
   

 

 

 

 

 

 

 

Fernando A. Jiménez 
 

Instituto de Biología Molecular y Celular del Cáncer 

Consejo Superior de Investigaciones Científicas 
Universidad de Salamanca 

 

- Octubre 2011 - 





  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Financiación Grupo del Dr. César Cobaleda 

La investigación en el grupo de CC está parcialmente financiada por Fondos FEDER, Fondo 
de Investigaciones Sanitarias (PI040261 y PI080164), Proyecto Intramural especial CSIC 
200920I055, Proyectos de la Junta de Castilla y León SA060A09, SAN126/SA62/09, 
SAN673/SA27/08 y SA087A06, Consolider Oncobio CSD2007-0017, Fundación de 
Investigación Médica Mutua Madrileña, y una beca institucional de la Fundación Ramón 
Areces. 

 

Financiación Grupo del Dr. Isidro Sánchez 

La investigación en el grupo de ISG está parcialmente financiada por FEDER y por el 
MICINN (SAF2009-08803 a ISG), por la Junta de Castilla y León (REF. CSI007A11-2 y 
Proyecto Biomedicina 2009-2010), por el MEC OncoBIO Consolider-Ingenio 2010 (Ref. 
CSD2007-0017), por NIH grant (R01 CA109335-04A1), por la Fundación Sandra Ibarra, 
por Group of Excellence Grant (GR15) de la  Junta de Castilla y León, y por ARIMMORA 
project (FP7-ENV-2011, European Union Seventh Framework Program), y por Proyecto en 
Red de Investigación en Células Madre Tumorales en Cáncer de Mama, a través de Obra 
Social Kutxa y Conserjería de Sanidad de la Junta de Castilla y León. Toda la financiación 
española está co-financiada por el programa de la Unión Europea FEDER. ISG es un API 
lab del proyecto  EuroSyStem. 

 
Durante la realización de este proyecto he disfrutado de una beca predoctoral del 
Ministerio de Educación en el marco del programa FPU con centro de adscripción el 
Consejo Superior de Investigaciones Científicas. 





  

Agradecimientos 

Quiero agradecer a todas las personas, que de una u otra manera me han ayudado a 

llevar a cabo este trabajo, tanto profesional como personalmente;  

En primer lugar, a mis directores de tesis por su ayuda durante la realización de este 

trabajo.  

A César, de quien he aprendido todo lo que sé de este trabajo, y quien con mucha 

paciencia y dedicación ha dirigido mis pasos a lo largo de mi etapa predoctoral. También 

quiero agradecerle mucho a nivel personal, pues además de ser un gran jefe, es una gran 

persona al igual que su mujer Ana. 

A Isidro, que me dio la oportunidad de formar parte de su laboratorio, y del cual he 

aprendido tantas buenas costumbres, así como a trabajar con verdadera dedicación, 

constancia, y optimismo.  

Igualmente, a los Profesores Rafael Jiménez, Mª Eugenia Muñoz, y Ana Isabel Galán del 

Dto. De Fisiología y Farmacología de la Universidad de Salamanca, no solo por dejarnos el 

espacio para poder desarrollar este proyecto de investigación, sino también por ayudarme 

a resolver tantas dificultades de toda índole que han ido surgiendo a lo largo de estos 

cuatro años, incluidas mis primeras andanzas en la docencia, y fundamentalmente por 

brindarme un apoyo y compañía personal inestimables.  

A todos los miembros del Lab. 13, pasados y presentes, Camino, Katja, Alejandra, Dalia, 

Isabel Lara, Bea, Esther, Inés, Carolina, Isabel Romero, Marcos, Alberto, Lucia, Elena 

bueno, Amparo, y a Elena Campos (ahora ya en el laboratorio de César en Madrid)  por su 

ayuda desinteresada y permanente en el desarrollo de este proyecto, especialmente a 

Esther e Inés por su minucioso trabajo en el animalario y su continuo apoyo profesional y 

personal, a Camino por ayudarme en mis inicios por el laboratorio,  y a Carolina, que sin 

duda se ha convertido en uno de los principales apoyos para todos los que estamos 

aprendiendo en el laboratorio.  A Isabel Lara, por el tiempo compartido en el B15, a 

Marcos, con el que comparto casi todas mis manías y que siempre sabe encontrar el lado 

bueno de las cosas, y a Isabel Romero por ser un gran apoyo y amiga dentro y fuera del 

laboratorio. 

Al Dr. Jesús Pérez Losada y a todos los miembros de su laboratorio, Andrés, Lourdes, y Mª 

del Mar, por su ayuda y enriquecedoras discusiones a lo largo de todos los seminarios que 



semanalmente hemos compartido, especialmente a Andrés, que siempre saca tiempo para 

ayudarnos a todos. 

Al Dr. Dionisio Martín Zanca del Instituto de Biología Funcional y Genómica de Salamanca, 

por su visión tan crítica y por su afán de perfección, que han sido un ejemplo durante toda 

mi formación predoctoral, y los miembros de su laboratorio Talía y Laura. 

Al Prof. Fco. Javier García Criado, del Dto. de Cirugía de la Universidad de Salamanca, por 

su ayuda sin límite y por facilitarnos el trabajo con los ratones y su colaboración en el 

desarrollo de este proyecto. 

A todo el personal de apoyo del Centro de Investigación del Cáncer de Salamanca: 

mantenimiento, cocina, informática, etc. que hacen que el centro funcione. 

A todo el personal de gestión del Instituto de Biología Molecular y Celular del Cáncer de 

Salamanca, especialmente a Javier Beltrán, que siempre se ha preocupado de todo.  

A todo el personal del Servicio de Experimentación Animal de la Universidad de 

Salamanca. 

Al Servicio de Citometría de la Universidad de Salamanca, dirigido por el Dr. Alberto Orfao, 

especialmente a Mª Luz y a Paloma por su ayuda en los estudios de citometría. 

Al Servicio de Hematología del Hospital Universitario de Salamanca, que dirige el Prof. 

Jesús F. San Miguel Izquierdo, por facilitarnos las muestras de pacientes utilizadas en este 

proyecto. 

A la Dra. Mª Luisa Toribio del Centro de Biología Molecular Severo Ochoa de Madrid, por 

darnos los RNAs de muestras humanas utilizados en este estudio para confirmar la 

expresión de EN2. 

Al Dr. Juan Luis García Hernández del Instituto de Biología Molecular y Celular del Cáncer 

de Salamanca, por facilitarnos RNA de muestras humanas de glioma usadas como 

controles en este trabajo. 

A la Dra. Belén Pintado, directora de la Unidad de Transgénesis del Centro Nacional de 

Biotecnología de Madrid, por su ayuda para la generación del modelo LCK En2. 

A la Dra. Alexandra Joyner del Memorial Sloan-Kettering Cancer Center  de Nueva York, 

por cedernos el modelo animal knock-out de En2 usado en este trabajo. 



  

Al Dr. José Ángel Martínez-Climent y la Dra. Mª Ángela Aznar del Centro de Investigación 

Médica Aplicada de Pamplona, por su ayuda en la realización de los estudios de expresión 

con microarrays mostrados en este trabajo. 

A la Dra. Cynthia Guidos, del Hospital for Sick Children  de Toronto, por cedernos el 

plásmido p1017 LCK-hGH, usado para generar los transgénicos LCK-En2.  

A Edgar y a David, por haber hecho Salamanca un poco más amena.  

También quiero agradecérselo a mis amigos José Antonio, Juan Antonio, Verónica y 

especialmente José Enrique, que aun en la distancia, siempre dan fuerzas para seguir. 

Pero sobre todo, debo agradecer el apoyo siempre incondicional a tres personas, a 

Cristina, por estar a mi lado y acompañarme todo este tiempo, a mi hermano Fran, que 

hace que todo sea siempre divertido y a mi madre Isabel, que siempre ha estado 

apoyándome y animándome en todos los pasos importantes de mi vida y por estar 

siempre ahí. Sin duda son las personas que más han sufrido el tiempo dedicado, el estrés 

generado,  y demás circunstancias que rodean este trabajo. 

Por último, quiero dedicársela a mi abuelo, que sin estar siempre ha estado, y a quien le 

debo mucho de quien soy.  

Gracias  





  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Cristina, a mi hermano, a mi madre, y a mi abuelo 

 





 

  I 

Índice General 

ÍNDICE GENERAL ............................................................................................ I 

ÍNDICE DE FIGURAS .................................................................................................................................. V 

DOCUMENTACIÓN .................................................................................................................................. IX 

CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN ........................................................................................ 1 

1.1 Preámbulo ...........................................................................................3 

1.2 Desarrollo normal y desarrollo tumoral. El cáncer como una alteración 
de la diferenciación ....................................................................................3 

1.3 Diferenciación hematopoyética ...........................................................6 

1.4 Desarrollo de los linfocitos T .............................................................. 10 

1.5 La metilación del DNA en el desarrollo normal y tumoral ................... 12 

1.6 La leucemia mieloide crónica (LMC) ................................................... 16 

CAPÍTULO 2: OBJETIVOS ................................................................................................... 25 

CAPITULO 3: MATERIALES Y MÉTODOS ............................................................ 29 

3.1 Identificación de nuevos genes implicados en la progresión a crisis 
blástica.    ................ ................................................................................ 31 
3.1.1 Identificación de islas CpG metiladas en la progresión a crisis blástica .............. 31 
3.1.1.1 Obtención y tipo de muestras utilizadas ................................................................... 31 
3.1.1.2 Protocolo de extracción de DNA ............................................................................... 32 
3.1.1.3 Preparación de la columna de unión de DNA metilado en pares CpG ......................... 33 
3.1.1.3.1 Expresión y purificación de la proteína HMBD ............................................................... 33 
3.1.1.3.2 Unión de la proteína HMBD a Ni-NTA. Montaje de la columna de unión de DNA 
metilado... ...................................................................................................................................... 33 
3.1.1.4 Digestión del DNA de pacientes con MseI ................................................................. 34 
3.1.1.5 Fraccionamiento del DNA de pacientes en la columna FPLC-HMBD. Purificación de DNA 
no metilado. ........................................................................................................................ 34 
3.1.1.6 Siembra e hibridación seriada de la genoteca de islas CpG. Secuenciación y análisis de los 
clones metilados diferencialmente. ...................................................................................... 35 



 II 

3.1.2 Validación de los resultados encontrados en el screening. ................................ 35 
3.1.2.1 Análisis del estado de metilación del DNA mediante tratamiento con bisulfito y 
secuenciación. ...................................................................................................................... 35 
3.1.2.1.1 Amplificación por PCR del DNA tratado con bisulfito. .................................................... 36 
3.1.2.2 Ejemplo 1: HOXA1. Secuencia de la isla CpG del gen HOXA1 humano. Oligonucleótidos 
para la amplificación del DNA modificado por tratamiento con bisulfito sódico. .................... 37 
3.1.2.3 Ejemplo 2: HOXC13. Secuencia de la isla CpG del gen HOXC13 humano. Oligonucleótidos 
para la amplificación del DNA modificado por tratamiento con bisulfito sódico. .................... 38 
3.1.2.4 ENGRAILED-2. Secuencia de la isla CpG del gen ENGRAILED-2 (ENn2) humano. 
Oligonucleótidos para la amplificación del DNA modificado por tratamiento con bisulfito 
sódico... ............................................................................................................................... 39 
3.1.3 Confirmación de la expresión de Engrailed 2 en el sistema hematopoyético ..... 40 
3.1.3.1 Extracción de RNA de las poblaciones celulares de ratones wild type separadas por 
citometría de flujo ................................................................................................................ 40 
3.1.3.2 Síntesis de cDNA a partir del RNA mensajero total purificado .................................... 40 
3.1.3.3 Comprobación de los cDNA sintetizados .................................................................... 41 
3.1.3.4 Detección de la expresión de En2 en ratón ................................................................ 41 
3.1.3.5 Detección de la expresión de En1 en ratón ................................................................ 41 
3.1.3.6 Detección de la expresión de EN2 en muestras humanas ........................................... 42 
3.1.3.7 Comprobación de la expresión mediante Southern Blot ............................................. 42 
3.1.3.7.1 Purificación del producto de PCR  a partir del gel de agarosa ........................................ 42 
3.1.3.7.2 Clonación de los productos de PCR en un vector plasmídico .......................................... 42 
3.1.3.7.3 Transferencia e hibridación ............................................................................................. 43 
3.1.4 Estudio de la hematopoyesis en ratones En2-/- .................................................. 45 
3.1.4.1 Genotipado de los ratones En2-/- ............................................................................... 45 
3.1.4.1.1 Obtención de DNA total genómico ................................................................................. 45 
3.1.4.1.2 Genotipado de los ratones En2-/- mediante PCR ............................................................. 45 
3.1.4.2 Citometría de flujo.................................................................................................... 46 
3.1.4.2.1 Obtención de las muestras .............................................................................................. 46 
3.1.4.2.2 Estandarización de las muestras ..................................................................................... 47 
3.1.4.2.3 Marcaje ........................................................................................................................... 47 
3.1.4.2.4 Citometría de órganos de embriones .............................................................................. 49 
3.1.4.3 Estudio de la Función de los Linfocitos T en Ratones En2-/-.......................................... 49 
3.1.4.3.1 Formación de centros germinales en ratones En2-/- tras inmunización con un estímulo 
dependiente de linfocitos T ............................................................................................................. 49 
3.1.4.3.2 Producción de citoquinas específicas de linfocitos T en esplenocitos activados de ratones 
En2-/-....... ........................................................................................................................................ 49 
3.1.5 Estudio del mecanismo molecular de acción de En2 en el desarrollo linfoide T
 .........................................................................................................................51 
3.1.5.1 Análisis transcriptómico diferencial de poblaciones hematopoyéticas purificadas de 
ratones de tipo silvestre y En2-/- mediante microarrays de cDNA. ........................................... 51 
3.1.5.1.1 Separación de poblaciones celulares mediante citometría de flujo ................................ 51 
3.1.5.1.2 Extracción y valoración de la calidad del RNA ................................................................ 52 
3.1.5.1.3 Hibridación de los microarrays de expresión .................................................................. 52 



 

  III 

3.1.6 Generación de un modelo de ratón de sobreexpresión de En2 en Linfocitos T ... 53 
3.1.6.1 Clonación de mEn2 bajo el control del promotor del gen LCK ..................................... 53 
3.1.6.1.1 Clonación de En2 de ratón (mEn2) en el vector pBlueScript (pBS).................................. 53 
3.1.6.1.2 Clonación de mEn2  en el vector pBS-ires-hCD2t ............................................................ 54 
3.1.6.1.3 Clonación de mEn2-ires-hCD2t en el vector p1017 LCK-hGH .......................................... 54 
3.1.6.1.4 Protocolos de ligación y comprobación .......................................................................... 55 
3.1.6.2 Generación del modelo murino LCK-En2 .................................................................... 56 
3.1.6.2.1 Genotipado de los ratones LCK-En2 ................................................................................ 57 

CAPÍTULO 4: RESULTADOS ............................................................................................. 59 

4.1 Identificación de islas CpG metiladas en la progresión de LMC a crisis 
blástica. ................................................................................................... 61 
4.1.1 Preparación de la columna de unión de DNA metilado en pares CpG ................ 61 
4.1.1.1 Expresión y purificación de la proteína HMBD ........................................................... 61 
4.1.2 Secuenciación y análisis de secuencias de los clones metilados 
diferencialmente…... ................................................................................................. 61 

4.2 Resultados del screening. ................................................................... 63 
4.2.1 Estado de metilación del DNA .......................................................................... 63 
4.2.1.1 El gen HOXA1 se metila en la progresión de LMC a crisis blástica. .............................. 63 
4.2.1.2 El gen HOXC13 se metila en la progresión de LMC a crisis blástica ............................. 66 
4.2.1.3 El gen ENGRAILED-2 se metila en la progresión de LMC a crisis blástica ..................... 69 
4.2.2 Engrailed 2  se expresa en el sistema hematopoyético. .................................... 72 
4.2.2.1 En2 se expresa durante el desarrollo linfoide T en ratón ............................................ 72 
4.2.2.2 EN2 se expresa durante el desarrollo linfoide T humano ............................................ 73 
4.2.2.3 En1 no se expresa durante el desarrollo linfoide T de ratón ....................................... 73 

4.3 Estudio del papel de Engrailed 2 en el desarrollo hematopoyético ..... 74 
4.3.1  Estudio de la Hematopoyesis en Ratones En2-/-................................................ 74 
4.3.1.1 Los ratones En2-/- presentan un timo de menor tamaño ............................................ 76 
4.3.1.2 Ausencia de alteraciones visibles en el desarrollo hematopoyético en ratones En2-/- 
durante la embriogénesis a día E16.5 ................................................................................... 77 
4.3.1.3 Ausencia de alteraciones visibles en el desarrollo hematopoyético en ratones En2-/- 
adultos. ............................................................................................................................... 79 
4.3.2 Estudios funcionales de los linfocitos en ratones En2-/- ..................................... 83 
4.3.2.1 Formación normal de centros germinales en ratones En2-/- tras inmunización con un 
estímulo dependiente de linfocitos T .................................................................................... 83 
4.3.2.2 La producción de citoquinas específicas de linfocitos T en esplenocitos activados presenta 
niveles prácticamente normales en los ratones En2-/- ............................................................ 84 
4.3.3 Estudio del mecanismo molecular de acción de en2 en el desarrollo linfoide T . 87 
4.3.3.1 Los linfocitos T de ratones En2-/- presentan alteraciones en su patrón de expresión 
génica.. ............................................................................................................................... 87 



 IV 

4.3.4 Generación de un modelo de sobreexpresión de en2 en linfocitos T .................. 93 
4.3.4.1 Generación del modelo transgénico Lck-En2 .............................................................. 93 

CAPÍTULO 5: DISCUSIÓN.................................................................................................... 97 

5.1 Metilación diferencial de islas CpG en la progresión de la CML in 
vivo….... ................................................................................................... 99 

5.2 Metilación in vivo de genes homeobox en la progresión de la CML ... 105 

5.3 Papel del gen Engrailed-2 en el desarrollo hematopoyético .............. 107 

CAPÍTULO 6: CONCLUSIONES..................................................................................... 119 

Bibliografía Completa ......................................................................................................................... 123 

Apéndice I: LISTA COMPLETA DE GENES IDENTIFICADOS ......................................... 135 

Abreviaturas ........................................................................................................... 147 

 

 
 
 



 

  V 

Índice de figuras 

 

Capítulo 1 

FIGURA 1- 1.  ELECCIÓN DEL DESTINO CELULAR. ............................................................................................ 4 

FIGURA 1- 2. POTENCIAL DE DIFERENCIACIÓN Y COMPROMISO A LINAJE. .................................................... 6 

FIGURA 1- 3. ESQUEMA DEL DESARROLLO HEMATOPOYÉTICO TEMPRANO. ................................................ 7 

FIGURA 1- 4. REQUERIMIENTOS DE FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN EN LA HEMATOPOYESIS. .................... 10 

FIGURA 1- 5. FORMACIÓN DEL CROMOSOMA FILADELFIA........................................................................... 19 

FIGURA 1- 6. REPRESENTACIÓN ESQUEMÁTICA DE LOS GENES BCR, ABL, BCR-ABL, Y LAS PROTEÍNAS A LAS 
QUE DAN LUGAR. .......................................................................................................................................... 21 

 

Capítulo 3 

FIGURA 3- 1. EJEMPLO DE GENOTIPADO DE LOS RATONES EN2 .................................................................. 46 

FIGURA 3- 2. ESQUEMA DE LA CLONACIÓN DE mEN2 EN PBS-IRES-HCD2 ................................................... 54 

FIGURA 3- 3. ESQUEMA DE LA CLONACIÓN DEL FRAGMENTO EN2-IRES-HCD2 BAJO EL CONTROL DEL 
PROMOTOR DE LCK....................................................................................................................................... 55 

FIGURA 3- 4. DIGESTIÓN DE P1017 LCK EN2-IRES-HCD2T CON LA ENZIMA NotI.......................................... 56 

 

Capítulo 4 

FIGURA 4- 1.  PURIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA HMBD. ................................................................................. 61 

FIGURA 4- 2. DISTRIBUCIÓN DE LAS PRINCIPALES FUNCIONES ASOCIADAS A LOS GENES DIFERENCIALMENTE 
METILADOS EN LA PROGRESIÓN A LA CRISIS BLÁSTICA. ............................................................................... 62 

FIGURA 4- 3.  AMPLIFICACIÓN DE LA ISLA CPG DEL GEN HOXA1 TRATADA CON BISULFITO, MEDIANTE EL USO 
DE PCRS ANIDADAS. ...................................................................................................................................... 64 

FIGURA 4- 4.  EL GEN HOXA1 SE METILA EN LA PROGRESIÓN DE LMC A CRISIS BLÁSTICA. ......................... 65 



 VI 

FIGURA 4- 5. AMPLIFICACIÓN DE LA ISLA CpG DEL GEN HOXC13 TRATADA CON BISULFITO, MEDIANTE EL 
USO DE PCRS ANIDADAS. .............................................................................................................................. 67 

FIGURA 4- 6. EL GEN HOXC13 SE METILA EN LA PROGRESIÓN DE LMC A CRISIS BLÁSTICA. ......................... 68 

FIGURA 4- 7. AMPLIFICACIÓN DE LA ISLA CpG DEL GEN ENGRAILED-2 TRATADA CON BISULFITO, MEDIANTE 
EL USO DE PCRS ANIDADAS. .......................................................................................................................... 70 

FIGURA 4- 8. EL GEN ENGRAILED-2 SE METILA EN LA PROGRESIÓN DE LMC A CRISIS BLÁSTICA. ................ 71 

FIGURA 4- 9. En2 SE EXPRESA EN EL DESARROLLO DE LOS LINFOCITOS T. ................................................... 72 

FIGURA 4- 10. EN2 SE EXPRESA EN EL DESARROLLO DE LOS LINFOCITOS T HUMANOS. .............................. 73 

FIGURA 4- 11. En1 NO SE EXPRESA EN EL DESARROLLO DE LOS LINFOCITOS T. ........................................... 74 

FIGURA 4- 12. ESTRUCTURA DE LA PROTEÍNA EN2 Y EL LOCI WILD TYPE Y MUTADO. ................................. 75 

FIGURA 4- 13. DISMINUCIÓN DEL PESO DEL TIMO EN LOS RATONES En2-/-. ................................................ 76 

 FIGURA 4- 14. ANÁLISIS DE POBLACIONES TÍMICAS DURANTE EL DESARROLLO EMBRIONARIO DEL RATÓN 
En2-/- A DÍA E16.5. .................................................................................................................................. 77  

FIGURA 4- 15. ANÁLISIS DE POBLACIONES EN HÍGADO FETAL DURANTE EL DESARROLLO EMBRIONARIO DEL 
RATÓN En2-/-................................................................................................................................................. 78 

FIGURA 4- 16. ANÁLISIS MEDIANTE CITOMETRÍA DE FLUJO DE LAS CÉLULAS MADRE HEMATOPOYÉTICAS 
(LSK) EN RATONES En2-/-. ............................................................................................................................... 79 

FIGURA 4- 17. ANÁLISIS MEDIANTE CITOMETRÍA DE FLUJO DEL DESARROLLO DEL LINAJE B EN MÉDULA ÓSEA 
DE RATONES En2-/-. ........................................................................................................................................ 80 

FIGURA 4- 18. ANÁLISIS MEDIANTE CITOMETRÍA DE FLUJO DEL LINAJE B EN LA PERIFERIA DE RATONES En2-/-

......... .............................................................................................................................................................. 81 

FIGURA 4- 19. ANÁLISIS MEDIANTE CITOMETRÍA DE FLUJO DEL LINAJE T EN EL TIMO Y EN LA PERIFERIA DE 
RATONES En2-/-. ............................................................................................................................................. 82 

FIGURA 4- 20. ANÁLISIS MEDIANTE CITOMETRÍA DE FLUJO DE CÉLULAS MIELOIDES EN RATONES En2-/-. .. 83 

FIGURA 4- 21. FORMACIÓN DE CENTROS GERMINALES POR REACCIÓN FRENTE A ERITROCITOS DE CORDERO 
INYECTADOS INTRAPERITONEALMENTE. ...................................................................................................... 84 

FIGURA 4- 22. PRODUCCIÓN DE DIFERENTES CITOQUINAS TRAS LA ACTIVACIÓN DE LINFOCITOS CD4-SP 
MEDIANTE PMA E INOMICINA. ..................................................................................................................... 85 



 

  VII 

FIGURA 4- 23. PRODUCCIÓN DE DIFERENTES CITOQUINAS TRAS LA ACTIVACIÓN DE LINFOTITOS CD8-SP 
MEDIANTE PMA E INOMICINA. ..................................................................................................................... 86 

FIGURA 4- 24. GENES UP-REGULADOS EN TIMOCITOS DP DE RATONES En2-/-. ........................................... 88 

FIGURA 4- 25. GENES DOWN-REGULADOS EN TIMOCITOS DP DE RATONES En2-/-. ..................................... 89 

FIGURA 4- 26. GENES UP-REGULADOS EN ESPLENOCITOS  CD8+ DE RATONES En2-/-. ................................. 90 

FIGURA 4- 27. GENES DOWN-REGULADOS EN ESPLENOCTIOS CD8+ DE RATONES En2-/-. ............................ 91 

FIGURA 4- 28. LISTA DE GENES IDENTIFICADOS COMO DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS EN TIMOCITOS DP Y 
ESPLENOCITOS CD8+ DE RATONES En2-/-. ...................................................................................................... 93 

FIGURA 4- 29. PCR DE GENOTIPADO DE LOS RATONES NACIDOS TRAS LA MICROINYECCIÓN LCK En2. 
.............. ........................................................................................................................................................ 94 

 

Capítulo 5 

FIGURA 5- 1. PROGRESO DE LA LEUCEMIA MIELOIDE CRÓNICA. ............................................................... 100 

FIGURA 5- 2. PROGRESIÓN DE LA LMC A CRISIS BLÁSTICA DE TIPO T. ....................................................... 111 

 





 

  IX 

Documentación 

 

D. ISIDRO SÁNCHEZ GARCÍA, INVESTIGADOR CIENTÍFICO DEL CONSEJO 

SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTÍFICAS (C.S.I.C) EN EL INSTITUTO DE 

BIOLOGÍA MOLECULAR Y CELULAR DEL CÁNCER (IBMCC) DE SALAMANCA, Y D. 

CÉSAR COBALEDA HERNANDEZ, CIENTÍFICO TITULAR DEL CONSEJO SUPERIOR 

DE INVESTIGACIONES CIENTÍFICAS (C.S.I.C) EN EL CENTRO DE BIOLOGÍA 

MOLECULAR SEVERO OCHOA (CBMSO) DE MADRID, 

 

CERTIFICAN: 

Que el trabajo titulado “Identificación y caracterización funcional de nuevos 

factores de transcripción implicados en la progresión leucémica y la hematopoyesis” que 

presenta el doctorando D. Fernando Abollo Jiménez, ha sido realizado bajo su dirección en 

el Instituto de Biología Molecular y Celular del Cáncer de Salamanca, y reúne, a su juicio, 

originalidad y contenidos suficientes para ser presentado ante el correspondiente tribunal 

y optar al Título de Doctor por la Universidad de Salamanca. 

 

 

Y para que así conste, y a los efectos oportunos, expiden el presente certificado en 

Salamanca a  veintinueve de Agosto de dos mil once. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

CAPÍTULO 1 
INTRODUCCIÓN 

1. CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 “...Y entonces, un día, llegó una criatura cuyo material 
genético no era muy diferente de las estructuras 

moleculares reproductoras de cualquier otra clase de 
organismos del planeta, que dicha criatura llamó Tierra. 

Pero era capaz de reflexionar sobre el misterio de su origen, 
de estudiar el extraño y tortuoso sendero por el cual había 

surgido desde la materia estelar. Era el material del Cosmos 
contemplándose a sí mismo. Consideró la enigmática y 
problemática cuestión de su futuro. Se llamó a si mismo 

humano. Y ansió regresar a las estrellas” 

Carl Sagan
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1.1 Preámbulo 

El punto de partida del presente trabajo es una hipótesis: la de que la pérdida de la 

expresión de genes necesarios para la diferenciación hematopoyética, debida a la 

hipermetilación de las islas CpG durante la fase crónica de la leucemia mieloide crónica, es 

una de las causas responsables de la progresión a la crisis blástica final característica de 

esta enfermedad. Si esta hipótesis es correcta, ha de ser posible identificar genes 

esenciales para el desarrollo hematopoyético a partir del estudio de la metilación 

diferencial de las islas CpG en la progresión de la fase crónica a la crisis blástica en 

muestras de DNA de pacientes.  

En esta Introducción se presentan las evidencias fundamentales que, combinadas, 

sustentan esta hipótesis, junto con otros aspectos que nos han de permitir discutir 

posteriormente los resultados experimentales obtenidos: i) el concepto del cáncer como 

una alteración de los procesos normales de diferenciación, ii) la descripción somera del 

proceso de la diferenciación hematopoyética, con especial atención a la diferenciación de 

los linfocitos T, iii) el papel de la metilación del DNA en la regulación génica en el 

desarrollo normal y tumoral y iv) la biología de la leucemia mieloide crónica. 

 

1.2 Desarrollo normal y desarrollo tumoral. El cáncer como 
una alteración de la diferenciación 

Los procesos de desarrollo se basan en la existencia de progenitores primitivos 

indiferenciados que, de manera gradual, va a ir dando origen a intermediarios celulares 

con un potencial de diferenciación más limitado y que, a su vez, acabarán generando los 

distintos tipos celulares que constituyen un organismo, un órgano, o un tejido. Esta 

progresión está estrictamente controlada por factores de transcripción y reguladores 

epigenéticos que determinan los patrones finales de expresión génica de cada linaje y de 

cada estadio de diferenciación (Figura 1-1) (Abollo-Jimenez et al., 2010; Feinberg, 2007; 

Vicente-Duenas et al., 2009a). En general, las células progenitoras van perdiendo su 

potencia a medida que se van diferenciando (Figura 1-2). En este contexto, la alteración 

del equilibrio determinado por los factores de transcripción, o de la “memoria” epigenética 

celular, pueden llevar a serios defectos en el desarrollo del organismo o del tejido, y llevar 

a la aparición de enfermedades como resultado de la generación de tipos celulares no 

fisiológicos. Entre las patologías que resultan de la alteración de los controles 
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transcripcionales y/o epigenéticos de la identidad celular, las más relevantes son las 

alteraciones del desarrollo y el cáncer (Feinberg, 2007). En el caso de los defectos en el 

desarrollo, las interferencias con los programas genéticos responsables del mantenimiento 

de la identidad celular durante la embriogénesis o el desarrollo temprano son la causa de 

los fallos en la generación o funcionalidad de las células diferenciadas. Esto conlleva un 

mal funcionamiento de los órganos o, si los genes afectados son fundamentales para 

determinar el destino celular de muchos tejidos, puede comprometer la viabilidad de todo 

el organismo (Feinberg, 2007). En el caso del cáncer, se produce un proceso de 

reprogramación en el cual los eventos oncogénicos determinan la aparición de un nuevo 

linaje patológico, un linaje tumoral.  

 

 
Figura 1- 1.  Elección del destino celular. Las células se ven sometidas a una fina regulación 
transcripcional mediada fundamentalmente por factores de transcripción y modificadores epigenéticos, de 
manera que la célula indiferenciada es programada hacía un destino específico de entre todas las opciones 
(Vicente-Duenas et al., 2009b). 

 

 

El cáncer es un problema de enorme importancia tanto desde el punto de vista 

médico y social como desde el punto de vista científico. A pesar de los grandes avances 

realizados en el conocimiento de la biología básica del cáncer, una gran parte de los 
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tumores no pueden ser curados con los tratamientos actuales y, aunque se consiguen 

remisiones en un gran número de casos, las recaídas son, en general, inevitables (Etzioni 

et al., 2003; Sanchez-Garcia et al., 2007). En los procesos tumorales se producen muchas 

alteraciones de la biología celular normal, cuya combinación da como resultado una 

desregulación de los controles de, entre otras funciones, la proliferación y la muerte 

celular (Hanahan and Weinberg, 2000, 2011). No obstante, la mayor parte de estas 

propiedades las comparten tanto los tumores benignos como los malignos (Lazebnik, 

2010). Las terapias actuales, salvo contadas excepciones, se basan fundamentalmente en 

la consideración del cáncer como una enfermedad de la proliferación celular, y se dirigen 

contra esta propiedad tumoral. En consecuencia, los tratamientos son inespecíficos y 

altamente tóxicos y, como se ha indicado, en general no consiguen evitar las recaídas. Es 

un hecho bien conocido para los patólogos el que los tumores están formados por 

diferentes tipos celulares. Sin embargo, sólo recientemente se ha empezado a tener en 

cuenta este hecho para intentar entender el porqué de las recaídas en los pacientes con 

cáncer. Es en este contexto en el que surge la teoría de las células madre tumorales 

(“cancer stem cells”, CSCs). Esta teoría, que cada vez tiene más apoyo experimental y 

clínico para muchos tipos de tumores (Clevers, 2011; Sanchez-Garcia et al., 2007), 

interpreta el cáncer como un tejido aberrante, pero también mantenido por una población 

de células madre, las CSCs, que son las únicas dentro de la masa tumoral capaces de 

regenerar el tumor. El resto de las células cancerosas, que componen la mayor parte de la 

masa tumoral, carecen de la capacidad de regenerar el tumor, de la misma forma que las 

células diferenciadas de un tejido sano no pueden regenerar dicho tejido, y sí pueden 

hacerlo las células madre. Las terapias antiproliferativas atacan esta masa y logran su 

reducción y la aparente curación. Sin embargo, las CSCs, por sus propiedades de células 

madre, son resistentes a las terapias y, con el tiempo, regeneran la masa tumoral 

(Clevers, 2011; Dalerba et al., 2007; Reya et al., 2001; Sanchez-Garcia et al., 2007). Este 

punto de vista refuerza el concepto del cáncer como una alteración patológica de la 

diferenciación celular, en la que el destino celular normal es reprogramado por los eventos 

oncogénicos para generar un nuevo linaje aberrante, mantenido por una célula madre 

tumoral y compuesto por tipos celulares patológicos más o menos diferenciados, que en 

general presentan similitudes con los tipos celulares de los tejidos normales a partir de los 

cuales han surgido. De esta manera, el estudio del desarrollo normal de los tejidos y el 

estudio de la biología del cáncer están estrechamente relacionados.  
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Figura 1- 2. Potencial de diferenciación y compromiso a linaje. Las células madre multipotentes son las 
encargadas de generar y mantener todos los tipos celulares de los diferentes tejidos que componen los 
organismos pluricelulares. Poseen capacidad de autorrenovación. A lo largo del proceso de diferenciación, las 
células van a ir eligiendo y comprometiéndose a determinados destinos celulares, perdiendo cada vez más 
potencial de diferenciación. 

 

 

 

1.3 Diferenciación hematopoyética 

El desarrollo del sistema hematopoyético es uno de los mejor estudiados dentro de 

los vertebrados, dadas las especiales características que le confiere el hecho de la 

movilidad de sus componentes celulares y el que sus distintos linajes pueden ser 

identificados a lo largo de su diferenciación mediante combinaciones específicas de 

marcadores de superficie. 
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Figura 1- 3 Esquema del desarrollo hematopoyético temprano (Laslo et al., 2008). Se muestran los 
principales intermediarios de diferenciación de los principales linajes hematopoyéticos,  las interacciones entre 
los factores que determinan la elección de uno u otro destino celular y, dentro de cada célula, los principales 
genes que son requeridos para originar dicho tipo celular. 

 

La primera célula en la jerarquía es la célula madre hematopoyética 

(“hematopoietic stem cell”, HSC), que posee las capacidades de autorrenovación y 

diferenciación y puede dar origen a todos los tipos celulares sanguíneos y regenerar todo 

el sistema hematopoyético de un receptor que ha sido previamente irradiado letalmente 

con radiación gamma (Purton and Scadden, 2007).  Existen diferentes combinaciones de 

marcadores de superficie que se pueden utilizar para aislar las HSCs, pero el más universal 

las define como células negativas para marcadores de linaje (Lin-, siendo estos 

marcadores CD3, CD4, CD8, CD11c, CD19, DX5 o NK1.1, B220, TER119, GR1 y MAC1) y 
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positivas para Sca1 y cKit. Esta población Lin- Sca1+ c-KitHIGH de la médula ósea contiene 

las células capaces de repoblar un sistema hematopoyético a largo plazo y constituye 

aproximadamente un 0.1% del total de las células de la médula ósea de un ratón. A partir 

de estas HSCs se van a ir generando intermediarios celulares con capacidades de 

diferenciación cada vez más reducidas. En los últimos años, debido al enorme avance de la 

citometría de flujo, nuevos tipos celulares se han ido identificando con nuevas 

combinaciones de marcadores. Este es un campo en el cual todavía existe mucho debate, 

porque las poblaciones aisladas son muy minoritarias y transitorias y, además, lo avanzado 

de las tecnologías usadas hace muy difícil la reproducibilidad de los datos entre 

laboratorios. Esto ha hecho que en los últimos años se hayan propuesto numerosos 

modelos para explicar cómo se produce la pérdida de potencialidad progresiva en el 

camino que va desde las HSCs hasta las células ya comprometidas a un determinado linaje 

(Brown et al., 2007; Ceredig et al., 2009). Sin entrar en esta controversia, está 

relativamente aceptado que, por debajo de las HSCs en la jerarquía, las células CD34+Flt3+ 

ya han perdido gran parte de su capacidad para contribuir a los linajes megacariocítico y 

eritroide. Dentro de este compartimento se encuentran los “lymphoid-primed multipotent 

progenitors” (LMPPs) (Adolfsson et al., 2005), ya sesgados hacia la diferenciación linfoide, 

pero todavía con capacidad para la diferenciación mieloide (Figura 1-3). Los LMPPs darán 

origen a los progenitores de granulocitos y macrófagos (GMPs) que, por otra parte, 

también pueden proceder de un “common myeloid progenitor” (CMP) anterior y con 

capacidad eritro-megacario-mieloide (Adolfsson et al., 2005; Akashi et al., 2000). Ya 

orientados hacia la diferenciación linfoide, dentro de los LMPPs se encuentran los “early 

lymphoid progenitors” (ELPs).  Identificados mediante el uso de un ratón con un knock-in 

de GFP en el locus RAG1 (Igarashi et al., 2002), los ELPs son muy eficaces en la 

generación de linfocitos por trasplante, mientras que su potencial mieloide está muy 

reducido, por lo que se considera que representan el estadio más temprano de 

especificación linfoide (Igarashi et al., 2002). A partir de este punto, cada vez está mejor 

definido lo que ocurre en el proceso de diferenciación de los linfocitos B, mientras que el 

origen celular de los linfocitos T es todavía motivo de mucha controversia. El siguiente 

paso hacia la diferenciación B lo forman los “common lymphoid progenitors” (CLPs), 

definidos inicialmente como Lin-IL-7Rα+c-KitLoSca1+ (Kondo et al., 1997); los CLPs, como 

su nombre indica, fueron originariamente aislados por su capacidad para dar origen a los 

linfocitos B, T y células NK, pero recientemente su capacidad para generar linfocitos T en 

condiciones normales en el desarrollo ha sido muy discutida, dado que es un intermediario 
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celular que se encuentra restringido a la médula ósea y no sale a la sangre, con lo cual es 

muy improbable que sean estos progenitores los que siembren el timo (Chi et al., 2009; 

Schwarz and Bhandoola, 2004). Parece que son los LMPPs o progenitores similares los 

que, saliendo de la médula ósea a la circulación, llegan hasta el timo. Los progenitores 

más indiferenciados identificados en este órgano (“early thymic progenitors”, ETPs, 

definidos como CD4-CD8-CD25-CD44+cKit+ o simplemente Lin-CD25-cKit+) incluidos dentro 

de la población de dobles negativos-1 (DN1) tienen también potencial mieloide, dendrítico 

y de células NK, que se perderán como consecuencia de la señalización vía Notch en el 

timo (ver más adelante). En el caso de los linfocitos B, a partir de los CLPs se producirá la 

especificación de la identidad de los linfocitos B que se desarrollarán en la médula ósea 

(Cobaleda et al., 2007b; Hardy et al., 2007). 

Todos estos pasos de diferenciación están estrictamente controlados por factores 

de transcripción y/o modificadores epigenéticos que, junto con las señales extrínsecas del 

medio (citoquinas) regulan las transiciones de unos estadios a otros de forma ordenada. 

Como ya hemos comentado, la alteración del equilibrio existente entre estos factores 

conlleva alteraciones en el desarrollo normal. Esto queda evidenciado por el estudio de los 

ratones knockout de genes esenciales para la diferenciación hematopoyética. La falta de 

un factor de transcripción origina un bloqueo en la diferenciación en el primer punto o 

puntos del desarrollo en el que ese factor es requerido de manera indispensable (Orkin 

and Zon, 2008). La Figura 1-4 ilustra este punto de manera gráfica. Se recogen en ella los 

ejemplos más relevantes de los bloqueos que se generan al faltar diferentes factores de 

transcripción (Orkin and Zon, 2008). Según la “posición” de estos genes en la jerarquía del 

desarrollo, su impacto afecta a más o menos linajes. Así, la falta de genes que son 

necesarios para el mantenimiento de las HSCs generalmente es letal, ya que el organismo 

carece de sistema hematopoyético. Por el contrario, la falta de genes que afectan a la 

diferenciación de linajes concretos, sólo afecta a este linaje y, si dicho linaje no es vital, no 

interfiere con la viabilidad del animal knockout. Este es el caso, por ejemplo, del factor de 

transcripción Pax5 en los linfocitos B, cuya falta en el ratón knockout sólo produce (en el 

sistema hematopoyético) la carencia de linfocitos B (Cobaleda et al., 2007b; Nutt et al., 

1999). Otro aspecto importante a resaltar en este contexto es el hecho de que la mayor 

parte de estos factores están directamente implicados en cánceres hematopoyéticos en 

humanos y/o en ratón, bien como oncogenes por sobreexpresión ectópica (generalmente 

debida a translocaciones cromosómicas), bien como supresores tumorales por 

inactivación. 
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Figura 1- 4. Requerimientos de factores de transcripción en la hematopoyesis. Los puntos en los 
cuales la diferenciación hematopoyética es interrumpida como consecuencia de la falta de un determinado 
factor se indican con los anillos rojos. Los genes indicados en color rojo más oscuro han sido asociados con 
cáncer humano. Tomada de (Orkin and Zon, 2008). 
 

 

1.4 Desarrollo de los linfocitos T 

Los linfocitos T presentan la particularidad, desde el punto de vista del desarrollo, 

de que precisan un órgano específico para su diferenciación: el timo (Abbas et al., 2008). 

En el timo, y en localizaciones precisas dentro de la arquitectura del órgano, se va a 

producir todo el desarrollo y la maduración de los linfocitos T (Ciofani and Zuniga-Pflucker, 

2007; Takahama, 2006). Los linfocitos T se pueden definir por su expresión de 

determinados marcadores de superficie y por el reordenamiento de los loci del receptor de 

los linfocitos T (TCR). Como ya hemos mencionado, los linfocitos T surgen de progenitores 

que carecen de los correceptores CD4 y CD8, dentro del compartimento celular conocido 

por tanto como “dobles negativos” (DN). Los DNs se pueden subdividir a su vez en cuatro 

subtipos en función de los niveles de expresión de los marcadores CD25 y CD44. Las 
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células DN1 (CD44+CD25-) son las más primitivas y, dentro de ellas están comprendidos 

los ETPs, que son cKit+. El desarrollo de los linfocitos T comienza en el estadio DN2 

(CD44+CD25+), pero el compromiso al linaje T no ocurre hasta el estadio DN3 (CD44-

CD25+), que a su vez se subdivide en DN3a y DN3b. El reordenamiento de las regiones V-

(D)J del TCR se inicia en DN2-DN3a. La generación de un reordenamiento funcional de la 

cadena β del TCR permite la formación del complejo preTCR y así la diferenciación 

progresa al estadio DN3b (Carpenter and Bosselut, 2010; Chi et al., 2009). Los timocitos 

DN3b se diferencian a DN4 (CD44-CD25-), que luego, a través del estadio de “immature 

single-positive cells” ISP, darán origen a los linfocitos T dobles positivos (DP) que 

coexpresan CD4 y CD8. En este punto se iniciará y completará el reordenamiento VJ del 

TCRα, llevando a la desaparición del preTCR y la expresión del αβTCR (TCR). A partir de 

este punto se producen los pasos de selección que van a garantizar que sólo las células 

que expresen TCRs que reconozcan antígenos ajenos, unidos a las moléculas del complejo 

principal de histocompatibilidad (MHC) propias de cada individuo, sean seleccionadas para 

salir del timo a la periferia. La expresión del TCR permite en primer lugar a las células la 

interacción con autoantígenos presentados por el complejo principal de histocompatibilidad 

(MHC) en el timo. Si los TCRs no reconocen el MHC (un 90% de ellos) mueren por 

apoptosis. Si reconocen los complejos de antígenos propios con una afinidad demasiado 

alta, las células sufren un proceso de selección negativa y son eliminados. Sólo los que 

reconozcan el MHC, pero con una baja afinidad, experimentarán una selección positiva y 

seguirán el proceso de diferenciación para generar células que expresen, bien el 

correceptor CD4, o el CD8 (“single positive”, SP) (Abbas et al., 2008). Los linfocitos T 

CD4+ o CD8+ saldrán del timo y se dirigirán, fundamentalmente, al bazo y los nódulos 

linfáticos, donde llevarán a cabo sus funciones en la respuesta inmune. Las células CD8 

son capaces de unir el MHC tipo I y se encargan de la destrucción de las células infectadas 

por patógenos (células T citotóxicas), mientras que las CD4 unen el MHC clase II y son 

células que regulan y ayudan a la respuesta inmune de otros tipos celulares (células CD4 

reguladoras o helper) 

Todo este proceso está regulado por diferentes factores extrínsecos e intrínsecos, 

que varían a medida que la célula se va diferenciando y además va migrando a nuevas 

localizaciones dentro del timo, que proporcionan a su vez nuevas señales. Aunque, dada 

esta complejidad, hay muchos factores que interaccionan entre sí, habiendo algunos 

elementos especialmente relevantes (Hayday and Pennington, 2007; Rothenberg, 2011; 

Rothenberg et al., 2008; Rothenberg et al., 2010). El factor más importante para la 
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diferenciación T es la interacción entre el receptor Notch1 expresado en los precursores 

que entran en el timo y los ligandos Delta-like (DLL, especialmente DLL1 y DLL4) que se 

expresan en la superficie de las células del epitelio tímico. La señalización por Notch es la 

única descrita hasta la fecha que es capaz de inducir la diferenciación de los linfocitos T. 

En ausencia de Notch1, hay un bloqueo en la diferenciación T al nivel de los progenitores 

tempranos (Radtke et al., 1999). Por el contrario, la sobreexpresión de una forma activa 

intracelular de Notch1 induce la formación de linfocitos T en la propia médula ósea, y 

bloquea la diferenciación B (Pui et al., 1999). Esta primera señal vía Notch es instructiva y 

además ejerce la función de bloquear el desarrollo de cualquier otro linaje que no sean los 

linfocitos T. Junto con la señal proporcionada por la interleukina-7 (IL-7), permiten la 

expansión y supervivencia de los progenitores y los inicia en la diferenciación T (Garcia-

Peydro et al., 2006). Se precisan niveles sostenidos de señalización a través de la vía de 

Notch para la progresión a través de las fases DN1 a DN3, y las funciones y los genes que 

son regulados por Notch en la diferenciación T son muchísimos (Hayday and Pennington, 

2007; Rothenberg, 2011; Rothenberg et al., 2008; Rothenberg et al., 2010). Otro 

elemento fundamental a partir del momento de su aparición es el TCR (y el preTCR) que 

proporciona las señales necesarias para la supervivencia y la selección celular. Finalmente, 

hay una plétora de genes, fundamentalmente factores de transcripción, que son 

necesarios para la diferenciación de los linfocitos T, entre los cuales se encuentran, por 

ejemplo, Gata3, Myb, Runx1, E2a, Heb, Tcf1, Gfi1 o Ikaros (Hayday and Pennington, 

2007; Rothenberg, 2011; Rothenberg et al., 2008; Rothenberg et al., 2010). La falta de 

alguno de estos factores produce serias alteraciones y bloqueos en la diferenciación o el 

correcto funcionamiento de los linfocitos T. 

 

1.5 La metilación del DNA en el desarrollo normal y tumoral 

La epigenética estudia los cambios hereditarios en los patrones de expresión génica 

que no implican alteraciones en la secuencia del DNA. La regulación epigenética incluye 

fundamentalmente dos tipos de modificaciones químicas que afectan al DNA o a las 

proteínas estructurales que interaccionan con el mismo: la metilación del DNA y las 

modificaciones covalentes de las histonas. Las histonas pueden sufrir un elevado número 

de modificaciones postraduccionales (metilación, acetilación, fosforilación, ubiquitinación y 

sumoilación), y todas ellas tienen distintas funciones reguladoras sobre el DNA que se 

encuentra interaccionando con dichas histonas, constituyendo, junto con la metilación del 
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DNA, un auténtico “código epigenético” que regula la función del DNA (Jenuwein and Allis, 

2001; Kouzarides, 2007). En este trabajo nos hemos centrado en las alteraciones de la 

metilación del DNA en los procesos tumorales. 

La metilación del DNA tiene lugar en la posición 5’ del anillo de las citosinas que 

forman parte de dinucleótidos CpG (“p” representa el fosfato del enlace fosfodiéster). 

Estos pares CpG no se encuentran distribuidos aleatoriamente por el genoma, como sería 

de suponer, sino que, en la mayor parte del mismo, su frecuencia es inferior a la que sería 

de esperar estadísticamente, mientras que en otras zonas los pares CpG se concentran, 

formando lo que se denominan  “islas CpG”, que se caracterizan por un porcentaje de C/G 

(frente a A/T) del 50% y una relación de pares CpG observados/esperados del 0.6 

(Gardiner-Garden and Frommer, 1987). Esas islas CpG se encuentran localizadas en las 

regiones 5’ reguladoras del 60% de los genes humanos y, de hecho, se han utilizado como 

criterio para la búsqueda e identificación de los mismos (Takai and Jones, 2002). Las 

citosinas de los escasos pares CpG que no se encuentran en las islas se encuentran 

normalmente metiladas. Por el contrario, las citosinas de los pares CpG contenidos dentro 

de las islas normalmente se encuentran no metiladas, lo cual se asocia generalmente con 

un estado transcripcional activo del gen correspondiente. La metilación de la isla CpG 

conlleva la pérdida de la expresión del gen, pues desencadena un proceso de 

compactación de la cromatina de la región 5’ que la hace inaccesible a la maquinaria 

transcripcional. Las enzimas responsables de llevar a cabo el proceso de metilación del 

DNA son las DNA metiltransferasas (DNMT). Hay tres enzimas DNMT: DNMT1 es la 

responsable de mantener el patrón de metilación tras las replicación del DNA, metilando 

las nuevas citosinas enfrentadas a pares CpG metilados en la hebra parental (Bestor and 

Ingram, 1983) y su eliminación conlleva una pérdida global de la metilación a través de 

todo el genoma (Li et al., 1992); por otro lado, las enzimas DNMT3a y DNMT3b son las 

metilasas de novo, que son las responsables de los cambios en el patrón de metilación 

(Okano et al., 1999; Okano et al., 1998). El mecanismo molecular de la desmetilación del 

DNA no está aún bien caracterizado, porque aún no se ha identificado de forma inequívoca 

la enzima o enzimas responsables del proceso. Parece bastante probable que las enzimas 

más importantes en este proceso sean las oxigenasas TET (1, 2 y 3), responsables de la 

conversión de la metilcitosina en hidroximetilcitosina, que tendría diferentes propiedades 

regulatorias y sería el primer paso para la generación de pares CpG sin metilar, bien 

mediante la intervención de otras enzimas, bien simplemente interfiriendo con la unión de 

DNMT1 en su tarea de mantenimiento de la metilación (Tahiliani et al., 2009). 
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Tradicionalmente se ha interpretado que, exceptuando algunos procesos puntuales 

(la inactivación del cromosoma X, o los genes sometidos a “imprinting”), el estado normal 

de las islas CpG era de ausencia de metilación. Sin embargo, cada vez hay más evidencias 

que sugirieren que esto no siempre es así, y que la metilación de las islas CpG varía 

durante los procesos de diferenciación celular, como corresponde con su papel en el 

desarrollo y con el hecho de que los patrones de expresión génica varían a lo largo del 

mismo. Los ejemplos más relevantes proceden del estudio del sistema hematopoyético, 

dónde se ha observado que la metilación, y en particular la mediada por DNMT1, es 

esencial para la regulación del proceso de autorrenovación de las HSCs y para el inicio del 

compromiso hacia los linajes linfoides (Broske et al., 2009; Trowbridge et al., 2009) de 

manera que, en ratones con un gen Dnmt1 hipomórfico, hay una disminución de los 

números de CLPs y de los estadios DN1-3 en el timo. Esta dependencia se ve justificada 

en posteriores experimentos en los que se ha estudiado el patrón global de metilación 

(metiloma) de los más relevantes intermediaros celulares del proceso de diferenciación 

hematopoyética (MPPs, CLP, DN1, DN2, DN3, CMP, GMP) en ratón (Ji et al., 2010). Los 

resultados de este estudio indican que existen cambios globales en el patrón de metilación 

a lo largo del proceso de especificación del linaje, y que estos cambios afectan a genes 

concretos implicados en la regulación transcripcional y/o epigenética del desarrollo. 

Igualmente, este estudio, al analizar regiones diferencialmente metiladas durante el 

desarrollo hematopoyético, ha permitido identificar genes que anteriormente no se sabía 

que desempeñaban una función en este proceso, como los genes ArI4c o Jdp2, que 

participan en la elección entre los destinos linfoide y mieloide (Ji et al., 2010). Estos datos 

obtenidos en ratón se han visto recientemente confirmados por evidencias similares 

encontradas en muestras humanas (Bocker et al., 2011). En la misma línea se encuentran 

resultados obtenidos mediante el enriquecimiento de islas CpG por cromatografía de 

afinidad a partir de muestras celulares de sangre humana (Illingworth et al., 2008). 

Mediante esta aproximación experimental también se ha comprobado que existe una 

metilación específica de cada tipo celular que se centra sobre todo en los loci de los genes 

reguladores del desarrollo. Finalmente, también se ha descrito que no sólo las islas CpG 

situadas en el extremo 5’ de los genes se ven afectadas en este proceso, sino que también 

islas CpG situadas en regiones intragénicas actúan como reguladoras de la expresión 

diferencial de genes en los estadios tempranos de la especificación de los linajes 

hematopoyéticos (Deaton et al., 2011). Todas estas evidencias demuestran que la función 

de la metilación de las islas CpG es dinámica y tiene un papel fundamental en el 



CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN 
 

  15 

establecimiento de la identidad celular durante el proceso de diferenciación, algo que ha 

sido puesto en evidencia a partir del estudio del sistema hematopoyético, 

fundamentalmente.  

Las alteraciones epigenéticas desempeñan un papel muy importante en el 

desarrollo y  la progresión de los tumores. Inicialmente se pensó que el cáncer era 

solamente debido a alteraciones genéticas que afectaban a la secuencia del DNA, pero hoy 

en día se sabe que no es así, y que todos los mecanismos epigenéticos que participan en 

el desarrollo normal intervienen también, de forma aberrante, en el proceso tumoral 

(Jones and Laird, 1999; Rodriguez-Paredes and Esteller, 2011). El primero en ser 

identificado fue precisamente la metilación del DNA. Existen dos manifestaciones 

principales, y aparentemente contrapuestas, de la alteración de los patrones de metilación 

en el proceso tumoral: por un lado hay una hipometilación global del genoma de las 

células cancerosas; por otro, hay una hipermetilación de las islas CpG asociadas a los 

genes. La hipometilación afecta fundamentalmente, aunque no sólo, a áreas del genoma 

desprovistas de genes y a regiones intrónicas (Baylin and Jones, 2007). La hipometilación 

contribuye al proceso tumoral fundamentalmente por tres mecanismos (Esteller, 2008): i) 

generación de inestabilidad cromosómica que lleva a la recombinación mitótica y la 

aparición de deleciones y translocaciones (Eden et al., 2003), ii) reactivación de elementos 

transponibles como las secuencias L1 y las repeticiones Alu (Bestor, 2005) y iii) pérdidas 

de “imprinting” (Feinberg, 1999).  

La hipermetilación de las islas CpG es quizás el fenómeno mejor caracterizado de 

todas las alteraciones epigenéticas asociadas con el desarrollo y la progresión del cáncer, 

especialmente la hipermetilación y pérdida de expresión de genes supresores tumorales 

clásicos (Herman and Baylin, 2003). Los genes que han sido descritos como inactivados en 

los procesos tumorales han sido clasificados de forma muy general en tres amplias 

categorías (Baylin and Jones, 2007): i) genes que ya eran conocidos como genes 

supresores tumorales clásicos (VHL, E-cadherina, p16Ink4a, MLH1, APC, Stk4, Rb) y cuya 

pérdida de expresión por hipermetilación venía a añadir un nuevo mecanismo molecular 

de inactivación dentro del concepto de los “dos hits” de la hipótesis de Knudson; ii) genes 

que ya habían sido descritos como candidatos a ser supresores tumorales, pero en los que 

no se habían detectado frecuencias significativas de mutaciones inactivantes, y para los 

que la hipermetilación supondría un mecanismo de inactivación más frecuente (FHIT, 

Rassf1a, O6-MGMT, Gst-Pi, GATAs 4 y 5,DAP-kinasa); iii) genes que se han encontrado en 

screenings de búsqueda de genes metilados en cáncer, pero cuya función biológica en el 
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proceso tumoral (o incluso en condiciones normales) no es conocida (HIC-1, SFRPs 

1,2,4,5, BMP-3, SLC5A8, SSI1). Los potenciales mecanismos por los cuáles se produce una 

desregulación de la maquinaria de metilación en los procesos tumorales no son aún bien 

conocidos y, para evitar redundancias, los mencionaremos en la sección de Discusión, a la 

luz de los resultados obtenidos en nuestro estudio. 

Los patrones de expresión génica están en todo momento controlados 

transcripcional y epigenéticamente. Ambos aspectos están íntimamente relacionados entre 

sí, y cualquier desregulación de este delicado mecanismo resulta en una alteración que 

puede, bien ser letal para la célula, o bien reprogramarla para llevarla a un nuevo destino 

celular aberrante. Los esfuerzos tradicionales de la investigación en cáncer han estado 

enfocados hacia la definición de nuevos patrones transcripcionales y epigenéticos 

específicos del cáncer. Sin embargo, los datos más recientes parecen sugerir que en 

realidad nuestros esfuerzos deberían estar centrados en definir las alteraciones 

transcripcionales y epigenéticas en el cáncer como desviaciones del estrecho margen en el 

que se mantiene el desarrollo normal (Hansen et al., 2011). 

 

1.6 La leucemia mieloide crónica (LMC) 

La LMC constituye entre un 15 y un 20% del total de las leucemias, tiene una 

incidencia de 1-2 por cada 100.000 personas con una mediana de edad comprendida entre 

los 50 y los 60 años (Swerdlow et al., 2008). La LMC es una enfermedad de la célula 

madre hematopoyética que se caracteriza por la anemia, granulocitosis y presencia de 

granulocitos inmaduros en sangre, basofilia, frecuente trombocitosis y esplenomegalia. 

Generalmente se detecta de forma casual (un 20-40% de los casos son asintomáticos) en 

análisis sanguíneos de rutina, en los cuales el rasgo más significativo es un conteo de 

leucocitos anormalmente alto. Otros hallazgos encontrados son fatiga, pérdida de peso y 

sudoración nocturna (San Miguel and Sanchez-Guijo, 2009; Sans-Sabrafen et al., 2007). 

Desde el punto de vista molecular, la LMC fue la primera patología que se asoció 

con una translocación cromosómica, la t(9;22)(q34;q11) que genera el denominado 

cromosoma Filadelfia (por eso se habla de leucemias Ph+) (Baikie et al., 1960; Melo and 

Barnes, 2007; Nowell, 1962) y da como resultado la proteína quimérica BCR-ABLp210, 

responsable del desarrollo tumoral.  
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La LMC es una enfermedad que presenta dos (o tres) fases secuenciales. Surge 

como consecuencia de la transformación de una HSC por acción del oncogén BCR-ABL. La 

descendencia celular de la HSC-Ph+ tiene una ventaja proliferativa sobre el resto de las 

células, y de esta manera el clon Ph+ va desplazando la hematopoyesis normal. La 

translocación puede detectarse en todos los linajes hematopoyéticos, como prueba del 

origen molecular de la enfermedad en una célula madre. La expansión hematopoyética en 

esta primera fase, la fase crónica, implica fundamentalmente un aumento de la masa de 

células mieloides, tanto maduras como precursores. Durante la fase crónica las células son 

poco invasivas y se encuentran restringidas a los órganos hematopoyéticos. En el 

hemograma lo más característico es una elevada leucocitosis que variar entre 30.000 y 

300.000 leucocitos/mm3, (los valores en condiciones normales oscilan entre 5.000 y 9.000 

leucocitos/mm3). Se trata, como se ha dicho, de una leucocitosis granulocítica, en la que 

se hayan representados todos los estadios madurativos de la granulopoyesis, con mayor 

predominio de las formas más maduras. En algunos casos la leucocitosis puede ser 

oscilante, dificultando el tratamiento. Se observa también cierta basofilia de manera 

constante y en cambio la eosinofilia es menos frecuente. La aparición de eritroblastos en 

sangre ocurre con el 50% de los enfermos, siendo frecuente la anemia. En cuanto al 

recuento plaquetario suele ser normal o existir una ligera trombocitosis. Otro factor que 

puede llegar a ser diferencial es la reducción del factor de la fosfatasa alcalina 

granulocitaria (FAG) que será muy baja en la LMC, mientras que en leucocitosis 

provocadas por infecciones severas dicha fosfatasa se encontrará elevada. La LMC suele 

detectarse en el 95% de los casos en la fase crónica, siendo un 50% de los casos 

asintomáticos, como ya se ha mencionado, y el resto presentando síntomas muy generales 

y variables de cansancio, anemia ligera, sudoración nocturna, fiebre, etc. (Perrotti et al., 

2010). El 60% de los pacientes presenta esplenomegalia de grado variable y casi un tercio 

presenta hepatomegalia. 

Aproximadamente con una mediana de 5 años los enfermos entran bruscamente 

en una fase más agresiva, resistente a la terapia, y que se caracteriza y comporta como 

una leucemia aguda: ésta es la denominada crisis blástica. Aproximadamente en el 45% 

de los casos el paso a esta crisis blástica ocurre menos bruscamente, pudiéndose 

diferenciar una segunda fase intermedia denominada fase de aceleración. En estos 

pacientes los cambios son más progresivos y los síntomas de la fase crónica se empeoran 

y agravan, con una esplenomegalia creciente, sudoraciones nocturnas continuas e 

intensos dolores óseos. A nivel hematológico se observan anemias más severas, 
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plaquetopenia, basofilia muy marcada (>20%), y las células blásticas aparecen en la 

periferia a niveles mayores (6-14%) que los observados en las fases crónicas. Esta fase 

suele durar aproximadamente 1 año, y desemboca inevitablemente en una crisis blástica 

(CB). Algunos pacientes pueden fallecer durante esta fase sin llegar a la CB a causa de 

hemorragias e infecciones incontroladas (San Miguel and Sanchez-Guijo, 2009; Sans-

Sabrafen et al., 2007). 

La crisis blástica surge como consecuencia de un bloqueo en la diferenciación que 

dará origen a precursores o blastos que se acumularán e invadirán la periferia 

extramedular. La mediana de supervivencia en la crisis blástica es de 4 a 5 meses, y sus 

principales síntomas son el recrudecimiento de la sintomatología crónica: los dolores óseos 

se vuelven más intensos, sudoraciones profusas a lo largo de la noche, las molestias que 

genera un bazo ya muy hiperplásico también son importantes, también el efecto de la 

hepatomegalia, y síndrome anémico, aunque son las infecciones, las hemorragias y 

leucostasis en el sistema nervioso central, pulmón o miocardio las que generalmente 

acaban con la vida del enfermo (San Miguel and Sanchez-Guijo, 2009; Sans-Sabrafen et 

al., 2007). La naturaleza de los blastos es generalmente mieloide, aunque un 30% de los 

casos evolucionan a una crisis blástica de tipo linfoide casi siempre de tipo B, siendo las de 

tipo T muy raras. Generalmente las crisis de tipo linfoide suelen ser de aparición más 

abrupta y sin fase de aceleración (Ye et al., 2002). 

En general, las crisis blásticas recuerdan a una leucemia aguda del mismo tipo de 

linaje, y los criterios para su diagnóstico son (Sans-Sabrafen et al., 2007; Swerdlow et al., 

2008): i) blastos ≥20% en médula ósea o ≥15% en sangre periférica; ii) blastos + 

promielocitos ≥50% en médula ósea o ≥30% en sangre periférica; iii) infiltración blástica 

extramedular 

A nivel molecular, la aparición de la LMC está asociada en la mayoría de los casos 

con la formación patológica del cromosoma Filadelfia, denominándose leucemia mieloide 

crónica atípica (Ph-) la que carece de dicha aberración. Dicho cromosoma Ph, es el 

resultado de una translocación recíproca entre los cromosomas 9 y 22 en una célula 

madre hematopoyética dejando unidos los genes BCR y ABL (Figura 1-5). El cromosoma 

Filadelfia (aunque con puntos de ruptura ligeramente diferentes (Sugimoto, 2003)) 

también se observa en un 20% de leucemias linfoblásticas agudas (LLA) del adulto, en un 

5% de las leucemias linfoblásticas agudas de la infancia, y en menos del 3% de las 

leucemias mieloblásticas agudas (LMA) (Sans-Sabrafen et al., 2007). 
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Figura 1- 5. Formación del cromosoma Filadelfia. Adaptado de Hazlehurst, L. A., Bewry, N. N., et al. 
(2009) 

 

 

La proteína BCR (Breakpoint Cluster Region) se expresa de manera ubicua, aunque 

los mayores niveles de expresión se han encontrado en cerebro y en el tejido 

hematopoyético. En este último se ha visto que se expresa durante las etapas tempranas 

de la diferenciación mieloide y que dicha expresión disminuye significativamente cuando 

las células maduran a leucocitos polimorfonucleares. Actualmente se sabe que es una 

proteína con numerosos dominios funcionales, siendo capaz de fosforilar histonas in vitro, 

y presentando un dominio de unión SH2 que usa para unirse a Grb-2 perteneciente a la 

vía de Ras. Otra función que se ha descrito usando un modelo de ratón carente de BCR es 

la producción de superóxidos, mediados por RAC, durante la activación de neutrófilos. 

También presenta un dominio que lo regula transcripcionalmente de manera negativa y 

que se encuentra en la principal zona de ruptura del gen perdiéndose dicho mecanismo de 

autocontrol en la quimeras p210 y p190 BCR-ABL (Adams et al., 1992; Laurent et al., 

2001; Maru and Witte, 1991; McWhirter et al., 1993; Pendergast et al., 1993; Stewart et 

al., 1994). 
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La familia de proteínas ABL está muy conservada, existiendo en vertebrados dos 

parálogos, ABL-1 (ABL) y ABL-2 (ARG) (Colicelli, 2010) que se encuentran tanto 

citoplasmáticamente como en el núcleo, predominando esta última localización (Melo and 

Barnes, 2007). Participan en la regulación de los procesos de organización del 

citoesqueleto, división y adhesión celular, y respuesta ante el estrés, enlazando señales 

provenientes de receptores tirosín-quinasa de factores de crecimiento encargados de 

dichas funciones. También se ha relacionado a abl con la señalización procedente del TCR 

con implicaciones en el desarrollo y activación de los linfocitos T (Gu et al., 2009; 

Pendergast, 2002; Plattner et al., 2004). El ratón knockout de Abl1 presenta diversos 

fenotipos como enanismo, alta mortalidad al nacer, y deficiencias en el sistema 

inmunológico (Koleske et al., 1998; Schwartzberg et al., 1991; Tybulewicz et al., 1991). 

ABL se activa por fosforilación de determinadas tirosinas (Y) como la Y245 en el dominio 

SH2 y en la Y412 en el asa de activación del dominio quinasa (Gu et al., 2009; 

Pendergast, 2002; Tanis et al., 2003). Hay distintas translocaciones en las que ABL 

adquiere un papel oncogénico al fusionarse con nuevos dominios que permiten la 

oligomerización de las proteínas quiméricas y posibilitarán la trans-fosforilarán de ABL 

activando su señal. Ejemplo de ello son las proteínas quiméricas TEL-ABL, y TEL-ARG, 

respectivamente asociadas a casos raros de LMC y LMA en humanos, y también se ha 

visto como pareja de NUP214 y de AML1 en leucemias linfoblásticas agudas de tipo T (T-

ALL) (Cazzaniga et al., 1999; De Keersmaecker et al., 2005; Golub et al., 1996; Graux et 

al., 2004). 

 En la LMC el gen c-ABL, considerado como protooncogén, se trasloca al brazo 

largo del cromosoma 22 junto al gen BRC  [t(9;22)(q34;q11),BCR-ABL)], formándose un 

nuevo gen quimérico denominado BCR-ABL que se traducirá a una proteína de fusión de 

210 kDa conocida como p210BCR-ABL que tendrá una función tirosín-quinasa 

aberrantemente aumentada.  En el caso de las LLA la proteína de fusión que se forma es 

ligeramente más pequeña con un peso de 190 kDa, existiendo también la posibilidad de 

formarse una proteína de fusión mayor, p230, que se ha visto implicada en la variante 

neutrofílica de la enfermedad (Figura 1-6). 

La proteína p210BCR-ABL se localiza en el citoplasma y proporciona nuevos 

dominios de unión proteína-proteína, con lo que ve aumentada la diversidad de dianas que 

dependan de dicha señalización, y acaba proporcionando ventajas en la supervivencia y 

crecimiento celular a los clones que la portan. De esta manera las células así 
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transformadas muestran una proliferación aberrante, independencia de factores de 

crecimiento, y resistencia a la apoptosis. Molecularmente hablando, la señalización por 

debajo de BCR-ABL es muy compleja y con una multitud de participantes, pero parece 

esencial la fosforilación de la Y177, perteneciente a BCR, en la génesis leucémica. La Y177 

funciona como un sitio de acoplamiento para Grb-2 en el dominio SH2, lo que 

desencadena la activación de la ruta de RAS y de GAB2 (Quintas-Cardama and Cortes, 

2009; Sattler et al., 2002; Zhang et al., 2001). 

 

 

Figura 1- 6. Representación esquemática de los genes BCR, ABL, BCR-ABL, y las proteínas a las 
que dan lugar. Los números se corresponden a los exones. También se pueden observar una serie de 
proteínas fusión en la columna de la derecha, las carentes de peso son predictivas. Adaptada de Laurent, E., 
Talpaz, M., et al. (2001) 

 

El cromosoma Ph (es decir, la proteína quimérica BCR-ABL) es el responsable 

molecular directo de la enfermedad, y su presencia se considera patognomónica de la 

LMC. Sin embargo, como hemos visto, la LMC es una enfermedad que progresa hacia la 

crisis blástica, y esta progresión está directamente relacionada con alteraciones 

GENES PROTEINAS 
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moleculares secundarias (Melo and Barnes, 2007). Se han descrito diferentes tipos de 

alteraciones moleculares que tienen lugar a lo largo de la fase crónica, y que pueden 

resultar en fallos en los sistemas de detección de daño al DNA (BRCA1), deficiencias en los 

mecanismos de reparación del DNA (DNA-PKcs, RAD51), aparición de fenotipos mutadores 

(DNA-polimerasa), acortamiento de telómeros (TERT), pérdida de supresores tumorales 

clásicos (TP53, PP2A, CDKN2A, INK4A, ARF, RB1) etc.  (Melo and Barnes, 2007).  De esta 

manera, la alteración de genes con funciones reguladoras de diversa índole tiene como 

consecuencia la génesis de nuevas alteraciones, y así sucesivamente, mientras no se 

comprometa la propia viabilidad celular. Una de las consecuencias es la inducción del 

bloqueo de la diferenciación, como ha sido descrito en la supresión del factor de 

transcripción C/EBPα por parte del propio oncogén BCR-ABL. C/EBPα es necesario para 

diferenciación granulocítica y su falta de función genera un bloqueo en la generación de 

este tipo celular en las progresiones a CB de tipo mieloide (Perrotti et al., 2002). De 

manera similar, la pérdida de Ikaros, un factor transcripcional imprescindible para el 

desarrollo linfoide, se observa en crisis blásticas de tipo linfoide B, así como en leucemias 

linfoblásticas agudas de tipo B (Mullighan et al., 2008; Quintas-Cardama and Cortes, 

2009). También la aparición de translocaciones cromosómicas secundarias puede llevar a 

la formación de proteínas dominantes negativas que interfieren con la diferenciación 

mieloide, como son las proteínas quiméricas NUP98-HOXA9 o AML1-EVI1 (Cuenco and 

Ren, 2001; Dash et al., 2002). Finalmente, las alteraciones epigenéticas también han sido 

postuladas como una de las causas de la progresión de la enfermedad (ver Discusión). 
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I.    Identificación de aquellos genes cuyas islas CpG se metilan en muestras de 
DNA procedentes de pacientes con crisis blásticas, en comparación con muestras 
procedentes de fases crónicas. Analizar el estado de metilación de los genes 
identificados en muestras humanas de diferentes orígenes: a) donantes sanos; b) 
LMC en fase crónica; c) crisis blásticas; d) leucemias linfoblásticas; e) líneas 
celulares leucémicas humanas. Este análisis, realizado a partir de muestras de 
leucemias “in vivo” permitirá establecer la existencia de un modelo molecular de 
progresión hacia la crisis blástica en el que la hipermetilación de promotores de 
genes esenciales para la diferenciación celular juega un papel fundamental en el 
desarrollo de la patología leucémica. Al mismo tiempo posibilitará la identificación 
de nuevos genes implicados en desarrollo hematopoyético (y, en condiciones 
patológicas, en desarrollo tumoral) o asignar un nuevo papel en hematopoyesis a 
genes previamente conocidos por su función en otros sistemas.  

II.   Una vez probado que existe metilación diferencial de genes en la progresión 
leucémica, para el/los genes de mayor interés potencial se realizará la validación 
funcional del papel que dichos genes desempeñan en la hematopoyesis mediante 
i) el estudio inicial del patrón de expresión de los genes identificados en la 
hematopoyesis normal y ii) el análisis de ratones knockout como modelos de 
pérdida de función y transgénicos como modelos de ganancia de función.  
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3.1 Identificación de nuevos genes implicados en la progresión 
a crisis blástica. 

3.1.1 Identificación de islas CpG metiladas en la progresión a crisis blástica 

3.1.1.1 Obtención y Tipo de Muestras Utilizadas 

Las muestras de DNA humano de controles y pacientes fueron obtenidas del 

Servicio de Hematología del Hospital Clínico Universitario de Salamanca. Se trata de 

muestras de DNA genómico de sangre periférica. Los códigos utilizados para las muestras 

utilizadas en este trabajo fueron: 

- Donantes sanos (C: control): 

- C#1 (varón sano). 

- C#2 (varón sano). 

- C#3 (mujer sana). 

- Leucemias mieloides crónicas en fase crónica (CML): 

- CML#1 (CML al diagnóstico, 9x104 leucocitos). 

- CML#2 (CML fase crónica). 

- CML#3 (CML fase crónica). 

- CML#4 (CML al diagnóstico, 2x105 leucocitos). 

- CML#5 (CML, fase de aceleración, 7.6x104 leucocitos, 5% blastos). 

- CML#6 (CML al diagnóstico, 1.53x104 leucocitos). 

- CML#7 (CML fase crónica, 1.33x104 leucocitos). 

- Crisis blásticas (CB): 

- CB#1 (Crisis blástica T, 70% de blastos; 2x104 leucocitos; evolución de fase     

crónica CML#3). 

- CB#2 (Crisis blástica, 38% de blastos; evolución de la fase crónica CML#2). 

- CB#3 (Crisis blástica, 60% de blastos). 
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- CB#4 (Crisis blástica). 

- CB#5 (Crisis blástica, 60% de blastos). 

- CB#6 (Crisis blástica, 70% blastos). 

- Leucemias linfoblásticas agudas: 

- B#1 (B-ALL Ph+, 90% blastos) 

- T#1 (T-ALL, 60% blastos) 

- T#2 (T-ALL, 93% blastos) 

También se obtuvo DNA de las siguientes líneas celulares (obtenidas del “German 

Collection of Microorganisms and Cell Cultures”, DSMZ): 

- K652 (crisis blástica). 

- TOM1 (pre B-ALL, Ph+). 

- U937 (linfoma histiocítico). 

- JK1 (crisis blástica). 

- LAMA84 (crisis blástica). 

- EM2 (crisis blástica). 

- EM3 (crisis blástica). 

Estas líneas celulares se crecieron siguiendo las recomendaciones de la DSMZ. 

 

3.1.1.2  Protocolo de Extracción de DNA  

Para la obtención del DNA genómico, las muestras se trataron como se describe en 

el apartado 3.1.4.1.1. 
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3.1.1.3  Preparación de la columna de unión de DNA metilado en pares CpG 

3.1.1.3.1 Expresión y purificación de la proteína HMBD 

Con el fin de separar las islas CpG en función de su estado de metilación, se 

construyó una columna de afinidad basada en la proteína HMBD (Histidine Methyl Binding 

Domain), que contiene el dominio de unión a metil-CpG de la proteína MeCP2 de rata, 

unido a una cola de 6 histidinas para facilitar su posterior interacción y fijación en una 

columna de Ni2+-NTA agarosa. La proteína HMBD se expresó a partir del plásmido 

pET6HMBD (amablemente cedido por el Dr. Adrian Bird, Edimburgo), creciéndose en la 

cepa de E. coli BL21(DE3)pLysS. El extracto bacteriano se preparó por sonicación del 

sedimento celular en 5 M urea, 50 mM NaCl, 20 mM HEPES (pH 7.9), 1 mM EDTA, 10% 

glicerol, 0.1% Triton X-100, 0.5 mM PMSF y los inhibidores de proteasas pepstatina, 

leupeptina, quimostatina y antipaina, cada una a una concentración de 5µg/ml. Tras la 

sonicación, el extracto se centrifugó a 15.000 rpm durante 30 min en un rotor Beckman 

JA-20. El sobrenadante se dializó frente a solución amortiguadora “A” (Buffer A: 50 mM 

NaCl, 20 mM fosfato sódico pH 7.0, 10% glicerol, 0.1% Triton X-100, 10 mM β-

mercaptoetanol, 0.5 mM PMSF) en pasos secuenciales: en primer lugar, Buffer A+ 2.5 M 

urea, y luego, 1.25 M urea, 0.6 M urea, 0.3 M urea y finalmente sin urea. El extracto 

dializado se centrifugó de nuevo y el sobrenadante se cargó en una columna de 7.5 ml de 

Fractogel EMD S03-650(M) (Merck). La columna se lavó con Buffer A y las proteínas 

retenidas en la misma se eluyeron pasando Buffer A + 1 M NaCl. La fracción eluída se 

dializó frente a Buffer A y se cargó en una columna Pharmacia/GE Healthcare HR 10/10 

que contenía Fractogel EMD S03-650(M), en un sistema de FPLC de Pharmacia/GE 

Healthcare. La columna se lavó con Buffer A, luego con Buffer A + 0.4 M NaCl y luego con 

60 ml de un gradiente lineal de NaCl de 0.4 a 1 M. La proteína HMBD eluyó pura en el 

intervalo entre 0.6 y 0.85M NaCl.  

3.1.1.3.2 Unión de la proteína HMBD a Ni-NTA. Montaje de la columna de unión de DNA 
metilado. 

 La proteína HBMD purificada se unió a Ni2+-NTA (Qiagen Ni2+-NTA  Superflow) mezclándola 

con la resina y lavando la mezcla con 8mM imidazol, 50 mM NaCl, 20 mM HEPES pH 7.9, 10% 

glicerol,  0.1% Triton X-100, 10 mM β-Mercaptoethanol y 0.5 mM PMSF. Esta mezcla se montó en 

una columna de FPLC Pharmacia/GE Healthcare HR 5/10. Esta columna HMBD-Agarosa se utilizó 

directamente para la separación de las islas CpG diferencialmente metiladas, según se describe a 

continuación. 
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3.1.1.4  Digestión del DNA de pacientes con MseI 

Entre 50 y 100 µg de DNA genómico obtenido de pacientes con crisis blásticas de 

CML con más de un 60% de blastos se digirieron, siguiendo las instrucciones del 

fabricante,  con la enzima MseI (New England Biolabs) que libera las islas CpG intactas 

(Cross et al., 1994). 

 

3.1.1.5 Fraccionamiento del DNA de pacientes en la columna FPLC-HMBD. Purificación 
de DNA no metilado. 

La columna de HMBD-Agarosa, preparada como se describe anteriormente, se 

equilibró en primer lugar con solución amortiguadora B (Buffer B: 100 mM NaCl, 20 mM 

HEPES pH 7.9, 10% glicerol, 0.1% Triton X-100, 10 mM β-Mercaptoethanol y 0.5 mM 

PMSF). El DNA digerido con MseI se cargó en la columna en un volumen de 2 ml de Buffer 

B. La columna se lavó con 10 ml de Buffer B, luego con 8 ml de Buffer B + 0.4 M NaCl y 

luego con 60 ml de un gradiente lineal de 0.4 a 1 M de NaCl en Buffer B y, finalmente, con 

12 ml de Buffer B + 1M NaCl. Durante estos lavados se recogieron fracciones de 2 ml. El 

DNA de cada fracción fue precipitado con etanol.  

Con el fin de demostrar el correcto funcionamiento de la columna, se partió de 

DNA de una donante sana, que se procesó como se ha expuesto anteriormente. Las 

fracciones individuales se precipitaron y se corrieron en gel de agarosa, se transfirieron a 

membrana de nylon y se hibridaron con una sonda correspondiente a la isla CpG del gen 

de la monoaminooxidasa A (MAO), que es un gen ligado al cromosoma X y que, por tanto, 

en mujer, presenta una copia metilada y otra sin metilar. Este experimento permitió 

demostrar que, en nuestras condiciones experimentales, el DNA no metilado (10 a 20% de 

la carga total) eluye en los primeros ml; el DNA unido débilmente (islas sin metilar) eluye 

al principio del lavado con 0.4 M NaCl (fracciones 2-3) y el DNA densamente metilado 

eluye en los últimos dos tercios del gradiente salino. 

El DNA débilmente unido (islas CpG no metiladas) fue concentrado y utilizado para 

el screening de la genoteca de islas CpG, como se describe a continuación. 
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3.1.1.6 Siembra e hibridación seriada de la genoteca de islas CpG. Secuenciación y 
análisis de los clones metilados diferencialmente. 

La genoteca de islas CpG (disponible para usos de investigación académicos en el 

Human Genome Mapping Project Resource Centre, Reino Unido), clonada en el sitio NdeI 

de pGEM5Zf(-) y transformada en la cepa XL1-blue de E. coli, se creció en placas de LB-

Ampicilina para obtener el número representativo de 60.000 clones independientes. Las 

colonias se transfirieron a membranas Hybond (Amersham/GE Healthcare) y luego se 

permitió su recrecimiento en placa. Las colonias transferidas a la membrana se lisaron in 

situ en la misma y su DNA desnaturalizado se unió covalentemente (“cross-link”) mediante 

rayos UV a la misma. Las membranas se hibridaron con sondas de DNA de pacientes 

marcado con 32P preparadas a partir de las fracciones de islas no metiladas obtenidas de la 

columna, tal y como se ha descrito en la sección anterior. Se hibridaron las membranas de 

forma consecutiva con muestras procedentes de distintos pacientes. Superponiendo las 

autorradiografías correspondientes a una misma placa obtenidas con distintas sondas, se 

seleccionaron los clones que no habían sido marcados con muestras de DNA procedentes 

de distintos pacientes (es decir, clones correspondientes a islas que no formaban parte de 

la sonda radiactiva porque habían quedado retenidas en la columna al encontrarse 

metiladas). Se utilizaron para la selección final de los clones las autorradiografías 

correspondientes a las hibridaciones de la genoteca con las muestras CB#1, CB#3 y 

CB#6. Los clones seleccionados fueron recrecidos y secuenciados por ambos extremos 

utilizando como primers los oligonucleótidos T7 y SP6. Las secuencias obtenidas fueron 

comparadas frente a las bases de datos del GenBank usando el programa BLAST (Altschul 

et al., 1990), para identificar los genes asociados con las secuencias obtenidas. 

 

 

3.1.2 Validación de los resultados encontrados en el screening. 

3.1.2.1 Análisis del estado de metilación del DNA mediante tratamiento con bisulfito y 
secuenciación. 

Para el estudio del estado de metilación de cada una de las islas CpG seleccionadas 

se utilizó el método de secuenciación por bisulfito (Clark et al., 1994). El tratamiento del 

DNA previamente desnaturalizado con bisulfito sódico lleva a la pérdida del grupo amino 

en posición 5 de las citosinas no metiladas (el grupo metilo protege de esta reacción), y a 

la conversión de las citosinas no metiladas en uracilos. La posterior amplificación de cada 
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una de las hebras por PCR convierte los uracilos en timidinas, y en la secuenciación del 

producto resultante sólo aparecen como citosinas aquéllas que estuviesen metiladas (en 

este caso, siempre en pares CpG). Para la conversión con bisulfito, 4 µg de DNA genómico 

se digirieron con MseI y posteriormente se purificaron mediante extracción con 

fenol/cloroformo y, tras precipitación con DNA, se disolvieron en tampón TE a una 

concentración de 2 µg de DNA en 5 µl de TE. El DNA se desnaturalizó añadiendo 3 µl de 

agua y 12 µl de 0.5 M NaOH preparado fresco (concentración final de NaOH 0.3 M). Para 

la conversión por bisulfito se añadieron 120 µl de una suspensión 3.6 M de bisulfito sódico 

con 0.6 mM hidroquinona, y los 140 µl finales se incubaron en un termociclador con el 

siguiente programa: [95ºC, 30’’ + 55ºC, 15’] durante al menos 7 horas (aproximadamente 

28 ciclos). El DNA así tratado fue posteriormente purificado usando el “Wizard Clean-up 

DNA system” (Promega), eluído en 50 µl de TE, tratado de nuevo con NaOH a una 

concentración final de 0.3 M (50 µL DNA en TE buffer + 10 µL agua + 90 µL 0.5M NaOH) 

durante 15 min a 37ºC, precipitado con acetato amónico y etanol y resuspendido en 50 µl 

de TE. 5 µl de este DNA se utilizaron para cada reacción de PCR.  

 

3.1.2.1.1 Amplificación por PCR del DNA tratado con Bisulfito.  

Principios básicos del diseño de primers para DNA tratado con bisulfito: 

o Los primers deben ser de 26 a 30 bases de largo. 

o Tras la conversión con el bisulfito, las hebras de partida ya no son 

complementarias, con lo cual habrá que diseñar un par de primers para 

cada una de las hebras, si se desea analizarlas las dos (en principio con 

una basta, pues la metilación en CpG es simétrica entre las hebras). 

o Intentar diseñar los primers en una secuencia con una distribución 

homogénea de Citosinas. Evitar en lo posible los pares CpG. Si hay que 

incluirlos, introducir la base degenerada en la posición T/C. 

o Diseñar PCRs anidadas. 
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- Mezcla para la reacción de PCR: 

• 5 µl dNTP's 2mM 

• 5 µl Cl2Mg 25 mM 

• 5 µl Buffer 10X Taq Mg-free 

• 5 µl + 5 µL de cada primer (de una dilución 1/100 del stock 1nmol/µl) 

• 0.5 µl Taq Promega 

• 5 µl molde (DNA modificado con bisulfito en TE) 

• 19.5 µl agua millipore 

- Condiciones de la reacción de PCR: 

(95ºC, 4’ + [95ºC, 1’ + 50ºC, 1’ + 72ºC, 1’] x35 + 72ºC, 10’) 

Se purificó la reacción de PCR en una columna de Sephadex G-50 para eliminar los 

primers y se utilizaron 10 µl de este producto como molde para la segunda PCR anidada, 

con los mismos reactivos (excepto los primers) y en las mismas condiciones. El producto 

de PCR se corrió en un minigel de agarosa y la banda de PCR se cortó y se clonó mediante 

ligación T-A. Un mínimo de 5 clones independientes fueron secuenciados por cada banda 

clonada. 

 

3.1.2.2 Ejemplo 1: HOXA1. Secuencia de la isla CpG del gen HOXA1 humano. 
Oligonucleótidos para la amplificación del DNA modificado por tratamiento con 
bisulfito sódico. 

La secuencia de la isla asociada al gen HOXA1, tal y cómo se ha identificado a 

partir del screening de la genoteca es: 

5’aaatcaggaagcagaCGtaagtggtgggtacccccagtgCGctccCGctgtttactctggaaat
ctctcatctcccatggtccagcatcaccaccaccaccagggttatgctgggggCGCGgtgggctCG
cctcaatacattcaccactcatatggacaggagcaccagagcctggccctggctaCGtataataac
tccttgtcccctctccaCGccagccaccaagaagcctgtCGctccccCGcatCGgagacatcttct
ccagCGcagacttttgactggatgaaagtcaaaagaaaccctcccaaaacaggtcagtcctgctgg
ttggtggatgctccttgattattctggaaggagctggtatgctta3’ 
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Se resaltan en negrita los dinucleótidos CpG. Se indican en bloques de color las 

posiciones a partir de las cuáles se han diseñado los oligonucleótidos para la amplificación 

del DNA modificado con bisulfito: los primers para la primera PCR (más externos) se 

muestran en amarillo (forward) y azul (reverse), y los de la PCR anidada, en rosa 

(forward) y verde (reverse). 

Las secuencias de los primers utilizados para amplificar la hebra “sense” tras su 

modificación con bisulfito, son: 

• 5’ttattttggaaattttttattttttatggt3’ 
• 5’attattattattattagggttatgttggggg3’ 
• 5’tcttttaactttcatccaatcaaaaatcta3’ 
• 5’tcaaaaaacatccaccaaccaacaaaacta3’ 

Aunque normalmente se ha estudiado la hebra “sense”, Las secuencias de los 

primers a utilizar para amplificar la hebra “antisense” tras su modificación con bisulfito 

serían, a modo de ejemplo: 

• 5’ttactctaaaaatctctcatctcccataat3’ 
• 5’atcaccaccaccaccaaaattatactaaaaa3’ 
• 5’ttttttgatttttatttagttaaaagtttg3’ 
• 5’ttaaggagtatttattaattagtaggattg3’ 

 

3.1.2.3 Ejemplo 2: HOXC13. Secuencia de la isla CpG del gen HOXC13 humano. 
Oligonucleótidos para la amplificación del DNA modificado por tratamiento con 
bisulfito sódico. 

La secuencia de la isla asociada al gen HOXC13, tal y cómo se ha identificado a 

partir del screening de la genoteca es: 

5’ttaaaaagctccagcagatcatgtcatgaCGacttCGctgctcctgcatccaCGctggcCGga
gagccttatgtaCGtctatgaggacagCGCGgCGgagagCGgcatCGgCGgCGgCGgCGgaggag
gaggCGgCGgcaCGggCGgagCGgggggtggctgcagCGgagCGagcccCGgcaaagcccCGagc
atggatggtctgggcagcagctgccCGgccagccactgcCGCGacctgcttcCGcacccCGtgctg
ggcCGccCGcCGgctcccctgggCGcccctcagggCGcCGtctataCGgagatccCGgcccCGga
ggCGgCGCGccagtgtgcccCGcCGccCGcaccccccacctCGtccagCGccaccctgggctaCG
gctaccccttCGggggcagctactaCGgctgcCGcctgtCGcacaaCGtgaacctgcagcagaagc
cttgCGcctaccaccCGggCGataaataccCGgagcCGtCGggCGccctgccCGgtgaCGacctg
tcctctagggccaaggagttCGccttctaccccagcttCGccagctcctaccagg3’ 

Se resaltan en negrita el ATG y los dinucleótidos CpG. Se indican en bloques de 

color las posiciones a partir de las cuáles se han diseñado los oligonucleótidos para la 
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amplificación del DNA modificado con bisulfito: los primers para la primera PCR (más 

externos) se muestran en amarillo (forward) y azul (reverse), y los de la PCR anidada, en 

rosa (forward) y verde (reverse). 

Las secuencias de los primers utilizados para amplificar la hebra “sense” tras su 

modificación con bisulfito, son: 

• 5’tgttatgaygatttygttgtttttgtattt3’ 
• 5’gtttyggtaaagtttygagtatggatggtt3’ 
• 5’cctaataaaaactaacraaactaaaataa3’ 
• 5’aaaacraactccttaaccctaaaaaacaaa3’ 

 

3.1.2.4 ENGRAILED-2. Secuencia de la isla CpG del gen ENGRAILED-2 (ENn2) humano. 
Oligonucleótidos para la amplificación del DNA modificado por tratamiento con 
bisulfito sódico. 

La secuencia de la isla asociada al gen EN2, tal y cómo se ha identificado a partir 

del screening de la genoteca es: 

5'caaaaatccagagtgaaagtgtctcaggttgCGcCGagtggcctggaaatttcCGagccCGCG
CGgaggcCGaggCGgCGagggCGgCGgaCGgcCGgggagCGCGggCGgcccagccCGgccCGgc
CGggccctggcctCGCGtctctcacccatgCGactCGggcCGCGgagctctgCGgggctCGgCGg
gggCGCGgcCGcaCGcCGgtggggCGcccCGgccCGcagCGgggCGgCGgcCGCGaggaggggg
cctccatgtgCGtgCGggCGgtggCGggCGCGctgacCGCGggCGccCGgcaccctCGagggcC
GgctagggCGtgCGggCGgggaCGgcCGggCGgCGgCGgCGgcCGgagcCGgccCGggCGggCG
tgagCGcCGgggaaCGCGctgcctgcatgCGCGcagctctCGcccCGggCGgcccaggCGgCGg
CGcCGgagccCGaggCGgcCGgaCGCGgagaggagCGgggagccCGggaggCGgccCGCGtccc
CGcCGgaccactgCGactgtctagacccCGgctgCGCGgCGaagtCGaggacttggctctgttga
atctctcatCGtctgggCGagCGgggCGgctCGtggtgtttctaacccagttCGtggattcaaag
gtggctcCGCGcCGagCGCGgcCGgCGacttgtaggacctcagccctggcCGCGgcCGcCGCGc
aCGccctCGgaagactCGgCGgggtgggggCGCGggggtctcCGtgtgCGcCGCGggagggcCG
aaggctgatttggaagggCGtcccCGgagaaccagtgtgggatttactgtgaacagcatggaggag
aatgaccccaagcctggCG3’ 

 

Se resaltan en negrita el ATG y los dinucleótidos CpG. Se indican en bloques de 

color las posiciones a partir de las cuáles se han diseñado los oligonucleótidos para la 

amplificación del DNA modificado con bisulfito: los primers para la primera PCR (más 

externos) se muestran en amarillo (forward) y azul (reverse), y los de la PCR anidada, en 

rosa (forward) y verde (reverse). 
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Las secuencias de los primers utilizados para amplificar la hebra “sense” tras su 

modificación con bisulfito, son: 

• 5’ggtttagttyggttyggt3’ 
• 5’gggttttggtttygygttttttatttat3’ 
• 5’accaaaactaaaatcctacaaatcacc3’ 
• 5’aaatctaaacaatcrcaataatccracraaa3’ 

 

3.1.3 Confirmación de la expresión de Engrailed 2 en el sistema 
hematopoyético 

3.1.3.1 Extracción de RNA de las poblaciones celulares de ratones wild type separadas 
por citometría de flujo 

Las poblaciones celulares fueron preparadas como se ha descrito (apartado 

3.1.4.1.3) y separadas en el servicio de citometría de la Universidad de Salamanca. Se 

separaron las poblaciones celulares DN, DP, CD4-SP y CD8-SP del timo  y CD4-SP y CD8-

SP del bazo (ver definiciones de los marcadores para cada uno de los compartimentos 

hematopoyéticos en la sección 3.1.4.1.5). Fueron recogidas en 500µl de RNAlater 

(solución estabilizadora de RNA, Ambion) y seguidamente centrifugadas durante 5 min a 

4ºC 13.000rpm, eliminándose dicha solución estabilizadora. A continuación, se procedió a 

la extracción de RNA mediante el uso del TRIzol (Life Technologies, Inc., Grand Island, 

NY), de acuerdo  a las instrucciones del fabricante. La calidad e integridad del RNA 

obtenido fue testada mediante electroforesis en gel de agarosa libre de RNAsa y calculada 

en función de la relación resultante del cociente entre la longitud de onda del RNA a 

260nm y de las proteínas a 280nm. Un cociente cercano a 2 indica una calidad óptima del 

RNA extraído. 

3.1.3.2 Síntesis de cDNA a partir del RNA mensajero total purificado  

Partiendo de una cantidad de 1µg de RNA purificado, se utilizó un kit comercial 

para la síntesis de cDNA (Reverse Transcription System, Promega) usando 

oligonucleótidos al azar (”random”). El cDNA así sintetizado fue analizado mediante 

espectrofotometría para comprobar su pureza y concentración, conservándose a -20ºC 

hasta su utilización. 
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3.1.3.3 Comprobación de los cDNA sintetizados  

Para la comprobación de la correcta síntesis del cDNA en muestras de ratón se 

llevaron a cabo reacciones de  RT-PCR para la detección de genes cuya expresión es 

constitutiva en todos los tipos celulares, en general de los genes HPRT o actina.  

3.1.3.4  Detección de la expresión de En2 en ratón  

Para la detección de la expresión de En2 de ratón se diseñaron oligonucleótidos 

interexónicos específicos cuyo producto tiene un tamaño de 404bp. 

• GTTCCTTGGATGGAGTGC -> mEn2-FP2-new 

• CAAAGTGTTCTTGTTGCC -> mEn2-RP2-new 

La PCR se realizó utilizando Taq polimerasa de la casa 5`PRIME con el siguiente 

programa en el termociclador:  

95ºC, 4’ + [95ºC, 1’ + 56ºC, 1’ + 72ºC, 1’] x40 ciclos + 72ºC, 10’ 

Como control positivo para confirmar la capacidad de detectar el transcrito de En2 

se utilizaron muestras de cDNA obtenido de cabeza de embrión de ratón a día 16. El 

producto de PCR obtenido fue clonado, secuenciado y posteriormente utilizado como 

sonda radiactiva para comprobar la identidad de los transcritos amplificados por RT-PCR a 

partir de las muestras de linfocitos T murinos. 

 

3.1.3.5  Detección de la expresión de En1 en ratón  

Para la detección de la expresión de En1 de ratón se diseñaron oligonucleótidos 

interexónicos específicos cuyo producto tiene un tamaño de 473bp. 

• CCTCGAAGCCCTCGGACAGT -> mEn1-FPnew 

• TCCCTGGGCCATGAGGTGCA -> mEn1-RPnew 

La PCR se realizó  utilizando Taq polimerasa de la casa 5`PRIME con el siguiente 

programa en el termociclador:  

95ºC, 4’ + [95ºC, 1’ + 60ºC, 1’ + 72ºC, 1’] x40 ciclos + 72ºC, 10’ 
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3.1.3.6  Detección de la expresión de EN2 en muestras humanas  

Para la detección de la expresión de hEN2 se utilizó RNA de muestras de linfocitos 

T humanos (cedido por la Dra. Mª L. Toribio, CBMSO, Madrid). Se sintetizó el cDNA 

correspondiente como se ha descrito en el apartado 3.1.3.2, comprobándose en este caso 

su calidad con una RT-PCR del gen GADPH humano.  

Se diseñaron oligonucleótidos interexónicos específicos cuyo producto tiene un 

tamaño de 421bp. 

• TGGACGGGTCGCTCAAGG-> hEN2-FP1 

• CCCTGTGCCATGAGGTGC -> hEN2-RP2-new 

La PCR se realizó utilizando Taq polimerasa de la casa 5`PRIME con el siguiente 

programa en el termociclador:  

95ºC, 4’ + [95ºC, 1’ + 65ºC, 1’ + 72ºC, 30’’] x5 ciclos + [95ºC, 1’ + 62ºC, 1’ + 

72ºC, 30’’] x40 ciclos + 72ºC, 10’ 

Como control positivo para confirmar la capacidad de detectar el transcrito de EN2 

humano se utilizaron muestras de glioma de zona cerebelar (cedidos por el Dr. Juan Luis 

García Hernández, CIC, Salamanca). El producto de PCR obtenido a partir de los gliomas 

fue clonado, secuenciado y posteriormente utilizado como sonda radiactiva para 

comprobar la identidad de los transcritos amplificados por RT-PCR a partir de las muestras 

de linfocitos T humanos. 

 

3.1.3.7 Comprobación de la expresión mediante Southern Blot 

3.1.3.7.1 Purificación del producto de PCR  a partir del gel de agarosa 

Se cortó el fragmento de agarosa que contenía el producto de PCR bajo luz UV, y 

se purificó utilizando el kit “QIAquick Gel Extraction Kit” (QIAGEN), el cual utiliza una 

columna de sílice de unión específica para purificar el DNA del gel de agarosa, eluyéndose 

finalmente en 40 µL de MPW. 

3.1.3.7.2 Clonación de los productos de PCR en un vector plasmídico 

Una vez purificado el producto de PCR y aprovechando la terminación de las hebras 

por la Taq polimerasa (terminación con una adenina sobresaliente) se utilizó el vector 
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comercial del kit “pGEM®-T Easy Vector Systems” (Promega) para clonarlo.  La ligación 

resultante fue utilizada para transformar la cepa DH5α de Escherichia coli previamente 

tratada, según se describe en (Inoue et al., 1990) para hacerla competente. Las bacterias 

transformadas se sembraron en placas de LB (1% agar; 1% triptona (OXOID); 0,5% 

extracto levadura (DIFCO), 1% NaCl (PANREAC), ajustado a pH: 7,4) suplementadas con 

50µg/ml de Ampicilina para seleccionar aquellas células que habían incorporado el vector. 

Las placas fueron incubadas a 37ºC durante 16 horas. De estas se eligieron 10 colonias al 

azar y se crecieron para posteriormente purificar el plásmido y se secuenciaron en el 

Servicio de Secuenciación de la Universidad de Salamanca con un secuenciador 

automático capilar 3100 Genetic Analycer (Applied Biosystem), usando los oligonucleótidos 

T7 y SP6. Una vez verificado que los productos amplificados mediante PCR y clonados se 

corresponden con el gen que queríamos amplificar fue utilizado dicho fragmento como 

sonda radiactiva específica. 

 

3.1.3.7.3 Transferencia e hibridación 

Se realizó la electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR obtenidos y 

los geles resultantes se desnaturalizaron mediante la inmersión del gel en una solución 

alcalina desnaturalizante (1.5M NaCl; 0.5M NaOH) y agitación continua a temperatura 

ambiente durante 60 min. El objetivo es romper los enlaces de hidrógeno que unen las 

dos cadenas y obtener fragmentos de DNA monocatenario. Acto seguido, se neutralizó la 

reacción de desnaturalización con una solución neutralizante (1.5M NaCl; 0.5M Tris-HCl pH 

7.5) durante 90 min a temperatura ambiente y agitación continuada. Finalmente, se 

realizó la transferencia del DNA a la membrana de nylon (Hybond-N®) durante 16 horas 

mediante la técnica de Southern-blot, utilizando como tampón de transferencia 20X SSC 

(6M NaCl; 0.6M citrato sódico dibásico, pH 7.0). Tras la transferencia y con el fin de 

conseguir una unión covalente del DNA a la membrana, ésta fue sometida a una fuente de 

luz UV de 312nm durante 20 s. (UV Stratalinker 2400, Stratagene). 

La hibridación de estas membranas con las sondas específicas marcadas con 

[α32P]-dCTP, así como el lavado y la exposición de las membranas a películas de 

autorradiografía se realizaron de la siguiente manera: 

a.- Una primera etapa de prehibridación, cuya finalidad es bloquear la hibridación 

no específica del DNA a la membrana. Para ello, se incubó la membrana durante 2 horas a 
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65ºC en agitación constante en 25 ml de solución de prehibridación (3X SSC (0.9 M NaCl; 

0.09M citrato sódico dibásico pH: 7.0); 0,1% SDS; 1x solución de Denhardt’s (0.2 mg/ml 

polivinilpirrolidona (Sigma); 0.2 mg/ml seroalbúmina bovina (Sigma); 0.2 mg/ml Ficoll 400 

(Amersham Pharmacia Biotech)); 5% sulfato dextrano y 10mg/ml DNA heterólogo 

sonicado y desnaturalizado (Sigma)). 

b.- En la etapa de hibridación propiamente dicha, se añadió a la mezcla de 

prehibridación una sonda de DNA correspondiente, en cada caso, a los productos de PCR 

secuenciados descritos en el apartado anterior marcados radiactivamente con [α32P]-

dCTP mediante el sistema “Oligolabelling Kit” (Amersham Pharmacia Biotech). La reacción 

de marcaje se realizó a 37ºC y se emplearon aproximadamente 50 ng de sonda con 2 µl 

de [α32P]-dCTP (3000 Ci/mmol). La sonda radiactiva se purificó mediante centrifugación 

en columnas de Sephadex G50 durante 5 minutos a 1500 rpm. Los nucleótidos y 

hexanucleótidos libres quedaron retenidos en la columna, mientras que la sonda marcada 

se recuperó en la solución de elución. La eficiencia de la reacción y cantidad de sonda 

marcada se midió con un contador de radiación β (Quick Count 2000, Bioscan). La 

hibridación se realizó a 65ºC durante 16 horas con 106 dpm/ml de sonda marcada 

radiactivamente y previamente desnaturalizada durante 5 minutos a 100ºC. 

c.- Las membranas así hibridadas se lavaron dos veces en una solución 

precalentada a 65ºC de 1xSSC (0.3 M NaCl; 30 mM citrato sódico dibásico pH: 7); 

0.1%SDS. Esta solución confiere condiciones de alta astringencia y permite, de este modo, 

que la sonda unida inespecíficamente sea eliminada. Después de varios lavados, las 

membranas se expusieron en películas autorradiográficas (Kodak-X-Omat-AR) con un 

intensificador de señal (ReflectionTMIntesifying Screen, DuPont) durante un tiempo 

variable de 4 a 24h a –70ºC, en función de la calidad del marcaje, determinado 

previamente en cada caso. 
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3.1.4 Estudio de la hematopoyesis en ratones En2-/- 

3.1.4.1 Genotipado de los ratones En2-/-  

3.1.4.1.1 Obtención de DNA total genómico 

El DNA total de los ratones se obtuvo a partir de un fragmento de cola. El tejido 

fue triturado y digerido en tubos Eppendorf en 500µl de tampón Proteinasa K (0.25M 

sacarosa, 50mM Tris pH 7.4, 25mM KCl, 5mM MgCl2; 1% SDS; 20mM EDTA pH 8; 1µg de 

Proteinasa K (ROCHE)) durante 16 horas a 55ºC. Tras esta incubación se realizó una 

extracción fenol-cloroformo para limpiar el DNA de restos celulares. Se añadió a la mezcla 

incubada un volumen de fenol (Gibco BRL) y posteriormente un volumen de cloroformo 

(Merck). La solución sobrenadante portadora del DNA se precipitó en  2.5 volúmenes de 

etanol frío (Merck) al 100% a -20ºC y el precipitado de DNA obtenido se lavó con etanol al 

70%. Tras una breve centrifugación a 13000 rpm y la total eliminación de los restos de 

etanol, se procedió a la disolución del DNA en tampón TE 1X (Tris-HCl 10mM pH 7.50; 

EDTA 1mM) o en agua bidestilada (ddH2O)  cuantificándose la concentración de  DNA a 

partir de la medida de  la absorbancia a 260 nm en un espectofotómetro (Nanodrop 1000, 

THERMO scientific). 

 

3.1.4.1.2 Genotipado de los ratones En2-/- mediante PCR 

Para el genotipado de los ratones En2-/- se utilizaron los siguientes 

oligonucleótidos;  

• En-2(1): TGTACAACCATTCCACCACG 

• En-2(2): ACACATGTCCTCTAGATTCG 

• NEO-En2: TCTCATGCTGGAGTTCTTCG 

 

Combinándolos de la siguiente manera podemos identificar tanto el alelo silvestre 

como el alelo mutado que presenta la deleción del homeodominio de En2; 

• Alelo Wild Type: [En-2(1)] + [En-2(2)]  = 1144 bp 

• Alelo nulo: [NEO-En2] + [En-2(2)] = 800 bp 
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Las muestras de partida están muy concentradas, por lo que para usar este DNA 

genómico se diluyó la muestra DNA genómico 1:10 para usar esta dilución como molde en 

la reacción de PCR con el siguiente programa en el termociclador;  

(95ºC, 4’ + [95ºC, 1’ + 50ºC, 1’ + 72ºC, 10’]x30 ciclos + 72ºC, 10’) 

 

Figura 3- 1. Ejemplo de genotipado de los ratones En2 -/- . Gel de agarosa en donde se muestran los 
genotipos de 7 ratones. Las bandas correspondientes al alelo silvestre se muestran en el carril superior 
(con un tamaño de 1144bp) y las bandas correspondientes al alelo mutado se muestran en el carril inferior 
(con un tamaño de 800bp). La presencia de una o ambas bandas define los genotipos +/+, +/-, y -/-. (M 
corresponde al marcador de peso molecular) 

   

3.1.4.2 Citometría de flujo 

3.1.4.2.1  Obtención de las muestras 

Los diferentes órganos analizados fueron extraídos a la vez del ratón experimental 

y del control wild type para poder así comparar los resultados, conservándolos en todo 

momento en FACS BUFFER (tampón fosfato salino (Na+) con 1% de  suero fetal bovino 

(Cambrex) inactivado a 56ºC durante 30’) excepto la sangre periférica que se extrajo y se 

incubó 20’ con una solución de lisis para eritrocitos, RCLB (Red Cell Lysis Buffer; cloruro 

amónico 0.38%, bicarbonato potásico, EDTA, y pH ajustado a 7.4) que, tras agitar por 

inversión, también se mantiene en hielo. 

La disgregación de los órganos se llevó a cabo mediante el tamizado de los mismos 

en un filtro “cell strainer” de 70 µm de nylon (BD FALCON), colocado este en una placa de 

Petri con 10mL de FACS Buffer sobre hielo, de esta manera las células quedan en 

suspensión en el FACS Buffer, el cual fue recogido en un Falcon de 50ml.  



CAPÍTULO 3: MATERIALES Y MÉTODOS 
 

  47 

La obtención de la médula ósea se efectuó a partir de los huesos fémur y tibia 

intactos, seccionando con cuidado por la articulación coxofemoral, por la rodilla, y por el 

talón, de tal manera que las cabezas de los huesos estén intactas, se cortaron las cabezas 

de cada hueso,  y se inyectó FACS buffer en las cañas de los mismos y también en las 

cabezas usando una aguja adecuada (27G), para extraer la médula ósea.  

 

3.1.4.2.2 Estandarización de las muestras 

Una vez obtenidas las suspensiones celulares se procedió a estandarizar las 

muestras, de tal manera que se tengan aproximadamente 2·105 células por tinción. 

Para ello se contó la celularidad de cada muestra usando un contador celular 

(Coulter Z2, Beckman). Se lavaron dos veces con FACS buffer frio y se centrifugaron 7’ a 

1500 rpm a 4ºC, y finalmente se llevaron las muestras a una concentración de 40·106 

células/ml, de las que se usaron 50µl de muestra (200.000 células) para cada tinción, 

excepto para algunas poblaciones muy poco abundantes para las cuales se usa 5 o 6 

veces más muestra. 

 

3.1.4.2.3 Marcaje 

Previamente al marcaje con anticuerpos unidos a fluoróforos, se incubaron durante 

20’ las muestras con solución CD16/CD32 Fc-block (BD PharMingen) que bloquea los 

receptores FC evitando así una unión inespecífica de los anticuerpos. Los citómetros 

analíticos disponibles durante la realización de esta tesis (FACScalibur, BD y C6 Flow 

Cytometer, ACCURI) sólo permiten la combinación de 4 fluoróforos diferentes, limitando 

así las tinciones efectuadas. Una vez añadidos los anticuerpos correspondientes se 

incubaron las muestras durante 30’ en hielo y a oscuras.  

Una vez transcurrido el tiempo de incubación se lavaron con FACS buffer, se 

centrifugaron 7’ a 1500 rpm y 4ºC, resuspendiéndose finalmente en 75 µL de FACS buffer 

que contiene Ioduro de Propidio (PI) diluido, que nos permitirá descartar durante el 

análisis las células muertas (PI+).  

Los análisis de citometría se llevaron a cabo usando los siguientes anticuerpos: 

anti-B220 (RA3-6B2), CD4 (L3T4), CD8a (53-6.7), CD19 (1D3), CD21 (7G6), CD23 (B3B4), 
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CD25/IL-2Rα (PC61), CD95/Fas (Jo2), CD117/c-Kit (2B8), CD138 (281-2), IgD (1.19), IgM 

(M41.42), Ly-77 (GL7), Sca1 (D7) (PharMingen). Los diferentes compartimentos 

hematopoyéticos estudiados se definieron en función de su tamaño y granularidad y de 

acuerdo a la expresión de los siguientes marcadores (Cobaleda et al., 2007a; Delogu et 

al., 2006; Schebesta et al., 2007)  

• Células madre hematopoyéticas (HSC): células Lin-Sca1hic-Kithi de la médula ósea (Lin: 

B220, CD19, CD3ε, CD4, CD8a, TCRβ, Gr1, Mac1, CD11b, y Ter119). 

• Células pro-B de la médula ósea: B220+cKit+ o CD19+cKit+. 

• Células pre-B de la médula ósea: B220+CD25+IgM–. 

• Células B inmaduras en la médula ósea: B220intIgM+IgD–. 

• Células B inmaduras en el bazo: B220+IgMhiIgDlow/–. 

• Células B transicionales en el bazo B220+IgMhiIgDhi. 

• Células B maduras en el bazo y los nódulos linfáticos: B220+IgMloIgDhi.  

• Células B recirculantes en la médula ósea: B220hiIgMloIgD+. 

• Linfocitos B de zona marginal en el bazo: B220+CD21hiCD23lo. 

• Linfocitos B foliculares en bazo y nódulos linfáticos: B220+CD21intCD23hi. 

• Células B del centro germinal en bazo y nódulos linfáticos: B220+FAShiGL7hi. 

• Timocitos dobles negativos DN: CD4-CD8-. 

• Timocitos dobles negativos DN1: CD44+CD25-c-Kit+ Lin- (Lin: CD4, CD8a, Mac1, Gr1, B220) 

• Timocitos dobles negativos DN2: CD44+CD25+c-Kit+ Lin- (Lin: CD4, CD8a, Mac1, Gr1, B220) 

• Timocitos dobles negativos DN3: CD44-CD25-c-Kit- Lin- (Lin: CD4, CD8a, Mac1, Gr1, B220) 

• Timocitos dobles negativos DN4: CD44-CD25-c-Kit- Lin- (Lin: CD4, CD8a, Mac1, Gr1, B220) 

• Timocitos dobles positivos (DP): CD4+ CD8+. 

• Linfocitos T CD8-SP en timo, bazo y nódulos linfáticos: CD4- CD8+. 

• Linfocitos T CD4-SP en timo, bazo y nódulos linfáticos: CD4+ CD8-. 

• Granulocitos en la médula ósea y bazo: Gr1hiMachi. 

• Monocitos/macrófagos en médula ósea y bazo: Gr1low/int Mac1hi. 

 

Para la citometría preparativa se utilizó un citómetro de flujo FACS Aria (Becton 

Dickinson). Para la citometría analítica se utilizaron un citómetro FACSCalibur (Becton 

Dickinson) o un citómetro C6 Flow Cytometer (ACCURI). Los datos se exportaron como 

archivos FCS y se analizaron con el Software FlowJo (TreeStar Inc.). 
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3.1.4.2.4 Citometría de órganos de embriones 

La citometría efectuada con órganos de embriones de ratón solo se diferencia en la 

extracción de los órganos. Se consideró como el día de gestación E0.5 al día en que se 

detectaba tapón vaginal en la hembra a primera hora de la mañana. Se sacrificó a la 

hembra gestante en el día indicado y se extrajeron los embriones directamente 

seccionando los dos cuernos uterinos y estos se sumergieron en FACS buffer enfriado en 

hielo para sacrificar los embriones por hipotermia. Una vez sacrificados se extrajeron 

individualmente y se separó la placenta con un juego de pinzas diferente al que se usó en 

la disección del embrión, evitando así contaminar la muestra del embrión con restos 

celulares de la madre. La extracción de timo e hígado fetal se realizó bajo lupa, y una vez 

extraídos se procesaron al igual que los tejidos adultos descritos en los apartados 

anteriores. 

 

3.1.4.3 Estudio de la Función de los Linfocitos T en Ratones En2-/- 

3.1.4.3.1 Formación de centros germinales en ratones En2-/- tras inmunización con un 
estímulo dependiente de linfocitos T 

Para inducir la formación de centros germinales en los ratones se procedió a la 

inmunización de los mismos con eritrocitos de cordero (SRB, sheep red blood cells, 

Patricell) los cuales se prepararon en condiciones de esterilidad bajo campana de flujo. Se 

tomó una alícuota de SRB y se diluyó en 50 ml de PBS, se centrifugó a 2500 rpm 10’  a 

4ºC, y así se lavó 3 veces, y se llevó finalmente a una concentración de 1-2·109 células/ml. 

Una vez preparados se inyectaron intraperitonealmente 100 µl en ratones control y En2-/-. 

El tiempo para ver la reacción de formación de centro germinal en el bazo fue de 10 días, 

periodo tras el cual se sacrificaron los animales inmunizados, junto con un control no 

inmunizado, y se procedió al análisis mediante citometría de flujo de los esplenocitos. El 

procedimiento y los anticuerpos utilizados para realizar el análisis por citometría de flujo se 

describen en el apartado 3.1.4.1.5. 

 

3.1.4.3.2 Producción de citoquinas específicas de linfocitos T en esplenocitos activados de 
ratones En2-/- 

La producción de citoquinas se indujo en esplenocitos de ratones adultos usando el 

kit “Intracellular Cytokine Staining Starter Kit for mouse” (BD Pharmingen). Se sacrificaron 
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ratones control y ratones En2-/- a los cuales se les extrajo el bazo. Se disgregaron dichos 

órganos para obtener una suspensión de células individualizadas en medio RPMI completo 

(RPMIc) que contiene RPMI (GIBCO) 10% suero fetal bovino inactivado filtrado con filtro 

de 0.45µm (Millipore), 2mM L-Glutamina (BioWhittaker), 50 µg/ml estreptomicina 

(BioWhittaker) y 50 U/ml de penicilina (BioWhittaker). 

Se centrifugaron las células a 500xg  durante 5 min a 10ºC y se resuspendieron e 

incubaron durante  5 min en 3ml de buffer de lisis de eritrocitos ACK (NH4Cl 0.15M, KHCO3 

1M, Na2EDTA 0.1M, pH 7.2-7.4). Se lavaron las muestras con RPMIc y se llevaron a una 

concentración celular de 2·106 Cél/ml. A 6 ml de la anterior suspensión (12·106 Células) se 

les añadieron 10µL del cocktail de activación policlonal de leucocitos, que contiene éster 

de forbol (12-Miristato 13-acetato; PMA), Ionomicina, y un inhibidor del transporte 

proteínico del aparato de Golgi (GolgiPlug, BD, que contiene brefeldina A), y se incubaron 

las muestras durante 4h a 37ºC en un incubador con CO2. 

Las muestras, tras ser lavadas de nuevo con RPMIc se tiñeron con los anticuerpos 

anti-CD4 (FITC) y anti-CD8 (APC) en proporción 1:100 durante 30’ en hielo y protegidos 

de la luz. Tras esto se lavaron de nuevo y se continuó con el protocolo para la tinción 

intracelular. Para ello se llevó la concentración de las muestras a 2·107 cél/ml, y se 

cogieron 50 µl para cada tinción (106 células para cada tinción). 

Se lavaron con 100 µl FBS (BD Pharmingen Stain buffer) y, tras centrifugar, se 

resuspendieron en 100 µl de BD Cytofix/cytoperm buffer, que contiene una mezcla de 

paraformaldehído y saponina, que fija y permeabiliza las células para las tinciones 

intracelulares contra las citoquinas producidas y retenidas en el aparato de Golgi. Todos 

los pasos de lavado a partir de ese momento incluían saponina (BD Wash/perm buffer), y 

tras finalizar éstos se procedió a realizar las tinciones usando los siguientes controles y 

anticuerpos presentes en el kit; 

- PE- conjugado con anti-IL2 (ratón) 

- PE- conjugado con anti-IFN-γ (ratón) 

- PE- conjugado con anti-TNF-α (ratón) 

- Cocktail de control de isotipo PE- conjugado 

- Cocktail de bloqueo de anticuerpos purificado 
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 Se incubaron durante 15’ a temperatura ambiente las muestras con las diferentes 

combinaciones de anticuerpos; 

1. Control negativo (sin teñir) 

2. Control de isotipo (con Cocktail de control de isotipo PE- conjugado) 

3. Control de IL-2 (anti IL-2 + Cocktail de bloqueo) 

4. Producción de IL-2 (anti IL-2) 

5. Control sin activar de IL-2 (anti IL-2) 

6. Control de IFNγ (anti IFNγ + Cocktail de bloqueo) 

7. Producción de IFNγ (anti IFNγ) 

8. Control sin activar de IFNγ (anti IFNγ) 

9. Control de TNFα (anti TNFα + Cocktail de bloqueo) 

10. Producción de TNFα (anti TNFα) 

11. Control sin activar de TNFα (anti TNFα) 

Una vez lavadas las muestras se procedió a su análisis mediante citometría de flujo 

(Accuri) y usando el software FlowJo (TreeStar Inc.). 

 

 

3.1.5 Estudio del Mecanismo Molecular de Acción de En2 en el desarrollo 
linfoide T 

3.1.5.1 Análisis transcriptómico diferencial de poblaciones hematopoyéticas purificadas 
de ratones de tipo silvestre y En2-/- mediante microarrays de cDNA. 

3.1.5.1.1 Separación de poblaciones celulares mediante citometría de flujo 

Las poblaciones celulares fueron separadas en función de su tamaño-granularidad 

y en función de la señal emitida por los fluorocromos en un citómetro de flujo FACS Aria 

(Becton Dickinson) en el servicio de citometría de la Universidad de Salamanca. Se 
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separaron las poblaciones celulares del timo tal y como se ha indicado anteriormente, 

procediéndose a continuación a la extracción de RNA de las poblaciones seleccionadas.  

 

3.1.5.1.2 Extracción y valoración de la calidad del RNA 

La extracción de RNA se realizó utilizando TRIzol (Life Technologies, Inc., Grand 

Island, NY) y los RNA, una vez purificados se comprobaron en cuanto a calidad y 

concentración en el espectrofotómetro Nanodrop-1000 (THERMO scientific). Además de 

comprobar la calidad  mediante el cociente de las absorbancias a 260/280nm, se evaluó el 

RNA con el kit de RNA 6000 Nano LabChip y con el Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent 

Technologies). Este aparato lleva a cabo el análisis de la calidad del RNA en un chip en el 

que se separa el RNA por electroforesis de manera automatizada (Mueller et al., 2000) y 

posteriormente el RNA se detecta mediante fluorescencia activada por láser. El resultado 

es un gráfico (electroferograma) donde la cantidad de fluorescencia medida en cada punto 

es proporcional a la cantidad de RNA de un tamaño dado. Con las cuantificaciones de RNA 

ribosómico de 28S y 18S calculadas con el electroferograma se obtiene el RIN (del inglés 

“RNA Integration Number”), que es una medida de la calidad de las muestras de RNA. De 

este modo se seleccionaron las muestras con RNA de alta calidad (RIN≥8.0). Así, se 

hibridaron en los microarrays de expresión las muestras de CD8-SP de bazo y DP de timo 

obtenidas de ratones wild type frente a las purificadas de ratones En2-/-. 

 

3.1.5.1.3 Hibridación de los microarrays de expresión 

El RNA de cada muestra se amplificó y transformó en RNA complementario (cRNA) 

marcado con biotina. Posteriormente las muestras se hibridaron en los microarrays de 

expresión Gene Chips HG-U133 plus 2.0 de la compañía Affymetrix (Affymetrix Inc). Estos 

microarrays contienen alrededor de 54000 sondas que detectan la expresión de 

aproximadamente 38500 genes. Finalmente los microarrays se revelaron con un 

conjugado de estreptavidina-ficoeritrina y se escanearon en GeneChip Scanner 3000 7G 

(Affymetrix Inc) para detectar la cantidad de luz emitida a 570 nm, que es proporcional a 

la cantidad de cRNA de cada gen que ha hibridado. 

Se empleó el algoritmo RMA en R/Bioconductor para la normalización y 

sumarización de los datos de expresión. A continuación se realizó un filtrado de intensidad 
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por el cual se seleccionaron todas aquellas sondas cuyo valor de expresión fuese superior 

a 5 (en logaritmo en base 2). El análisis de expresión diferencial entre las distintas 

muestras se realizó usando el paquete LIMMA (“Linear Moldels for Microarray Data”) de 

R/Bioconductor (Smyth, 2004). Con este algoritmo se obtuvieron los parámetros 

estadísticos utilizados para la selección de genes en análisis posteriores: el valor de 

probabilidad asociado al test estadístico (p-value), la estimación del cambio de cada gen 

(“Fold-Change”, FC), la tasa de falsos positivos incluidos en la selección (“False Discovery 

Rate”, FDR) (Storey and Tibshirani, 2003) y el parámetro estadístico B (valor asociado a 

cada uno de los genes y que se define como el logaritmo del cociente de la probabilidad 

de que dicho gen esté diferencialmente expresado entre la probabilidad de que no lo 

esté). Todo el procesamiento experimental y bioinformático de los estudios del 

transcriptoma se llevó a cabo en colaboración con el grupo del Dr. J.A. Martínez Climent 

(CIMA, Navarra). 

 

3.1.6 Generación de un Modelo de Ratón de Sobreexpresión de En2 en 
Linfocitos T 

3.1.6.1 Clonación de mEn2 bajo el control del promotor del gen LCK 

Los diferentes pasos de clonación requeridos para la construcción final LCK-En2-

ires-hCD2t se han llevado a cabo según se describe más adelante en el apartado 3.1.6.1.4. 

 

3.1.6.1.1 Clonación de En2 de ratón (mEn2) en el vector pBlueScript (pBS) 

La clonación de mEn2 se realizó mediante PCR a partir de cDNA total de cabeza de 

embrión de ratón. La purificación de RNA y síntesis del cDNA correspondiente se hizo de la 

misma forma descrita en los apartados 3.1.3.1-3. 

Se utilizaron los siguientes oligonucleótidos para clonar mEn2; 

• TATGGAGGAGAAGGATTCC -> Fl mEn2 FP (desde el comienzo de mEn2, en rojo el 

ATG de inicio) 

• TATTGCATTGTTTCGCGCG  -> Fl mEn2 RP (desde la región 3’ no traducida del 

segundo exón de mEn2) 
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El producto resultante de dicha PCR se correspondía al cDNA de mEn2 completo y 

con una sola mutación conservativa cambiando un codón GTC por GTA dando ambos lugar 

a una valina. Dicho producto se insertó en el vector pBS en los sitios SalI y HindIII. 

 

3.1.6.1.2  Clonación de mEn2  en el vector pBS-ires-hCD2t 

El cDNA de mEn2 se extrajo de pBS-En2 y se clonó en un vector que ya tenía 

insertado un IRES (de internal ribosomal entry site), que permite la formación de un 

mensajero bicistrónico, y la secuencia del gen humano CD2 truncado (careciendo de la 

región citosólica y por tanto incapaz de transducir señales a la célula). La extracción se 

realizó mediante digestión con las enzimas de restricción SalI y HindIII y se clonó en el 

sitio EcoRI de pBS-ires-hCD2 con extremos romos (“blunt ends”), destruyéndose todos 

ellos.  

 

 

Figura 3- 2. Esquema de la clonación de mEn2  en pBS-ires-hCD2 

 

3.1.6.1.3 Clonación de mEn2-ires-hCD2t en el vector p1017 LCK-hGH 

La clonación del fragmento En2-ires-hCD2t se realizó mediante la digestión de pBS-

En2-ires-hCD2t con las enzimas de restricción XhoI y NotI clonándose este fragmento en 

el sitio BamH1 del plásmido p1017-LCK-hGH (cedido por la Dra. Cynthia Guidos) con 

extremos romos, destruyéndose todos los sitios implicados. 
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Figura 3- 3. Esquema de la clonación del fragmento En2-ires-hCD2 bajo el control 
del promotor de LCK. 

 

3.1.6.1.4 Protocolos de ligación y comprobación 

Los fragmentos obtenidos por digestión de los plásmidos que los contienen fueron 

tratados con 1 unidad del fragmento Klenow de la DNA polimerasa I (Roche) para generar 

los extremos romos y posteriormente se purificaron mediante electroforesis en gel de 

agarosa la banda correspondiente a los insertos usando el kit “QIAquick Gel Extraction Kit” 

(Qiagen). Por otro lado los plásmidos receptores de los insertos se digirieron con las 

enzimas correspondientes y se utilizó la enzima Klenow para la realización de los extremos 

romos. Todas las enzimas de restricción utilizadas fueron suministradas por New England 

Biolabs. 

Posteriormente se utilizó 1 unidad de la enzima T4 DNA ligasa (New England 

Biolabs) que cataliza la formación del enlace fosfodiester entre los extremos 5’ y 3’ de dos 

hebras independientes de DNA según se describe en (Sambrook and Russell, 2001) para 

llevar a cabo la reacción de unión del inserto al plásmido receptor. Tras incubar estas 

mezclas de ligación 2 horas a temperatura ambiente y durante 14 horas a 16ºC, se 

utilizaron 5µl de las mismas para transformar bacterias competentes y seleccionar las 

colonias portadoras de los insertos.  

La cepa utilizada fue la DH5α de Escherichia coli previamente tratada, según se 

describe en (Inoue et al., 1990), para hacerla competente. Las bacterias transformadas se 

sembraron en placas de LB (1% agar; 1% triptona (OXOID); 0,5% extracto levadura 

(DIFCO), 1% NaCl (PANREAC), ajustado a pH: 7,4) suplementadas con 50µg/ml de 

Ampicilina para seleccionar aquellas células que habían incorporado el vector. Las placas 

fueron incubadas a 37ºC durante 16 horas. Haciendo uso del  método de búsqueda rápida 

o turboscreening se seleccionaron aquellas colonias bacterianas que habían incorporado el 

inserto diferenciándolas de aquellas que habían incorporado el vector vacío. 
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El método de búsqueda rápida o turboscreening radica en la lisis de las bacterias, 

desnaturalización del DNA y fijación del mismo a membranas de nylon en un solo paso 

(Garcia-Hernandez et al., 1997). Para la fijación las membranas se tratan con una fuente 

de luz UV de 312nm durante 20 segundos (UV Stratalinker 2400, Stratagene) con el fin de 

unir covalentemente el DNA a la membrana. Finalmente, las membranas son hibridadas 

con una sonda radiactiva que reconoce la secuencia del fragmento incorporado o parte del 

mismo, permitiendo la identificación de las colonias que han incorporado el inserto como 

se describe en los puntos a-c del apartado 3.1.3.7.3 de este capítulo. 

 

3.1.6.2 Generación del modelo murino LCK-En2 

Con el objeto de estudiar los efectos de la ganancia de función de En2 in vivo se 

generaron ratones transgénicos mediante la inyección de la construcción LCK-En2-ires-

hCD2t, linealizada con NotI (ver figura 3-4), en el pronúcleo masculino de óvulos 

fecundados obtenidos de ratones C57B6/CBA empleando técnicas estándar (Hogan B, 

1995). Estos óvulos fecundados se implantaron en una hembra pseudopreñada, 

generándose 4 fundadores de ratones transgénicos LCK En2 (ver figura 4-29), que se 

encuentran en este momento en cruce para transmitir el transgén a la descendencia y 

originar líneas estables. La microinyección se llevó a cabo en el servicio de transgénesis 

del Centro Nacional de Biotecnología (CNB) por la Dra. Belén Pintado.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3- 4. Digestión de p1017 LCK En2-
ires-hCD2t con la enzima NotI. En donde el 
carril de la derecha muestra dos bandas, la 
inferior se corresponde al vector vacío (3 kb), y la 
superior se corresponde con inserto Lck-En2-ires-
hCD2t (8 kb). Dicha banda es el DNA a 
microinyectar para la generación de los ratones 
transgénicos Lck-En2.   
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3.1.6.2.1 Genotipado de los ratones LCK-En2 

Para el análisis de genotipo de los fundadores se utilizó  la técnica de PCR para la 

cual se extrajo DNA genómico de la cola de los ratones (ver apartado 3.1.4.1.1) y se 

usaron los siguientes oligonucleótidos con un tamaño de producto esperado de 500pb:  

• TCGGAGAAATGATGAGGAGC -> hCD2t genoF01 

• GGAGCTGGAGACAAGAGCC -> hGH genoRev1 

La muestra de DNA genómico se diluyó 1:10 para usarla como molde en la 

reacción de PCR con el siguiente programa en el termociclador;  

(95ºC, 4:30’ + [95ºC, 30’’ + 58ºC, 30’’ + 72ºC, 45’’] x35 ciclos + 72ºC, 10’) 
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4.1 Identificación de islas CpG metiladas en la progresión de 
LMC a crisis blástica. 

4.1.1 Preparación de la columna de unión de DNA metilado en pares CpG 

4.1.1.1 Expresión y purificación de la proteína HMBD 

La proteína HBMD se expresó y purificó tal y como se describe en la Sección 

3.1.1.3.1 de Materiales y Métodos. En la Figura 4-1 se muestra la pureza de la proteína 

tras el proceso de aislamiento y previamente a su incorporación a la matriz de Ni2+- NTA 

para formar la columna de afinidad. 

 

 

Figura 4- 1.  Purificación de la proteína HMBD. Se muestran los geles de poliacrilamida en condiciones 
desnaturalizantes en los que se recoge la pureza de la proteína en los diferentes pasos de su purificación a 
partir del extracto de bacterias inducidas, según se describe en la sección 3.1.1.3.1 de Materiales y Métodos. 

 

4.1.2 Secuenciación y análisis de secuencias de los clones metilados 
diferencialmente.  

Una vez secuenciados todos los clones de la genoteca, las secuencias obtenidas 

fueron comparadas frente a las bases de datos del GenBank usando el programa BLAST 

(Altschul et al., 1990), para identificar los genes asociados con las secuencias obtenidas. 

De las 539 islas secuenciadas, 217 se pudieron asociar con más de un 99% de homología 

con regiones de genes conocidos, los cuales se pueden ver en el Apéndice I. 
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Estadísticamente, los genes identificados se pueden agrupar en siete categorías principales 

en base a sus funciones conocidas. La distribución de acuerdo con estas categorías se 

muestra en la Figura 4-2 y se discute con detalle en el apartado 4.2. 

 

 

Figura 4- 2. Distribución de las principales funciones asociadas a los genes diferencialmente 
metilados en la progresión a la crisis blástica. Se muestran las funciones génicas distribuidas en 7 
categorías. Un mismo gen puede estar asignado a más de una función. El total de los genes identificados 
positivamente con más de un 99% de homología mediante BLAST, y utilizados para la elaboración de esta 
gráfica es de 217.  
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4.2 Resultados del screening. 

4.2.1 Estado de metilación del DNA 

4.2.1.1 El gen HOXA1 se metila en la progresión de LMC a crisis blástica. 

La secuencia de la isla asociada al gen HOXA1, tal y cómo se ha identificado a 

partir del screening de la genoteca es: 

 

 

5’aaatcaggaagcagaCGtaagtggtgggtacccccagtgCGctccCGct

gtttactctggaaatctctcatctcccatggtccagcatcaccaccaccacc

agggttatgctgggggCGCGgtgggctCGcctcaatacattcaccactcat

atggacaggagcaccagagcctggccctggctaCGtataataactccttgt

cccctctccaCGccagccaccaagaagcctgtCGctccccCGcatCGgaga

catcttctccagCGcagacttttgactggatgaaagtcaaaagaaaccctc

ccaaaacaggtcagtcctgctggttggtggatgctccttgattattctggaa

ggagctggtatgctta3’ 

 

 

Esta secuencia se corresponde con la región marcada mediante una línea azul en la 

figura 4-4. Se resaltan en negrita en la secuencia los dinucleótidos CpG. Se indican en 

bloques de color las posiciones a partir de las cuáles se han diseñado los oligonucleótidos 

para la amplificación del DNA modificado con bisulfito: los primers para la primera PCR 

(más externos) se muestran en amarillo (forward) y azul (reverse), y los de la PCR 

anidada, en rosa (forward) y verde (reverse). El producto de PCR obtenido y utilizado para 

su clonación y secuenciación se muestra en la Figura 4-3. En la Figura 4-4 se muestra un 

esquema de la distribución de los pares CpG metilados en diferentes clones secuenciados 

pertenecientes a las distintas muestras analizadas. Se aprecia el incremento en la 

densidad de metilación desde los controles hasta las crisis blásticas o las leucemias 

agudas, así como en varias de las líneas celulares (ver Discusión). 
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Figura 4- 3.  Amplificación de la isla CpG del gen HOXA1  tratada con bisulfito, mediante el uso de 
PCRs anidadas. Se muestra el gel de agarosa de un grupo de las muestras analizadas en el que se indica 
mediante una flecha la banda del producto de PCR. 

 



CAPÍTULO 4: RESULTADOS 
 

  65 

 

Figura 4- 4.  El gen HOXA1  se metila en la progresión de LMC a crisis blástica. A) Esquema del gen 
HOXA1 humano. Las cajas naranjas rellenas representan los exones transcritos (CDS); las cajas vacías 
representan el mRNA no codificante. La flecha violeta representa la isla CpG y la caja azul, el segmento 
analizado por bisulfito. B) Representación esquemática del estado de metilación de los pares CpG en la 
secuencia indicada en azul, para los diferentes tipos de muestras analizadas. Cada par CpG se representa por 
un círculo (en negro cuando está metilado). Cada fila representa uno de los clones secuenciados para cada 
muestra. n: número de muestras (pacientes, o líneas celulares) distintas analizadas. 
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4.2.1.2 El gen HOXC13 se metila en la progresión de LMC a crisis blástica  

La secuencia de la isla asociada al gen HOXC13, tal y cómo se ha identificado a 

partir del screening de la genoteca es: 

 

5’ttaaaaagctccagcagatcatgtcatgaCGacttCGctgctcctgcatccaCGctggcCG
gagagccttatgtaCGtctatgaggacagCGCGgCGgagagCGgcatCGgCGgCGgCGgCGga
ggaggaggCGgCGgcaCGggCGgagCGgggggtggctgcagCGgagCGagcccCGgcaaagcc
cCGagcatggatggtctgggcagcagctgccCGgccagccactgcCGCGacctgcttcCGcacc
cCGtgctgggcCGccCGcCGgctcccctgggCGcccctcagggCGcCGtctataCGgagatcc
CGgcccCGgaggCGgCGCGccagtgtgcccCGcCGccCGcaccccccacctCGtccagCGcca
ccctgggctaCGgctaccccttCGggggcagctactaCGgctgcCGcctgtCGcacaaCGtga
acctgcagcagaagccttgCGcctaccaccCGggCGataaataccCGgagcCGtCGggCGccc
tgccCGgtgaCGacctgtcctctagggccaaggagttCGccttctaccccagcttCGccagctc

ctaccagg3’ 

 

 

Esta secuencia se corresponde con la región marcada mediante una línea azul en la 

figura 4-6. Se resaltan en negrita el ATG y los dinucleótidos CpG. Se indican en bloques de 

color las posiciones a partir de las cuáles se han diseñado los oligonucleótidos para la 

amplificación del DNA modificado con bisulfito: los primers para la primera PCR (más 

externos) se muestran en amarillo (forward) y azul (reverse), y los de la PCR anidada, en 

rosa (forward) y verde (reverse). El producto de PCR obtenido y utilizado para su 

clonación y secuenciación se muestra en la Figura 4-5. En la Figura 4-6 se muestra un 

esquema de la distribución de los pares CpG metilados en diferentes clones secuenciados 

pertenecientes a las distintas muestras analizadas. Se aprecia un incremento gradual y 

moderado en la densidad de metilación desde los controles hasta las crisis blásticas, y una 

metilación casi completa en las leucemia linfoblásticas agudas T analizadas, así como en 

todas las líneas celulares estudiadas (ver Discusión). 
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Figura 4- 5. Amplificación de la isla CpG del gen HOXC13  tratada con bisulfito, mediante el uso de 
PCRs anidadas. Se muestra el gel de agarosa de un grupo de las muestras analizadas en el que se indica 
mediante una flecha la banda del producto de PCR. 
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Figura 4- 6. El gen HOXC13  se metila en la progresión de LMC a crisis blástica. A) Esquema del gen 
HOXC13 humano. Las cajas naranjas rellenas representan los exones transcritos (CDS); las cajas vacías 
representan el mRNA no codificante. La barra violeta representa la isla CpG y la caja azul, el segmento 
analizado por bisulfito. B) Representación esquemática del estado de metilación de los pares CpG en la 
secuencia indicada en azul, para los diferentes tipos de muestras analizadas. Cada par CpG se representa por 
un círculo (en negro cuando está metilado). Cada fila representa uno de los clones secuenciados para cada 
muestra. n: número de muestras (pacientes, o líneas celulares) distintas analizadas. 
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4.2.1.3 El gen ENGRAILED-2 se metila en la progresión de LMC a crisis blástica  

La secuencia de la isla asociada al gen En2, tal y cómo se ha identificado a partir 

del screening de la genoteca es: 

5'caaaaatccagagtgaaagtgtctcaggttgCGcCGagtggcctggaaattt

cCGagccCGCGCGgaggcCGaggCGgCGagggCGgCGgaCGgcCGgggagCGCGggCG

gcccagccCGgccCGgcCGggccctggcctCGCGtctctcacccatgCGactCGggcCG

CGgagctctgCGgggctCGgCGggggCGCGgcCGcaCGcCGgtggggCGcccCGgccC

GcagCGgggCGgCGgcCGCGaggagggggcctccatgtgCGtgCGggCGgtggCGggC

GCGctgacCGCGggCGccCGgcaccctCGagggcCGgctagggCGtgCGggCGgggaC

GgcCGggCGgCGgCGgCGgcCGgagcCGgccCGggCGggCGtgagCGcCGgggaaCGC

GctgcctgcatgCGCGcagctctCGcccCGggCGgcccaggCGgCGgCGcCGgagccC

GaggCGgcCGgaCGCGgagaggagCGgggagccCGggaggCGgccCGCGtcccCGcCG

gaccactgCGactgtctagacccCGgctgCGCGgCGaagtCGaggacttggctctgttg

aatctctcatCGtctgggCGagCGgggCGgctCGtggtgtttctaacccagttCGtgga

ttcaaaggtggctcCGCGcCGagCGCGgcCGgCGacttgtaggacctcagccctggcCG

CGgcCGcCGCGcaCGccctCGgaagactCGgCGgggtgggggCGCGggggtctcCGtg

tgCGcCGCGggagggcCGaaggctgatttggaagggCGtcccCGgagaaccagtgtggg

atttactgtgaacagcatggaggagaatgaccccaagcctggCG3’ 

 

Esta secuencia se corresponde con la región marcada mediante una línea azul en la 

figura 4-8. Se resaltan en negrita el ATG y los dinucleótidos CpG. Se indican en bloques de 

color las posiciones a partir de las cuáles se han diseñado los oligonucleótidos para la 

amplificación del DNA modificado con bisulfito: los primers para la primera PCR (más 

externos) se muestran en amarillo (forward) y azul (reverse), y los de la PCR anidada, en 

rosa (forward) y verde (reverse). El producto de PCR obtenido y utilizado para su 

clonación y secuenciación se muestra en la Figura 4-7. En la Figura 4-8 se muestra un 

esquema de la distribución de los pares CpG metilados en diferentes clones secuenciados 

pertenecientes a las distintas muestras analizadas. Se aprecia una falta de metilación del 

gen en controles, en fases crónicas, en crisis blásticas no de tipo T, y en B-ALL. Por el 

contrario, se puede observar un alto grado de metilación en la crisis blástica T, en las 

leucemias linfoblásticas agudas T analizadas, así como en todas las líneas celulares 

estudiadas (ver Discusión). 
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Figura 4- 7. Amplificación de la isla CpG del gen ENGRAILED-2 tratada con bisulfito, mediante el 
uso de PCRs anidadas. Se muestra el gel de agarosa de un grupo de las muestras analizadas en el que se 
indica mediante una flecha la banda del producto de PCR. 
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Figura 4- 8. El gen ENGRAILED-2  se metila en la progresión de LMC a crisis blástica. A) Esquema 
del gen EN2 humano. Las cajas naranjas rellenas representan los exones transcritos (CDS); las cajas vacías 
representan el mRNA no codificante. La barra violeta representa la isla CpG y la caja azul, el segmento 
analizado por bisulfito. B) Representación esquemática del estado de metilación de los pares CpG en la 
secuencia indicada en azul, para los diferentes tipos de muestras analizadas. Cada par CpG se representa por 
un círculo (en negro cuando está metilado). Cada fila representa uno de los clones secuenciados para cada 
muestra. n: número de muestras (pacientes, o líneas celulares) distintas analizadas. 
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4.2.2 Engrailed 2  se expresa en el sistema hematopoyético. 

4.2.2.1 En2 se expresa durante el desarrollo linfoide T en ratón 

Dado que el patrón de metilación sugiere una asociación con crisis blásticas y 

leucemias de tipo T, de acuerdo con la hipótesis de partida del presente estudio cabía 

suponer que En2 jugase algún papel durante el desarrollo de los linfocitos T. Con el fin de 

comprobar este hecho, en primer lugar se estudió si se expresaba en algún 

compartimento celular a lo largo de la linfopoyesis T. Para ello se preparó cDNA a partir de 

poblaciones celulares de ratón WT de 8 semanas, separadas mediante citometría de flujo. 

Se purificaron dobles negativos (DN), dobles positivos (DP), SP-CD4 y SP-CD8 de timo y 

CD4+ y CD8+ de bazo. Se estudió la expresión de En2 mediante el uso de oligonucleótidos 

interexónicos específicos, usando como controles cDNAs de células madre embrionarias de 

ratón y de cabeza embrionaria de ratón de día 16 (E16). 

 

 

Figura 4- 9. En2  se expresa en el desarrollo de los linfocitos T. En el primer carril, RT-PCR 
de mEn2, en el segundo carril se muestran las actinas de las mismas muestras como control, y el 
tercer carril muestra la hibridación del primer carril con una sonda dirigida contra mEn2 mediante la 
técnica de southern blot. 

 

Como se puede observar en la Figura 4-9,  Engrailed-2 se expresa en timocitos 

dobles positivos y CD8 SP y en linfocitos T CD8+ en el bazo. Para confirmar que el 

producto detectado se trataba de Engrailed-2 se clonó y secuenció el producto de PCR 

obtenido del control positivo de cabeza embrionaria de ratón (E16). Una vez verificado que 

la secuencia corresponde al gen En2 de ratón, se utilizó como sonda en la técnica de 

Southern blot contra los productos de PCR. 
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4.2.2.2 EN2 se expresa durante el desarrollo linfoide T humano 

Con el objetivo de confirmar en humanos el resultado de la expresión de En2 

observado en ratón, se realizó el mismo tipo de experimento usando en este caso 

muestras de timocitos humanos y de gliomas de pacientes humanos como control positivo 

de expresión de hEN2.  

El producto de PCR obtenido de las muestras de glioma se clonó y secuenció para 

verificar que se trata de hEN2 y se utilizó posteriormente como sonda en un ensayo de 

southern blot para confirmar la expresión en las muestras de timo. Con este método, 

aunque los oligonucleótidos interexónicos diseñados para detectar hEN2 generaron un 

producto muy poco visible (mediante tinción de los geles de agarosa con bromuro de 

etidio) por RT-PCR en muestras de timocitos, la hibridación con sonda específica permitió 

detectar la expresión de bajos niveles de ENGRAILED-2 en DP de timo humano. 

 

Figura 4- 10. En2 se expresa en el desarrollo de los linfocitos T humanos. En el 
primer carril se muestra la RT-PCR de hEn2, en el segundo carril, como control, la expresión 
de GADPH, y en el tercer carril se muestra la hibridación del primer carril con una sonda 
dirigida contra hEn2 mediante la técnica de southern blot. 

 

4.2.2.3 En1 no se expresa durante el desarrollo linfoide T de ratón 

En vertebrados existen dos homólogos de Engrailed, 1 y 2. Dado que durante el 

desarrollo del sistema nervioso En1 y En2 tienen funciones redundantes allí donde se 

expresan ambos, se analizó si Engrailed-1 también se expresaba durante el desarrollo de 

los timocitos. (Figura 4-11) 
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Figura 4- 11. En1 no se expresa en el desarrollo de los linfocitos T. En el primer carril, RT-PCR 
de mEn1, en el segundo carril se muestra la hibridación del primer carril con una sonda dirigida contra 
mEn1 mediante la técnica de southern blot, y en el tercer carril se muestran las actinas de las mismas 
muestras como control. 

 

Como podemos observar en la figura 4-11 no se detectó expresión de En1 en las 

diferentes poblaciones analizadas mediante PCR. Para confirmar la ausencia de expresión 

de este homólogo se clonó y secuenció el producto obtenido en dicha PCR del control 

positivo de cabeza embrionaria de ratón (E16). Una vez verificado que la secuencia 

corresponde a mEn1 se utilizó como sonda en la técnica de southern blot contra los 

productos de PCR anteriores, confirmándose que En1 no juega un papel en el desarrollo 

de los linfocitos T. 

 

4.3 Estudio del Papel de Engrailed 2 en el Desarrollo 
Hematopoyético 

4.3.1 Estudio de la Hematopoyesis en Ratones En2
-/-

 

Un vez confirmada la expresión de En2 tanto en los linfocitos T humanos como 

murinos, se procedió a continuación a estudiar la función de En2 en la hematopoyesis. 

Para los estudios relacionados con la perdida de función de En2 se utilizó un modelo 

murino que se desarrolló en el laboratorio de Alexandra Joyner y se publicó en 1991 

(Joyner et al., 1991). El modelo en concreto se nombró inicialmente como En2HD (por 

homeobox deletion o En2-/- en adelante) y el nombre del alelo mutante según la 

nomenclatura internacional es En2tm1Alj, en el cual 300 bp del intrón y 700 bp del segundo 

exón (correspondiente al homeodominio y al extremo C-terminal de En2) fueron 
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sustituidos por una secuencia que incluía el promotor de la β-actina humana seguida de la 

resistencia a neomicina (Figura 4-12) Dicha eliminación del dominio homeobox elimina la 

función de unión al DNA de la proteína y genera por tanto un alelo nulo, lo cual ha sido 

confirmado en numerosas publicaciones que han caracterizado el fenotipo 

(fundamentalmente en el sistema nervioso central) de este ratón, desde su generación en 

1991.  

 

 

Figura 4- 12. Estructura de la proteína En2 y el loci wild type y mutado. La imagen de la proteína 
esquematiza la presencia de los 4 dominios conservados de En2, en donde los 60 aminoácidos 
correspondientes al dominio homeobox están indicados. La flecha indica la posición del intrón. Tanto el locus 
wild type como el locus mutado se muestran los exones como cajas en donde la parte rayada indica la 
secuencia codificante. Dentro de ésta, en el 2º exón del locus WT se identifica la secuencia codificante para el 
homeobox mediante una barra negra. En el locus mutado dicha parte ha sido intercambiada por el gen de 
resistencia a la neomicina (neo) precedido de la región promotora (Pr) de la β-actina humana. Tomada de 
Joyner, A. L., Herrup, K., et al. (1991).  

 

 

Durante el desarrollo embrionario la pérdida funcional de En2 no causa problemas, 

debido fundamentalmente a la redundancia funcional entre En1 y En2, y sólo en aquellos 

órganos en donde sólo En2 sea expresado sí aparecen anomalías, como ocurre en el 

cerebelo adulto. Los ratones En2-/- presentaban alteraciones morfológicas en el cerebelo al 

compararlos con los ratones heterocigotos y wild type. A pesar de ello, no tienen graves 

problemas de ataxia ni de coordinación de movimientos en diversas situaciones como la 

natación o  balanceo. Hasta el momento no hay, según la información de que nosotros 
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disponemos, estudios publicados en los que se analice el desarrollo hematopoyético de los 

ratones En2-/-. 

 

4.3.1.1 Los ratones En2-/- presentan un timo de menor tamaño 

En la figura 4-13 se muestran las diferencias observadas respecto al tamaño del 

timo, órgano que fue pesado sistemáticamente en el momento de su disección. La 

existencia de dimorfismo sexual respecto al tamaño del órgano, que a su vez varía entre 

las diferentes cepas de ratones (Dunn, 1954; Peleg and Nesbitt, 1984), junto a la variación 

del tamaño del timo con la edad, hace que los grupos a comparar deban de ser muy 

homogéneos en cuanto a sexo y edad. De esta manera, se pueden apreciar diferencias 

consistentes en el tamaño del timo entre los dos tipos de ratones.  

 

Figura 4- 13. Disminución del peso del timo en los ratones En2-/ -. A) Se muestran dos fotos 
representativas de los timos de ratones machos control y En2-/- de la misma edad (4 meses), al mismo 
aumento, en las que se puede apreciar el menor tamaño del timo en los animales mutantes. B) Resumen 
gráfico de las diferencias en los pesos de los timos entre ratones control y ratones En2-/-, tanto machos como 
hembras y en función de la edad. Las barras representan la desviación estándar.  
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4.3.1.2 Ausencia de alteraciones visibles en el desarrollo hematopoyético en ratones 

En2‐/‐ durante la embriogénesis a día E16.5 

Para estos estudios se usaron hembras jóvenes (6-8 semanas) preñadas que se 

encontraban en el día 16 postcoital (estadio E16.5) y se analizaron todos los embriones de 

la camada, genotipándose mediante PCR cada uno de los embriones. Los órganos 

analizados fueron el timo y el hígado fetal, que es en ese estadio el órgano 

hematopoyético fundamental. Los resultados del estudio se muestran en las Figuras 4-14 y 

4-15.	Figura 4- 14 Análisis 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4- 15 Análisis de 
poblaciones tímicas 
durante el desarrollo 
embrionario del ratón 
En2-/- a día E16.5. Tanto 
en la representación de 
CD44 frente a CD25 como 
en la de cKit frente a CD44, 
no se observan 
anormalidades 
hematopoyéticas durante el 
desarrollo embrionario de 
los timocitos en las distintas 
etapas de los dobles 
negativos (DN). Para el 
coctel de linaje se usó anti-
B220, anti-CD4, anti-CD8, 
anti-Mac1, y anti-Gr1. 
Tampoco se observan 
diferencias en las 
poblaciones usando los 
marcadores CD4 y CD8.  
 

LIN ‐

CD45+

LIN ‐



CAPÍTULO	4:	RESULTADOS	
 

  78 

 

 

Figura 4- 16 Análisis de poblaciones en hígado fetal durante el desarrollo 
embrionario del ratón En2-/-.  En la parte superior se ha usado una tinción B220 vs cKit, 
en donde no se observan anormalidades hematopoyéticas durante el desarrollo embrionario 
de la serie linfoide B a nivel de linfocitos pro-B, y tampoco en aquellas poblaciones más 
maduras B220+ CD19+ representadas en la parte inferior. 

 

 

De los análisis de citometría realizados por lo tanto podemos concluir que los 

ratones En2-/- presentan un desarrollo aparentemente normal para las poblaciones 

estudiadas durante la etapa embrionaria. 

LIN ‐ 

LIN ‐ 
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4.3.1.3 Ausencia de alteraciones visibles en el desarrollo hematopoyético en ratones 

En2‐/‐ adultos. 

 

Para el análisis mediante citometría de flujo se sacrificaron ratones jóvenes (6-8 

semanas) junto con ratones de tipo silvestre de la misma edad, analizándose diferentes 

tejidos hematopoyéticos como son: timo, bazo, nódulos linfáticos, médula ósea y sangre 

periférica. Resultados representativos de los análisis realizados los ratones En2-/- se 

muestran en las figuras 4-16 a 4-20.  

 

 

Figura 4- 17. Análisis mediante citometría de flujo de las células madre hematopoyéticas (LSK) 
en ratones En2-/-. Se representan como Sca1+ cKit+ dentro de la población Lin-. (Lin: anti-B220, anti-CD19, 
anti-CD4, anti-CD8, anti-CD3e, anti-ter119, anti-Mac1, anti-Gr1). 
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Figura 4- 18. Análisis mediante citometría de flujo del desarrollo del linaje B en médula 
ósea de ratones En2-/-. A) Estadio pro-B (B220int cKit+). B) Estadio pre-B (B220int IgM- CD25+). C) Se 
muestra la diferenciación entre células “large” pre-B  y “small” pre-B dentro de la población B220int IgM- 
CD25+ mostrada en el panel B. D) Se muestra el conjunto de las poblaciones pro- y pre-B (B220int IgM-), los 
linfocitos inmaduros (B220int IgM+)  y la población de linfocitos B recirculantes (B220HIGH IgMlow). 
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Figura 4- 19. Análisis mediante citometría de flujo del linaje B en la periferia de ratones En2-/-. A) 
Linfocitos B presentes en sangre periférica (B220+ IgM+). B) Estadios inmaduros (IgM+ IgDlow)  y maduros 
(IgMlow IgD+) de linfocitos B presentes en el bazo.  C) Linfocitos foliculares (CD21low CD23+) y de la zona 
marginal (CD21+ CD23low/-) del bazo. D) Linfocitos B maduros presentes en nódulos linfáticos. 
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Figura 4- 20. Análisis mediante citometría de flujo del linaje T en el timo y en la periferia de 
ratones En2-/-. A) Se representan en las gráficas de CD4 frente a CD8 (previamente seleccionados como 
B220-) los linfocitos inmaduros DN (CD4- CD8-) y DP (CD4+ CD8+), junto con las poblaciones maduras de SP-
CD4 y SP-CD8. B) Se muestran las diferentes etapas de desarrollo dentro del estadio de DN en el timo, 
diferenciandose en DN1, DN2, DN3, y DN4 representandose como CD25 frente a CD44 dentro de la población 
Lin- ,usando para ello un coctel de linaje (Lin; anti-B220, anti-CD4, anti-CD8, anti-Mac1, y anti-Gr1). C) y D) 
muestran la distribución de linfocitos T maduros en bazo y sangre periférica respectivamente. 
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Figura 4- 21. Análisis mediante citometría de flujo de células 
mieloides en ratones En2-/-. A) Se muestran las poblaciones de 
granulocitos (Mac1+ Gr1+) y macrófagos (Mac1+ Gr1int) presentes en la médula 
ósea de ratones En2-/- . B) Se Observa la población granulocítica en bazo. 

 

Los resultados mostrados parecen sugerir que no se detectan alteraciones 

significativas en la distribución de las distintas poblaciones hematopoyéticas analizadas en 

los ratones En2-/-. 

 

4.3.2 Estudios funcionales de los linfocitos en ratones En2‐/‐ 

4.3.2.1   Formación normal de centros germinales en ratones En2‐/‐ tras inmunización 

con un estímulo dependiente de linfocitos T 

Con el fin de estudiar si los linfocitos T de los ratones En2-/- son funcionales para la 

formación de una respuesta inmune, se analizó en primer lugar la capacidad de inducir la 

formación de linfocitos B de centro germinal en respuesta a un estímulo antigénico 

dependiente de linfocitos T. Para ello, se inyectaron eritrocitos de cordero 

intraperitonealmente en ratones En2-/- y en ratones control, y se analizaron por citometría 
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los esplenocitos a los diez días de la inyección (ver apartado 3.1.4.2.1). Los datos que se 

recogen en la Figura 4-21 indican que los ratones En2-/- son capaces de reaccionar frente 

los eritrocitos de cordero formando centros germinales evidentes por citometría de flujo 

(Fas+B220+ y Fas+GL7+) a los 10 días de la inyección. 

 

 

Figura 4- 22. Formación de centros germinales por reacción frente a eritrocitos de 
cordero inyectados intraperitonealmente. La formación de reacción de centros germinal, 
detectable por la aparición de células B FAS+, GL7+, tiene lugar en ratones En2-/-  (3ª columna) al 
igual que los ratones control inmunizados (columna central). Se muestra también un control sin 
inmunizar.  

 

4.3.2.2    La producción de citoquinas específicas de linfocitos T en esplenocitos 

activados presenta niveles prácticamente normales en los ratones En2‐/‐ 

Para evaluar la capacidad de respuesta funcional de los linfocitos T se evaluó la 

capacidad de producción de citoquinas específicas tras la activación de los mismos. Para la 

activación de los linfocitos T se partió de esplenocitos que fueron incubados con un 
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inductor químico (PMA e ionomicina) que activa linfocitos in vitro, junto con un inhibidor 

del transporte proteínico en el aparato de Golgi (Brefeldina A) (ver apartado 3.1.4.2.2). 

Posteriormente se detectó la acumulación de las citoquinas mediante citometría de flujo 

por tinción intracelular, utilizando anticuerpos específicos contra las citoquinas 

interleukina-2 (IL-2), interferón gamma (INFγ), y factor de necrosis tumoral alfa (TNFα), 

junto con anticuerpos de superficie de linaje; anti-B220, anti-CD4, y anti-CD8. Los 

resultados, que se recogen en las Figuras 4-22 y 4-23, demuestran que no existen 

grandes diferencias en la capacidad de respuesta de los linfocitos T mediada por las 

citoquinas estudiadas. 

 

Figura 4- 23. Producción de diferentes citoquinas tras la activación de linfocitos CD4-SP mediante 
PMA e inomicina. En el panel de la izquierda se observan los controles de las tinciones intracelulares en 
ratones En2-/- y ratones control. Control negativo (arriba), y marcados con un anticuerpo que actúa como 
control de isotipo (abajo). En el panel de la derecha se observan los porcentajes de linfocitos T CD4 
productores de citoquinas. Las tinciones se realizaron con anticuerpos anti-IL2(PE), anti-INF(PE), anti-
TNF(PE), y anti-CD4 (FITC) 
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Figura 4- 24. Producción de diferentes citoquinas tras la activación de linfocitos CD8-SP mediante 
PMA e inomicina. En el panel de la izquierda se observan los controles de las tinciones intracelulares en 
ratones En2-/- y ratones control. Control negativo (arriba), y marcados con un anticuerpo que actúa como 
control de isotipo (abajo). En el panel de la derecha se observan los porcentajes de linfocitos T CD8 
productores de citoquinas. Las tinciones se realizaron con anticuerpos anti-IL2(PE), anti-INF(PE), anti-
TNF(PE), y anti-CD8 (APC) 
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4.3.3 Estudio del mecanismo molecular de acción de en2 en el desarrollo 
linfoide T 

4.3.3.1 Los linfocitos T de ratones En2-/- presentan alteraciones en su patrón de 
expresión génica. 

Con el fin de conocer el papel que En2 pueda estar desempeñando a nivel 

molecular durante el desarrollo y/o función de los linfocitos T, se procedió a comparar 

mediante microarrays de cDNA el transcriptoma de dos de las poblaciones en que se 

expresa En2, entre ratones WT y ratones En2-/-. Para ello se purificaron mediante 

citometría de flujo las poblaciones de DP del timo y de linfocitos T CD8+ del bazo, tanto de 

ratones controles como experimentales, y se procesaron tal y como se describe en el 

apartado 3.1.5. Un esquema de los resultados obtenidos para cada una de las poblaciones 

se muestra en las Figuras 4-24 a 4-28. Los resultados muestran que existen diferencias 

consistentes en los patrones de expresión génica en los linfocitos T en ausencia o en 

presencia de En2. 
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La lista de genes identificados en los arrays se muestra a continuación en la Figura 

4-28: 

Up-Regulados Down-Regulados 
CD8 DP CD8 DP 

Aslx1 btbd12 
(Slx4) aldoa abi3 

Atf7ip cd63 anxa2 agtrap 
atrx cenpn aqp6 arhgap1 
Brf2 dhx34 arsb arv1 
cdk2 golga7 asns atp6v1b2 

cep350 hcn1 b9d2 chic2 
cflar hsp90ab1 capza2 cyp4f39 
ddb2 insl6 cbfa2t3 derl1 

ezh2 Ltn1 
(rnf160) ccl26 dtx4 

fam3c ncaph2 cd24a ei24 
fbxl17 nhp2l1 chac1 eif2ak3 
grk4 nkain2 cnrip1 eif2c2 
hint3 osbpl8 copz1 fnta 

hist1h4b oxct2 coro1c foxp4 
Hmgb1 pbrm1 dusp9 glipr1 

Ltn1 
(Rnf160) peli1 elf5 gnb4 

mex3b phgdh erh gpr89 
Myo9a plp2 fgfr1 grp65 

ncln prc1 gapdh kpna6 
nebl prim2 gltscr2 lsmd1 
nek3 psd5a grik3 mrpl33 
olfr68 rad50 hspbp1 mrps2 
plk1 rcf3 irf8 nebl 

ppm1b retsat isg15 pacs1 
ralgps1 rfc1 kcng3 phka2 
Rpl27A Rps23 kcnk6 polr2c 
Rpl29 sae1 lep rit1 
Rsf1 safb2 mrto4 rpl29 
setx scnm1 naa38 rpp38 
Slfn3 slc7a11 ndufa6 rxfp1 

Smap1 spag1 ndufb10 sar1b 
Socs4 tubbb2 nlrc5 senp3 
spef2  nlrc5 slc1a5 
spopl  nrgn spread2 
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Up-Regulados Down-Regulados 
CD8 DP CD8 DP 

tesk2  pcdh17 spred2 
tet1  ppbp srgn 

tfdp2  rbl1 stk16 
Tmx2  rfc5 tmod4 
tnrc6b  rfwd2 yaf2 
upf2  rpl27 znf260 
xiap  rpl38 znf619 

zfp420  rps23 zyx 
zfyve21  sfrp1  zmym3  slc6a4  

  snrpa  
  socs1  
  stag3  
  stard8  
  surf1  
  tifab  
  tmem37  
  wfikkn2    wnt6  

 

Figura 4- 29. Lista de genes identificados como diferencialmente expresados en timocitos DP y 
esplenocitos CD8+ de ratones En2-/ -.  

 

 

4.3.4 Generación de un modelo de sobreexpresión de en2 en linfocitos T 

4.3.4.1 Generación del modelo transgénico Lck-En2 

La segunda aproximación experimental que utilizamos para estudiar la función de 

En2 en el sistema hematopoyético fue la generación de un modelo de sobreexpresión de 

En2 en linfocitos T. Con este fin se clonó el cDNA de mEn2 bajo el control del promotor 

proximal del gen Lck, cuya expresión fisiológica está restringida a linfocitos T (Chaffin et 

al., 1990; Garvin et al., 1990; Lewis et al., 1991; Sartor et al., 1989; Shimizu et al., 2001; 

Yu et al., 2002). El transgén final contiene además un IRES  (Internal Ribosomal Entry 

Site, que permite la creación de un RNA mensajero bicistrónico) seguido de la versión 

truncada de la proteína humana CD2 (hCD2t) carente de la cola citoplasmática (y por lo 

tanto de función) y que sirve como marcador de la expresión ectópica del transgén.  
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La construcción de los plásmidos requeridos y la generación de los animales se 

llevaron a cabo según se describe en el apartado 3.1.6. La figura 4-29 muestra el 

genotipado de los cuatro ratones fundadores obtenidos tras la microinyección 

 

 

Figura 4- 30. PCR de genotipado de los ratones nacidos tras la microinyección de LCK En2 . Se 
pueden ver los 4 fundadores que portan el transgén. 
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“La ciencia, a pesar de sus progresos 
increíbles, no puede ni podrá nunca 

explicarlo todo. Cada vez ganará nuevas 
zonas a lo que hoy parece inexplicable. 
Pero las rayas fronterizas del saber, por 

muy lejos que se eleven, tendrán siempre 
delante un infinito mundo de misterio”. 

             
    Gregorio Marañón
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5.1 Metilación diferencial de islas CpG en la progresión de la 
CML in vivo 

En los procesos tumorales confluyen numerosos tipos de alteraciones de la biología 

celular normal, cuya combinación da como resultado una desregulación de los controles de 

proliferación y muerte celular (Hanahan and Weinberg, 2000, 2011). No obstante, estas 

propiedades las comparten tanto los tumores benignos como los malignos (Lazebnik, 

2010). Una de las propiedades biológicas que caracterizan los procesos malignos es la 

alteración de la diferenciación de las células tumorales. Como se ha descrito en la 

Introducción, la leucemia mieloide crónica es una enfermedad que, por su naturaleza 

bifásica, constituye un modelo ideal para el estudio de la progresión tumoral, dado que es 

posible analizar las alteraciones que se producen a medida que ocurre la evolución de la 

enfermedad, y en qué forma contribuyen a la misma (Melo and Barnes, 2007). La fase 

crónica se caracteriza por una alteración proliferativa que conlleva la generación de un 

exceso de células mieloides, fundamentalmente en los órganos hematopoyéticos, pero 

también en otros tejidos, como por ejemplo el hígado.  

Esta alteración proliferativa es directamente dependiente de la actividad quinasa de 

la proteína de fusión BCR-ABLp210, y puede ser controlada parcialmente mediante 

terapias dirigidas que atacan específicamente esta actividad (Druker, 2008; Savona and 

Talpaz, 2008). En la fase crónica no existen alteraciones de la diferenciación celular, por lo 

cual las células se diferencian y mueren de manera normal. La transición a la crisis blástica 

surge como consecuencia del daño genético acumulado durante la expansión proliferativa 

incontrolada, sostenida durante años de fase crónica (Calabretta and Perrotti, 2004). El 

signo clínico de la crisis blástica es la aparición de un bloqueo en la diferenciación celular 

en algún linaje hematopoyético que se manifiesta con la aparición de estadios celulares 

inmaduros (blastos) de dicho linaje. La crisis blástica es la fase final de la evolución 

tumoral y supone la muerte del paciente (ver Figura 5-1). La mayor parte de las crisis 

blásticas son mieloides (acumulación de precursores mieloides, en un 70% de los casos) o 

linfoides B (20-30 % de los casos) (Swerdlow et al., 2008), y sólo en un número muy 

reducido de casos aparecen crisis blásticas linfoides T (Advani et al., 1991; Cervantes et 

al., 1991). Dadas estas características, la LMC proporciona un modelo ideal para 

diseccionar la progresión tumoral, ya que la disociación temporal entre la alteración 

proliferativa y el bloqueo de la diferenciación nos permite estudiar de forma independiente 

cuáles pueden ser las causas moleculares de este último fenómeno.  
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Figura 5- 1. Progreso de la leucemia mieloide crónica. En la fase crónica se produce una desregulación 
de la maquinaria de la metilación, de forma que se va acumulando metilación aberrante en las islas CpG, lo 
que, con el tiempo, conduce a la formación de un “knockout epigenético” que inactiva algún factor que es 
necesario para la diferenciación de algún linaje hematopoyético. Esto causa un bloqueo en dicho linaje y lleva 
a la crisis blástica con acumulación de células indiferenciadas (ver texto para más detalles).  

 

La hematopoyesis está finamente regulada por el equilibrio entre distintos factores 

de transcripción y reguladores epigenéticos que determinan los programas de expresión 

génica de cada uno de los diferentes linajes de la sangre. Cualquier desregulación de esta 

delicada maquinaria conduce a un desarrollo hematopoyético anormal. Modelos 

experimentales “knockouts” de ratón han demostrado que la ausencia de distintos factores 

de transcripción causa un bloqueo en la diferenciación  en el primer punto del desarrollo 

hematopoyético en el que dicho factor es requerido (Orkin, 2000; Orkin and Zon, 2008). 

Por ello, y en función de todo lo expuesto, es razonable suponer que la crisis blástica 

surge como consecuencia de la pérdida de expresión de genes (“knockouts” naturales) 

que son necesarios para la correcta diferenciación hematopoyética, y que esta pérdida de 

función génica va a ser la responsable de la acumulación de las formas inmaduras que 

caracterizan la crisis blástica.  
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De entre los posibles mecanismos moleculares que pueden producir estos 

“knockouts” naturales que de manera inexorable llevan a la CB, nosotros pensamos que la 

metilación del DNA es el mejor candidato ya que i) es un proceso biológico que acompaña 

a la proliferación celular, característica de la fase crónica de la LMC y ii) puede explicar la 

inactivación sistemática y aleatoria de los 2 alelos de un mismo gen no esencial con el fin 

de configurar un “knockout” natural que definiría una CB mieloide o linfoide. La 

hipermetilación de las islas CpG es una de las principales causas de inactivación génica en 

el proceso tumoral, como ya se ha descrito en la Introducción (Esteller, 2008; Esteller et 

al., 2002; Rodriguez-Paredes and Esteller, 2011). Este fenómeno ha sido investigado 

fundamentalmente en el contexto de la inactivación de los principales genes supresores 

tumorales (p53, p16, RB, VHL) en modelos secuenciales de cánceres de origen epitelial, 

pero también se han descrito ejemplos en tumores hematológicos, incluyendo la leucemia 

mieloide aguda (Kroeger et al., 2008), la leucemia linfoblástica aguda (Kuang et al., 2008; 

Takeuchi et al., 2011) y la leucemia linfática crónica (Kanduri et al., 2010; Liu et al., 2006; 

Rush et al., 2004). Así, por ejemplo, la hipermetilación de p15INK4B se ha descrito tanto 

en leucemias agudas como en síndromes mielodisplásicos  (Cameron et al., 1999; Herman 

et al., 1997). En leucemias linfoblásticas agudas y en linfoma de Burkitt se ha encontrado 

que el gen p73 se silencia transcripcionalmente por metilación de su isla CpG (Corn et al., 

1999; Kawano et al., 1999). En el caso de la LMC, numerosos estudios han identificado 

varios genes cuyo estado de metilación varía con la enfermedad, por ejemplo el gen de la 

calcitonina (Nelkin et al., 1991), el del receptor de estrógenos (Issa et al., 1996),  el gen 

HIC1 (Issa et al., 1997), el de la cadherina-13 (Roman-Gomez et al., 2003), genes del 

complejo HOXA (Strathdee et al., 2007) u otros (Jelinek et al., 2011). Sin embargo, la 

mayoría de estos estudios parten, o dependen en gran medida, del estudio de líneas 

celulares de LMC, como la línea K562 (Lozzio and Lozzio, 1975), y es un hecho bien 

descrito (Antequera et al., 1990) y corroborado por nuestros propios resultados (ver más 

adelante) que las líneas celulares presentan altos grados de metilación en las islas CpG de 

todos aquellos genes que no son necesarios para la viabilidad celular en cultivo. Por otra 

parte, hasta ahora no se ha establecido en ningún caso si las alteraciones descritas tienen 

algún tipo de consecuencia en el desarrollo de la enfermedad, o son más bien potenciales 

marcadores de progresión leucémica. 

Por el contrario, nuestra hipótesis sugiere que la identificación de los genes 

metilados en el curso de la progresión de la LMC a la CB podría ser una fuente para 

identificar i) genes responsables del bloqueo de la diferenciación, determinando el fenotipo 
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de la CB y, al mismo tiempo, ii) identificar genes importantes para el desarrollo 

hematopoyético. 

En nuestro estudio se han identificado un total de 539 clones de la genoteca de 

islas CpG, correspondientes a regiones CpG que se han metilado en la progresión a la 

crisis blástica. Este resultado se corresponde aproximadamente con el cálculo derivado del 

uso del método de RLGS (“restricition landmark genomic scanning”, un método basado en 

la diferente susceptibilidad del DNA genómico frente a determinados enzimas de 

restricción en función de su estado de metilación) (Costello et al., 2000). Dicho estudio 

demuestra que una media de 600 islas CpG se metilan de manera aberrante en distintos 

tipos de tumores humanos, incluyendo tumores en estadios primitivos (Costello et al., 

2000). Se ha sugerido que el patrón de metilación, aunque aberrante, no es aleatorio, sino 

que distintos mecanismos, como la presión selectiva durante el crecimiento tumoral, o 

distintas susceptibilidades individuales de cada isla CpG pueden influenciar los patrones de 

metilación tumoral. Por otra parte, también se ha demostrado, en el caso de leucemias 

mieloides agudas, que la metilación aberrante es consecuencia directa de la desregulación 

de la maquinaria celular de control del proceso de metilación. De esta forma, parecería 

que  la metilación, en lugar de estar limitada a genes concretos, ocurriría de forma 

generalizada (Melki et al., 1999). Esta cuestión está directamente relacionada con la 

naturaleza del mecanismo implicado en la desregulación de la actividad de metilación en 

tumores, un proceso que es básicamente desconocido. Cada vez está más claro, sin 

embargo, que la metilación aberrante de islas CpG específicas refleja una pérdida global 

de la protección que las islas presentan frente a la metilación, lo cual sugeriría un cambio 

en los factores que regulan los patrones generales de metilación del DNA (Jones and 

Laird, 1999). Se han descrito incrementos en la expresión de la DNA-metiltransferasa-1 en 

tumores de colon (el-Deiry et al., 1991), de pulmón (Belinsky et al., 1996) y en leucemias 

(Melki et al., 1998). Esto sugeriría que una actividad desregulada de las DNA-

metiltransferasas, sostenida durante años de desarrollo tumoral, llevaría finalmente a la 

represión de genes necesarios para la diferenciación. De hecho, la mayor parte de las 

líneas celulares tumorales analizadas en la bibliografía (Antequera et al., 1990) y en el 

presente trabajo, presentan una metilación masiva de todos aquellos genes que no son 

estrictamente necesarios para su supervivencia en cultivo, indicando que la metilación 

afecta a todo el genoma y sólo la selección del medio determina que ciertos genes 

permanezcan como no metilados en una población celular. Por lo tanto, la aparición de un 

pequeño grupo de genes metilados en varios tipos tumorales implicaría que confieren una 
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cierta ventaja selectiva, más que una mayor tendencia de esas secuencias a ser metiladas. 

El resto de los genes que parecen metilados de forma inespecífica serían en realidad 

“ruido de fondo” del incremento inespecífico de la metilación global (Costello et al., 2000). 

En el caso de la LMC, los genes que confieren una ventaja selectiva serían aquellos 

que causan un bloqueo en la diferenciación celular. Este efecto podría ser debido, bien a la 

pérdida de expresión de un único gen (por ejemplo, un factor de transcripción) o bien a 

una desregulación del equilibrio entre los niveles de expresión de varios genes que se 

requieran para un determinado proceso. En este contexto, como discutiremos en detalle a 

continuación, en este trabajo se han identificado, como genes que se metilan en la 

progresión de LMC a crisis blástica, varios genes que contienen homeodominios y 

participan en la regulación de la expresión génica, como son HOXA1, HOXC13 y EN2. No 

sólo esto, sino que la validación usando el método del bisulfito ha confirmado que estos 

genes se encuentran metilados también en otros tipos de leucemias, como las 

linfoblásticas agudas y (aunque este resultado era de esperar, como ya se ha mencionado) 

en líneas celulares leucémicas humanas. 

Una vez aislados los 539 clones, se procedió a su secuenciación y análisis, con el 

fin de identificar los genes con los que están asociados utilizando el programa BLAST 

(Altschul et al., 1990). 217 clones (36.6% del total) presentaban más de un 98% de 

homología con regiones localizadas en genes que codifican proteínas de función ya 

conocida. Estos 217 genes se clasificaron en base a sus funciones, previamente descritas 

en la bibliografía, definiendo 7 grupos de funciones (un mismo gen puede estar asociado a 

más de una función) (ver Figura 4.2 y Apéndice I): 1) genes de expresión constitutiva, 

implicados en funciones metabólicas y estructurales básicas; 2) genes implicados en los 

procesos de diferenciación celular; 3) genes implicados en los procesos de control de la 

proliferación o el ciclo celular; 4) reguladores transcripcionales; 5) reguladores 

epigenéticos; 6) genes que han sido descritos como involucrados en procesos tumorales y 

7) otras funciones (por ejemplo, genes con funciones específicas en algún tipo celular 

diferenciado concreto). El restante 43,4% de las secuencias, correspondientes a los otros 

322 clones identificados, aparecen en regiones intergénicas y no parecen estar 

directamente relacionadas con ningún gen identificado hasta la fecha. En nuestro análisis 

hemos identificado numerosas secuencias metiladas que no se corresponden con el 

“centro” de la isla propiamente dicha, sino con regiones adyacentes a la misma, bien 

situadas en el extremo 5’ o en el 3’, y de un tamaño medio de 0.5 kb. Un fenómeno 

similar había sido ya descrito en otro trabajo en el que se usó la columna de HMBD para 
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separar DNA metilado de adenocarcinomas de pulmón (Shiraishi et al., 1999). En este 

estudio se encontró que, de más de 1000 clones analizados, sólo 60 contenían fragmentos 

de más de 0.8kb y muchos de ellos no eran verdaderas islas en función de su punto de 

fusión. Recientemente se ha descrito, mediante estudios genómicos, la existencia de lo 

que se han denominado “CpG island shores” (literalmente “orillas de las islas CpG”), 

regiones situadas en los extremos o la periferia de las islas (hasta 2 kb) y en las que la 

densidad de los pares CpG va decayendo con respecto a la que existe en el centro de la 

isla (Irizarry et al., 2009). Desde su descripción inicial, se ha comprobado que muchos de 

los cambios con consecuencias relevantes para el control de la expresión génica, tanto en 

tumores como en desarrollo normal, se producen en las “CpG island shores”. Así, en 

cáncer de colon se ha encontrado que la mayor parte de la metilación aberrante se 

concentra en las “CpG island shores” (hasta el 76% de la hipermetilación asociada a la 

progresión tumoral) (Hansen et al., 2011; Irizarry et al., 2009). Igualmente, en estudios 

de los cambios epigenéticos que tienen lugar durante el desarrollo hematopoyético 

normal, se ha descrito recientemente que los patrones de expresión génica se 

correlacionan mejor con la metilación diferencial al nivel de las “CpG island shores” que de 

las propias islas CpG (Ji et al., 2010). Otro aspecto interesante es que las regiones 

metiladas en el proceso tumoral se agrupan en sitios que también están implicados en la 

regulación epigenética del desarrollo normal y se metilan también de forma diferencial en 

el proceso de reprogramación hasta pluripotencia, lo cual refuerza el enlace entre 

metilación-desarrollo-cáncer-reprogramación (Doi et al., 2009; Irizarry et al., 2009).  

De esta manera, el análisis global de los datos obtenidos en nuestro screening nos 

permite concluir que: 

- Existe un proceso de metilación diferencial aberrante en la progresión desde la 

LMC a la crisis blástica, y que este proceso implica tanto islas CpG asociadas con genes 

como regiones estructural y funcionalmente menos definidas, pero que podrían con gran 

probabilidad corresponderse a las descritas con “CpG island shores”, en consonancia con 

lo descrito en la bibliografía. 

- De entre las islas asociadas a genes concretos, la metilación supondría la pérdida 

funcional de genes implicados en numerosas categorías, entre ellas la regulación de la 

diferenciación celular.  

- La identificación de determinadas islas metiladas de forma sistemática en la 

progresión leucémica nos ha permitido identificar genes que, hasta el momento, no habían 
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sido implicados en los procesos de diferenciación hematopoyética, validando de esta forma 

la hipótesis y la aproximación experimental empleadas. 

 

5.2 Metilación in vivo de genes homeobox en la progresión de 
la CML 

Las proteínas que contienen dominios homeobox u homeodominios son proteínas 

capaces de unirse a secuencias específicas de DNA en virtud de esta característica 

estructural y, en general, son reguladores de la expresión génica con papeles  esenciales 

en los procesos de diferenciación celular y desarrollo global del organismo. Una gran parte 

de los genes con homeodominios se agrupan en los clusters génicos HOX (4 clusters, de 

HOXA a HOXD); en humanos, comprenden 39 genes que forman la Clase I de genes con 

homeodominios (Cillo et al., 2001; Grier et al., 2005) y desempeñan un papel esencial en 

el establecimiento del patrón anteroposterior del organismo durante la embriogénesis. El 

resto de los genes que contienen homeodominios (hasta un total de casi 200 genes 

homeobox en el genoma humano, (Abate-Shen, 2002)) se agrupan dentro de la case II 

(divergentes, o no-HOX) y están dispersos a lo largo del genoma (Owens and Hawley, 

2002). Prácticamente todos ellos son reguladores transcripcionales, en virtud de su 

capacidad de unión al DNA. Muchos de los genes homeobox participan en el desarrollo 

hematopoyético a muy diversos niveles y hay numerosos estudios en los que se 

demuestra que tanto su sobreexpresión como su pérdida de función juegan papeles muy 

importantes tanto en desarrollo normal como tumoral (Abramovich and Humphries, 2005; 

Grier et al., 2005; Owens and Hawley, 2002). En el caso de las leucemias, la desregulación 

de la actividad de los genes homeobox está implicada en varios ejemplos, bien como el 

agente directamente causante (proteínas quiméricas de fusión del gen NUP98 con genes 

HOX como HOXA9, HOXC11, HOXC13 o HOXD13, ver (Grier et al., 2005)) o bien como un 

fenómeno secundario relacionado con la biología tumoral (Daser and Rabbitts, 2004; Ernst 

et al., 2004; Owens and Hawley, 2002; Soulier et al., 2005; Thompson et al., 2003). En 

este contexto, los genes homeobox podrían comportarse en ciertos contextos como 

supresores tumorales cuya pérdida de función contribuiría  a la progresión del proceso 

tumoral. La hipermetilación de islas CpG de genes homeobox en leucemias ha sido 

descrita anteriormente (Strathdee et al., 2007). Por ejemplo, HOXA4 se hipermetila y su 

transcripción se silencia en la leucemia linfática crónica (Strathdee et al., 2006). En el caso 

de la LMC, se ha asociado la hipermetilación de HOXA4 y HOXA5 con la progresión de la 

enfermedad, y la reintroducción de HOXA5 en células de crisis blástica induce la 
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reexpresión de marcadores de diferenciación granulocítica (Strathdee et al., 2007). En el 

presente trabajo hemos identificado y confirmado mediante secuenciación con bisulfito la 

hipermetilación de la isla CpG del gen HOXA1 humano. En otros estudios se ha descrito la 

hipermetilación de HOXA1 como un fenómeno asociado a la progresión tumoral en cáncer 

de mama (Selamat et al.; Strathdee et al., 2006), de pulmón (Tsou et al., 2007), de 

colédoco (Kim et al., 2007) o de estómago (Kang et al., 2008). Nuestros resultados, 

mostrados en la Figura 4.4, indican que hay un incremento progresivo de la metilación del 

fragmento de la isla CpG de HOXA1 analizado, desde las fases crónicas hasta las crisis 

blásticas. Esta hipermetilación se puede encontrar también en las leucemias linfoblásticas 

agudas estudiadas y en las líneas celulares leucémicas analizadas, lo cual, con la 

precaución que se necesita para interpretar los resultados procedentes de líneas celulares, 

parece sin embargo sugerir que, al igual que ocurre con los ejemplos de genes HOX 

anteriormente descritos, la metilación de HOXA1 es un proceso que afecta a varios tipos 

distintos de leucemias.  

Otro de los genes homeobox identificados en nuestro estudio es HOXC13. El patrón 

de expresión de Hoxc13 durante el desarrollo normal del ratón es muy definido y 

restringido a estructuras concretas, ya que se expresa en la uñas, en la cola, en la 

vibrisas, en las papilas filiformes de la lengua y en los folículos pilosos (Godwin and 

Capecchi, 1998). Es por ello que el fenotipo del ratón knockout para Hoxc13 es bastante 

menos grave que el de los genes HOX en general (que son letales en la embriogénesis), y 

los ratones Hoxc13-/- presentan alopecia y alteraciones en todas las estructuras, 

anteriormente descritas, en que se expresa en gen (Godwin and Capecchi, 1998). A pesar 

del hecho de que, por tanto, HOXC13 no parece tener tanta relevancia durante el 

desarrollo normal como otros de los genes HOX, sin embargo ha sido directamente 

implicado en leucemias mieloides agudas, en las que forma parte de la proteína quimérica 

NUP98-HOXC13 como consecuencia de la translocación t(11;12)(p15;q13) (La Starza et 

al., 2003; Panagopoulos et al., 2003).  El gen NUP98 forma fusiones quiméricas con varios 

genes HOX (hasta ocho distintos HOX han sido descritos, (Argiropoulos and Humphries, 

2007)), de forma que estas oncoproteínas contienen, por una parte, el dominio N-terminal 

de NUP98, lo que les confiere actividad transcripcional por el reclutamiento de los 

coactivadores CREB-BP y p300 (Kasper et al., 1999), y por otra, el dominio C-terminal de 

los HOX, que incluye el homeodominio y les confiere capacidad de unión al DNA 

(Argiropoulos and Humphries, 2007). Por tanto, existen evidencias sólidas que enlazan al 

gen HOXC13 con el desarrollo hematopoyético aberrante. Nuestros resultados indican que 
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la pérdida de función de HOXC13 debida a la hipermetilación de su promotor puede tener 

un papel en la progresión de la leucemia mieloide crónica. Efectivamente, como se puede 

apreciar en la Figura 4.6, la isla CpG de HOXC13 se hipermetila en la transición de la fase 

crónica a la crisis blástica. Aunque el incremento de la metilación desde los controles 

sanos hasta las crisis blásticas no es tan dramático como en el caso de HOXA1 o de EN2 

(Figura 4.8), sin embargo es aún apreciable, y los resultados se ven confirmados por la 

densa metilación que se observa en el caso de la leucemia linfoblástica aguda T analizada 

y, una vez más, por la completa metilación de la isla que se aprecia en las cinco distintas 

líneas celulares leucémicas analizadas. 

De esta manera, los resultados del análisis de la metilación de las islas de los genes 

HOXA1 y HOXC13, además de su propio interés intrínseco nos permiten concluir, a modo 

de “proof of principle”, que la aproximación experimental utilizada es adecuada para la 

identificación de reguladores de la diferenciación hematopoyética normal. 

 

5.3 Papel del gen Engrailed-2 en el desarrollo hematopoyético 

De entre los genes identificados en el screening, hemos decidido centrarnos en el 

estudio del papel del factor de transcripción Engrailed-2 en el desarrollo hematopoyético. 

Una de las razones de esta elección es que En2 es un gen que nunca se había descrito 

como implicado en el desarrollo hematopoyético, siendo nuestros resultados los primeros 

que sugieren su participación en este proceso. Además, es un gen con funciones bien 

caracterizadas en la regulación de la diferenciación y el desarrollo de otros sistemas del 

organismo, como discutimos más adelante, y existen numerosas herramientas genéticas y 

moleculares para su estudio. Finalmente, se da la circunstancia de que, en vertebrados, 

las principales funciones descritas hasta el momento para En2 tienen lugar en el desarrollo 

del sistema nervioso central (SNC), y está cada vez más aceptado (Terskikh et al., 2001) 

el hecho de que existen numerosas similitudes entre los genes y mecanismos moleculares 

que participan en el control transcripcional del desarrollo del SNC y los que controlan la 

diferenciación hematopoyética. No sólo eso, sino que muchos de los genes y proteínas que 

están relacionados funcionalmente con En2 en otros organismos o sistemas (por ejemplo, 

los genes Wnt, Pax o Hedgehog) tienen también funciones importantes descritas en el 

sistema hematopoyético. Todas estas evidencias hacían bastante plausible el que 

Engrailed-2 pudiese participar también en el desarrollo hematopoyético. 



CAPÍTULO 5: DISCUSIÓN 
 

 108 

Engrailed fue descrito inicialmente hace más de 70 años como una mutación 

espontánea en Drosophila melanogaster que causaba varias alteraciones en el desarrollo 

de los segmentos torácicos y las alas (Eker, 1929). Posteriormente se identificó como un 

gen homeobox que es crucial para el establecimiento y el mantenimiento de la 

compartimentalización durante el desarrollo de la mosca (Morgan, 2006; Simon and 

Alavian, 2009). El gen engrailed está implicado en la formación de patrones (Hidalgo, 

1998; Wurst and Bally-Cuif, 2001) y es esencial para el establecimiento de la polaridad 

anteroposterior de los segmentos en insectos (Ingham and Martinez Arias, 1992). Además, 

participa en neurogénesis (Condron et al., 1994) y en diferenciación neuronal (Marie et al., 

2000). Engrailed presenta dos homólogos en mamíferos, Engrailed-1 y Engrailed-2, 

clonados por su similitud con el gen de mosca, y que son muy importantes para el 

desarrollo del encéfalo y las extremidades. En el desarrollo embrionario temprano de 

ratón, a partir del día 8.5 poscoito, En1 y En2 se expresan en dominios restringidos en la 

zona de frontera entre el prosencéfalo y el mesencéfalo, que es la zona en la que surgirá 

el cerebelo (Davis et al., 1991; Davis and Joyner, 1988; Davis et al., 1988; Joyner et al., 

1991). Posteriormente su expresión se restringe a grupos celulares del colículo, la 

substantia nigra y el puente. En el cerebelo, En1 no se expresa, mientras que En2 se 

expresa de forma generalizada en el cerebelo embrionario y, postnatalmente, en células 

de las capas granulosa y molecular. En1 se expresa también en el ectodermo ventral de 

las yemas de las extremidades y en regiones del prosencéfalo, la médula espinal y las 

somitas (Wurst et al., 1994). En2 también se expresa en los arcos branquiales durante la 

embriogénesis (Davis et al., 1991; Davis and Joyner, 1988; Davis et al., 1988; Joyner et 

al., 1991). Los ratones knockout de En2 son viables y no muestran excesivos problemas 

motores. Sin embargo, tienen un cerebelo reducido y con un patrón de foliación alterado, 

especialmente en la región posterior del órgano (Joyner et al., 1991; Joyner et al., 1989; 

Millen et al., 1994). Por el contrario, los ratones knockout de En1 mueren al nacimiento y 

carecen de una amplia región del cerebelo y del colículo y numerosas malformaciones en 

las extremidades (Wurst et al., 1994). La viabilidad del mutante de En2 se explica porque 

solapa en la mayor parte de sus dominios de expresión con En1, excepto precisamente en 

el cerebelo, y los dos genes presentan redundancia funcional (Hanks et al., 1995). Aún es 

más, si se sustituye mediante knock-in el gen En1 por En2, el ratón es perfectamente 

funcional, lo cual indica que la diferencia entre En1 y En2 radica en sus diferentes 

patrones de expresión (Hanks et al., 1995). Yendo más allá, incluso se ha demostrado que 

el gen engrailed de Drosophila puede rescatar la mayor parte del fenotipo cerebral 

consecuencia de la falta de En1, en un ratón knock-in de engrailed en el locus En1, 
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demostrando el alto grado de conservación estructural y funcional de estas proteínas 

durante la evolución  (Hanks et al., 1998). 

 Desde el punto de vista molecular, el estudio de numerosos genes engrailed en 

diferentes taxones ha permitido definir la existencia de 5 regiones de homología de 

Engrailed (EHs), de las que EH4 comprende el homeodominio con capacidad de unión al 

DNA (Han and Manley, 1993). Las regiones EH1 y EH5 median la función de represión 

transcripcional, fundamentalmente EH1 al interaccionar con los correpresores de la familia 

Groucho (Jaynes and O'Farrell, 1991; Jimenez et al., 1997). Las regiones EH2 y EH3 se 

unen a otra proteína con homeodominios, PBX1 (Peltenburg and Murre, 1997), que 

posiblemente modula la actividad de Engrailed. En función de esta estructura, la actividad 

principal de las proteínas Engrailed es la represión transcripcional de numerosos genes 

para definir tipos celulares y estructuras concretas durante el desarrollo (Han and Manley, 

1993; Jaynes and O'Farrell, 1991; John et al., 1995). En el caso de Drosophila, son 

numerosos los genes de desarrollo que han sido descritos como genes reprimidos por 

engrailed, como por ejemplo cubitus interruptus, wingless o patched (Alexandre and 

Vincent, 2003). Engrailed también participa en la activación de importantes genes 

implicados en desarrollo, como pueden ser hedgehog o polyhomeotic, o incluso el propio 

engrailed. Sin embargo, y aunque no está bien claro todavía, parece ser lo más probable 

que esta activación sea un resultado indirecto de la represión de otros represores 

transcripcionales (Alexandre and Vincent, 2003). Además de todo lo expuesto, parece que 

Engrailed también puede actuar como un regulador de la traducción a proteínas, además 

de la transcripción, en virtud de su capacidad de interaccionar con el factor de elongación 

de la traducción eIF4E (Nedelec et al., 2004). Finalmente, se ha descrito que las proteínas 

engrailed pueden ser secretadas por algunas células e internalizadas por otras, 

probablemente asociadas a vesículas, y funcionar de esa manera como señales que 

establecen gradientes morfogenéticos, por ejemplo en la formación de las alas en 

Drosophila (Layalle et al., 2011), o guiando a los axones retinales en Xenopus (Brunet et 

al., 2005).  

Siendo, como hemos visto, unos genes de tanta relevancia en el desarrollo, resulta 

sorprendente que no se hayan descrito apenas ejemplos de la implicación de En1 y/o En2 

en procesos patológicos. Se ha comprobado que ambos son necesarios para garantizar la 

supervivencia de las neuronas dopaminérgicas de la susbstantia nigra, las principales 

células afectadas en la enfermedad de Parkinson, sugiriendo que En1 y En2 puedan estar 

así implicados en el desarrollo de esta patología y que, en cualquier caso, los ratones 
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knockout de estos genes pueden ser útiles como modelos para el estudio de la misma 

(Alberi et al., 2004; Simon et al., 2004). En otra patología distinta, el autismo, se ha 

comprobado realizando estudios de “linkage” genético y “genome wide association 

screenings” en pacientes que hay dos SNPs intrónicos en la región del homeodominio de 

EN2 que están fuertemente asociados con la enfermedad (Benayed et al., 2005). Esto, 

unido al hecho de que las alteraciones estructurales del sistema nervioso central más 

frecuentemente asociadas con el autismo están localizadas en el cerebelo, ha llevado a 

postular un posible papel de EN2 en el desarrollo de esta enfermedad (Benayed et al., 

2005). En el caso del cáncer, existen muy pocos ejemplos en la bibliografía que relacionen 

esta enfermedad con los genes ENGRAILED. El ejemplo más relevante es la descripción de 

que EN2 puede ser un oncogén en cáncer de mama, dado que se expresa de manera 

ectópica en un grupo reducido (7.3% del total) de muestras de pacientes y en numerosas 

líneas celulares de esta enfermedad (Martin et al., 2005). Además, su expresión ectópica 

en líneas celulares mamarias no tumorales hace que las células pierdan la inhibición por 

contacto, aumenten su proliferación, pierdan su capacidad de diferenciación y sean 

capaces de generar adenocarcinomas al injertarlas en ratones receptores (Martin et al., 

2005). El mecanismo molecular que causa la sobreexpresión de EN2, así como el de la 

forma en que media sus efectos, son desconocidos. 

En función de todas estas evidencias experimentales, nuestro primer paso, una vez 

identificado en el screening el clon de la genoteca que contenía la isla de EN2, fue estudiar 

mediante secuenciación con bisulfito el estado de metilación de la isla en diferentes 

muestras de pacientes y líneas celulares. Los resultados, recogidos en la Figura 4.8, 

revelan una total ausencia de metilación en los controles sanos, en las fases crónicas, en 

las crisis blásticas que no son T, y en las leucemias linfoblásticas agudas B. Por el 

contrario, hay una metilación densa en la crisis blástica de tipo T, en las leucemias 

linfoblásticas agudas T y en todas las líneas celulares analizadas. Estas evidencias parecían 

sugerir que la metilación de EN2 podría estar asociada con una alteración (bloqueo) de la 

diferenciación de los linfocitos T, apuntando, por tanto, a un posible papel de EN2 este 

proceso (ver figura 5-2). 
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Figura 5- 2. Progresión de la LMC a crisis blástica de tipo T. La pérdida de función de En2, causada por 
la hipermetilación de la isla CpG asociada, produce un bloqueo en la diferenciación de los linfocitos T que lleva 
a la crisis blástica de tipo T. Basado en (Ren, 2005) . 

 

 Para comprobar este punto, se procedió a estudiar el patrón de expresión de 

Engrailed-2 en los principales tipos celulares durante la diferenciación T, tanto en 

humanos como en ratón. En las Figuras 4-9 y 4-10 se muestran los resultados del análisis 

de la expresión de Engrailed-2 en poblaciones de linfocitos T en el timo y el bazo de ratón 

(Figura 4-9) o en el timo humano (Figura 4-10) mediante RT-PCR. Como se puede 

apreciar, En2 se expresa en linfocitos DP en el timo de ratón y en linfocitos CD8+ tanto en 

timo como en bazo. Un patrón de expresión similar se puede ver en el timo humano 

(Figura 4-10). Estos resultados corroboran la hipótesis de partida y refuerzan la idea de 

que En2 ha de desempeñar algún papel durante el desarrollo o la función de los linfocitos 

T. 

 Para estudiar el papel que un gen pueda tener en el desarrollo o función de un 

tejido, una de las aproximaciones experimentales más poderosas es el estudio del fenotipo 

del knockout de dicho gen. Por ello, una vez confirmado que En2 se expresa durante el 

desarrollo de los linfocitos T, obtuvimos del grupo de Alexandra Joyner el ratón knockout 

al que le falta el homeodominio de En2 y que, como hemos explicado, es un alelo nulo 

(alelo En2tm1Alj) (Joyner et al., 1991; Millen et al., 1994). Dado que nunca se había descrito 

la expresión o la participación de En2 en el desarrollo hematopoyético, no existían datos 

sobre este proceso en los ratones En2-/-. Por ello, en primer lugar procedimos a analizar 
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las poblaciones celulares sanguíneas más relevantes en los distintos órganos 

hematopoyéticos (médula ósea, bazo, nódulos linfáticos, timo, sangre periférica e hígado 

fetal). Un primer aspecto relevante es la reducción del tamaño del timo que se observa en 

los animales knockout frente a los WT. Como se puede observar en la Figura 4.13, el timo 

es claramente menor en los animales En2-/- que en los controles. Es un hecho conocido 

que existe dimorfismo sexual en ratón en el tamaño del timo, tanto en valor absoluto 

como en términos relativos con respecto al peso total del animal (Dunn, 1954; Peleg and 

Nesbitt, 1984). Además, este dimorfismo varía entre las diferentes cepas de ratón, siendo 

en algunas el peso del timo mayor en los machos que en las hembras y en otras al revés. 

Por eso no es posible agrupar todos los ejemplares analizados para este parámetro, y hay 

que representar los dos sexos por separado. En cualquier caso, en ambos sexos la 

diferencia entre ratones WT y knockout es clara. No se apreciaron diferencias en otros 

órganos, con excepción del cerebelo, en el que se confirmó visualmente el fenotipo 

previamente descrito en la bibliografía (datos no mostrados). 

Los resultados del análisis mediante citometría de flujo, recogidos en las Figuras 4-

14 a 4-20, no muestran diferencias significativas en la composición o el número de tipos 

celulares linfoides B, linfoides T o mieloides, en los compartimentos hematopoyéticos en 

los estadios del desarrollo analizados. Estos resultados, aunque en principio parecen 

sugerir que la falta de En2 no tiene efecto sobre el desarrollo del sistema hematopoyético, 

no son definitivos con respecto a este punto, pues existen bloqueos del desarrollo que no 

aparecen de forma manifiesta en al análisis de los ratones knockout. La razón de este 

fenómeno es que, aunque exista algún bloqueo en la diferenciación, si éste no es 

absoluto, siempre existe un porcentaje de células (tanto mayor cuanto menos severo sea 

el bloqueo) que pueden completar el proceso de forma que resulta aparentemente normal. 

Dado que no existe competencia, pues todas las células del organismo tienen la misma 

alteración, el efecto neto es un desarrollo que, en apariencia, es normal. Por ello, la única 

manera de revelar la existencia de estos bloqueos parciales es mediante experimentos de 

reconstitución de médula ósea en condiciones competitivas. En estos experimentos se 

inyectan en un ratón receptor células procedentes de la médula ósea del ratón knockout 

mezcladas en proporciones variables con células obtenidas de un ratón control, pudiendo 

distinguirse el origen de las células inyectadas mediante el uso de distintos marcadores. 

En este contexto experimental, las células del ratón knockout han de competir con las 

células WT en todos y cada uno de los nichos. Por ello, si existe algún bloqueo en el 

desarrollo, las células knockout no contribuyen a la generación de ese tipo celular 
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concreto, que es generado a partir de las células WT. En la actualidad estamos llevando a 

cabo experimentos de este tipo, inyectando las células en ratones receptores RAG1-/-, que 

carecen de linfocitos T a partir del punto en que ocurren los reordenamientos del TCR. De 

esta forma, analizando el sistema hematopoyético de estos ratones inyectados al cabo de 

6-8 semanas, esperamos poder revelar la existencia de un bloqueo en la diferenciación de 

los linfocitos T de los ratones En2-/-. 

Otra forma de evaluar la participación de un gen en un determinado proceso es la 

generación de modelos de ganancia de función, en los que la expresión del gen de interés 

se incrementa artificialmente en el compartimento celular o el órgano en el que dicha 

función se quiere estudiar. Esta aproximación experimental ha sido especialmente exitosa 

precisamente en el estudio de las funciones de los genes homeobox en Drosophila 

(McGinnis and Krumlauf, 1992). Por ello, en el presente trabajo hemos generado un 

modelo de ganancia de función de En2 en los linfocitos T, en el que En2 se expresa bajo el 

control del promotor proximal del gen Lck, que codifica una quinasa que se expresa en 

altos niveles en linfocitos T. El uso del promotor Lck para la generación de modelos de 

ganancia de función en linfocitos T está ampliamente aceptado, y son numerosos los 

ratones transgénicos que ha sido generados con esta construcción (Chaffin et al., 1990; 

Garvin et al., 1990; Lewis et al., 1991; Sartor et al., 1989; Shimizu et al., 2001; Yu et al., 

2002). Hasta el momento de la redacción de esta Memoria se han obtenido 4 ratones 

potenciales fundadores tras el proceso de microinyección del plásmido lck-EN2 en oocitos 

de ratón. De estos cuatro fundadores, uno ha transmitido el transgén a la descendencia y 

otro hubo de ser sacrificado a los 2.5 meses de edad al mostrar evidentes signos de 

enfermedad. La disección de este único ejemplar reveló una total ausencia de timo y 

alteraciones generales en los compartimentos linfoides (datos no mostrados). Dado que, 

de momento, se trata sólo de un animal de una única línea transgénica, no se pueden 

extraer conclusiones firmes. Sin embargo, es interesante mencionar en este contexto que 

la expresión ectópica de En2 en las células cerebelares de Purkinje de ratones 

transgénicos causa una reducción del tamaño cerebelar a un tercio del tamaño normal, y 

una gran reducción en el número de células de Purkinje (Baader et al., 1998). 

En paralelo con los experimentos que nos permitan concluir cuál es el papel que 

En2 juega en el desarrollo linfoide (reconstitución de médula ósea en condiciones 

competitivas y modelos de ganancia de función), hemos realizado otros estudios para 

determinar la funcionalidad de los linfocitos B y T en ausencia de En2. En primer lugar, 

hemos estudiado la capacidad de los ratones En2-/- para generar una respuesta inmune 
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dependiente de linfocitos T, caracterizada por la formación de centros germinales. Para 

ello hemos inmunizado ratones En2-/- y controles WT mediante la inyección intraperitoneal 

de eritrocitos de cordero (SRBC). Al cabo de 10 días se analizó la presencia de linfocitos B 

de centros germinales mediante citometría de flujo. Los resultados, que se presentan en la 

Figura 4-21, indican que los ratones En2-/- pueden montar una respuesta inmune humoral 

y celular normal, caracterizada por la presencia de linfocitos B del centro germinal 

(B200+FAS+Gl7+), frente al estímulo de los SRBCs.  

Otra forma de evaluar la correcta funcionalidad de los linfocitos T es estudiar su 

capacidad de producir citoquinas específicas tras su estimulación in vitro con PMA e 

inonomicina. En presencia de inhibidores de la secreción del aparato de Golgi (Brefeldina 

A) las citoquinas no son secretadas al exterior, y se puede detectar su presencia por 

citometría de flujo mediante tinciones intracelulares con anticuerpos específicos. En las 

Figuras 4-22 y 4-23 se muestran los patrones de expresión de las citoquinas interleukina-2 

(IL-2), interferón gamma (INFγ), y factor de necrosis tumoral alfa (TNFα). Se puede 

apreciar que no hay diferencias en la capacidad funcional, evaluada mediante este 

método, entre los linfocitos T En2-/- y los controles WT. 

 De los resultados presentados, y a falta de los datos de la reconstitución de 

médula ósea en condiciones competitivas y el modelo de ganancia de función, parece que 

el efecto de la falta de En2 en linfocitos T produce un fenotipo bastante sutil, sólo 

apreciable por la diferencia del tamaño del timo entre ratones En2-/- y controles WT. Como 

hemos expuesto anteriormente, también el fenotipo del SNC de los ratones En2-/- es 

bastante moderado, y esto se debe en gran medida a la redundancia funcional con En1, 

que compensa en la mayor parte de los órganos, excepto el cerebelo, la falta de En2. Con 

el fin de comprobar si esto era cierto también en el caso del timo, procedimos a estudiar si 

existía expresión de En1 en este órgano, al igual que habíamos hecho antes con En2. Sin 

embargo, tal y como se recoge en la Figura 4-11, no hemos detectado ninguna expresión 

de En1 en el desarrollo de los linfocitos T de ratón mediante RT-PCR, mientras que sí 

hemos sido capaces de detectarla en cDNA obtenido a partir de cabeza de embrión de 

ratón. Por tanto, parece que el timo es un órgano donde sólo se expresa En2, por lo que 

no puede existir redundancia funcional o rescate de un potencial fenotipo por la expresión 

de En1. 

Desde un punto de vista biológico, es altamente improbable que un gen se exprese 

en un contexto celular y no tenga ningún papel en el mismo. Esto debería ser 



CAPÍTULO 5: DISCUSIÓN 
 

  115 

especialmente cierto en el caso de un regulador transcripcional tan potente como En2. Por 

ello, con el fin de establecer las diferencias entre timocitos WT y timocitos En2-/-a nivel de 

los patrones de expresión génica, hemos realizado estudios transcriptómicos mediante 

microarrays de cDNA, comparando poblaciones celulares purificadas derivadas de ambos 

tipos de ratones. Así, hemos comparado, entre ratones WT y En2-/-, timocitos dobles 

positivos (DP) y esplenocitos CD8+, dos poblaciones en las que la expresión de En2 es 

claramente detectable. Los resultados de los análisis de expresión génica se recogen en 

las Figuras 4-24 a 4-28. Los patrones son muy similares entre ambas poblaciones, como 

era esperable dada la ausencia de fenotipos dramáticos y el hecho de los niveles de 

expresión de En2 son moderados ya de entrada. Sin embargo, existen diferencias 

consistentes en los niveles de expresión de algunos genes potencialmente relevantes. Se 

han seleccionado para las figuras los genes que muestran diferencias de expresión de 1.5x 

(para DPs) o 2x (para esplenocitos CD8+). Dado que En2 es fundamentalmente un 

represor transcripcional y su potencial efecto transactivador sería más bien debido, como 

hemos comentado anteriormente, a la represión de represores, los genes potencialmente 

más interesantes de los identificados en el estudio por microarrays son aquellos que 

aparecen upregulados en las células En2-/- frente a las WT. En este conjunto se 

encuentran genes relevantes para el proceso de diferenciación T, como por ejemplo: 

- Slfn3, que se sabe que está diferencialmente regulado durante la diferenciación T 

y cuya sobreexpresión interfiere con la maduración de los DP y disminuye el número de 

timocitos (Geserick et al., 2004; Schwarz et al., 1998). 

- Asxl1, una proteína de unión a cromatina, miembro del grupo Polycomb, que se 

encuentra mutada en síndromes mielodisplásicos y leucemia linfática crónica (Sugimoto et 

al., 2010). 

- Ezh2, una proteína esencial de los procesos de regulación epigenética por su 

capacidad para metilar la histona H3 en las lisinas 9 y 27, estableciendo así patrones de 

represión transcripcional (Cao and Zhang, 2004). 

- Hmgb1, implicada en los reordenamientos V(D)J por su capacidad de 

interaccionar con las proteínas RAG (Dai et al., 2005). 

En resumen, nuestros resultados sugieren que, efectivamente, Engrailed-2 

participa en el desarrollo de los linfocitos T, regulando los niveles de expresión de genes 

que son necesarios para este proceso. La falta de Engrailed-2 causa alteraciones en estos 
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patrones de expresión y puede interferir con una correcta diferenciación de los linfocitos T. 

Como hemos visto, la pérdida de expresión de EN2 causada por la hipermetilación de la 

isla CpG del gen a lo largo de la fase crónica de la LMC, puede ser la responsable de un 

bloqueo de la diferenciación que, unido a la actividad quinasa desregulada de BCR-

ABLp210, desencadene una crisis blástica de tipo T (Figura 5-2). En la actualidad, con el 

objetivo de reproducir este efecto en modelos animales, estamos procediendo a cruzar el 

modelo transgénico Sca1-BCR-ABLp210 (Perez-Caro et al., 2009; Vicente-Duenas et al., 

2009b), que sufre LMC y posterior progresión a la crisis blástica, en un fondo En2-/-. De 

esta manera esperamos poder recapitular el fenotipo tumoral de la crisis blástica de tipo T 

en un modelo de ratón. 
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I.   Existe un proceso de metilación aberrante del DNA en la progresión desde 

la leucemia mieloide crónica a la crisis blástica. Este proceso afecta tanto a las islas 

CpG clásicas, asociadas con el extremo 5’ de genes, como a otras regiones del 

genoma ricas en pares CpG. La metilación de las islas CpG en la progresión de la 

LMC puede causar un “knockout epigenético”, produciendo la pérdida de expresión 

de reguladores transcripcionales importantes para la diferenciación celular, y 

causando así el bloqueo de la diferenciación que caracteriza la crisis blástica.  

 

II.   La identificación de las islas CpG que se metilan en la progresión de la LMC 

permite, por tanto, identificar genes implicados en los procesos de diferenciación 

hematopoyética. Así, hemos podido vincular por primera vez al gen Engrailed-2 con 

el proceso de diferenciación linfoide T: el gen homeobox Engrailed-2 se hipermetila 

en la progresión de la LMC y su metilación está asociada con el desarrollo de crisis 

blásticas de tipo T y con leucemias linfoblásticas agudas de tipo T. EN-2 se expresa 

durante el desarrollo de los linfocitos T, tanto en ratón como en humano. La falta 

de Engrailed-2 en ratones knockout produce una disminución del tamaño del timo y 

un cambio en los patrones de expresión génica durante el desarrollo de los 

linfocitos T. 
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Apéndice I: LISTA COMPLETA DE GENES IDENTIFICADOS 
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SYT3    X    001-t7 

IGFBP2   X     002-t7 

EPHA10 X   X    009fused(t7direction) 

WAS    X    011-sp6 

ABLIM2    X    014-(fused)t7 

RPL11  X      016-t7 

ANKRD6    X    025-t7 

STAM X  X     027-fused-t7 

SETMAR     X   029-t7 

ADD1a  X      031-t7 

Neurl4 X   X    032-t7 

c-Myc X  X   X X 036-(fused)-t7 

SNAPIN    X    039-fused(t7) 

MSRA  X      042-t7 

RUNX2 X      X 044-t7 

IPO8  X      047-t7 

RPS27  X      048-t7 

FOXD4 X      X 050-t7 

BARHL2 X      X 055-t7 

SMARCA2     X  X 059-fused(t7) 
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TRH    X    060-t7 

GMNN   X     062-t7 

CHMP4C   X X    070-fused(t7) 

METAP1D  X    X  071-fused-(t7) 

UXS  X      073-fused-t7 

ALDH1A3  X      076-t7 

AKAP12   X X  X  080-sp6 

MAGOH X X  X    083-t7 

SLIT1 X   X    085-t7 

SEPT7  X X     086-fused-t7 

E3 UBI-PROT NEDD4 
LIKE    X  X  091-fused-t7 

ZKSCAN4    X  X X 097-fused-t7 

BIN3    X    104-t7 

MN1    X  X  105-fused-t7 

MIA   X   X  111-t7 

ERBB4 X  X   X  118-fused-t7 

RTTN X       124-t7 

EGFR X  X   X  133-fused-t7 

PNPLA7 X       137-t7 

FOXB1    X    145-sp6 

NAA38  X      146-t7 

RAB8B    X    151-sp6 

PDK3  X      154-t7 
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WDR86    X    155-t7 

OXR1  X      157-t7 

hPARG  X      158-fused-t7 

LTA4h    X    159-fused-t7 

SF3a1  X      163-t7 

HES1 X       168-fused- t7 

SHH X     X X 169-t7 

RPL3  X      174-fused 

AF9/MLLT3 X    X X  175-t7 

COL4a1    X    182-t7 

SAP30     X   187-t7 

UBQLN1    X    195-sp6 

CTTNBP2  X      200-t7 

KBTBD11    X  X  202-t7 

DCLRE  X X     203-fused-t7 

SHQ1  X  X    204-sp6 

PTGFRN    X    207-t7 

SCG5/7B2 PROTEÍN    X    209-sp6 

GABRB4    X    210-sp6 

DNAJA4    X    212-t7 

IPMK    X    217-t7 

RN18s1    X    221-t7 

SCUBE1    X    222-t7 

CHCHD2    X    224-sp6 

RSL24D1    X    225-t7 
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KIR2DL4    X    227-t7 

Alkaline phosphatase  X      230-t7 

COL1A2    X    235-t7 

DHPS  X      239-sp6 

DKK2 X   X  X  240-t7 

RPL23AP7        241-sp6 

BNC2 X   X   X 242-t7 

ARHGEF7  X  X    244-sp6 

CD300A    X    245-fused-t7 

DSCAML1    X    246-sp6 

PAX7 X     X X 247-t7 

NXPH1    X    259-t7 

PRDM8       X 260-sp6 

SLFN12L X   X    261-sp6 

CHP  X      263-fused-t7 

DCTN4    X    265-fused-t7 

PSMB4    X    268-fused-t7 

CDC27   X     270-fused-t7 

ETF1  X      272-fused-t7 

OXA1L  X      274-sp6 

GTF3C1  X      276-sp6 

BARD1   X X  X  277-t7 
TRAF4AF1    X    278-t7 

UMPS  X      279-fused-t7 
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GRASP  X      281-t7 

SMYD4 X      X 282-sp6 

NCAM2 X   X    285-sp6 

ENGRAILED-2 X   X   X 287 fused from PAC 
seq 

CXCR4 X   X    288-sp6 

CASC1    X  X  290-t7 

CDH13   X X  X  291-fused-t7 

SUN3    X    294-sp6 

RBM38 X  X     296-t7 

CHMP2B    X    300-t7 

RB1   X   X X 301-t7 

METTL1    X    302-t7 

STAB2    X    304-t7 

TIAM1    X  X  305-sp6 

SMTNL2    X    308-fused-t7 

MTRNR2L8    X    314-t7 
CEP97    X    320-t7 

CTNNBL1    X    321-t7 

SLC43A3    X    322-sp6 

EXOSC7    X    330-sp6 

NRP2 X     X  331-t7 

HSPA4    X    332-t7 

six1 X      X 335-fused-t7 

trip4    X   X 336-sp6 

MOBP    X    343-t7 
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CREB3L2 X      X 346-t7 

HOXC13 X      X 347-sp6 

EP400  3   X   350-t7 

PFKM  X  X    357-sp6 

POTEI    X    358-sp6 

HOXA13 X      X 364-t7 

CENPW   X     366-sp6 

DHPS  X  X    367-sp6 
NTF3 X   X    379-sp6 

COX7A2L  X    X  380-fused-t7 

PIH1D1    X    382-sp6 

ZNF704    X    383-sp6 

GABBR1    X    385-sp6 

EXO1  X      386-sp6 

EPOR X  X     391-fused-t7 

ALDH1A3  X      392-sp6 

COL3A1    X    393-fused-t7 

NDUFA2  X      401-fused-t7 

FOXO3 X     X X 404-t7 

C2orf28 X   X    405-t7 

TFCP2 X      X 406-t7 

TRIM46    X    407-sp6 

NASP   X     408-t7 

SETDB1     X   409-t7 

TOPORS   X X  X  410-t7 

POLE   X     414-sp6 
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MATR3    X    416-t7 

LHX9 X      X 417-t7 

PDE7A    X    420-t7 

MLLT6    X  X  422-fused-t7 

CFTR    X    425-fused-t7 

PRKCG    X    426-t7 

EPAS1    X   X 427-t7 

ZNF765       X 431-t7 

SYBU    X    434-sp6 

CD3 zeta    X    436-sp6 
acyl-coenzyme A 

oxidase-like protein  X      437-sp6 

AQPEP    X    441-fused-t7 

KLC4  X      442-sp6 

NR2E1 X   X    443-t7 

ELMOD2    X    444-fused-t7 

IRF2Bp1    X   X 446-t7 

NETO1    X    448-t7 

PTTG1IP    X  X  449-t7 

SERBP1  X      452-t7 

HOXA1 X      X 455-sp6 

NME7  X      456-t7 

MNAT1   X     458-t7 

RPL23  X      460-t7 

ST3GAL5 X  X     466-sp6 

MTRNR2L6    X    469-t7 

CATSPERG    X    479-t7 
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Rinchik    X    480-t7 

GSE1    X    481-fused-t7 

AGFG1    X    484-sp6 

THBS1    X  X  488-t7 

RGL2    X    492-t7 

KLC4  X      497-fused-t7 

PER1    X    498-t7 

UBE2E1  X      500-t7 

BRWD1   X X   X 501-sp6 

WASH3P    X    502-t7 

NEFM    X    505-t7 

ELOVL1  X      506-t7 

COG1    X    512-t7 

CAV2  X  X    513-sp6 
SPTLC3  X      515-sp6 
CCL28    X    516-t7 

HS1BP3    X    520-fused-t7 

PGM5  X      525-sp6 

CRYM    X    528-sp6 

XRCC6 X       529-sp6 

histone H4  X      534-t7 

RBFOX1 X       537-t7 

PBX4 X      X 538-t7 

KDM3A     X   540-t7 

FAM157C    X    547-t7 
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ANXA8L2    X  X  550-t7        

IGFBP2 X   X    551-t7 

ERCC-1    X  X  556-sp6 

MCC   X X  X  558-sp6 

LAPTM4A    X    559-fused-t7 

squalene 
monooxygenase  X      560-t7 

SETD7     X   561-t7 

NME7  X      563-t7 

PSMB4  X      564-fused-t7 

RCN2    X    570-t7 

MafB X     X X 580-t7 

EIF5B  X      584-sp6 

ACTR1A    X    588-t7 

VWC2L    X    589-t7 

MAD1L1   X   X  593-t7 

ALG1L  X      595-t7 

GNMT    X    596-t7 

ZNF12 X      X 597-t7 

NEK8   X     601-t7 

DLC1    X  X  603-t7 

KCNQ5    X    604-t7 

LRRC16A    X    605-t7 
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ABT1  X      607-fused-t7 

TOTALES 45 53 27 118 8 32 29 312 
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Abreviaturas 

• APC; “Allophycocyanin” 

• CB; Crisis Blástica 

• cDNA; DNA Codificante 

• CLP; “Common Lymphoid Progenitor” 

• CMP; “Common Myeloid Progenitor” 

• CpG; Citosina y Guanosina unidas por un enlace fosfodiester 

• CSC; “Cancer Stem Cells”   

• DNA; “Deoxyribonucleic acid”  

• ELP; “Early Lymphoid progenitor” 

• ETP; “Early Thymic Progenitor” 

• FACS; “Fluorescent-Activated Cell Sorting” 

• FAG; Fosfatasa Alcalina Granulocitaria 

• FITC; “Fluorescein isothiocyanate” 

• GMP; “Granulocyte Macrophage progenitor” 

• HMBD; “Histidine Methyl Binding Domain” 

• HSC; “Hematopoietic Stem Cell” 

• IP; Ioduro de Propidio 

• LMA; Leucemia Mieloide Aguda 

• LMC; Leucemia Mieloide Crónica 

• LMPP; “Lymphoid- Primed multipotent progenitor” 

• MAO; Monoaminooxidasa 

• MHC; “Major Histocompatibility Complex” 

• MPW; Agua ultra pura Millipore 

• PCR; “Polymerase Chain Reaction” 

• PE; “Phycoerythrin” 

• Ph; Cromosoma Filadelfia 

• RCLB; “Red Cell Lysis Buffer” 

• RT-PCR; “Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction” 

• SNC; Sistema Nervioso central 

• SRB; “Sheep Red Blood Cells” 

• TCR; “T cell Receptor” 

• WT; “Wild type” 
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