, 290 pb para AML1-ETO y de 349 pb para PML-RARa,; dicha diferencia entre
los amplificones permitira discriminar entre la presencia de una y otra
translocaciones mediante su migracion en un gel de agarosa al 1% (Figura 1). Con
la finalidad de poder usar estos oligonucledétidos de manera constante a manera de
kit, se decidio clonar el producto amplificado de cada muestra control en el vector
pGEM-T Easy, mediante el uso de la enzima de restriccion EcoR1. El uso de dichos
vectores permiti®6 comprobar la amplificacion multiple de los tres productos
fusionados mediante una sola reaccion de PCR (Figura 1), esto debido a la
diferencia en tamafo de los amplificados, correspondiendo a 145 pb para t(9;11),
281 pb para t(8;21) y 385 pb para t(15;17). Estas diferencias nos permitieron

detectar la presencia de cualquiera de los productos en una sola reaccion.

Cabe resaltar que los resultados de dicho analisis fueron realizados al
momento de la entrega de la muestra, y en un lapso no mayor de 48 hrs, el resultado
fue entregado al médico encargado del piso del hospital, por lo que dichos analisis

fueron utilizados como parte de los criterios de diagndstico para los pacientes.

7.2.La expresion de DNMT3A y TET2 en pacientes con LMA es altamente

variable

Debido a que DNMT3A t TETZ2 son las dos principales enzimas que regulan
la dinamica de metilacion del DNA primeramente cuantificamos los niveles de
MRNA de ambos genes a través de RT-qPCR y los comparamos con los niveles de
expresion de estos dos genes en individuos sanos, para lo cual utilizamos muestras
provenientes de banco de sangre. En los pacientes con LMA detectamos los niveles
de expresion de DNMT3A en un rango que va desde 17 veces superior hasta una
disminucién del 98% de dicho mRNA en comparacién al promedio de los individuos
sanos (Figura 2A). De manera similar los valores observados para TET2 se
muestran altamente variables con un aumento que va desde 35 veces mas
expresion hasta pacientes que presentan un 90% del mRNA en comparacién con lo

presente en los individuos sanos (Figura 2B).
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7.3.Evaluacion de la actividad enzimatica de DNMT3A y TET2 en

pacientes con LMA

Al evaluar la concentracién de 5mC y 5hmC en los pacientes con LMA
encontramos que de la misma manera que con la cuantificacion del mRNA de
DNMT3A y TETZ2 la concentracion de estas citosinas modificadas es altamente
variable entre los individuos con dicha neoplasia presentando valores de entre 13.4
ng/100ng de DNA y hasta 0.5 ng/100ng de 5mC, lo que representa una alta
variacion ya que los individuos sanos presentan en promedio una concentracion de
2.5 0.5 ng de 5mC por cada 100ng de DNA total. Lo mismo encontramos en el caso
de las concentraciones de 5hmC los cuales varian entre valores de 10 ng/100ng de
DNA total y 0.4 ng por cada100ng de DNA total en los pacientes con LMA, mientras
que el valor promedio de esta citosina modificada en individuos sanos es de 4.8 ng
de 5hmC por cada100ng de DNA (Figura 3).

A DNMT3A B

TET2

20-
151

Expresion relatipg

J o

Sanos

Figura 2. RT-gPCR comparativa entre los individuos sanos y los pacientes con leucemia
mieloide aguda para DNMT3A (A) y TET2 (B).
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A pesar de esta dispersion en los pacientes, nosotros encontramos que casi
en todos los casos existe una clara correlacién entre el nivel de mRNA y la actividad
enzimatica del producto protéico de dicho gen, medida indirectamente por la
cuantificacion del producto de su actividad enzimatica; es decir mediante la
cuantificacion de 5mC y 5hmC. Sin embargo, a pesar de esta correlacion existen
algunos pacientes en los que a pesar de tener los valores mas altos del nivel de
MRNA de DNMT3A, muestran los niveles mas bajos de 5mC; asi mismo
observamos individuos en los que los niveles de 5hmC son mas bajos y que
contradictoriamente presentan niveles promedio del mRNA de TET2. Esto en
conjunto sugiere la presencia de una posible falla en la actividad enzimatica de los

productos protéicos traducidas de dichos mRNAs.

A B
15 10 2
o * "
10+ 5e
ng/100ng DNA ng/100ng DNA Soe0
.
- 54 0+
I: L L) -5 ‘l L]
Sanos LMA Sanos LMA

Figura 3. Comparacion en las concentraciones de 5mC (A) y 5hC (B) entre individuos
sanos y pacientes con leucemia mieloide aguda.
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7.4.Incidencia de mutaciones en DNMT3A y TET2 en pacientes con LMA

Una de las posibles alteraciones en DNMT3A y TET2 que expliquen la
disminucién en su actividad enzimatica a pesar de la presencia de mRNA es la
aparicion de mutaciones, por lo que decidimos evaluar en el caso de DNMT3A el
“hotspot” previamente reportado en dicho gen; este “hotspot” se encuentra en el
triplete que codifica para el aminoacido R882%%. En el caso de TET2
desafortunadamente no existen reportes previos de algun “hotspot” como en el caso
de DNMT3A, y la mayoria de los reportes indican la mutacion a lo largo de todo el
gen. Una revision bibliografica de los estudios sobre la presencia de mutaciones en
TET2%6 67 68 sugirid que algunos los exones tienen una mayor incidencia de
mutaciones; a partir de ello decidimos evaluar los exones 6, 7, 8, 9 y 10. Estos
exones ademas de ser los que presentan mas comunmente mutaciones, codifican
para regiones conservadas entre los miembros de la familia TET2 y parecen

participar en la funcién enzimatica de dicha familia®®.

Incidencia de mutaciones
100-

80+

% de la poblagl?)'r'

404
20+
2.7
0 ' T
X 3
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LMA noMUT & <&
{}Q‘

Figura 4. Incidencia de las mutaciones en DNMT3A (R882) y TETZ2 (Exon6-Exon10).

Una vez evaluada la presencia de mutaciones en los individuos encontramos

que la incidencia de mutaciones en DNMT3A en pacientes mexicanos con LMA de
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novo y sin translocaciones es de 2.7%, mientras que la incidencia de mutaciones en
TET2 corresponde a 11.8% del total de los pacientes con LMA. Esto indica que el
85% de pacientes restantes no muestra ninguna alteracioén al menos en las regiones

génicas que evaluamos (Figura 4).

7.5.Los pacientes con mutaciones en DNMT3A y TET2 representan los

valores mas alterados de 5mC y 5hmC

Para poder saber si la mutacion en DNMT3A y/o en TET2 se pueden asociar
con la funcion de su producto protéico, procedimos a buscar dentro de la gran
dispersion de datos de concentracion de 5SmC y 5hmC, donde se encontraba los
pacientes que presentaban mutaciones en tanto en DNMT3A como TET2 (Figura
5). Encontramos que los pacientes con mutaciones en TET2 presentan las
concentraciones mas altas de 5SmC, mientras que los individuos con mutaciones en
DNMT3A corresponden a los individuos con la menor concentracion de 5mC (Figura
5A). En el caso de la concentraciéon de 5hmC tanto los pacientes con mutaciones
en DNMT3A como en TET2 presentan las concentraciones mas bajas de esta

citosina modificada (Figura 5B).
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Leucemia mieloide aguda Leucemia mieloide aguda

Figura 5. Concentracion de smC (A) y 5ShmC en pacientes con LMA sin mutacion (circulos
negros), mutantes en DNMT3A (circulos rojos) y mutantes en TET2 (circulos azules).
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7.6.Los pacientes con mutaciones en DNMT3A y TET2 presentan las
concentraciones de mRNA mas extremas.

De la misma manera que con la concentracion de las citosinas modificadas
al identificar los valores correspondientes de mRNA de TET2 y DNMT3A de los
individuos con mutaciones en estos genes, encontramos que aquellos individuos
con mutacidén ya sea en DNMT3A o en TETZ2, presentan los niveles de mRNA de
DNMT3A mas altos (Figura 6A), mientras que en el caso de la transcripcién de TET2
los individuos mutantes en TETZ2 presentan niveles promedio, mientras que
curiosamente los individuos con mutaciones en DNMT3A representan las

concentraciones mas bajas de mRNA de TET2 (Figura 6).
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Leucemia mieloide aguda Leucemia mieloide aguda

Figura 6. Expresion relativa de DNMT3A (A) y TET2 (B) en pacientes con LMA sin mutacion
(cuadrados negros), mutantes en DNMT3A (cuadrados rojos) y mutantes en TET2
(cuadrados azules).

7.7.Las mutaciones en DNMT3A y TET2 pueden explicar la variacion en la
concentracion de 5mC y 5hmC en pacientes con LMA

Al organizar los pacientes con LMA en grupos basados en su estatus

mutacional, y agrupar con base a estos subgrupos la concentracién de 5SmC y 5hmC

se puede observar que el grupo de pacientes con mutaciones en DNMT3A
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(mDNMT3A) presentan una concentracién promedio de 5ng de 5mC por cada 100
ng de DNA total, lo que representa una disminucion estadisticamente significativa
de casi el 75% en la concentracion de esta citosina modificada en comparacién de
la concentracion observada en individuos sanos y aun la observada en pacientes
con LMA sin mutaciones (LMA noMUT) (2.7 ng/100 ng DNA) (p 0.001) (Figura 7A).
En cuanto al grupo de pacientes con mutaciones en TET2 (mTET2), estos muestran
una concentracién promedio de 5mC de 8.2 ng de 5mC por cada 100 ng de DNA
total, lo que representa un incremento de un 200% de la concentraciéon de esta

citosina en comparacién de la presente en individuos sanos (p 0.001) (Figura 7A).
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Figura 7. Comparacion de la concentracion de 5mC (A) y 5hmC (B) en pacientes con LMA
sin mutacion, mutantes en DNMT3A, mutantes en TETZ2 e individuos sanos.

En general los pacientes con LMA presentan un claro decremento de la
concentracion de 5hmC, sin embargo, los pacientes con mutaciones ya sea en
DNMT3A o en TETZ2, presentan los niveles mas bajos de 5hmC, presentando una

concentracion promedio de 0.3 ng de 5hmC por cada 100ng de DNA total en el
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grupo de mTET2 (p 0.001) y de cerca 0.5 ng en el caso del grupo de mDNMT3A (p

0.008) (Figura 7B).

7.8.Los pacientes con LMA con mutaciones en DNMT3A o TET2
presentan niveles alterados del mMRNA de TET2 y DNMT3A
Los datos de la actividad transcripcional de los genes DNMT3A y TET2

muestran que los niveles de mRNA de DNMT3A es mas alto en los pacientes
pertenecientes a los grupos mMDNMT3A y TET2 presentandose un aumento de 6
veces en el caso de mMDNMT3A (p 0.001) y un aumento de 11 veces (p 0.001) en el
caso de los individuos del grupo mTET2 (Figura 8A). En el caso del nivel de
mensajero de TET2 este se presentd elevado en promedio 8 veces en el grupo
mTET2 (p 0.001) mientras que en el caso de los individuos con mutaciones en
DNMT3A presentaron en promedio una disminucion del 80% del mMRNA de TET2 en
comparacion con los individuos sanos (p 0.001) (Figura 8B).

Interesantemente en el grupo de pacientes no mutantes los niveles de
transcrito de ambos genes se ven incrementados, sin embargo, la variacion dentro
de los individuos es tan alta que no se presentan diferencias estadisticamente

significativas (Figura 8).
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Figura 8. Comparacion de la expresion relativa de DNMT3A (A) y TET2 (B) en pacientes

con LMA sin mutacién, mutantes en DNMT3A, mutantes en TETZ2 e individuos sanos.

7.9.Los pacientes con mutaciones en DNMT3A o TET2 muestran un
patron de metilacién diferencial especifico

Debido a que nuestros datos muestran que las mutaciones en DNMT3A y
TET2 llevan a cambios en la concentracion global de 5mC y 5hmC, nuestra
intencion fue determinar si dichas mutaciones afectan el estatus de metilacion de
promotores génicos especificos. Para dicho objetivo seleccionamos un total de 19
genes que previamente se han analizado en pacientes con leucemia y se han
mostrado con alteraciones en la metilacion de sus promotores. Para poder evaluar
dicho estatus de metilacion usamos el DNA gendmico del total de los individuos de
los grupos mMDNMT3A y mTET2, asi como de un grupo de 13 invidos del grupo LMA
noMUT y 13 individuos sanos y analizamos los promotores de los 18 genes antes

seleccionados mediante pirosecuenciacion post-tratamiento con bisulfito.
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De los 18 genes evaluados 3 no presentaron ninguna variacion entre los
grupos (HOXAS5, P73 y HIN1) por lo que fueron descartados para los subsecuentes
analisis. Con los datos del porcentaje de metilacion sitio por sitio en cada uno de los
promotores y para cada uno de los individuos se realiz6 un HeatMap que permitiera
agrupar a todos los individuos en clusters dependiendo del estado de metilacion, sin
que se les proporcionara a este cual era el estado mutacional de DNMT3A o TETZ;
para lograr dicho analisis se utilizé el software “R proyect” de Free Software
Foundation Inc (http://cran.r-project.org/) asi como el paquete Complex HeatMap
(Zuguang Gu 2015). Sorprendentemente nuestro analisis agrupé mediante los
dendogramas que se observan en la figura 9A a todos los individuos evaluados en
3 clusters que presentan un patron de metilacion especifico, y justamente estos
grupos coinciden con los grupos que generamos previamente mediante la deteccién
del estado mutacional de DNMT3A y TET2 (Figura 9A). El primer grupo incluye 8
individuos perteneciente a los controles sanos, el segundo incluye a 6 de lo 8
individuos pertenecientes al grupo LMA noMUT, y el tercer grupo se divide a su vez
en dos subgrupos mas pequefios donde el primer subgrupo incluye a todos los
individuos de grupo mDNMT3A y el segundo subgrupo a 11 de los 12 individuos del

grupo mTET2.

7.10. Los pacientes con mutaciones en DNMT3A o TET2 muestran un

patréon de actividad transcripcional especifico

Para evaluar si los cambios en el patron de metilacion que observamos tienen

consecuencias a nivel de la expresion génica, evaluamos la abundancia relativa de
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los MRNAs de los genes previamente evaluados mediante RT-qPCR. Con los datos
obtenidos de dicho analisis generamos un HeatMAp mediante del uso del software
‘R proyect” de Free Software Foundation Inc (http://cran.r-project.org/) asi como el
paquete Complex HeatMap (Zuguang Gu 2015), con la finalidad de agrupar a los
individuos en clusters que presentaran un patron de expresion parecido de los
genes evaluados (Figura 9B). En este caso los dendogramas muestran de nuevo 3
principales clusters lo que implica 3 patrones generales de expresion entre todos
los individuos del estudio. De nuevo esto sucede sin que en el analisis se considere
el estado mutacional de dichos individuos. El primer cluster esta compuesto por el
total de los individuos sanos incluidos en el analisis, el segundo incluye a los 3
individuos del grupo mDNMT3A y un individuo perteneciente al grupo mTET2, el
ultimo grupo se divide a su vez en dos subgrupos mas pequenos que incluyen en el
primero a todos lo demas individuos del grupo con LMA que presenta mutaciones
en TET2y el segundo grupo incluye al total de los pacientes pertenecientes al grupo

LMA noMUT .
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711. Algunos de los genes evaluados presentan una clara correlacion

entre metilacion y actividad transcripcional.

Con la intencion de analizar si los patrones de metilacion presentes entre los
individuos, correlacionan con un cambio en la expresion a nivel de transcripcion de
dichos genes, realizamos un analisis de correlacion de los dos HeatMaps previos
de nuevo mediante el uso del software “R proyect” de Free Software Foundation Inc
(http://cran.r-project.org/) asi como el paquete Complex HeatMap (Zuguang Gu
2015). Dicho analisis se muestra en la figura 9C donde se observan tanto
correlaciones inversamente proporcionales (en un color rojo donde la mayor
intensidad del color corresponde a la mayor correlacion), es decir que a mayor nivel
de metilacion se observa una menor actividad transcripcional, asi como
correlaciones directamente proporcionales (en un color azul done la mayor
intensidad del color corresponde con la mayor correlacion), es decir que en esto
caso a mayor metilacién existe una mayor expresion (Figura 9C).

Posterior a este analisis decidimos revisar de manera individual a los genes
que presentaron las correlaciones mas altas entre metilacion y expresion.
Analizamos un total de 8 genes: EFNA1, OLIG2, PTCH, LAG3, PGRMC1, P15,
HOXB3, y LHX9 (Figura 10). De dichos genes, solo EFNA (Figura 10A) muestra una
clara correlacion inversamente proporcional entre la metilacion y la expresion,
donde los individuos con los valores de metilacion mas bajos (3% en promedio)
corresponden con los individuos del grupo mDNMT3A y que presentan a su vez los

niveles mas altos de expresién de dicho gen (valores hasta 20 veces mayores con
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respecto al control), mientras que los individuos con los niveles mas altos de
metilacion en el promotor de EFNA1 corresponden a los individuos sanos (con un
66% de metilacion en promedio) los cuales presentan los niveles mas bajos de
actividad transcripcional de dicho gen (1.3 veces en promedio) (Figura 10A).

De los restantes 7 genes, 4 muestran una aparente correlacion directamente
proporcional entre la metilacion y la expresién (Figura 10B-F). De estos, el gen con
una mayor correlacion fue OLIG2 (Figura 10B) en el que los valores mas altos de
expresion (un incremento de 5 veces con respecto al control) se encontré en los
individuos del grupo mDNMT3A que corresponden a los individuos con los valores
de metilacion mas altos (36% en promedio); por otra parte los individuos que
presentaron los niveles mas bajos de expresion (una disminucién del 40% de la
expresion con respecto al control), correspondieron a los individuos del grupo LMA
noMUT que corresponden a aquellos con el menor nivel de metilacion en el
promotor de OLIG2 (15% en promedio) (Figura 10B).

En el caso del gen HOXB3 la correlaciéon es claramente inversamente
proporcional. Sin embargo, no se observan diferencias en esta correlacion entre los
grupos analizados, ya que entre todos los individuos la metilacién del promotor fue
en promedio del 89% mientras que la expresion se mantuvo constante entre todos
los individuos de todos los grupos (Figura 10G). En cuanto al ultimo gen incluido
(LHX9), en el analisis este no muestra una correlacion clara entre la metilacion de
su promotor y la expresién a nivel transcripcional, ya que mientras la metilacion se
mantiene constante en cada uno de los grupos (20% en promedio), la expresion
varia entre los individuos siendo muy elevada entre cada uno de los grupos de

pacientes con LMA con respecto al control sano (Figura 10H).
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Figura 10. Correlacion metilacion-expresion en genes con una relacion directamente
proporcional (A), inversamente proporcional (B-F) y sin correlacion clara (G y H).
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Figura 11. Comparacion de caracteristicas clinicas entre los individuos sanos, pacientes
con LMA sin mutaciéon y mutantes en DNMT3A y TET2, incluyendo hemoglobina (A), conteo
de blastos (B), plaquetas (C) y conteo de leucocitos (D).

712. La presencia de mutaciones en TET2 y DNMT3A no tiene un
claro efecto sobre las caracteristicas clinicas de los pacientes con
LMA

A pesar de que los mas de 115 pacientes con LMA de novo incluidos en este
estudio presentaron una edad similar entre dos diferentes grupos (44 anos en
promedio), los datos clinicos que comunmente se evalian al momento del

diagndstico no muestran en ninguno de los grupos diferencias estadisticamente
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significativas. El unico dato que presenté una diferencia fue el conteo de plaquetas
que se mostro considerablemente mas alto en el caso del grupo de individuos con
mutaciones en TET2 (Figura 11C); otro dato clinico que se modifico, pero no
significativamente fue el conteo de leucocitos, mostrandose mas bajo en el caso de

los pacientes con mutaciones en DNMT3A (Figura 11D).
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Figura 12. Sobrevivencia de los pacientes con LMA sin mutacién, y mutantes para
DNMT3A y TET2.

7.13. La presencia de mutaciones en TET2 y DNMT3A tienen un

impacto en la sobrevivencia de los pacientes con LMA

Por ultimo, hemos realizado un analisis de la sobrevivencia de los pacientes
de los diferentes grupos generados a partir del estado mutacional, de metilacién y
expresion. Nuestros analisis muestran una clara correlacion entre la sobrevivencia
y la presencia de mutaciones, particularmente observandose una drastica
disminucidén en la sobrevivencia para los pacientes pertenecientes al grupo de
mDNMT3A, los cuales sobreviven en promedio Unicamente 4 meses a partir del
diagndstico, mientras que el promedio de sobrevivencia de todos los individuos con

LMA en los demas grupos es de 40 meses (Figura 12).
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8. DISCUSION

En este trabajo describimos por primera vez una posible interaccion en
pacientes con LMA de novo entre las dos principales enzimas que gobiernan la
dinamica de metilacién del DNA (DNMT3A y TETZ2), ademas de esto la presencia
de dicha mutacion tiene un claro efecto sobre la sobrevivencia de los pacientes.
Nuestro trabajo sugiere que DNMT3A y TET2 podrian usarse como biomarcadores

tempranos del diagnostico en LMA.

Como primer paso para nuestro trabajo decidimos utilizar solo muestras de
pacientes con un diagnostico de novo es decir al momento del diagndstico primario
sin que se les haya aplicado aun ningun tratamiento para dicha neoplasia, esto con
dos intenciones: la primera que la enfermedad de estos pacientes se encuentre en
el estadio mas parecido entre todos los individuos, y segunda (y mucho mas
importante), que las alteraciones moleculares que describimos no se deban al efecto
genotoxico y citotoxico de los tratamientos que comunmente se aplican para el
tratamiento de la leucemia mieloide aguda. Es claro que nuestro criterio de inclusion
de diagndstico de novo no es suficiente para afirmar que los pacientes se
encuentran en todos los casos dentro del mismo estadio de la enfermedad; sin
embargo, hasta el momento es dificil definir el estadio de la enfermedad de un
paciente con LMA cuando este ingresa. A pesar de ello, para tratar de homogeneizar
un poco mas la poblacidon se desarrolld6 un kit para el diagnostico de las
translocaciones que se presentan mas comunmente en los pacientes con LMA°.
Dicho kit deberia permitirnos el diagnostico multiplex por o menos de las 3
translocaciones mas comunes, con la intencién de que resultara accesible realizarlo
a todos los pacientes posibles, ya que dicho diagndstico no esta incluido dentro de
los analisis de rutina en los hospitales de salud publica de nuestro pais, debido
principalmente a los altos costos que implica la implementacion de diagndsticos

moleculares.
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El uso del kit desarrollado en este trabajo, permitio la adecuada seleccidon de
las muestras de los pacientes que no presentaran alteraciones cromosdmicas, lo
cual nos garantizaria que las posibles alteraciones moleculares que encontraramos
mas adelante no se deberian a una inestabilidad genémica generalizada la cual
comunmente se presenta en los pacientes con alteraciones cromosomicas’!. Pero
ademas de esto, el uso del kit permitio integrar dicho analisis molecular al
expediente de los pacientes, lo que permite que este pueda ser utilizado como parte

del diagndstico.

Una vez integrada la poblacion de estudio después de dos afos de muestreo
continuo, el primer analisis que se realizé fue la cuantificacién del contenido
absoluto de 5mC y 5hmC en el DNA gendmico del total de los pacientes con LMA 'y
en un grupo de individuos con el mismo promedio de edad, pero sin ninguna
alteracion hematoldgica. Los niveles alterados de 5mC y 5hmC en DNA se han
asociado con una variedad de enfermedades incluyendo el cancer’?. La disminucion
en la concentracion de 5hC se ha reportado previamente en tumores soélidos como
cancer de proéstata, higado, colon y algunos otros’3, asi como en neoplasias liquidas

como leucemia linfoblasitcas cronica y leucemia linfoblasitcas aguda’.

Al respecto nuestros resultados muestran una enorme variacién en la
concentracion de 5SmC gendémico en todos los pacientes con LMA en comparacion
con las concentraciones de dicha citosina modificada en individuos sanos (Figura
3A), lo cual contrasta con multiples reportes previos que indican la presencia de una
hipometilacion generalizada en la mayoria de los tipos de cancer’™ 7 77, Sin
embargo, Lehmna y colaboradores han reportado previamente una importante
variacion en la concentraciéon total de 5mC en pacientes con LMA, que ademas
parece no ser casual sino que los autores reportan una posible correlacién entre la
concentracion de dicha citosina con el prondstico y sobrevivencia’®, lo que podria
sugerir que la variacion observada en nuestro trabajo podria ser reflejo de la
presencia de subgrupos de pacientes.
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Por otra parte numerosos estudios han revelado niveles significativamente
bajos de 5hmC en lineas celulares derivadas de cancer’®, asi como en tumores
primarios como melanoma, adenoma y carcinoma®. A pesar de esta constancia en
los trabajos que reportan una disminucién de la concentracion de 5hmC, trabajos
recientes han reportado en el caso especifico de pacientes con LMA una variacién
importante en la concentracion de esta citosina modificada®', lo que es consistente
con la variacion observada en el presente trabajo (Figura 3B). De manera similar a
como se reportdé con 5mC en el caso de la variacion de la concentracion de 5hmC
que se ha reportado previamente en pacientes con LMA puede deberse a la
presencia de subgrupos que ademas podrian ser importantes para el prondstico de

los pacientes®.

Todos los trabajos previos reportan que la variacion en la concentracion de
5mC y 5hmC pueden ser causadas por cambios importantes en la expresion o
funcién de los genes que codifican para las enzimas responsables de la metilacion
y desmetilacion del DNA% 8! Con la intencion de analizar si este es el caso de
nuestros pacientes, procedimos a evaluar la actividad transcripcional de DNMT3A y
TET2 las dos principales enzimas encargadas de generar 5SmC y 5hmC
respectivamente. Nuestros resultados muestran que, como se habia reportado
previamente, los niveles de mRNA tanto de DNMT3A como de TETZ2 son altamente
variables entre los pacientes con LMA. Al correlacionar el nivel de mRNA de la
enzima correspondiente con la concentracién del producto de su actividad, como
era de esperarse se encontrd una clara correlacion en 80% de los casos; sin
embargo, esto no ocurrioé en el 20% restante de los pacientes, lo cual sugiere que,
en estos casos, la variacion de la concentracion de las citosinas modificadas puede
deberse a diferentes mecanismos como la presencia de alguna mutacién en los

genes de las enzimas correspondientes.
Se ha reportado previamente que la mutacion en TET2 y DNMT3A

frecuentemente causa una disminucion en la actividad enzimatica de sus productos

proteicos’®. En el caso especifico de DNMT3A se ha reportado la presencia de un
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hotspot que afecta el residuo R882, el cual se ha demostrado que disminuye la
actividad enzimatica en al menos un 50%. En el caso de TET2 las mutaciones
reportadas se han reportado a lo largo de toda la region codificante, y en todos estos
casos dichas mutaciones llevan a una disminucion en la actividad enzimatica; sin
embargo hasta el momento no se ha establecido un posible hotspot para este gen®
82 Debido a lo anterior nosotros hemos buscado las posibles mutaciones en los
pacientes con LMA en el hotspot de DNMT3A y en los exones de TET2 que han
mostrado un mayor numero de mutaciones y que interesantemente incluyen los

dominios funcionales para la actividad enzimatica de TET2.

La incidencia de mutaciones encontrada tanto en DNMT3A como en TET2,
es similar a las que se han reportado previamente? 8. Sin embargo, el presente
trabajo representa el primer reporte de la presencia de estas mutaciones en
pacientes mexicanos, reportando una incidencia de 11.8% para el hospot de
DNMT3A y de 2.7% para las mutaciones en TET2 (Figura 4). En contraste con lo
reportado por trabajos previos como el de Nguyen y colaboradores quienes reportan
en muestras de linfoma de células T la presencia de individuos con una doble
mutacién en TET2 y DNMT3A?, nosotros no logramos identificar ninglin paciente
con LMA que presentara dicha co-mutacion, por lo que es probable que en el caso

de LMA no exista relacion entre estas mutaciones.

Como era esperado en los pacientes que mostraron mutaciones en DNMT3A
(mDNMT3A) la concentracion de 5mC fue la mas baja en comparacion a los
individuos que no presentaron dicha mutacion (Figura 5A y 7A) sugiriendo una
disminucién en la actividad enzimatica responsable de la sintesis de 5mC?®. En
contraste la concentracion de 5mC se mostréo claramente disminuida en los
pacientes pertenecientes al grupo mTET2, esto como un posible resultado de la baja
actividad desmetilante de TET28".

La asociacion entre la mutacion en DNMT3A y TET2 y los niveles de 5hmC

fue menos clara ya que los individuos que presentaron mutaciones en cualquiera de
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los dos genes evaluados, muestran una clara disminucidon en la concentracion de
5hmC (Figura 5B y 7B). En el caso especifico de TET2 los bajos niveles de 5hmC
eran esperados debido a que una disminucién en la actividad enzimatica del
producto de este gen llevaria a una disminucion del producto de su actividad, como
se ha reportado ya previamented!; sin embargo en el caso de los pacientes
pertenecientes al grupo de mDNMT3A esta disminucion en la concentracion de
5hmC es totalmente inesperada ya que no se detectaron mutaciones en TET2 en
dichos pacientes. Lo anterior sugiere que existe un complejo mecanismo que regula
los niveles de 5hmC en pacientes con LMA en el cual posiblemente participa
DNMT3A.

Los reportes acerca de la asociacion entre la presencia de mutaciones en
DNMT3A y TET2 y los niveles de mRNA de estos genes se han mostrado
contradictorios, ya que los informes independientes de ambos genes, han
demostrado que las mutaciones disminuyen los niveles de mRNA en algunos casos
o no tienen ningun efecto en absoluto en otros® . En contraste con los reportes
previos, nuestros datos indican que los individuos con mutaciones en DNMT3A
presentan un alto nivel de expresion de este gen, en comparacién con los individuos
sanos o con los pacientes con LMA sin mutaciones (Figura 6A y 8A). De manera
similar nuestras observaciones en cuanto a TET2 se muestran contradictoras con
respecto a la bibliografia® %5 ya que los individuos con mutaciones en TET2
correlacionan con los niveles de expresion del mismo gen (Figura 6B y 8B).
Interesantemente los pacientes del grupo mMDNMT3A muestran una clara
disminucién de los transcritos de TET2 (Figura 6B y 8B) lo cual podria explicar las
bajas concentraciones de 5hmC observadas en los individuos de dichos grupos, ya
que previamente se ha informado que una disminucion de los niveles de mRNA
TET2 conduce a una drastica disminucion de la concentracién de 5hmC#. Lo
anterior muestra que la presencia de mutaciones en TET2 o la disminucion del
mRNA de dicho gen tienen el mismo efecto, es decir la disminucién en la
concentracion de 5hmC?8°,
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La disminucion de los niveles del mensajero de TETZ2 en los individuos con
mutaciones en DNMT3A no se ha reportado previamente y representa un campo
totalmente nuevo de investigacion. Una posible explicacion para la disminucion de
la actividad enzimatica de TET2 en nuestros pacientes es la presencia de
mutaciones en la region promotora de su gen, o diferentes mecanismos
epigenéticos que se ven activados solo cuando DNMT3A presenta una disminucién
clara de su actividad, ya sea por mutacion o por una disminucion en la produccion
de su producto protéico; por ejemplo la expresion de un miRNA capaz de disminuir
la actividad transcripcional de TET28, Aunque este tipo de interacciones han sido
predichas en modelos experimentales por varios grupos de investigacion®?, nuestro
trabajo representa uno de los primeros informes donde se reporta de manera
simultanea la busqueda de alteraciones en los dos miembros mas importantes en
el proceso de metilacién y desmetilacion del DNA, la coexistencia de mutaciones en

DNMT3Ay la correlacion con una disminucion de los niveles de transcritos de TET2.

Por ultimo en el caso de los individuos con mutaciones en TET2 nosotros
encontramos altos niveles de su mRNA, lo cual confirma que la baja concentracion
de 5hmC en dichos pacientes es causado por un decremento en la actividad
enzimatica de TET2 la cual a su vez es resultado de las mutaciones que
encontramos en dicho gen. Dicho resultado coincide con lo reportado por Scopim-
Riberio y colaboradores, los cuales encuentran que la actividad transcripcional de

TET2 es independiente de la mutacion en el gen TET2%.

Diferentes estudios han sugerido que el estado de metilacién global (medido
como concentracion total de 5mC), puede tener un impacto particular en los
patrones de metilacion de genes especificos, y en muchos casos asociarse con
parametros clinicos particulares’®. Por esta razén, decidimos evaluar
experimentalmente el estado de metilacion de las islas CpG cercanas al promotor
de 18 genes los cuales fueron seleccionados de una base de datos generada a
partir de las publicaciones disponibles en linea entre los afios 2000 y 2015; dicha

base consta del numero total de reportes de alteraciones en expresion genética y
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metilacién por cada gen particular en pacientes con leucemia, asi como la relevancia

de la alteracion de su expresion en el inicio y progresion de la enfermedad’” 91 92,

Los resultados del patréon de metilacion de estos 18 genes particulares
constituyeron una cantidad considerable de informacion ya que se obtuvo el dato de
metilacién de cada uno de los sitio CpG incluidos en la isla CpG analizada de cada
gen de cada individuo, por lo que el analisis de estos datos mediante métodos
convencionales resultaba poco practico. Debido a esto, realizamos un “Mapa de
Calor” o HeatMap que nos permitiera mediante una analisis de similitud agrupar a
los individuos que tuvieran patrones de metilacién muy parecidos en el total de sitios
CpG. Dicho analisis permite separar al total de individuos de este estudio en dos
grandes grupos o clusters (Figura 9A), correspondiendo el primero de ellos a los
individuos sanos y el segundo a todos los pacientes que padecen leucemia mieloide
aguda. Estos primeros resultados son similares a los reportados previamente en
diferentes enfermedades, incluyendo varios tipos de cancer; en todos estos trabajos
el patron de metilacion especifico de los individuos enfermos difiere claramente al

observado en individuos sanos®.

Interesantemente el cluster generado que contiene a los pacientes con LMA,
esta constituido a su vez por 2 cluster mas pequefios que se empalman
perfectamente con los grupos de mutantes y no mutantes; sin embargo,
interesantemente el cluster que contiene a los individuos mutantes se subdivide a
su vez en 2 subclusters, uno de ellos que contiene a los pacientes mMDNMT3A y otro
a los mTET2. Todos esto indica que la presencia de mutaciones en cualquiera de
estos dos genes lleva no solo al desarrollo de un cambio en la metilacion global,
sino que también se asocia con un cambio en el patrén de metilacion de promotores
geénicos especificos. De hecho, los resultados muestran que existen diferencias en
los patrones de metilacién entre los individuos del grupo mDNMT3A y mTET2, ya
que a pesar de que las mutaciones parecen tener un efecto similar, las

consecuencias en cuanto a metilacion especifica parecen ser distintas.
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Este tipo de asociaciones entre la mutacion en genes implicados en el
proceso de metilacién del DNA como TET2 o DNMT3A y la presencia de patrones
de metilacion del DNA en promotores especificos, ha sido previamente reportado
en ciertos tipos de cancer como glioblastoma, en el que los subgrupos de pacientes
generados a partir de un patron de metilacion particular, mostraron una clara
asociacion con caracteristicas clinicas especificas y muy importantemente con el
diagnostico y prondstico de los pacientes®. Mas aun, otros autores sugieren que la
presencia de patrones de metilacion especificos asociados a mutaciones
particularmente en TET2, asi como a los genes que afectan su actividad, podrian
estar relacionados con el inicio y progresion de la leucemogénes®. Todo lo anterior
sugiere que los subgrupos que hemos encontrado asociados no solo a la presencia
de mutaciones sino también a los patrones de metilacién especifica, podrian
correlacionar con procesos etiopatologicos particulares, pero sobre todo con

aspectos clinicos como el prondostico.

Diferentes estudios han reportado una correlacion directa entre la actividad
transcripcional de genes especificos y los cambios en los patrones de metilacion en
sus promotores’® % 97 95 por |o que nos abocamos a evaluar la expresion
transcripcional de los genes evaluados previamente en cada uno de los individuos
de los diferentes grupos. Con dichos resultados y con la intenciéon de que estos
datos fueran comparables con los de metilacién, realizamos también un HeatMap
que nos permitiera igualmente formar clusters y subsclusters de los individuos,

dependiendo de su patron de expresion.

De manera muy similar a lo observado en el estatus de metilacion, el
HeatMap de los niveles de expresidon mostré la formacion de 3 clusters que
corresponden a patrones de expresion particular, el presente en todos los individuos
con LMA no mutantes y los individuos de los grupos mDNMT3A y mTET2 (Figura
9B). Esto confirma que la presencia de mutaciones en estos genes, no solo lleva al
desarrollo de un patron de metilacion de DNA especifico, sino que también altera la

expresion transcripcional, generando un perfil diferencial entre los pacientes con
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LMA no mutantes y particularmente distinto entre los individuos con mutaciones en
DNMT3Ay TET2.

Aunque clasicamente se tiene la idea de una correlacion inversa entre la
metilacidon de un promotor y su expresion génica, existen actualmente evidencias
de una correlacion directa entre estos dos eventos, sugiriendo que, la metilacion y
la expresion genética son fendmenos bioldgicos con una alta complejidad’s.
Nuestros resultados reflejan ambos comportamientos, ya que como se puede
observar en la barra lateral de la figura 9, la correlacion inversa entre la metilacion
y los niveles de expresion se observa en los genes EFNA1 y HOXB3, puesto que
se observo en sus promotores un bajo porcentaje de metilacion y un alto nivel de
expresion de estos genes. Sin embargo, de manera general en los restantes genes
evaluados, la correlacion entre los niveles de metilacion y expresidon parece ser mas
bien directamente proporcional (Figura 9), mientras que en algunos genes como
LHX9, estos eventos no parecen estar asociados, ya que a pesar de mantener una
metilacién constante en su promotor en todos los individuos, su expresion se detecto

claramente incrementada en algunos de los grupos (Figura 10H).

Aunque todo lo anterior muestra la gran complejidad de la regulacion
epigenética, actualmente se tienen evidencias que sugieren que la alteracion en la
expresion de genes particulares inducidos por la actividad de DNMT3A y TET2
podrian desempefar un papel importante tanto en el inicio como en la progresién
de diferentes tipos de cancer. Por ejemplo, se ha reportado que EFNA1, uno de los
genes incluidos en nuestro estudio y que ademas mostré niveles de expresion
alterados en los pacientes con LMA, se encuentra también sobre-expresado en
carcinoma de vejiga urinaria, cancer de mama, cancer gastrico, glioma,
mesolteioma y recientemente también en cancer colorrectal®®. De hecho, en este
ultimo caso los autores reportan una tasa menor de supervivencia en los pacientes
con una alta expresion de este gen. En concordancia con este trabajo, nosotros
detectamos una alta expresiéon de EFNA1 en todos los pacientes con LMA, pero

ademas en los pacientes en los que se detectd la mutacion en el gen DNMT3A, la
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expresion de EFNA1 fue considerablemente mayor (Figura 10A) y de manera muy
interesante, también observamos una tasa de supervivencia mas baja en este grupo

de individuos (Figura 12).

Por otro lado, en nuestro estudio también incluimos algunos genes cuya
expresion es tejido-especifica, como es el caso de OLIG2 que normalmente se
restringe a tejido neural, y que se ha observado expresado en lineas celulares
derivadas de cancer mamario y de cancer de pulmon, asi como en pacientes con
leucemia linfoblastica aguda®®. De acuerdo a lo reportado por Aplan vy
colaboradores, en ratones la sobre-expresion de este gen induce con una eficacia
del 60% un fenotipo de leucemia linfoblastica aguda de células pre-T, lo que sugiere
que la expresion de este gen podria ser importante al comienzo de la
lecemogénesis®®. En el presente trabajo observamos la sobre-expresion de OLIG2
en los individuos con LMA pertenecientes tanto al grupo mTET2 como a mDNMT3A,
reforzando asi la idea de que su expresion podria constituir un paso importante en

las primeras etapas del desarrollo de la enfermedad.

El gen PTCH1 se ha considerado desde hace tiempo como un gen supresor
de tumores, debido a que su mutacién precede generalmente a la formacion de un
carcinoma; sin embargo, Bellamani y colaboradores reportaron recientemente que
PTCH1 también puede funcionar como un oncogen, ya que si se sobre-expresa
simultaneamente al tratamiento con inductores quimicos, se promueve el desarrollo
de carcinoma escamoso, aunque aparentemente su sobre-expresion podria ser un
evento temprano necesario para la carcinogénesis, pero no estrictamente requerido
para el mantenimiento del tumor'%. Nuestros datos concuerdan con algunas de las
observaciones del estudio antes mencionado, ya que encontramos este gen
claramente sobre-expresado en todos los pacientes con LMA (Figura 10C),
reforzando la idea de que la alteracion en la expresion de este gen puede deberse
a una variedad de eventos previos, y particularmente en nuestro estudio, derivado
de las mutaciones en los genes reguladores de la metilacién, lo cual segun lo

reportado parece ser un evento temprano en la lecemogénesis.
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Por otro lado, el gen LAG3 que en nuestro estudio detectamos sobre-
expresado en el grupo de individuos mTET2, pero con una expresion baja en los
pacientes del grupo mMDNMT3A, se ha considerado normalmente un regulador
negativo de la funcién de las células T. Particularmente en el contexto del cancer,
se ha observado a este gen sobre-expresado en tumores en los que existe una
importante infiltracién por linfocitos''. Ademas, en cancer de mama se ha
observado una interesante correlacion directa entre su nivel de expresion en el
momento del diagndstico y la tasa de sobrevivencia de los pacientes, o que hace
muy evidente su relevancia clinica. Estas observaciones correlacionan con nuestros
datos, ya que observamos que los pacientes con LMA en los que no existe mutacion
en DNMT3A ni en TET2, son aquellos que presentan la mayor expresion de LAG3
(Figura 10D), siendo este grupo el que presentd la mayor tasa de supervivencia
(Figura 12). En contraste, los pacientes con mutaciones en mDNMT3A, presentaron
una baja expresion de LAG3 (Figura 10D) y fueron los que mostraron la menor tasa

de supervivencia (Figura 12).

En resumen, las modificaciones transcripcionales que observamos resultado
de las alteraciones en el patrén de metilacion asociadas a las mutaciones en los
genes TET2 y DNMT3A, parecen juegar un papel importante tanto en el inicio de la
enfermedad (OLIG2 y PTCH1) como en la sobrevivencia del paciente (EFNA1 y
LAG3).

En cuanto a las caracteristicas clinicas observadas entre los diferentes
grupos analizados en este estudio, no se encontraron diferencias en diversos
parametros comunmente evaluados durante el desarrollo de las leucemias, como
son la concentracién de hemoglobina, el conteo de blastos, el conteo de plaquetas
o el conteo de leucocitos (Figura 11); sin embargo, los datos de sobrevivencia
muestran claras diferencias entre los pacientes con LMA dependiendo sobre todo
de la presencia de mutaciones en los genes DNMT3A y TET2. Sin embargo, el

impacto de las mutaciones en el hotspot de DNMT3A es sobresaliente, ya que la
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supervivencia general promedio en estos pacientes fue solo una décima parte de la
que corresponde a la de los pacientes sin mutaciones detectables en este gen
(p=0.001). Por otro lado, aunque los pacientes portadores de mutaciones en TET2
tuvieron una supervivencia en general mayor, el numero de individuos con LMA con
esta alteracion genética fue demasiado limitado como para establecer una

asociacion confiable.

En suma, los datos obtenidos en este trabajo demuestran que en los
pacientes con LMA, la presencia de mutaciones en TET2 y DNMT3A altera los
niveles de metilacion e hidroximetilacion global, generando ademas cambios en la
metilacion de promotores especificos, que se ven reflejados en sus niveles de
expresion; pero sobre todo que la presencia de estas mutaciones genera un drastico
cambio en la sobrevivencia de los pacientes. Estos datos también sugieren que el
estado mutacional y los niveles de expresion de TET2 y DNMT3A, pueden ser
usados como biomarcadores pronosticos en LMA, en conjunto con los marcadores
JAK2, cKIT y FLT3 ya propuestos por su alta frecuencia en LMA (30%) y que se han
asociado con una disminucién en la tasa de supervivencia'®. De hecho,
recientemente se ha sugerido que los grandes grupos generados por la presencia
de alteraciones en JAK2, cKIT y FLT3, podrian a su vez dividirse en subgrupos mas
pequeiios, de acuerdo a la presencia de mutaciones menos comunes'%?, tales como

las reportadas en el presente trabajo.
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9. CONCLUSIONES

La incidencia de la mutacion en el hotspot R882 de DNMT3A en pacientes

mexicanos con leucemia mieloide aguda de novo es del 2.7%.

La incidencia de mutaciones de TET2 en la region comprendida entre los exones
6 y 10 en pacientes mexicanos con leucemia mieloide aguda de novo es del

11.8%.

La presencia de mutaciones en DNMT3A se asocia con una hipometilacion

global del DNA en pacientes con leucemia mieloide aguda de novo.

La presencia de mutaciones en TET2 se asocia con una hipermetilacion global

del DNA en pacientes con leucemia mieloide aguda de novo.

La mutacién en el hotspot R882 en DNMT3A coincide con una disminucion en el

nivel de transcrito de TET2.

Tanto la mutacion en DNMT3A como en TET2 se asocian con el desarrollo de

un patron de metilacion particular a nivel de promotor génico en pacientes con

leucemia mieloide aguda de novo.
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El patron de metilacion de DNA generado por las mutaciones en TET2 y
DNMT3A se asocian también a un patron de transcripcién particular, en

pacientes con leucemia mieloide aguda de novo.

El patrén de expresion transcripcional asociado a la presencia de las mutaciones
en TET2 y DNMT3A afecta genes importantes tanto para el inicio (OLIG2 y
PTCH1) como para la sobrevivencia (EFNA1 y LAG3) de los pacientes con

leucemia mieloide aguda de novo.

La presencia de mutaciones en el hotspot R882 se asocia con una reduccion del
90% del tiempo de sobrevivencia en pacientes con leucemia mieloide aguda de

novo.

Las mutaciones en DNMT3A y TET2 pueden ser usadas como biomarcadores

en conjunto con marcadores ya establecidos como JAK2, cKIT y FLT3, en

pacientes con leucemia mieloide aguda de novo.
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10.PERSPECTIVAS

Un estudio similar a este en el que se considere un numero mayor de pacientes
podria permitir observar mas claramente las diferencias en algunos parametros
clinicos, como la cuantificacion de blastos y plaquetas y su correlacion con la
presencia de mutaciones en DNMT3A y TET2. Adicionalmente, permitiria
determinar su relacion con la sobrevivencia en el caso de los individuos con
mutaciones en TET2, ya que estos individuos no mostraron diferencias
estadisticamente significativas debido principalmente a la dispersién de los

datos.

El analisis de los niveles de metilacién de cada dinucleétido CpG incluido en las
islas CpG dentro y cercano al promotor de cada gen analizado, asi como su
correlacion con el nivel de expresiéon, podria ser verificado mediante el analisis
de inmunoprecipitacion de cromatina. Esto confirmaria que las modificaciones
en la metilacion del DNA asociadas a la presencia de mutaciones en DNMT3A 'y
TETZ2, explican claramente cada uno de los cambios a nivel de expresion
transcripcional, y asi proponer mecanismos mediante los cuales las mutaciones

reportadas modificarian la expresion en cada uno de estos genes.

El analisis de las alteraciones en la metilacion de promotores génicos y el patrén
de expresion transcripcional en aquellos individuos que presentan disminuciones
claras en los niveles de transcritos de DNMT3A y TETZ2 sin que exista mutacion
alguna en estos genes, nos permitirian analizar mecanismos alternativos que
lleven a las mismas modificaciones en la metilacion del DNA y por lo tanto en

transcripcion, que no dependan de la presencia de mutaciones.

El analisis de los mecanismos mediante los cuales la presencia de mutaciones
en el hotspot R882 en DNMT3A llevan a la disminucion del nivel del transcrito
de TET2 representan un area aun no explorada. Podria tratarse de mecanismos

epigenéticos, como la presencia de una isla CpG en el promotor de TET2 la cual
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sea regulada directamente por DNMT3A o por la abundancia de un miRNA cuya
expresion sea regulada por metilacién y que sea capaz de regular el nivel de
mRNA de TET2.
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