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CAPITULO 1
INTRODUCCION

“...Y entonces, un dia, llego 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 llamo Tierra.
Pero era capaz de reflexionar sobre el misterio de su origen,
de estudiar el extrafio y tortuoso sendero por el cual habia
surgido desde la materia estelar. Era el material del Cosmos
contempldndose a si mismo. Considerd la enigmdtica y
problemdtica cuestion de su futuro. Se llamé a si mismo
humano. Y ansio regresar a las estrellas”

Carl Sagan
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1.1 Preambulo

El punto de partida del presente trabajo es una hipoétesis: la de que la pérdida de la
expresion de genes necesarios para la diferenciacion hematopoyética, debida a la
hipermetilacion de las islas CpG durante la fase cronica de la leucemia mieloide cronica, es
una de las causas responsables de la progresion a la crisis blastica final caracteristica de
esta enfermedad. Si esta hipdtesis es correcta, ha de ser posible identificar genes
esenciales para el desarrollo hematopoyético a partir del estudio de la metilacién
diferencial de las islas CpG en la progresion de la fase crénica a la crisis blastica en

muestras de DNA de pacientes.

En esta Introduccion se presentan las evidencias fundamentales que, combinadas,
sustentan esta hipdtesis, junto con otros aspectos que nos han de permitir discutir
posteriormente los resultados experimentales obtenidos: i) el concepto del cancer como
una alteracion de los procesos normales de diferenciacion, ii) la descripciébn somera del
proceso de la diferenciacion hematopoyética, con especial atencién a la diferenciacién de
los linfocitos T, iii) el papel de la metilacion del DNA en la regulacion génica en el

desarrollo normal y tumoral y iv) la biologia de la leucemia mieloide cronica.

1.2 Desarrollo normal y desarrollo tumoral. El cdncer como
una alteracion de la diferenciacion

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 diferenciacidn més limitado y que, a su vez, acabaran generando los
distintos tipos celulares que constituyen un organismo, un 6rgano, o un tejido. Esta
progresion estd estrictamente controlada por factores de transcripcion y reguladores
epigenéticos que determinan los patrones finales de expresién génica de cada linaje y de
cada estadio de diferenciacion (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 alteracion
del equilibrio determinado por los factores de transcripcién, o de la “memoria” epigenética
celular, pueden llevar a serios defectos en el desarrollo del organismo o del tejido, y llevar
a la aparicion de enfermedades como resultado de la generacion de tipos celulares no

fisioldgicos. Entre las patologias que resultan de la alteracibn de los controles




CAPITULO 1: INTRODUCCION

transcripcionales y/o epigenéticos de la identidad celular, las mas relevantes son las
alteraciones del desarrollo y el cdncer (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 generacion o funcionalidad de las células diferenciadas. Esto conlleva un
mal funcionamiento de los 6rganos 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 céncer, se produce un proceso de
reprogramacion en el cual los eventos oncogénicos determinan la aparicion de un nuevo

linaje patoldgico, un linaje tumoral.

FACTORES DE TRANSCRIPCION Y
MODIFICADORES EPIGENETICOS

L i

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

El cancer es un problema de enorme importancia tanto desde el punto de vista
médico y social como desde el punto de vista cientifico. A pesar de los grandes avances

realizados en el conocimiento de la biologia bésica del cancer, 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 nimero de casos, las recaidas son, en general, inevitables (Etzioni
et al., 2003; Sanchez-Garcia et al., 2007). En los procesos tumorales se producen muchas
alteraciones de la biologia celular normal, cuya combinacion da como resultado una
desregulacion de los controles de, entre otras funciones, la proliferacion 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 consideracion del cancer como una enfermedad de la proliferacion celular, y se dirigen
contra esta propiedad tumoral. En consecuencia, los tratamientos son inespecificos y
altamente toxicos y, como se ha indicado, en general no consiguen evitar las recaidas. Es
un hecho bien conocido para los patélogos el que los tumores estan formados por
diferentes tipos celulares. Sin embargo, s6lo recientemente se ha empezado a tener en
cuenta este hecho para intentar entender el porqué de las recaidas en los pacientes con
cancer. Es en este contexto en el que surge la teoria de las células madre tumorales
(“cancer stem cells”, CSCs). Esta teoria, que cada vez tiene mas apoyo experimental y
clinico para muchos tipos de tumores (Clevers, 2011; Sanchez-Garcia et al., 2007),
interpreta el cancer como un tejido aberrante, pero también mantenido por una poblacion
de células madre, las CSCs, que son las Unicas 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 si pueden
hacerlo las células madre. Las terapias antiproliferativas atacan esta masa y logran su
reduccion y la aparente curacién. 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 cancer como una alteracion patolégica de la
diferenciacién 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 patolégicos mas 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 biologia del cancer estan estrechamente relacionados.
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GCELULAS MADURAS

PROGENITORES
COMPROMETIDDS

AUTORENOVACION

PROGENITORES
MULTIPOTENTES

DIFERE NCMLIOP{?

CELULA MADRE
PLURIPOTENTES

IFERENCIACION

Figura 1- 2. Potencial de diferenciaciéon 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 autorrenovacion. A lo largo del proceso de diferenciacion, las
células van a ir eligiendo y comprometiéndose a determinados destinos celulares, perdiendo cada vez mas
potencial de diferenciacion.

1.3 Diferenciacion hematopoyética

El desarrollo del sistema hematopoyético es uno de los mejor estudiados dentro de
los vertebrados, dadas las especiales caracteristicas 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 diferenciacion mediante combinaciones especificas 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 diferenciacién de los principales linajes hematopoyéticos, las interacciones entre
los factores que determinan la eleccion 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 jerarquia es la célula madre hematopoyética
(“hematopoietic stem cell’, HSC), que posee las capacidades de autorrenovacién y
diferenciacién y puede dar origen a todos los tipos celulares sanguineos y regenerar todo
el sistema hematopoyético de un receptor que ha sido previamente irradiado letalmente
con radiacion gamma (Purton and Scadden, 2007). Existen diferentes combinaciones de
marcadores de superficie que se pueden utilizar para aislar las HSCs, pero el mas 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 Scal y cKit. Esta poblacion Lin™ Scal® c-Kit"'®" de la médula ésea 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 ésea de un raton. A partir
de estas HSCs se van a ir generando intermediarios celulares con capacidades de
diferenciacion cada vez mas reducidas. En los ultimos afios, debido al enorme avance de la
citometria de flujo, nuevos tipos celulares se han ido identificando con nuevas
combinaciones de marcadores. Este es un campo en el cual todavia existe mucho debate,
porque las poblaciones aisladas son muy minoritarias y transitorias y, ademas, lo avanzado
de las tecnologias usadas hace muy dificil la reproducibilidad de los datos entre
laboratorios. Esto ha hecho que en los ultimos afios se hayan propuesto numerosos
modelos para explicar como 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, esta
relativamente aceptado que, por debajo de las HSCs en la jerarquia, las células CD34 FIt3*
ya han perdido gran parte de su capacidad para contribuir a los linajes megacariocitico y
eritroide. Dentro de este compartimento se encuentran los “/ymphoid-primed multipotent
progenitors” (LMPPs) (Adolfsson et al., 2005), ya sesgados hacia la diferenciacion linfoide,
pero todavia con capacidad para la diferenciacion mieloide (Figura 1-3). Los LMPPs daran
origen a los progenitores de granulocitos y macréfagos (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 diferenciacién linfoide, dentro de los LMPPs se encuentran los “early
lymphoid progenitors’ (ELPs). ldentificados mediante el uso de un ratén con un knock-in
de GFP en el locus RAG1 (lgarashi et al., 2002), los ELPs son muy eficaces en la
generacion de linfocitos por trasplante, mientras que su potencial mieloide esta muy
reducido, por lo que se considera que representan el estadio mas temprano de
especificacion linfoide (lgarashi et al., 2002). A partir de este punto, cada vez esta mejor
definido lo que ocurre en el proceso de diferenciacion de los linfocitos B, mientras que el
origen celular de los linfocitos T es todavia motivo de mucha controversia. El siguiente
paso hacia la diferenciacion B lo forman los “common lymphoid progenitors’ (CLPS),
definidos inicialmente como Lin'IL-7Ra"c-Kit-°Scal® (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 6sea 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 6sea a la circulacion, llegan hasta el timo. Los progenitores
més indiferenciados identificados en este oOrgano (“early thymic progenitors’, ETPs,
definidos como CD4°CD8CD25CD44"cKit™ o simplemente Lin"CD25 ¢cKit") incluidos dentro
de la poblacién de dobles negativos-1 (DN1) tienen también potencial mieloide, dendritico
y de células NK, que se perderdn como consecuencia de la sefalizacién via Notch en el
timo (ver méas adelante). En el caso de los linfocitos B, a partir de los CLPs se producira la
especificacion de la identidad de los linfocitos B que se desarrollaran en la médula 6sea
(Cobaleda et al., 2007b; Hardy et al., 2007).

Todos estos pasos de diferenciacion estdn estrictamente controlados por factores
de transcripcion y/o modificadores epigenéticos que, junto con las sefiales extrinsecas del
medio (citoquinas) regulan las transiciones de unos estadios a otros de forma ordenada.
Como ya hemos comentado, la alteracion 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 diferenciacion hematopoyética. La falta de
un factor de transcripciéon origina un bloqueo en la diferenciacion 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 gréfica. Se recogen en ella los
ejemplos mas relevantes de los bloqueos que se generan al faltar diferentes factores de
transcripcion (Orkin and Zon, 2008). Segun la “posicion” de estos genes en la jerarquia del
desarrollo, su impacto afecta a mas o menos linajes. Asi, 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
diferenciacién de linajes concretos, sélo 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
transcripcion Pax5 en los linfocitos B, cuya falta en el ratén knockout sélo produce (en el
sistema hematopoyeético) 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 estdn directamente implicados en canceres hematopoyéticos en
humanos y/o en ratén, bien como oncogenes por sobreexpresion ectopica (generalmente
debida a translocaciones cromosOmicas), bien como supresores tumorales por

inactivacion.
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Figura 1- 4. Requerimientos de factores de transcripcion en la hematopoyesis. Los puntos en los
cuales la diferenciacion hematopoyética es interrumpida como consecuencia de la falta de un determinado
factor se indican con los anillos rojos. Los genes indicados en color rojo mas oscuro han sido asociados con
cancer 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 érgano especifico para su diferenciacion: el timo (Abbas et al., 2008).
En el timo, y en localizaciones precisas dentro de la arquitectura del 6rgano, se va a
producir todo el desarrollo y la maduracion de los linfocitos T (Ciofani and Zuniga-Pflucker,
2007; Takahama, 2006). Los linfocitos T se pueden definir por su expresion 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
gue 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 funcién de los niveles de expresién de los marcadores CD25 y CD44. Las
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células DN1 (CD44°CD25°) son las mas primitivas y, dentro de ellas estan 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 generacion de un reordenamiento funcional de la
cadena B del TCR permite la formacion del complejo preTCR y asi la diferenciacion
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 “/mmature
single-positive cells” 1SP, dardn origen a los linfocitos T dobles positivos (DP) que
coexpresan CD4 y CD8. En este punto se iniciara y completard el reordenamiento VJ del
TCRa, llevando a la desaparicion del preTCR y la expresion del afTCR (TCR). A partir de
este punto se producen los pasos de seleccion que van a garantizar que sélo las células
qgue expresen TCRs que reconozcan antigenos 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 expresion del TCR permite en primer lugar a las células la
interaccion con autoantigenos 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 antigenos propios con una afinidad demasiado
alta, las células sufren un proceso de seleccion negativa y son eliminados. Sélo los que
reconozcan el MHC, pero con una baja afinidad, experimentaran una seleccién positiva y
seguiran el proceso de diferenciacion 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" saldran del timo y se dirigiran, fundamentalmente, al bazo y los nédulos
linfaticos, donde llevaran a cabo sus funciones en la respuesta inmune. Las células CD8
son capaces de unir el MHC tipo | y se encargan de la destruccion de las células infectadas
por patégenos (células T citotdxicas), mientras que las CD4 unen el MHC clase Il y son
células que regulan y ayudan a la respuesta inmune de otros tipos celulares (células CD4

reguladoras o helper)

Todo este proceso esta regulado por diferentes factores extrinsecos e intrinsecos,
qgue varian a medida que la célula se va diferenciando y ademas va migrando a nuevas
localizaciones dentro del timo, que proporcionan a su vez nuevas sefiales. Aunque, dada
esta complejidad, hay muchos factores que interaccionan entre si, habiendo algunos
elementos especialmente relevantes (Hayday and Pennington, 2007; Rothenberg, 2011;

Rothenberg et al., 2008; Rothenberg et al., 2010). El factor mas importante para la

11



CAPITULO 1: INTRODUCCION

diferenciacion T es la interaccion entre el receptor Notchl expresado en los precursores
gue 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 timico. La sefializacion por Notch es la
Unica descrita hasta la fecha que es capaz de inducir la diferenciacion de los linfocitos T.
En ausencia de Notchl, hay un blogueo en la diferenciaciéon T al nivel de los progenitores
tempranos (Radtke et al., 1999). Por el contrario, la sobreexpresién de una forma activa
intracelular de Notchl induce la formacion de linfocitos T en la propia médula 6sea, y
bloquea la diferenciacion B (Pui et al., 1999). Esta primera sefial via Notch es instructiva y
ademas ejerce la funcion de bloquear el desarrollo de cualquier otro linaje que no sean los
linfocitos T. Junto con la sefial proporcionada por la interleukina-7 (IL-7), permiten la
expansion y supervivencia de los progenitores y los inicia en la diferenciacion T (Garcia-
Peydro et al., 2006). Se precisan niveles sostenidos de sefializacion a través de la via de
Notch para la progresion a través de las fases DN1 a DN3, y las funciones y los genes que
son regulados por Notch en la diferenciacion T son muchisimos (Hayday and Pennington,
2007; Rothenberg, 2011; Rothenberg et al., 2008; Rothenberg et al., 2010). Otro
elemento fundamental a partir del momento de su aparicion es el TCR (y el preTCR) que
proporciona las sefiales necesarias para la supervivencia y la seleccion celular. Finalmente,
hay una plétora de genes, fundamentalmente factores de transcripcién, que son
necesarios para la diferenciacion de los linfocitos T, entre los cuales se encuentran, por
ejemplo, Gata3, Myb, Runxl, EZa, Heb, Tcfl, Gfil o lkaros (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 diferenciacién o el

correcto funcionamiento de los linfocitos T.

1.5 La metilacion del DNA en el desarrollo normal y tumoral

La epigenética estudia los cambios hereditarios en los patrones de expresién génica
gue no implican alteraciones en la secuencia del DNA. La regulacion epigenética incluye
fundamentalmente dos tipos de modificaciones quimicas que afectan al DNA o a las
proteinas estructurales que interaccionan con el mismo: la metilacion del DNA y las
modificaciones covalentes de las histonas. Las histonas pueden sufrir un elevado namero
de modificaciones postraduccionales (metilacién, acetilacion, fosforilacion, ubiquitinacion y
sumoilacion), y todas ellas tienen distintas funciones reguladoras sobre el DNA que se

encuentra interaccionando con dichas histonas, constituyendo, junto con la metilacién del
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DNA, un auténtico “cédigo epigenético” que regula la funcion del DNA (Jenuwein and Allis,
2001; Kouzarides, 2007). En este trabajo nos hemos centrado en las alteraciones de la

metilacion del DNA en los procesos tumorales.

La metilacion del DNA tiene lugar en la posicién 5’ del anillo de las citosinas que
forman parte de dinucleétidos CpG (“p” representa el fosfato del enlace fosfodiéster).
Estos pares CpG no se encuentran distribuidos aleatoriamente por el genoma, como seria
de suponer, sino que, en la mayor parte del mismo, su frecuencia es inferior a la que seria
de esperar estadisticamente, 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 relacion 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 basqueda e identificacion 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 metilacion de la isla CpG
conlleva la pérdida de la expresion del gen, pues desencadena un proceso de
compactacion de la cromatina de la region 5 que la hace inaccesible a la maquinaria
transcripcional. Las enzimas responsables de llevar a cabo el proceso de metilacion del
DNA son las DNA metiltransferasas (DNMT). Hay tres enzimas DNMT: DNMT1 es la
responsable de mantener el patron de metilaciéon tras las replicacién del DNA, metilando
las nuevas citosinas enfrentadas a pares CpG metilados en la hebra parental (Bestor and
Ingram, 1983) y su eliminacion conlleva una pérdida global de la metilacion 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 patron de metilacién
(Okano et al., 1999; Okano et al., 1998). El mecanismo molecular de la desmetilacién del
DNA no esté aun bien caracterizado, porque aun no se ha identificado de forma inequivoca
la enzima o enzimas responsables del proceso. Parece bastante probable que las enzimas
mas importantes en este proceso sean las oxigenasas TET (1, 2 y 3), responsables de la
conversion de la metilcitosina en hidroximetilcitosina, que tendria diferentes propiedades
regulatorias y seria el primer paso para la generacion de pares CpG sin metilar, bien
mediante la intervencién de otras enzimas, bien simplemente interfiriendo con la unién de

DNMT1 en su tarea de mantenimiento de la metilacion (Tahiliani et al., 2009).
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Tradicionalmente se ha interpretado que, exceptuando algunos procesos puntuales
(la inactivacién del cromosoma X, o los genes sometidos a “imprinting™), el estado normal
de las islas CpG era de ausencia de metilacién. Sin embargo, cada vez hay mas evidencias
gue sugirieren que esto no siempre es asi, y que la metilaciéon de las islas CpG varia
durante los procesos de diferenciacion celular, como corresponde con su papel en el
desarrollo y con el hecho de que los patrones de expresion génica varian a lo largo del
mismo. Los ejemplos més relevantes proceden del estudio del sistema hematopoyético,
donde se ha observado que la metilacién, y en particular la mediada por DNMT1, es
esencial para la regulacién del proceso de autorrenovacion 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 DOnmtl hipomérfico, hay una disminucién de los
nameros 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 patrén global de metilacion
(metiloma) de los més relevantes intermediaros celulares del proceso de diferenciacion
hematopoyética (MPPs, CLP, DN1, DN2, DN3, CMP, GMP) en raton (Ji et al., 2010). Los
resultados de este estudio indican que existen cambios globales en el patrén de metilacion
a lo largo del proceso de especificacion del linaje, y que estos cambios afectan a genes
concretos implicados en la regulaciéon 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 sabia
que desempefiaban una funcién en este proceso, como los genes Arl/4c o JapZ2, que
participan en la eleccion entre los destinos linfoide y mieloide (Ji et al., 2010). Estos datos
obtenidos en raton se han visto recientemente confirmados por evidencias similares
encontradas en muestras humanas (Bocker et al., 2011). En la misma linea se encuentran
resultados obtenidos mediante el enriquecimiento de islas CpG por cromatografia de
afinidad a partir de muestras celulares de sangre humana (lllingworth et al., 2008).
Mediante esta aproximacion experimental también se ha comprobado que existe una
metilacion especifica de cada tipo celular que se centra sobre todo en los /oci de los genes
reguladores del desarrollo. Finalmente, también se ha descrito que no soélo 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 actian como reguladoras de la expresion
diferencial de genes en los estadios tempranos de la especificacion de los linajes
hematopoyéticos (Deaton et al., 2011). Todas estas evidencias demuestran que la funcién

de la metilacion de las islas CpG es dindmica y tiene un papel fundamental en el
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establecimiento de la identidad celular durante el proceso de diferenciacion, algo que ha
sido puesto en evidencia a partir del estudio del sistema hematopoyético,

fundamentalmente.

Las alteraciones epigenéticas desempefian un papel muy importante en el
desarrollo y la progresién de los tumores. Inicialmente se pensdé que el cancer era
solamente debido a alteraciones genéticas que afectaban a la secuencia del DNA, pero hoy
en dia se sabe que no es asi, 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 metilacion del DNA. Existen dos manifestaciones
principales, y aparentemente contrapuestas, de la alteracion de los patrones de metilacion
en el proceso tumoral: por un lado hay una hipometilacion global del genoma de las
células cancerosas; por otro, hay una hipermetilacién de las islas CpG asociadas a los
genes. La hipometilacion afecta fundamentalmente, aunque no sélo, a areas del genoma
desprovistas de genes y a regiones intronicas (Baylin and Jones, 2007). La hipometilacién
contribuye al proceso tumoral fundamentalmente por tres mecanismos (Esteller, 2008): i)
generacién de inestabilidad cromosémica que lleva a la recombinacion mitética y la
aparicion de deleciones y translocaciones (Eden et al., 2003), ii) reactivacion de elementos
transponibles como las secuencias L1 y las repeticiones Alu (Bestor, 2005) vy iii) pérdidas

de “imprinting” (Feinberg, 1999).

La hipermetilacién de las islas CpG es quizas el fendmeno mejor caracterizado de
todas las alteraciones epigenéticas asociadas con el desarrollo y la progresion del cancer,
especialmente la hipermetilacion y pérdida de expresion de genes supresores tumorales
clasicos (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
categorias (Baylin and Jones, 2007): i) genes que ya eran conocidos como genes
supresores tumorales clasicos (VHL, E-cadherina, p16inkda, MLH1, APC, Stk4, Rb) y cuya
pérdida de expresion por hipermetilacion venia a afiadir un nuevo mecanismo molecular
de inactivacion dentro del concepto de los “dos hits” de la hipotesis de Knudson; ii) genes
que ya habian sido descritos como candidatos a ser supresores tumorales, pero en los que
no se habian detectado frecuencias significativas de mutaciones inactivantes, y para los
que la hipermetilacién supondria un mecanismo de inactivacion mas frecuente (FHIT,
Rassfla, O6-MGMT, Gst-Pi, GATAs 4y 5,DAP-kinasa); iii) genes que se han encontrado en

screenings de busqueda de genes metilados en céncer, pero cuya funcién bioldgica 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, S5/1). Los potenciales mecanismos por los cudles se produce una
desregulacién de la maquinaria de metilacion en los procesos tumorales no son aun bien
conocidos y, para evitar redundancias, los mencionaremos en la seccién de Discusion, a la

luz de los resultados obtenidos en nuestro estudio.

Los patrones de expresibn génica estdn en todo momento controlados
transcripcional y epigenéticamente. Ambos aspectos estan intimamente relacionados entre
si, y cualquier desregulacion de este delicado mecanismo resulta en una alteracion que
puede, bien ser letal para la célula, o bien reprogramarla para llevarla a un nuevo destino
celular aberrante. Los esfuerzos tradicionales de la investigacion en céncer han estado
enfocados hacia la definicibn de nuevos patrones transcripcionales y epigenéticos
especificos del cancer. Sin embargo, los datos mas recientes parecen sugerir que en
realidad nuestros esfuerzos deberian estar centrados en definir las alteraciones
transcripcionales y epigenéticas en el cancer como desviaciones del estrecho margen en el

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

1.6 La leucemia mieloide crénica (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 afios (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 asintomaticos) en
analisis sanguineos de rutina, en los cuales el rasgo mas significativo es un conteo de
leucocitos anormalmente alto. Otros hallazgos encontrados son fatiga, pérdida de peso y

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

Desde el punto de vista molecular, la LMC fue la primera patologia que se asocio
con una translocacion cromosomica, la t(9;22)(g34;911) 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 proteina 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 transformacion de una HSC por accién 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
translocacién puede detectarse en todos los linajes hematopoyéticos, como prueba del
origen molecular de la enfermedad en una célula madre. La expansion hematopoyética en
esta primera fase, la fase cronica, implica fundamentalmente un aumento de la masa de
células mieloides, tanto maduras como precursores. Durante la fase cronica las células son
poco invasivas y se encuentran restringidas a los dérganos hematopoyéticos. En el
hemograma lo mas caracteristico es una elevada leucocitosis que variar entre 30.000 y
300.000 leucocitos/mm?, (los valores en condiciones normales oscilan entre 5.000 y 9.000
leucocitos/mm?®). Se trata, como se ha dicho, de una leucocitosis granulocitica, en la que
se hayan representados todos los estadios madurativos de la granulopoyesis, con mayor
predominio de las formas mas 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 aparicion 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 reduccién del factor de la fosfatasa alcalina
granulocitaria (FAG) que sera muy baja en la LMC, mientras que en leucocitosis
provocadas por infecciones severas dicha fosfatasa se encontrard elevada. La LMC suele
detectarse en el 95% de los casos en la fase cronica, siendo un 50% de los casos
asintomaticos, como ya se ha mencionado, y el resto presentando sintomas muy generales
y variables de cansancio, anemia ligera, sudoracién 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 afios los enfermos entran bruscamente
en una fase mas agresiva, resistente a la terapia, y que se caracteriza y comporta como
una leucemia aguda: ésta es la denominada crisis blastica. Aproximadamente en el 45%
de los casos el paso a esta crisis blastica ocurre menos bruscamente, pudiéndose
diferenciar una segunda fase intermedia denominada fase de aceleracion. En estos
pacientes los cambios son mas progresivos y los sintomas de la fase crénica se empeoran
y agravan, con una esplenomegalia creciente, sudoraciones nocturnas continuas e

intensos dolores 6seos. A nivel hematolégico se observan anemias mas severas,
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plaguetopenia, basofilia muy marcada (>20%), y las células blasticas aparecen en la
periferia a niveles mayores (6-14%) que los observados en las fases cronicas. Esta fase
suele durar aproximadamente 1 afio, y desemboca inevitablemente en una crisis blastica
(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 blastica surge como consecuencia de un bloqueo en la diferenciacion que
dara origen a precursores o0 blastos que se acumulardn e invadirdn la periferia
extramedular. La mediana de supervivencia en la crisis blastica es de 4 a 5 meses, y sus
principales sintomas son el recrudecimiento de la sintomatologia crénica: los dolores 6seos
se vuelven mas intensos, sudoraciones profusas a lo largo de la noche, las molestias que
genera un bazo ya muy hiperplasico también son importantes, también el efecto de la
hepatomegalia, y sindrome anémico, aunque son las infecciones, las hemorragias y
leucostasis en el sistema nervioso central, pulmén 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 blastica de tipo linfoide casi siempre de tipo B, siendo las de
tipo T muy raras. Generalmente las crisis de tipo linfoide suelen ser de aparicion mas

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

En general, las crisis blasticas recuerdan a una leucemia aguda del mismo tipo de
linaje, y los criterios para su diagnostico son (Sans-Sabrafen et al., 2007; Swerdlow et al.,
2008): i) blastos >20% en médula 6sea o >15% en sangre periférica; ii) blastos +
promielocitos >50% en médula dsea 0 230% en sangre periférica; iii) infiltracion blastica

extramedular

A nivel molecular, la aparicion de la LMC esta asociada en la mayoria de los casos
con la formacion patolégica del cromosoma Filadelfia, denominédndose leucemia mieloide
crénica atipica (Ph’) la que carece de dicha aberracion. Dicho cromosoma Ph, es el
resultado de una translocacion reciproca 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 linfoblasticas agudas (LLA) del adulto, en un
5% de las leucemias linfoblasticas agudas de la infancia, y en menos del 3% de las

leucemias mieloblasticas agudas (LMA) (Sans-Sabrafen et al., 2007).
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ANTES DE LA TRANSLOCACTON DURANTE LA TRANSLOCACION DESPUES DE LA TRANSLOCACTON
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Figura 1- 5. Formacion del cromosoma Filadelfia. Adaptado de Hazlehurst, L. A., Bewry, N. N., et al.
(2009)

La proteina BCR (Breakpoint Cluster Region) se expresa de manera ubicua, aunque
los mayores niveles de expresion se han encontrado en cerebro y en el tejido
hematopoyético. En este Ultimo se ha visto que se expresa durante las etapas tempranas
de la diferenciacion mieloide y que dicha expresion disminuye significativamente cuando
las células maduran a leucocitos polimorfonucleares. Actualmente se sabe que es una
proteina con numerosos dominios funcionales, siendo capaz de fosforilar histonas /in vitro,
y presentando un dominio de union SH2 que usa para unirse a Grb-2 perteneciente a la
via de Ras. Otra funcion que se ha descrito usando un modelo de ratén carente de BCR es
la produccién de superoxidos, mediados por RAC, durante la activacion de neutrdfilos.
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 proteinas ABL est4d muy conservada, existiendo en vertebrados dos
pardlogos, ABL-1 (ABL) y ABL-2 (ARG) (Colicelli, 2010) que se encuentran tanto
citoplasméaticamente como en el nicleo, predominando esta ultima localizacion (Melo and
Barnes, 2007). Participan en la regulacion de los procesos de organizacién del
citoesqueleto, divisién y adhesion celular, y respuesta ante el estrés, enlazando sefiales
provenientes de receptores tirosin-quinasa de factores de crecimiento encargados de
dichas funciones. También se ha relacionado a abl con la sefializacion procedente del TCR
con implicaciones en el desarrollo y activacion de los linfocitos T (Gu et al., 2009;
Pendergast, 2002; Plattner et al., 2004). El ratdn knockout de Abll presenta diversos
fenotipos como enanismo, alta mortalidad al nacer, y deficiencias en el sistema
inmunolégico (Koleske et al., 1998; Schwartzberg et al., 1991; Tybulewicz et al., 1991).
ABL se activa por fosforilacion de determinadas tirosinas (Y) como la Y245 en el dominio
SH2 y en la Y412 en el asa de activacion 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
oligomerizacién de las proteinas quiméricas y posibilitardn la trans-fosforilardn de ABL
activando su sefial. Ejemplo de ello son las proteinas 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 linfoblasticas 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)(g34;q11),BCR-ABL)], formandose un
nuevo gen quimérico denominado BCR-ABL que se traducird a una proteina de fusion de
210 kDa conocida como p210BCR-ABL que tendra una funcién tirosin-quinasa
aberrantemente aumentada. En el caso de las LLA la proteina de fusion que se forma es
ligeramente méas pequefia con un peso de 190 kDa, existiendo también la posibilidad de
formarse una proteina de fusibn mayor, p230, que se ha visto implicada en la variante

neutrofilica de la enfermedad (Figura 1-6).

La proteina p210BCR-ABL se localiza en el citoplasma y proporciona nuevos
dominios de unién proteina-proteina, con lo que ve aumentada la diversidad de dianas que
dependan de dicha sefalizacion, y acaba proporcionando ventajas en la supervivencia y

crecimiento celular a los clones que la portan. De esta manera las células asi
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transformadas muestran una proliferacion aberrante, independencia de factores de
crecimiento, y resistencia a la apoptosis. Molecularmente hablando, la sefalizacién por
debajo de BCR-ABL es muy compleja y con una multitud de participantes, pero parece
esencial la fosforilacion 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 activacion de la ruta de RAS y de GAB2 (Quintas-Cardama and Cortes,
2009; Sattler et al., 2002; Zhang et al., 2001).
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Figura 1- 6. Representacion esquematica de los genes BCR, ABL, BCR-ABL, y las proteinas a las
que dan lugar. Los niumeros se corresponden a los exones. También se pueden observar una serie de
proteinas fusion 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 proteina quimérica BCR-ABL) es el responsable
molecular directo de la enfermedad, y su presencia se considera patognomoénica de la
LMC. Sin embargo, como hemos visto, la LMC es una enfermedad que progresa hacia la

crisis blastica, y esta progresion estd directamente relacionada con alteraciones
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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 crénica, y que pueden
resultar en fallos en los sistemas de deteccion de dafio al DNA (BRCAI), deficiencias en los
mecanismos de reparacion del DNA (DNA-PKcs, RAD51), aparicion de fenotipos mutadores
(DNA-polimerasa), acortamiento de telémeros (7ERT), pérdida de supresores tumorales
clasicos (TP53, PPZA, CDKNZA, INK4A, ARF, RBI) etc. (Melo and Barnes, 2007). De esta
manera, la alteracién de genes con funciones reguladoras de diversa indole tiene como
consecuencia la génesis de nuevas alteraciones, y asi sucesivamente, mientras no se
comprometa la propia viabilidad celular. Una de las consecuencias es la induccion del
bloqueo de la diferenciacion, como ha sido descrito en la supresion del factor de
transcripcion C/EBPo por parte del propio oncogén BCR-ABL. C/EBPa. es necesario para
diferenciacion granulocitica y su falta de funcién genera un bloqueo en la generacién de
este tipo celular en las progresiones a CB de tipo mieloide (Perrotti et al., 2002). De
manera similar, la pérdida de /karos, un factor transcripcional imprescindible para el
desarrollo linfoide, se observa en crisis blasticas de tipo linfoide B, asi como en leucemias
linfoblasticas agudas de tipo B (Mullighan et al., 2008; Quintas-Cardama and Cortes,
2009). También la aparicién de translocaciones cromosOmicas secundarias puede llevar a
la formacion de proteinas dominantes negativas que interfieren con la diferenciacion
mieloide, como son las proteinas 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 progresion de la enfermedad (ver Discusion).
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CAPITULO 2: OBJETIVOS

Identificacion de aquellos genes cuyas islas CpG se metilan en muestras de
DNA procedentes de pacientes con crisis blasticas, en comparacién con muestras
procedentes de fases cronicas. Analizar el estado de metilacion de los genes
identificados en muestras humanas de diferentes origenes: a) donantes sanos; b)
LMC en fase croénica; c) crisis blasticas; d) leucemias linfoblasticas; e) lineas
celulares leucémicas humanas. Este andlisis, realizado a partir de muestras de
leucemias “in vivo” permitir4 establecer la existencia de un modelo molecular de
progresion hacia la crisis blastica en el que la hipermetilacion de promotores de
genes esenciales para la diferenciacion celular juega un papel fundamental en el
desarrollo de la patologia leucémica. Al mismo tiempo posibilitara la identificacion
de nuevos genes implicados en desarrollo hematopoyético (y, en condiciones
patolégicas, en desarrollo tumoral) o asignar un nuevo papel en hematopoyesis a
genes previamente conocidos por su funcién en otros sistemas.

Una vez probado que existe metilacién diferencial de genes en la progresion
leucémica, para el/los genes de mayor interés potencial se realizara la validacion
funcional del papel que dichos genes desempefian en la hematopoyesis mediante
i) el estudio inicial del patron de expresion de los genes identificados en la
hematopoyesis normal y ii) el analisis de ratones knockout como modelos de
pérdida de funcion y transgénicos como modelos de ganancia de funcién.
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3.1 Identificacion de nuevos genes implicados en la progresion
a crisis blastica.

3.1.1 Identificacion de islas CpG metiladas en la progresion a crisis blastica

3.1.1.1 Obtencion y Tipo de Muestras Utilizadas

Las muestras de DNA humano de controles y pacientes fueron obtenidas del
Servicio de Hematologia del Hospital Clinico Universitario de Salamanca. Se trata de
muestras de DNA gendmico de sangre periférica. Los codigos utilizados para las muestras

utilizadas en este trabajo fueron:
- Donantes sanos (C: control):
- C#1 (vardn sano).
- C#2 (varon sano).
- C#3 (mujer sana).
- Leucemias mieloides crénicas en fase cronica (CML):
- CML#1 (CML al diagnéstico, 9x10* leucocitos).
- CML#2 (CML fase cronica).
- CML#3 (CML fase cronica).
- CML#4 (CML al diagnéstico, 2x10° leucocitos).
- CML#5 (CML, fase de aceleracion, 7.6x10* leucocitos, 5% blastos).
- CML#6 (CML al diagnéstico, 1.53x10* leucocitos).
- CML#7 (CML fase crénica, 1.33x10* leucocitos).
- Crisis blasticas (CB):

- CB#1 (Crisis blastica T, 70% de blastos; 2x10* leucocitos; evolucion de fase
cronica CML#3).

- CB#2 (Crisis blastica, 38% de blastos; evolucion de la fase crénica CML#2).

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

- CB#5 (Crisis blastica, 60% de blastos).
- CB##6 (Crisis blastica, 70% blastos).

- Leucemias linfoblasticas 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 lineas celulares (obtenidas del “German

Collection of Microorganisms and Cell Cultures”, DSMZ):
- K652 (crisis blastica).
- TOM1 (pre B-ALL, Ph*).
- U937 (linfoma histiocitico).
- JK1 (crisis blastica).
- LAMAB84 (crisis bléastica).
- EM2 (crisis blastica).
- EMS3 (crisis bléstica).

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

3.1.1.2 Protocolo de Extraccion de DNA

Para la obtencién del DNA gendmico, las muestras se trataron como se describe en
el apartado 3.1.4.1.1.
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3.1.1.3 Preparacion de la columna de union de DNA metilado en pares CpG

3.1.1.3.1 Expresion y purificacion de la proteina HMBD

Con el fin de separar las islas CpG en funcion de su estado de metilacién, se
construyé una columna de afinidad basada en la proteina HMBD (Histidine Methyl Binding
Domain), que contiene el dominio de unién a metil-CpG de la proteina MeCP2 de rata,
unido a una cola de 6 histidinas para facilitar su posterior interaccion y fijacién en una
columna de Ni**-NTA agarosa. La proteina HMBD se expresé a partir del plasmido
pPET6HMBD (amablemente cedido por el Dr. Adrian Bird, Edimburgo), creciéndose en la
cepa de £. coli BL21(DE3)pLysS. El extracto bacteriano se preparé por sonicacion 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 concentracion de 5ug/ml. Tras la
sonicacién, el extracto se centrifugd a 15.000 rpm durante 30 min en un rotor Beckman
JA-20. El sobrenadante se dializé frente a solucion amortiguadora “A” (Buffer A: 50 mM
NaCl, 20 mM fosfato sodico pH 7.0, 10% glicerol, 0.1% Triton X-100, 10 mM B-
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 centrifug6 de nuevo y el sobrenadante se cargd en una columna de 7.5 ml de
Fractogel EMD S0,-650(M) (Merck). La columna se lavé con Buffer A y las proteinas
retenidas en la misma se eluyeron pasando Buffer A + 1 M NaCl. La fraccion eluida se
dializo6 frente a Buffer A y se cargd en una columna Pharmacia/GE Healthcare HR 10/10
gue contenia Fractogel EMD S0s-650(M), en un sistema de FPLC de Pharmacia/GE
Healthcare. La columna se lavo 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 proteina HMBD eluy6 pura en el
intervalo entre 0.6 y 0.85M NacCl.

3.1.1.3.2 Unidn de la proteina HMBD a Ni-NTA. Montaje de la columna de union de DNA
metilado.

La proteina HBMD purificada se unié a Ni**-NTA (Qiagen Ni**-NTA Superflow) mezclandola
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 B-Mercaptoethanol y 0.5 mM PMSF. Esta mezcla se mont6 en
una columna de FPLC Pharmacia/GE Healthcare HR 5/10. Esta columna HMBD-Agarosa se utilizd
directamente para la separacion de las islas CpG diferencialmente metiladas, segun se describe a

continuacion.
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3.1.1.4 Digestion del DNA de pacientes con Msel

Entre 50 y 100 ug de DNA gendmico obtenido de pacientes con crisis blasticas de
CML con mas de un 60% de blastos se digirieron, siguiendo las instrucciones del
fabricante, con la enzima Msel (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. Purificacion
de DNA no metilado.

La columna de HMBD-Agarosa, preparada como se describe anteriormente, se
equilibré en primer lugar con solucion amortiguadora B (Buffer B: 100 mM NacCl, 20 mM
HEPES pH 7.9, 10% glicerol, 0.1% Triton X-100, 10 mM B-Mercaptoethanol y 0.5 mM
PMSF). EI DNA digerido con Msel se carg6 en la columna en un volumen de 2 ml de Buffer
B. La columna se lavé 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 By, finalmente, con
12 ml de Buffer B + 1M NaCl. Durante estos lavados se recogieron fracciones de 2 ml. El

DNA de cada fraccion fue precipitado con etanol.

Con el fin de demostrar el correcto funcionamiento de la columna, se partié de
DNA de una donante sana, que se procesé 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 (MAQO), que es un gen ligado al cromosoma X y que, por tanto,
en mujer, presenta una copia metilada y otra sin metilar. Este experimento permitid
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 ultimos 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 continuacion.
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3.1.1.6 Siembra e hibridacion seriada de la genoteca de islas CpG. Secuenciacion y
andlisis de los clones metilados diferencialmente.

La genoteca de islas CpG (disponible para usos de investigacion académicos en el
Human Genome Mapping Project Resource Centre, Reino Unido), clonada en el sitio Adel
de pGEM5Zf(-) y transformada en la cepa XL1-blue de E. coli, se crecid en placas de LB-
Ampicilina para obtener el nimero representativo de 60.000 clones independientes. Las
colonias se transfirieron a membranas Hybond (Amersham/GE Healthcare) y luego se
permitié su recrecimiento en placa. Las colonias transferidas a la membrana se lisaron /n
Situ en la misma y su DNA desnaturalizado se unié covalentemente (“cross-link”) mediante
rayos UV a la misma. Las membranas se hibridaron con sondas de DNA de pacientes
marcado con *?P preparadas a partir de las fracciones de islas no metiladas obtenidas de la
columna, tal y como se ha descrito en la seccion anterior. Se hibridaron las membranas de
forma consecutiva con muestras procedentes de distintos pacientes. Superponiendo las
autorradiografias correspondientes a una misma placa obtenidas con distintas sondas, se
seleccionaron los clones que no habian 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 habian quedado retenidas en la columna al encontrarse
metiladas). Se utilizaron para la seleccién final de los clones las autorradiografias
correspondientes a las hibridaciones de la genoteca con las muestras CB#1, CB#3 vy
CB#6. Los clones seleccionados fueron recrecidos y secuenciados por ambos extremos
utilizando como primers los oligonucleétidos 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 Validacion de los resultados encontrados en el screening.

3.1.2.1 Andlisis del estado de metilacion del DNA mediante tratamiento con bisulfito y
secuenciacion.

Para el estudio del estado de metilacion de cada una de las islas CpG seleccionadas
se utiliz6 el método de secuenciacién por bisulfito (Clark et al., 1994). El tratamiento del
DNA previamente desnaturalizado con bisulfito sédico lleva a la pérdida del grupo amino
en posicion 5 de las citosinas no metiladas (el grupo metilo protege de esta reaccién), y a

la conversion de las citosinas no metiladas en uracilos. La posterior amplificacién de cada
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una de las hebras por PCR convierte los uracilos en timidinas, y en la secuenciacion del
producto resultante sélo aparecen como citosinas aquéllas que estuviesen metiladas (en
este caso, siempre en pares CpG). Para la conversiéon con bisulfito, 4 ug de DNA gendmico
se digirieron con Msel y posteriormente se purificaron mediante extraccion con
fenol/cloroformo y, tras precipitacion con DNA, se disolvieron en tampén TE a una
concentracion de 2 ug de DNA en 5 ul de TE. EI DNA se desnaturaliz6 afiadiendo 3 ul de
agua y 12 ul de 0.5 M NaOH preparado fresco (concentracién final de NaOH 0.3 M). Para
la conversion por bisulfito se afiadieron 120 ul de una suspensién 3.6 M de bisulfito sédico
con 0.6 mM hidroquinona, y los 140 pl finales se incubaron en un termociclador con el
siguiente programa: [95°C, 30" + 55°C, 157] durante al menos 7 horas (aproximadamente
28 ciclos). El DNA asi tratado fue posteriormente purificado usando el “Wizard Clean-up
DNA system” (Promega), eluido en 50 pl de TE, tratado de nuevo con NaOH a una
concentracion final de 0.3 M (50 uL DNA en TE buffer + 10 uL agua + 90 pL 0.5M NaOH)
durante 15 min a 37°C, precipitado con acetato aménico y etanol y resuspendido en 50 pl

de TE. 5 ul de este DNA se utilizaron para cada reaccion de PCR.

3.1.2.1.1 Amplificacion por PCR del DNA tratado con Bisulfito.
Principios béasicos del disefio de primers para DNA tratado con bisulfito:
0 Los primers deben ser de 26 a 30 bases de largo.

0 Tras la conversion con el bisulfito, las hebras de partida ya no son
complementarias, con lo cual habra que disefiar un par de primers para
cada una de las hebras, si se desea analizarlas las dos (en principio con

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

0 Intentar disefiar los primers en una secuencia con una distribucion
homogénea de Citosinas. Evitar en lo posible los pares CpG. Si hay que

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

o Diseflar PCRs anidadas.
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- Mezcla para la reaccion de PCR:
e 5 pul dNTP's 2mM
o 5 ul CloMg 25 mM
e 5 ul Buffer 10X Taq Mg-free
e 5 pul+ 5L de cada primer (de una dilucion 1/100 del stock 1nmol/ul)
e 0.5 ul 7ag Promega
e 5 ul molde (DNA modificado con bisulfito en TE)
o 19.5 ul agua millipore
- Condiciones de la reaccion de PCR:
(95°C, 4’ + [95°C, 1' + 50°C, 1' + 72°C, 1] x35 + 72°C, 10’)

Se purificé la reaccién de PCR en una columna de Sephadex G-50 para eliminar los
primers y se utilizaron 10 ul 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 corrié en un minigel de agarosa y la banda de PCR se cort6 y se clon6é mediante
ligacion T-A. Un minimo 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.
Oligonucleétidos para la amplificacion del DNA modificado por tratamiento con
bisulfito sodico.

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

partir del screening de la genoteca es:

5”aaatcaggaagcagaCGtaagtggtgggtacccccagtgCGetccClGetgtttactctggaaat
ctctcatctcccatggtccagciiicaceaceaceaccagggttatgetogggCCCCgtgggctCt
cctcaatacattcaccactcatatggacaggagcaccagagcctggccctggctaCGtataataac

tccttgtcccctcteccaCGecageccaccaagaagectgtCGetecceccCGeatCGgagacatcettct
ccagCGecagacttttgactggatgaaagtcaaaagaaaccctcccaaaacaggtcagtcctgctgg

ttggtggatgctccttgattattctggaaggagctggtatgctta3’
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Se resaltan en negrita los dinucleétidos CpG. Se indican en blogues de color las
posiciones a partir de las cuales se han disefiado los oligonucleétidos para la amplificacion
del DNA modificado con bisulfito: los primers para la primera PCR (mas 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

modificacion con bisulfito, son:

e 57ttattttggaaattttttattttttatggt3”

. 5attattattattattagggttatgttggggg3”
¢ 5’tcttttaactttcatccaatcaaaaatcta3”’
e 5”tcaaaaaacatccaccaaccaacaaaacta3”’
Aunque normalmente se ha estudiado la hebra “sense”, Las secuencias de los

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

serian, a modo de ejemplo:

57 ttactctaaaaatctctcatctcccataat3”

+ 5”atcaccaccaccaccaaaattatactaaaaa3”
5’ttttttgatttttatttagttaaaagtttg3’
57 ttaaggagtatttattaattagtaggattg3”

3.1.2.3 Ejemplo 2: HOXC13. Secuencia de la isla CpG del gen HOXC13 humano.
Oligonucledtidos para la amplificacion del DNA modificado por tratamiento con
bisulfito sodico.

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

partir del screening de la genoteca es:

57 ttaaaaagctccagcagatcatgtcatgaCGacttCGetgctcctgcatccaCGetggeClGga
gagccttatgtaCGtctatgaggacagCGCGgCGgagagCGgcatCGgCGgCGgCGgCGgaggag
9aggCGgCGgcaCGggCGgagCGgggggtygctycagCGgagClaiiteetycaaageceocane
BE0UEEgEEE tgggcagcagetgccCGgecagecactgcCGCGacctgettcCGeacccCGtgety
ggcCGcecCGeCGgeteccctgggClGeccectcagggCGeCGtctataCGgagateccCGgeeccClGga
g9CGgCGCGecagtgtgcccCGeCGecCGeaccccccacctCGteccagCGecaccctgggetaCG
gctaccccttCGggggcagctactaCGgctgecCGectgtCGecacaaCGtgaacctgcagcagaage
cttgCGectaccaccCGggCGataaataccCGgagcCGtCGggCGecctgecCGgtgaCGacctg
tcctctagggccaaggagttCGecttctaccccagecttCGecagectectaccagg3’

Se resaltan en negrita el ATG y los dinucle6tidos CpG. Se indican en bloques de

color las posiciones a partir de las cuéles se han disefiado los oligonucleotidos para la
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amplificacién del DNA modificado con bisulfito: los primers para la primera PCR (mas
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

modificacion con bisulfito, son:

e 57tgttatgaygatttygttgtttttgtattt3”
- 57gtttyggtaaagtttygagtatggatggtt3”
e 57cctaataaaaactaacraaactaaaataa3’

o 5”aaaacraactccttaaccctaaaaaacaaa3’

3.1.2.4 ENGRAILED-2. Secuencia de la isla CpG del gen ENGRAILED-2 (ENn2) humano.
Oligonucleétidos para la amplificacion del DNA modificado por tratamiento con
bisulfito sodico.

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

del screening de la genoteca es:

5" caaaaatccagagtgaaagtgtctcaggttgCGcCGagtggcctggaaatttcCGagecCGCG
CGgaggcCGaggCGgCGagggCGgCGgaCGgecCGgggagCGCGggCGgeccagecCGgecClGge
CEggEEEEggEcCECCCEECTcEcaceeatyCCactCGggcCGCGgagetectgCGgggctCGyCty
g99CGCGgcCGealClGeCGgtggggCGeeecCGgecCGecagCiGgggCGgCGgeCGCGaggaggggg
cctccatgtgCGtgCGggCGgtggCGggCGCGetgacCGCGggCGeecCGgecaccctCGagggeC
GgctagggCGtgCGggCGgggaCGgeCGggCGgCGgCGgCGgecCGgageCGgecClGggCGggCt
tgagCGcCGgggaaCGCGetgectgecatgCGCGeagetctCGeeccCGggCGgeccaggCGgCGg
CGcCGgagcecCGaggCGgeCGgaCGCGgagaggagCGgggagecCGggaggCGgecCGCGteee
CGcCGgaccactgCGactgtctagacccCGgctgCGCGgCGaagtCGaggacttggctctgttga
atctctcatCGtctgggCGagCGgggCGgctClGtggtgtttctaacccagttCGtggattcaaag
gtggctcCGCGeCGagCGCGgcCGgCGacttgtaggacctcageectggeCGCGgeCGeCGCGe
aCGccectCGgaagactCGgCGgggtgggggCGCGggggtectcCGtgtgCGeCGCGggagggceCh
aaggctgatttggaagggCGtcccCGgagaaccagtgtgggatttactgtgaacagcatggaggag
aatgaccccaagcctggCG3”

Se resaltan en negrita el ATG y los dinucleétidos CpG. Se indican en bloques de
color las posiciones a partir de las cuales se han disefiado los oligonucleétidos para la
amplificacion del DNA modificado con bisulfito: los primers para la primera PCR (mas
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

modificacién con bisulfito, son:

e 57ggtttagttyggttyggt3’

+ 5’gggttttggtttygygttttttatttatd’
¢ 57accaaaactaaaatcctacaaatcacc3’
« b5’aaatctaaacaatcrcaataatccracraaa3’

3.1.3 Confirmacidn de la expresion de Engrailed 2 en el sistema
hematopoyético

3.1.3.1 Extraccion de RNA de las poblaciones celulares de ratones wild type separadas
por citometria de flujo

Las poblaciones celulares fueron preparadas como se ha descrito (apartado
3.1.4.1.3) y separadas en el servicio de citometria 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 seccion 3.1.4.1.5). Fueron recogidas en 500ul de RNAlater
(solucion estabilizadora de RNA, Ambion) y seguidamente centrifugadas durante 5 min a
4°C 13.000rpm, elimindndose dicha solucion estabilizadora. A continuacion, se procedio a
la extraccién 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 funcion de la relacién resultante del cociente entre la longitud de onda del RNA a
260nm y de las proteinas a 280nm. Un cociente cercano a 2 indica una calidad 6ptima del
RNA extraido.

3.1.3.2 Sintesis de cDNA a partir del RNA mensajero total purificado

Partiendo de una cantidad de 1pg de RNA purificado, se utiliz6 un kit comercial
para la sintesis de cDNA (Reverse Transcription System, Promega) usando
oligonucledtidos al azar (random”). El cDNA asi sintetizado fue analizado mediante
espectrofotometria para comprobar su pureza y concentracién, conservandose a -20°C

hasta su utilizacion.
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3.1.3.3 Comprobacion de los cDNA sintetizados

Para la comprobacion de la correcta sintesis del cDNA en muestras de raton se
llevaron a cabo reacciones de RT-PCR para la deteccion de genes cuya expresion es

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

3.1.3.4 Deteccion de la expresion de En2 en raton

Para la deteccion de la expresion de £nZ2 de ratdn se disefiaron oligonucle6tidos

interexonicos especificos cuyo producto tiene un tamafio de 404bp.
e GTTCCTTGGATGGAGTGC -> mEn2-FP2-new
e CAAAGTGTTCTTGTTGCC -> mEn2-RP2-new

La PCR se realizd utilizando 7aqg polimerasa de la casa 5 PRIME con el siguiente

programa en el termociclador:
95°C, 4’ + [95°C, 1’ + 56°C, 1’ + 72°C, 1'] x40 ciclos + 72°C, 10’

Como control positivo para confirmar la capacidad de detectar el transcrito de En2
se utilizaron muestras de cDNA obtenido de cabeza de embrién de raton a dia 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 Deteccion de la expresion de En1 en raton

Para la deteccion de la expresion de £nl de ratdn se disefiaron oligonucle6tidos

interexonicos especificos cuyo producto tiene un tamafio de 473bp.
e CCTCGAAGCCCTCGGACAGT -> mEnl1-FPnew
e TCCCTGGGCCATGAGGTGCA -> mEn1-RPnew

La PCR se realiz6 utilizando 7aqg polimerasa de la casa 5 PRIME con el siguiente

programa en el termociclador:

95°C, 4’ + [95°C, 1’ + 60°C, 1’ + 72°C, 1'] x40 ciclos + 72°C, 10’
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3.1.3.6 Deteccion de la expresion de EN2 en muestras humanas

Para la deteccion de la expresién de AENZ se utiliz6 RNA de muestras de linfocitos
T humanos (cedido por la Dra. M L. Toribio, CBMSO, Madrid). Se sintetiz6 el cDNA
correspondiente como se ha descrito en el apartado 3.1.3.2, comprobandose en este caso

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

Se disefiaron oligonucledétidos interexénicos especificos cuyo producto tiene un

tamano de 421bp.
e TGGACGGGTCGCTCAAGG-> hEN2-FP1
e CCCTGTGCCATGAGGTGC -> hEN2-RP2-new

La PCR se realizé utilizando Tag polimerasa de la casa 5 PRIME con el siguiente

programa en el termociclador:

95°C, 4’ + [95°C, 1' + 65°C, 1' + 72°C, 30"] x5 ciclos + [95°C, 1" + 62°C, 1" +
72°C, 30"] x40 ciclos + 72°C, 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
Garcia Hernandez, 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 Comprobacion de la expresion mediante Southern Blot
3.1.3.7.1 Purificacion del producto de PCR a partir del gel de agarosa

Se cort6 el fragmento de agarosa que contenia el producto de PCR bajo luz UV, y
se purificé utilizando el kit “QIlAquick Gel Extraction Kit” (QIAGEN), el cual utiliza una
columna de silice de union especifica para purificar el DNA del gel de agarosa, eluyéndose

finalmente en 40 pyL de MPW.

3.1.3.7.2 Clonacion de los productos de PCR en un vector plasmidico

Una vez purificado el producto de PCR y aprovechando la terminacion de las hebras

por la 7ag polimerasa (terminacion con una adenina sobresaliente) se utiliz6 el vector
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comercial del kit “pGEM®-T Easy Vector Systems” (Promega) para clonarlo. La ligacion
resultante fue utilizada para transformar la cepa DH5a de Escherichia coli previamente
tratada, segun 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
50ug/ml de Ampicilina para seleccionar aquellas células que habian incorporado el vector.
Las placas fueron incubadas a 37°C durante 16 horas. De estas se eligieron 10 colonias al
azar y se crecieron para posteriormente purificar el plasmido y se secuenciaron en el
Servicio de Secuenciacion de la Universidad de Salamanca con un secuenciador
automatico capilar 3100 Genetic Analycer (Applied Biosystem), usando los oligonucle6tidos
T7 y SP6. Una vez verificado que los productos amplificados mediante PCR y clonados se
corresponden con el gen que queriamos amplificar fue utilizado dicho fragmento como

sonda radiactiva especifica.

3.1.3.7.3 Transferencia e hibridacion

Se realizo la electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR obtenidos y
los geles resultantes se desnaturalizaron mediante la inmersién del gel en una solucion
alcalina desnaturalizante (1.5M NaCl; 0.5M NaOH) y agitacion continua a temperatura
ambiente durante 60 min. El objetivo es romper los enlaces de hidrogeno que unen las
dos cadenas y obtener fragmentos de DNA monocatenario. Acto seguido, se neutralizé la
reaccion de desnaturalizacién con una solucion neutralizante (1.5M NaCl; 0.5M Tris-HCI pH

7.5) durante 90 min a temperatura ambiente y agitacion continuada. Finalmente, se

realiz6 la transferencia del DNA a la membrana de ny/on (Hybond-N®) durante 16 horas
mediante la técnica de Southern-blot, utilizando como tampdn de transferencia 20X SSC
(6M NaCl; 0.6M citrato sodico dibasico, pH 7.0). Tras la transferencia y con el fin de
conseguir una union 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 hibridacion de estas membranas con las sondas especificas marcadas con
[¢32P]-dCTP, asi como el lavado y la exposicion de las membranas a peliculas de

autorradiografia se realizaron de la siguiente manera:

a.- Una primera etapa de prehibridacion, cuya finalidad es bloquear la hibridacién

no especifica del DNA a la membrana. Para ello, se incubd la membrana durante 2 horas a
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65°C en agitacion constante en 25 ml de solucion de prehibridacion (3X SSC (0.9 M NacCl;
0.09M citrato sédico dibasico pH: 7.0); 0,1% SDS; 1x solucion de Denhardt’s (0.2 mg/mi
polivinilpirrolidona (Sigma); 0.2 mg/ml seroalbimina bovina (Sigma); 0.2 mg/ml Ficoll 400
(Amersham Pharmacia Biotech)); 5% sulfato dextrano y 10mg/ml DNA heterdlogo

sonicado y desnaturalizado (Sigma)).

b.- En la etapa de hibridacion propiamente dicha, se afiadi6 a la mezcla de
prehibridacion una sonda de DNA correspondiente, en cada caso, a los productos de PCR
secuenciados descritos en el apartado anterior marcados radiactivamente con [a32P]-
dCTP mediante el sistema “Oligolabelling Kit” (Amersham Pharmacia Biotech). La reaccion
de marcaje se realizdé a 37°C y se emplearon aproximadamente 50 ng de sonda con 2 ul
de [a32P]-dCTP (3000 Ci/mmol). La sonda radiactiva se purificO mediante centrifugaciéon
en columnas de Sephadex G50 durante 5 minutos a 1500 rpm. Los nucleétidos y
hexanucleétidos libres quedaron retenidos en la columna, mientras que la sonda marcada
se recuperd en la solucién de elucién. La eficiencia de la reacciéon y cantidad de sonda
marcada se midi6 con un contador de radiacion B (Quick Count 2000, Bioscan). La
hibridacion se realiz6 a 65°C durante 16 horas con 106 dpm/ml de sonda marcada

radiactivamente y previamente desnhaturalizada durante 5 minutos a 100°C.

c.- Las membranas asi hibridadas se lavaron dos veces en una solucion
precalentada a 65°C de 1xSSC (0.3 M NaCl; 30 mM citrato sodico dibasico pH: 7);
0.1%SDS. Esta solucion confiere condiciones de alta astringencia y permite, de este modo,
gue la sonda unida inespecificamente sea eliminada. Después de varios lavados, las
membranas se expusieron en peliculas autorradiogréaficas (Kodak-X-Omat-AR) con un
intensificador de sefial (ReflectionTMIntesifying Screen, DuPont) durante un tiempo
variable de 4 a 24h a —-70°C, en funciébn 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 Obtencion de DNA total gendmico

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 500ul de tampon Proteinasa K (0.25M
sacarosa, 50mM Tris pH 7.4, 25mM KCI, 5mM MgCl,; 1% SDS; 20mM EDTA pH 8; 1ug de
Proteinasa K (ROCHE)) durante 16 horas a 55°C. Tras esta incubacién se realiz6 una
extraccion fenol-cloroformo para limpiar el DNA de restos celulares. Se afiadio a la mezcla
incubada un volumen de fenol (Gibco BRL) y posteriormente un volumen de cloroformo
(Merck). La solucion sobrenadante portadora del DNA se precipité en 2.5 volumenes de
etanol frio (Merck) al 100% a -20°C y el precipitado de DNA obtenido se lavo con etanol al
70%. Tras una breve centrifugacion a 13000 rpm y la total eliminacion de los restos de
etanol, se procedié a la disolucion del DNA en tampén TE 1X (Tris-HCI 10mM pH 7.50;
EDTA 1mM) o en agua bidestilada (ddH,0) cuantificAndose la concentracion de DNA a
partir de la medida de la absorbancia a 260 nm en un espectofotometro (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

oligonucledtidos;
e En-2(1): TGTACAACCATTCCACCACG
e En-2(2): ACACATGTCCTCTAGATTCG

e NEO-En2: TCTCATGCTGGAGTTCTTCG

Combinandolos de la siguiente manera podemos identificar tanto el alelo silvestre

como el alelo mutado que presenta la delecion del homeodominio de En2;
o Alelo Wild Type: [En-2(1)] + [En-2(2)] = 1144 bp

o Alelo nulo: [NEO-En2] + [En-2(2)] = 800 bp
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Las muestras de partida estan muy concentradas, por lo que para usar este DNA
genomico se diluyé la muestra DNA genomico 1:10 para usar esta dilucion como molde en

la reaccion de PCR con el siguiente programa en el termociclador;

(95°C, 4’ + [95°C, 1' + 50°C, 1’ + 72°C, 10’]x30 ciclos + 72°C, 10")

wild type

allele
{1144 bp aprox)

Null
alelle
{800 bp aprox)

Figura 3- 1. Ejemplo de genotipado de los ratones £n2” . 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 tamafio de 1144bp) y las bandas correspondientes al alelo mutado se muestran en el carril inferior
(con un tamafio de 800bp). La presencia de una o ambas bandas define los genotipos +/+, +/-, y -/-. (M
corresponde al marcador de peso molecular)

3.1.4.2 Citometria de flujo

3.1.4.2.1 Obtencion de las muestras

Los diferentes 6rganos analizados fueron extraidos a la vez del ratén experimental
y del control wild type para poder asi comparar los resultados, conservandolos en todo
momento en FACS BUFFER (tampdn fosfato salino (Na*) con 1% de suero fetal bovino
(Cambrex) inactivado a 56°C durante 30") excepto la sangre periférica que se extrajo y se
incubd 20’ con una solucion de lisis para eritrocitos, RCLB (Red Cell Lysis Buffer; cloruro
amonico 0.38%, bicarbonato potasico, EDTA, y pH ajustado a 7.4) que, tras agitar por

inversion, también se mantiene en hielo.

La disgregacion de los 6rganos se llevo a cabo mediante el tamizado de los mismos
en un filtro “cell strainer” de 70 um 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

suspension en el FACS Buffer, el cual fue recogido en un Falcon de 50ml.
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La obtencién de la médula 6sea se efectué a partir de los huesos fémur y tibia
intactos, seccionando con cuidado por la articulacion coxofemoral, por la rodilla, y por el
talon, de tal manera que las cabezas de los huesos estén intactas, se cortaron las cabezas
de cada hueso, Yy se inyecté FACS buffer en las cafias de los mismos y también en las

cabezas usando una aguja adecuada (27G), para extraer la médula Osea.

3.1.4.2.2 Estandarizacion de las muestras

Una vez obtenidas las suspensiones celulares se procedié a estandarizar las

muestras, de tal manera que se tengan aproximadamente 2-10° células por tincion.

Para ello se conto la celularidad de cada muestra usando un contador celular
(Coulter 22, Beckman). Se lavaron dos veces con FACS buffer frio y se centrifugaron 7' a
1500 rpm a 4°C, y finalmente se llevaron las muestras a una concentracion de 40-10°
células/ml, de las que se usaron 50ul de muestra (200.000 células) para cada tincion,
excepto para algunas poblaciones muy poco abundantes para las cuales se usa 5 0 6

veces mas muestra.

3.1.4.2.3 Marcaje

Previamente al marcaje con anticuerpos unidos a fluoréforos, se incubaron durante
20’ las muestras con solucion CD16/CD32 Fc-block (BD PharMingen) que bloquea los
receptores FC evitando asi una union inespecifica de los anticuerpos. Los citometros
analiticos disponibles durante la realizaciébn de esta tesis (FACScalibur, BD y C6 Flow
Cytometer, ACCURI) s6lo permiten la combinacion de 4 fluoréforos diferentes, limitando
asi las tinciones efectuadas. Una vez afadidos los anticuerpos correspondientes se

incubaron las muestras durante 30’ en hielo y a oscuras.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se lavaron con FACS buffer, se
centrifugaron 7' a 1500 rpm y 4°C, resuspendiéndose finalmente en 75 pL de FACS buffer
que contiene loduro de Propidio (Pl) diluido, que nos permitird descartar durante el

analisis las células muertas (PI™).

Los andlisis de citometria 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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CD25/1L-2Ra (PC61), CD95/Fas (Jo2), CD117/c-Kit (2B8), CD138 (281-2), IgD (1.19), IgM
(M41.42), Ly-77 (GL7), Scal (D7) (PharMingen). Los diferentes compartimentos
hematopoyéticos estudiados se definieron en funcién de su tamafio y granularidad y de
acuerdo a la expresion de los siguientes marcadores (Cobaleda et al., 2007a; Delogu et
al., 2006; Schebesta et al., 2007)

e Células madre hematopoyéticas (HSC): células Lin'Scal™c-Kit" de la médula ésea (Lin:
B220, CD19, CD3¢g, CD4, CD8a, TCRB, Grl, Macl, CD11b, y Ter119).

e Células pro-B de la médula ésea: B220*cKit™ o CD19™cKit™.

e Células pre-B de la médula 6sea: B220"CD25"IgM™.

e Células B inmaduras en la médula ésea: B220™1gM*IgD".

e Células B inmaduras en el bazo: B220"IgM"I1gD"*""~.

e Células B transicionales en el bazo B220"1gM"1gD".

e Células B maduras en el bazo y los nédulos linfaticos: B220* IgM"°1gD".

e Células B recirculantes en la médula 6sea: B220"IgM°IgD™.

 Linfocitos B de zona marginal en el bazo: B220"CD21"CD23".

 Linfocitos B foliculares en bazo y nédulos linfaticos: B220"CD21™cD23".

e Células B del centro germinal en bazo y nédulos linfaticos: B220*FAS"GL7™.

e Timocitos dobles negativos DN: CD4 CD8".

e Timocitos dobles negativos DN1: CD44"CD25 ¢c-Kit™ Lin™ (Lin: CD4, CD8a, Mac1, Grl, B220)

e Timocitos dobles negativos DN2: CD44"CD25"¢c-Kit" Lin™ (Lin: CD4, CD8a, Mac1, Grl, B220)

e Timocitos dobles negativos DN3: CD44° CD25c-Kit™ Lin™ (Lin: CD4, CD8a, Macl, Grl, B220)

e Timocitos dobles negativos DN4: CD44 CD25¢c-Kit™ Lin™ (Lin: CD4, CD8a, Macl, Grl, B220)

e Timocitos dobles positivos (DP): CD4* CD8™.

e Linfocitos T CD8-SP en timo, bazo y nddulos linfaticos: CD4 CD8".

e Linfocitos T CD4-SP en timo, bazo y nodulos linfaticos: CD4" CDS'".

e Granulocitos en la médula ésea y bazo: Gr1"Mac™.

e Monocitos/macréfagos en médula 6sea y bazo: Gr1™ ™ Mac1™.

Para la citometria preparativa se utilizd6 un citometro de flujo FACS Aria (Becton
Dickinson). Para la citometria analitica se utilizaron un citometro FACSCalibur (Becton
Dickinson) o un citometro 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 Citometria de organos de embriones

La citometria efectuada con érganos de embriones de ratén solo se diferencia en la
extraccion de los 6rganos. Se consider6 como el dia de gestacion EO.5 al dia en que se
detectaba tapdn vaginal en la hembra a primera hora de la mafana. Se sacrifico a la
hembra gestante en el dia 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 separ6 la placenta con un juego de pinzas diferente al que se us6 en
la diseccion del embrién, evitando asi contaminar la muestra del embrién con restos
celulares de la madre. La extraccion de timo e higado fetal se realiz6 bajo lupa, y una vez
extraidos se procesaron al igual que los tejidos adultos descritos en los apartados

anteriores.

3.1.4.3 Estudio de la Funcion de los Linfocitos T en Ratones En2”

3.1.4.3.1 Formacion de centros germinales en ratones En2”" tras inmunizacién con un
estimulo dependiente de linfocitos T

Para inducir la formacién de centros germinales en los ratones se procedié a la
inmunizaciébn 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
tomoé una alicuota de SRB y se diluydé en 50 ml de PBS, se centrifug6é a 2500 rpm 10’ a
4°C, y asi se lavo 3 veces, y se llevé finalmente a una concentracién de 1-2-10° células/ml.
Una vez preparados se inyectaron intraperitonealmente 100 pl en ratones control y £727.
El tiempo para ver la reaccion de formacion de centro germinal en el bazo fue de 10 dias,
periodo tras el cual se sacrificaron los animales inmunizados, junto con un control no
inmunizado, y se procedié al analisis mediante citometria de flujo de los esplenocitos. El
procedimiento y los anticuerpos utilizados para realizar el analisis por citometria de flujo se

describen en el apartado 3.1.4.1.5.

3.1.4.3.2 Produccion de citoquinas especificas de linfocitos T en esplenocitos activados de
ratones En2”"

La produccion 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 £n2”" a los cuales se les extrajo el bazo. Se disgregaron dichos
organos para obtener una suspension de células individualizadas en medio RPMI completo
(RPMIc) que contiene RPMI (GIBCO) 10% suero fetal bovino inactivado filtrado con filtro
de 0.45um (Millipore), 2mM L-Glutamina (BioWhittaker), 50 pg/ml estreptomicina
(BioWhittaker) y 50 U/ml de penicilina (BioWhittaker).

Se centrifugaron las células a 500xg durante 5 min a 10°C y se resuspendieron e
incubaron durante 5 min en 3ml de buffer de lisis de eritrocitos ACK (NH,CI 0.15M, KHCO3
1M, NaEDTA 0.1M, pH 7.2-7.4). Se lavaron las muestras con RPMIc y se llevaron a una
concentracion celular de 2-10° Cél/ml. A 6 ml de la anterior suspension (12-10° Células) se
les afiadieron 10uL del cocktail de activacion policlonal de leucocitos, que contiene éster
de forbol (12-Miristato 13-acetato; PMA), lonomicina, y un inhibidor del transporte
proteinico del aparato de Golgi (GolgiPlug, BD, que contiene brefeldina A), y se incubaron

las muestras durante 4h a 37°C en un incubador con CO,.

Las muestras, tras ser lavadas de nuevo con RPMIc se tifieron con los anticuerpos
anti-CD4 (FITC) y anti-CD8 (APC) en proporcion 1:100 durante 30’ en hielo y protegidos
de la luz. Tras esto se lavaron de nuevo y se continu6é con el protocolo para la tincién
intracelular. Para ello se llevé la concentracién de las muestras a 2:10° cél/ml, y se

cogieron 50 ul para cada tincién (10° células para cada tincion).

Se lavaron con 100 pl FBS (BD Pharmingen Stain buffer) y, tras centrifugar, se
resuspendieron en 100 pl de BD Cytofix/cytoperm buffer, que contiene una mezcla de
paraformaldehido 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 incluian saponina (BD Wash/perm buffer), y
tras finalizar éstos se procedié a realizar las tinciones usando los siguientes controles y

anticuerpos presentes en el kit;

PE- conjugado con anti-1L2 (ratén)

- PE- conjugado con anti-IFN-y (ratén)

- PE- conjugado con anti-TNF-a (raton)

- 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;

10.

11

Control negativo (sin tenir)

Control de isotipo (con Cocktail de control de isotipo PE- conjugado)
Control de IL-2 (anti IL-2 + Cocktail de bloqueo)

Produccion de IL-2 (anti IL-2)

Control sin activar de IL-2 (anti IL-2)

Control de IFNy (anti IFNy + Cocktail de bloqueo)

Produccién de IFNy (anti IFNy)

Control sin activar de IFNy (anti IFNy)

Control de TNFa (anti TNFo + Cocktail de bloqueo)

Produccion de TNFa (anti TNFa)

. Control sin activar de TNFa (anti TNFa)

Una vez lavadas las muestras se procedio a su andlisis mediante citometria de flujo

(Accuri) y usando el software FlowJo (TreeStar Inc.).

3.15

Estudio del Mecanismo Molecular de Accion de En2 en el desarrollo
linfoide T

3.1.5.1 Andlisis transcriptomico diferencial de poblaciones hematopoyéticas purificadas

de ratones de tipo silvestre y En2”" mediante microarrays de cDNA.

3.1.5.1.1 Separacion de poblaciones celulares mediante citometria de flujo

Las poblaciones celulares fueron separadas en funcion de su tamafo-granularidad

y en funcion de la sefial emitida por los fluorocromos en un citémetro de flujo FACS Aria

(Becton Dickinson) en el servicio de citometria 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 continuacion a la extraccion de RNA de las poblaciones seleccionadas.

3.1.5.1.2 Extraccion y valoracion de la calidad del RNA

La extraccion de RNA se realiz6 utilizando TRIzol (Life Technologies, Inc., Grand
Island, NY) y los RNA, una vez purificados se comprobaron en cuanto a calidad y
concentracion en el espectrofotometro Nanodrop-1000 (THERMO scientific). Ademas de
comprobar la calidad mediante el cociente de las absorbancias a 260/280nm, se evalué el
RNA con el kit de RNA 6000 Nano LabChip y con el Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies). Este aparato lleva a cabo el analisis de la calidad del RNA en un chip en el
gue se separa el RNA por electroforesis de manera automatizada (Mueller et al., 2000) y
posteriormente el RNA se detecta mediante fluorescencia activada por laser. El resultado
es un grafico (electroferograma) donde la cantidad de fluorescencia medida en cada punto
es proporcional a la cantidad de RNA de un tamafio dado. Con las cuantificaciones de RNA
ribosdmico 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). Asi, se
hibridaron en los microarrays de expresién las muestras de CD8-SP de bazo y DP de timo

obtenidas de ratones wild type frente a las purificadas de ratones £n2”".

3.1.5.1.3 Hibridacion de los microarrays de expresion

El RNA de cada muestra se amplificé y transform6 en RNA complementario (CRNA)
marcado con biotina. Posteriormente las muestras se hibridaron en los microarrays de
expresion Gene Chips HG-U133 plus 2.0 de la compafiia Affymetrix (Affymetrix Inc). Estos
microarrays contienen alrededor de 54000 sondas que detectan la expresion 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 emple6 el algoritmo RMA en R/Bioconductor para la normalizacion vy

sumarizacion de los datos de expresion. A continuacién se realiz6 un filtrado de intensidad

52



CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS

por el cual se seleccionaron todas aquellas sondas cuyo valor de expresién fuese superior
a 5 (en logaritmo en base 2). El analisis de expresion diferencial entre las distintas
muestras se realiz6 usando el paquete LIMMA (“Linear Moldels for Microarray Data”) de
R/Bioconductor (Smyth, 2004). Con este algoritmo se obtuvieron los parametros
estadisticos utilizados para la seleccion de genes en andlisis posteriores: el valor de
probabilidad asociado al test estadistico (p-value), la estimacion del cambio de cada gen
(“Fold-Change”, FC), la tasa de falsos positivos incluidos en la seleccion (“False Discovery
Rate”, FDR) (Storey and Tibshirani, 2003) y el pardmetro estadistico 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 bioinformatico de los estudios del
transcriptoma se llevo a cabo en colaboracion con el grupo del Dr. J.A. Martinez Climent
(CIMA, Navarra).

3.1.6 Generacion de un Modelo de Ratén de Sobreexpresion de En2 en
Linfocitos T

3.1.6.1 Clonacion de mEn2 bajo el control del promotor del gen LCK

Los diferentes pasos de clonacion requeridos para la construcciéon final LCK-En2-

ires-hCD2t se han llevado a cabo segun se describe mas adelante en el apartado 3.1.6.1.4.

3.1.6.1.1 Clonacion de En2 de raton (mEn2) en el vector pBlueScript (pBS)

La clonacion de mEnZ se realiz6 mediante PCR a partir de cDNA total de cabeza de
embrion de ratdn. La purificacion de RNA vy sintesis del cDNA correspondiente se hizo de la

misma forma descrita en los apartados 3.1.3.1-3.
Se utilizaron los siguientes oligonucleétidos para clonar mEn2;

o TATGGAGGAGAAGGATTCC -> FI mEn2 FP (desde el comienzo de mEnZ, en rojo el
ATG de inicio)

o TATTGCATTGTTTCGCGCG -> Fl mEn2 RP (desde la region 3' no traducida del

segundo exon de mEn2)
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El producto resultante de dicha PCR se correspondia al cDNA de mEnZ2 completo y
con una sola mutacién conservativa cambiando un codén GTC por GTA dando ambos lugar

a una valina. Dicho producto se insert6 en el vector pBS en los sitios Sal 'y Hindlll.

3.1.6.1.2 Clonacion de mEn2 en el vector pBS-ires-hCD2t

El cDNA de mEnZ2 se extrajo de pBS-En2 y se cloné en un vector que ya tenia
insertado un IRES (de internal ribosomal entry site), que permite la formacién de un
mensajero bicistrénico, y la secuencia del gen humano CDZ truncado (careciendo de la
region citosolica y por tanto incapaz de transducir sefiales a la célula). La extraccion se
realiz6 mediante digestion con las enzimas de restriccion Sal y Hindlll y se clond en el
sitio £coRl de pBS-ires-hCD2 con extremos romos (“b/unt ends”), destruyéndose todos

ellos.

>ell Engrailed 2 el

pBS | | i hCD2t \ pBS
J

H

Figura 3- 2. Esquema de la clonacion de mEnZ2 en pBS-ires-hCD2

3.1.6.1.3 Clonacion de mEn2-ires-hCD2t en el vector p1017 LCK-hGH

La clonacién del fragmento En2-ires-hCD2t se realizé mediante la digestion de pBS-
En2-ires-hCD2t con las enzimas de restriccidon Xhol y Notl clonandose este fragmento en
el sitio BamH1 del plasmido pl1017-LCK-hGH (cedido por la Dra. Cynthia Guidos) con

extremos romos, destruyéndose todos los sitios implicados.
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Ml—\ .
‘ Engrailed 2 J hcoze r
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Figura 3- 3. Esquema de la clonaciéon del fragmento En2-ires-hCD2 bajo el control
del promotor de LCK.

3.1.6.1.4 Protocolos de ligacion y comprobacion

Los fragmentos obtenidos por digestion de los plasmidos que los contienen fueron
tratados con 1 unidad del fragmento Klenow de la DNA polimerasa | (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 “QlAquick Gel Extraction Kit”
(Qiagen). Por otro lado los pldsmidos receptores de los insertos se digirieron con las
enzimas correspondientes y se utiliz6 la enzima Klenow para la realizacién de los extremos
romos. Todas las enzimas de restriccion utilizadas fueron suministradas por New England

Biolabs.

Posteriormente se utilizé 1 unidad de la enzima T4 DNA ligasa (New England
Biolabs) que cataliza la formacion del enlace fosfodiester entre los extremos 5’ y 3' de dos
hebras independientes de DNA segun se describe en (Sambrook and Russell, 2001) para
llevar a cabo la reaccion de union del inserto al plasmido receptor. Tras incubar estas
mezclas de ligacién 2 horas a temperatura ambiente y durante 14 horas a 16°C, se
utilizaron 5pl de las mismas para transformar bacterias competentes y seleccionar las

colonias portadoras de los insertos.

La cepa utilizada fue la DH50 de Escherichia coli previamente tratada, segun 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 50ug/ml de
Ampicilina para seleccionar aquellas células que habian incorporado el vector. Las placas
fueron incubadas a 37°C durante 16 horas. Haciendo uso del método de busqueda rapida
o turboscreening se seleccionaron aquellas colonias bacterianas que habian incorporado el

inserto diferenciandolas de aquellas que habian incorporado el vector vacio.
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El método de busqueda rapida o turboscreening radica en la lisis de las bacterias,
desnaturalizacion del DNA vy fijacion del mismo a membranas de nylon en un solo paso
(Garcia-Hernandez et al., 1997). Para la fijaciébn 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 identificacion 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 capitulo.

3.1.6.2 Generacion del modelo murino LCK-En2

Con el objeto de estudiar los efectos de la ganancia de funcién de £nZ in vivo se
generaron ratones transgénicos mediante la inyeccion de la construcciéon LCK-En2-ires-
hCD2t, linealizada con ANod (ver figura 3-4), en el pronacleo masculino de oOvulos
fecundados obtenidos de ratones C57B6/CBA empleando técnicas estandar (Hogan B,
1995). Estos oOvulos fecundados se implantaron en una hembra pseudoprefiada,
generandose 4 fundadores de ratones transgénicos LCK EnZ (ver figura 4-29), que se
encuentran en este momento en cruce para transmitir el transgén a la descendencia y
originar lineas estables. La microinyeccion se llevo a cabo en el servicio de transgénesis

del Centro Nacional de Biotecnologia (CNB) por la Dra. Belén Pintado.

Lck En2 Not1

Figura 3- 4. Digestion de p1017 LCK En2-
ires-hCD2t con la enzima Noil. En donde el
carril de la derecha muestra dos bandas, la
inferior se corresponde al vector vacio (3 kb), y la
superior se corresponde con inserto Lck-Enz-ires-
hCD2t (8 kb). Dicha banda es el DNA a
microinyectar para la generacion de los ratones
transgénicos Lck-£n2.
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3.1.6.2.1 Genotipado de los ratones LCK-En2

Para el andlisis de genotipo de los fundadores se utiliz6 la técnica de PCR para la
cual se extrajo DNA genomico de la cola de los ratones (ver apartado 3.1.4.1.1) y se

usaron los siguientes oligonucleétidos con un tamafio de producto esperado de 500pb:

e TCGGAGAAATGATGAGGAGC -> hCD2t genoF01

e GGAGCTGGAGACAAGAGCC -> hGH genoRevl

La muestra de DNA gendmico se diluyé 1:10 para usarla como molde en la

reaccion de PCR con el siguiente programa en el termociclador;

(95°C, 4:30" + [95°C, 30" + 58°C, 30" + 72°C, 45"] x35 ciclos + 72°C, 10’)
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CAPITULO 4: RESULTADOS

4.1 Identificacion de islas CpG metiladas en la progresion de
LMC a crisis blastica.

4.1.1 Preparacion de la columna de union de DNA metilado en pares CpG

4.1.1.1 Expresion y purificacion de la proteina HMBD

La proteina HBMD se expresO y purificd tal y como se describe en la Seccion
3.1.1.3.1 de Materiales y Métodos. En la Figura 4-1 se muestra la pureza de la proteina
tras el proceso de aislamiento y previamente a su incorporacion a la matriz de Ni**- NTA

para formar la columna de afinidad.
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Figura 4- 1. Purificacion de la proteina HMBD. Se muestran los geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes en los que se recoge la pureza de la proteina en los diferentes pasos de su purificacion a
partir del extracto de bacterias inducidas, seguin se describe en la seccion 3.1.1.3.1 de Materiales y Métodos.

4.1.2 Secuenciacion y andlisis 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 mas de un 99% de homologia

con regiones de genes conocidos, los cuales se pueden ver en el Apéndice |I.
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Estadisticamente, los genes identificados se pueden agrupar en siete categorias principales
en base a sus funciones conocidas. La distribucién de acuerdo con estas categorias se

muestra en la Figura 4-2 y se discute con detalle en el apartado 4.2.

Regulacion
Implicados en  Transcripcional Diferenciacion
cancer 9% 14%
10%

Constitutivos

Regulacién 17%

Epigenética
3%

Proliferacion
Otras Funciones 9%

38%

Diferenciacion 45
Constitutivos 53
Proliferacion 27
Otras Funciones 118
Regulacion Epigenetica 8

|Imp|icados en cancer 32
|Regu|aci6n Transcripcional 29

Figura 4- 2. Distribucion de las principales funciones asociadas a los genes diferencialmente
metilados en la progresion a la crisis blastica. Se muestran las funciones génicas distribuidas en 7
categorias. Un mismo gen puede estar asignado a méas de una funcién. El total de los genes identificados
positivamente con més de un 99% de homologia mediante BLAST, y utilizados para la elaboracion de esta
gréafica es de 217.
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4.2 Resultados del screening.

4.2.1 Estado de metilacion del DNA

4.2.1.1 El gen HOXA1 se metila en la progresion de LMC a crisis bldstica.

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

partir del screening de la genoteca es:

5”aaatcaggaagcagaCGtaagtggtgggtacccccagtgCGeteccClet

gtttactctggaaatctctcatctcccatggtccagcgifcaccaceaccace

000G EEaEgeEg8g8ECCCGotgggctCGectcaatacattcaccactcat
atggacaggagcaccagagcctggccctggctaCGtataataactccttgt

cccctctccaCGecagecaccaagaagectgtCGetcceccCGeatCGgaga
catcttctccagCGeagacttttgactggatgaaagtcaaaagaaaccctc

ccaaaacaggtcagtcctgctggttggtggatgctccttgattattctggaa
ggagctggtatgctta3”

Esta secuencia se corresponde con la region marcada mediante una linea azul en la
figura 4-4. Se resaltan en negrita en la secuencia los dinucledtidos CpG. Se indican en
bloques de color las posiciones a partir de las cuéles se han disefiado los oligonucle6tidos
para la amplificacion del DNA modificado con bisulfito: los primers para la primera PCR
(més 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 clonacién y secuenciacion se muestra en la Figura 4-3. En la Figura 4-4 se muestra un
esquema de la distribucién de los pares CpG metilados en diferentes clones secuenciados
pertenecientes a las distintas muestras analizadas. Se aprecia el incremento en la
densidad de metilacion desde los controles hasta las crisis blasticas o las leucemias

agudas, asi como en varias de las lineas celulares (ver Discusion).
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Figura 4- 3. Amplificacion 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.
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Figura 4- 4. El gen HOXA1 se metila en la progresion de LMC a crisis blastica. A) Esquema del gen
HOXA1 humano. Las cajas naranjas rellenas representan los exones transcritos (CDS); las cajas vacias
representan el mMRNA no codificante. La flecha violeta representa la isla CpG y la caja azul, el segmento
analizado por bisulfito. B) Representacion esquematica del estado de metilacién de los pares CpG en la
secuencia indicada en azul, para los diferentes tipos de muestras analizadas. Cada par CpG se representa por
un circulo (en negro cuando esta metilado). Cada fila representa uno de los clones secuenciados para cada
muestra. n: namero de muestras (pacientes, o lineas celulares) distintas analizadas.
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4.2.1.2 El gen HOXC13 se metila en la progresion de LMC a crisis bldstica

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

partir del screening de la genoteca es:

5”ttaaaaagctccagcagatcatgtcatgaCGacttCGetgctcctgcatccaCiGetggeCG
gagagccttatgtaCGtctatgaggacagCGCGgCGgagagCGgcatCGgCGgCGgCGgCGga
ggaggaggCGgCGgcaCGygCGgagCGgggggtggctgcagCGgagCGaeeeotacaaages
CCEAGEaEHHaEgEEe t o ogcagcagetgecCGgecagecactgcCGCGacctgettcCGeace
cCGtgctgggcCGeeCGeCGgeteccctgggCGececctcagggCGeCGtctataCGgagatcec
CGgceccCGgaggCGgCGCGecagtgtgeeccCGeCGeecCGeaccececccacctCGteccagCGeca
ccctgggctaCGgctaccccttCGggggcagctactaCGgetgeCGectgtCGeacaaCGtga
acctgcagcagaagccttgCGectaccaccCGggCGataaataccCGgageCGtCGggChGecec
tgccCGgtgaCGacctgtcctctagggccaaggagttCGecttctaccccagettCGecagcetce
ctaccagg3”’

Esta secuencia se corresponde con la region marcada mediante una linea azul en la
figura 4-6. Se resaltan en negrita el ATG y los dinucle6tidos CpG. Se indican en bloques de
color las posiciones a partir de las cuéles se han disefiado los oligonucleotidos para la
amplificaciéon del DNA modificado con bisulfito: los primers para la primera PCR (méas
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
clonacién y secuenciacion se muestra en la Figura 4-5. En la Figura 4-6 se muestra un
esquema de la distribucion 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 metilacién desde los controles hasta las crisis blasticas, y una
metilacion casi completa en las leucemia linfoblasticas agudas T analizadas, asi como en

todas las lineas celulares estudiadas (ver Discusion).
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1 2 3 4 5 6 7 8 910

Figura 4- 5. Amplificacion 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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4.2.1.3 El gen ENGRAILED-2 se metila en la progresién de LMC a crisis bldstica

La secuencia de la isla asociada al gen £nZ, tal y como se ha identificado a partir

del screening de la genoteca es:

5" caaaaatccagagtgaaagtgtctcaggttgCGeCGagtggcecctggaaattt
cCGagccCGCGCGgaggcCGaggCGgCGagggCGgCGgaCGgeCGgggagCGCGggCt
gcccagecCGgecCGgcCEgeeetggectCCCEEcEcEcaceeatyCGactCGygcCt
CGgagctctgCGgggectCGgCGggggCGCGgeCGeaClGeCGgtggggCGeecCiGgecC
GcagCGgggCGgCGgcCGCGaggagggggcecteccatgtgCGtgCGggCGgtggCGggC
GCGctgacCGCGggCGeeCGgecaccctCGagggeCGgetagggCGtgCGggCGgggal
GgcCGggCGgCGgCGgCGgcCGgageCGgecCGggCGggCGtgagCGeCGgggaaCGl
GetgectgecatgCGCGeagetctCGeecCGggCGgeeccaggCGgCGgCGeCGgagecC
GaggCGgcCGgaCGCGgagaggagCGgggageccCGggaggCGgecCGCGteeeCGeCh
gaccactgCGactgtctagacccCGgctgCGCGgCGaagtCGaggacttggectctgttyg
aatctctcatCGtctgggCGagCGgggCGgectCGtggtgtttctaacccagttCGtgga
ttcaaaggtggctcCGCGcCGagCGCGgcCGgCGacttgtaggacctcagececctggeCt
CGgcCGceCGCGecaCGeectClGgaagactCGgCGgggtgggggCGCGggggtcteCGtg
tgCGcCGCGggagggcCGaaggcectgatttggaagggCGtcccCGgagaaccagtgtggg
atttactgtgaacagcatggaggagaatgaccccaagcctggCG3”

Esta secuencia se corresponde con la regibn marcada mediante una linea azul en la
figura 4-8. Se resaltan en negrita el ATG y los dinucle6tidos CpG. Se indican en bloques de
color las posiciones a partir de las cuales se han disefiado los oligonucleétidos para la
amplificacion del DNA modificado con bisulfito: los primers para la primera PCR (mas
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
clonaciéon y secuenciacion se muestra en la Figura 4-7. En la Figura 4-8 se muestra un
esquema de la distribucion de los pares CpG metilados en diferentes clones secuenciados
pertenecientes a las distintas muestras analizadas. Se aprecia una falta de metilaciéon del
gen en controles, en fases cronicas, en crisis blasticas no de tipo T, y en B-ALL. Por el
contrario, se puede observar un alto grado de metilacion en la crisis blastica T, en las
leucemias linfoblasticas agudas T analizadas, asi como en todas las lineas celulares

estudiadas (ver Discusién).
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12345678910

Figura 4- 7. Amplificacion 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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(n=1)

T-ALL
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LEUCEMICAS
(n=5)

LINEAS CELULARES
secuencia indicada en azul, para los diferentes tipos de muestras analizadas. Cada par CpG se representa por

un circulo (en negro cuando esta metilado). Cada fila representa uno de los clones secuenciados para cada

representan el mRNA no codificante. La barra violeta representa la isla CpG y la caja azul, el segmento
muestra. n: nimero de muestras (pacientes, o lineas celulares) distintas analizadas.

Figura 4- 8. El gen ENGRAILED-2 se metila en la progresion de LMC a crisis blastica. A) Esquema
del gen ENZ2 humano. Las cajas naranjas rellenas representan los exones transcritos (CDS); las cajas vacias

analizado por bisulfito. B) Representaci
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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 raton

Dado que el patrén de metilacién sugiere una asociacion con crisis blasticas y
leucemias de tipo T, de acuerdo con la hipétesis de partida del presente estudio cabia
suponer que £n2 jugase algun papel durante el desarrollo de los linfocitos T. Con el fin de
comprobar este hecho, en primer lugar se estudi6 si se expresaba en algun
compartimento celular a lo largo de la linfopoyesis T. Para ello se prepard cDNA a partir de
poblaciones celulares de raton WT de 8 semanas, separadas mediante citometria de flujo.
Se purificaron dobles negativos (DN), dobles positivos (DP), SP-CD4 y SP-CD8 de timo y
CD4" y CD8" de bazo. Se estudio la expresion de £n2 mediante el uso de oligonucledtidos
interexonicos especificos, usando como controles cDNAs de células madre embrionarias de

raton y de cabeza embrionaria de ratén de dia 16 (E16).

Timocitos Esplenocitos Controles
'pp DN cps cpos!l/cpsa cos lles Et6!
SP SP cells head
- -I En2 RT-PCR

Southern blot

Figura 4- 9. En2 se expresa en el desarrollo de los linfocitos T. En el primer carril, RT-PCR
de mEnZ, en el segundo carril se muestran las actinas de las mismas muestras como control, y el
tercer carril muestra la hibridacion del primer carril con una sonda dirigida contra m£n2 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 clon6 y secuencié el producto de PCR
obtenido del control positivo de cabeza embrionaria de raton (E16). Una vez verificado que
la secuencia corresponde al gen £nZ2 de raton, se utilizo 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 expresion de £n2
observado en raton, se realizd el mismo tipo de experimento usando en este caso
muestras de timocitos humanos y de gliomas de pacientes humanos como control positivo
de expresion de hEN2.

El producto de PCR obtenido de las muestras de glioma se cloné y secuencié para
verificar que se trata de AEN2 y se utilizd posteriormente como sonda en un ensayo de
southern blot para confirmar la expresién en las muestras de timo. Con este método,
aunque los oligonucledtidos interexdnicos disefiados para detectar AENZ2 generaron un
producto muy poco visible (mediante tincion de los geles de agarosa con bromuro de
etidio) por RT-PCR en muestras de timocitos, la hibridacion con sonda especifica permitio

detectar la expresion de bajos niveles de ENGRAILED-2 en DP de timo humano.

hDP hCD4 hCD8 Glioma

- hEn-2 RT PCR

Figura 4- 10. En2 se expresa en el desarrollo de los linfocitos T humanos. En el
primer carril se muestra la RT-PCR de A£n2, en el segundo carril, como control, la expresion
de GADPH, y en el tercer carril se muestra la hibridaciéon del primer carril con una sonda
dirigida contra A£n2 mediante la técnica de southern blot.

4.2.2.3 En1 no se expresa durante el desarrollo linfoide T de ratén

En vertebrados existen dos homdlogos de Engrailed, 1 y 2. Dado que durante el
desarrollo del sistema nervioso £nl y En2 tienen funciones redundantes alli donde se
expresan ambos, se analizd si Engrailed-1 también se expresaba durante el desarrollo de

los timocitos. (Figura 4-11)
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TIMO WT BAZO WT

DN DP CD4 CD8 B220 CD4 CD8 E16Embryo

En-1 RT PCR

En-1 Southern Blot

HPRT RT-PCR

Figura 4- 11. En1 no se expresa en el desarrollo de los linfocitos T. En el primer carril, RT-PCR
de mEnli, en el segundo carril se muestra la hibridacién del primer carril con una sonda dirigida contra
méEni 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 detecté expresién de £nl en las
diferentes poblaciones analizadas mediante PCR. Para confirmar la ausencia de expresion
de este homodlogo se cloné y secuencié el producto obtenido en dicha PCR del control
positivo de cabeza embrionaria de ratén (E16). Una vez verificado que la secuencia
corresponde a méEnl se utilizd6 como sonda en la técnica de southern blot contra los
productos de PCR anteriores, confirmandose que £n1 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 expresion de £nZ2 tanto en los linfocitos T humanos como
murinos, se procedidé a continuacion a estudiar la funcién de En2 en la hematopoyesis.
Para los estudios relacionados con la perdida de funcién de EnZ2 se utiliz6 un modelo
murino que se desarrollé en el laboratorio de Alexandra Joyner y se publicé en 1991
(Joyner et al., 1991). El modelo en concreto se nombré inicialmente como En2HD (por
homeobox deletion o EnZ” en adelante) y el nombre del alelo mutante segin la
nomenclatura internacional es £22"™* en el cual 300 bp del intrén y 700 bp del segundo

exon (correspondiente al homeodominio y al extremo C-terminal de En2) fueron
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sustituidos por una secuencia que incluia el promotor de la B-actina humana seguida de la
resistencia a neomicina (Figura 4-12) Dicha eliminacién del dominio homeobox elimina la
funcion de union al DNA de la proteina 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 ratén, desde su generacion en
1991.

A
En-2 protein

| [T B Lot )

En-2 wild-type locus

8 B
—_— - I
Bg By Bg Bg
— —_— 11
En-2" mutant locus
B B
— A
B Ba (Bqg) B0
=
—

Figura 4- 12. Estructura de la proteina En2 y el loci wild type y mutado. La imagen de la proteina
esquematiza la presencia de los 4 dominios conservados de En2, en donde los 60 aminoacidos
correspondientes al dominio homeobox estan indicados. La flecha indica la posicion del intréon. 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 2° exon 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 regién promotora (Pr) de la B-actina humana. Tomada de
Joyner, A. L., Herrup, K., et al. (1991).

Durante el desarrollo embrionario la pérdida funcional de £n2 no causa problemas,
debido fundamentalmente a la redundancia funcional entre £nly £nZ2, y so6lo en aquellos
organos en donde sblo £n2 sea expresado si aparecen anomalias, como ocurre en el
cerebelo adulto. Los ratones £172” presentaban alteraciones morfolégicas en el cerebelo al
compararlos con los ratones heterocigotos y wild type. A pesar de ello, no tienen graves
problemas de ataxia ni de coordinacibn de movimientos en diversas situaciones como la

natacion o balanceo. Hasta el momento no hay, segun la informacion de que nosotros
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disponemos, estudios publicados en los que se analice el desarrollo hematopoyético de los

ratones £n2".

4.3.1.1 Los ratones En2”" presentan un timo de menor tamaiio

En la figura 4-13 se muestran las diferencias observadas respecto al tamafio del
timo, organo que fue pesado sisteméaticamente en el momento de su diseccion. La
existencia de dimorfismo sexual respecto al tamafio del 6érgano, que a su vez varia entre
las diferentes cepas de ratones (Dunn, 1954; Peleg and Nesbitt, 1984), junto a la variacion
del tamafio 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 tamario del timo entre los dos tipos de ratones.

En2/ wi
lcm
45
40 <
35 -+
& 30 -
E
g 25 |
= l
QO -
] 20
Q
Wi
215 -
T
10 1
5 =
o
Machos Control Machos En2/ Hembras Control Hembras En2/
4 meses 4 meses 16 meses 16 meses
n=2 n=3 n=2 n=2

Figura 4- 13. Disminucion del peso del timo en los ratones En2”-. A) Se muestran dos fotos

representativas de los timos de ratones machos control y £n2”° de la misma edad (4 meses), al mismo
aumento, en las que se puede apreciar el menor tamafio del timo en los animales mutantes. B) Resumen
gréfico de las diferencias en los pesos de los timos entre ratones control y ratones £72”", tanto machos como
hembras y en funcién de la edad. Las barras representan la desviacion estandar.
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4.3.1.2 Ausencia de alteraciones visibles en el desarrollo hematopoyético en ratones
En2”" durante la embriogénesis a dia E16.5

Para estos estudios se usaron hembras jovenes (6-8 semanas) prefiadas que se
encontraban en el dia 16 postcoital (estadio E16.5) y se analizaron todos los embriones de
la camada, genotipandose mediante PCR cada uno de los embriones. Los &rganos
analizados fueron el timo y el higado fetal, que es en ese estadio el drgano
hematopoyético fundamental. Los resultados del estudio se muestran en las Figuras 4-14 y
4-15.
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Figura 4- 15 Analisis de
poblaciones timicas
durante el desarrollo
embrionario del ratén
EnZ”" a dia E16.5. Tanto
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Wild Type Engrailed 2 KO
LIN -
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Figura 4- 16 Analisis de poblaciones en higado fetal durante el desarrollo
embrionario del ratén £n727". En la parte superior se ha usado una tincién 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 mas
maduras B220* CD19* representadas en la parte inferior.

De los analisis de citometria realizados por lo tanto podemos concluir que los
ratones £n2” presentan un desarrollo aparentemente normal para las poblaciones
estudiadas durante la etapa embrionaria.
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4.3.1.3 Ausencia de alteraciones visibles en el desarrollo hematopoyético en ratones
En2”" adultos.

Para el analisis mediante citometria de flujo se sacrificaron ratones jovenes (6-8
semanas) junto con ratones de tipo silvestre de la misma edad, analizandose diferentes
tejidos hematopoyéticos como son: timo, bazo, nédulos linfaticos, médula dsea y sangre
periférica. Resultados representativos de los andlisis realizados los ratones En2” se
muestran en las figuras 4-16 a 4-20.

Wild Type En2 -/-
A
1V o
3 LIN - ; Co . LIN -
3 ' H. Stem Cells 3 B H. Stem Cells
o4 - - 089 '
”
= 10°
v
(&
1
10
oW
10 .
0 1 2 3 4
10 10 10 10 10
Scal

Figura 4- 17. Analisis mediante citometria de flujo de las células madre hematopoyéticas (LSK)
en ratones £n27". Se representan como Scal® cKit* dentro de la poblacién Lin". (Lin: anti-B220, anti-CD19,
anti-CD4, anti-CD8, anti-CD3e, anti-ter119, anti-Mac1, anti-Gr1).
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Wild Type En2 -/-
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Figura 4- 18. Analisis mediante citometria de flujo del desarrollo del linaje B en médula
6sea de ratones £nZ2”". A) Estadio pro-B (B220™ cKit*). B) Estadio pre-B (B220™ IgM™ CD25%). C) Se
muestra la diferenciacién entre células “large” pre-B y “small” pre-B dentro de la poblacién B220™ IgM”
CD25* mostrada en el panel B. D) Se muestra el conjunto de las poblaciones pro- y pre-B (B220™ IgM"), los
linfocitos inmaduros (B220"™ IgM*) y la poblacién de linfocitos B recirculantes (B220"¢H IgM'oW).
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Figura 4- 19. Analisis mediante citometria de flujo del linaje B en la periferia de ratones £n27". A)
Linfocitos B presentes en sangre periférica (B220* IgM*). B) Estadios inmaduros (IgM* IgD'") y maduros
(IgM*" IgD") de linfocitos B presentes en el bazo. C) Linfocitos foliculares (CD21°" CD23") y de la zona
marginal (CD21* CD23"°"/") del bazo. D) Linfocitos B maduros presentes en nédulos linfaticos.
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Wild Type En2 -/-
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Figura 4- 20. Andlisis mediante citometria de flujo del linaje T en el timo y en la periferia de
ratones £n27". A) Se representan en las graficas 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 poblacion
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 distribucién de linfocitos T maduros en bazo y sangre periférica respectivamente.
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Figura 4- 21. Andlisis mediante citometria de flujo de células
mieloides en ratones £n2”". A) Se muestran las poblaciones de
granulocitos (Macl* Gr1*) y macréfagos (Macl* Gr1™) presentes en la médula
dsea de ratones £n.27". B) Se Observa la poblacién granulocitica en bazo.

Los resultados mostrados parecen sugerir que no se detectan alteraciones
significativas en la distribucién de las distintas poblaciones hematopoyéticas analizadas en

los ratones £n2”",

4.3.2 Estudios funcionales de los linfocitos en ratones En2”"

4.3.2.1 Formacion normal de centros germinales en ratones En2”" tras inmunizacion

con un estimulo dependiente de linfocitos T
Con el fin de estudiar si los linfocitos T de los ratones £727" son funcionales para la
formacion de una respuesta inmune, se analizé en primer lugar la capacidad de inducir la
formacion de linfocitos B de centro germinal en respuesta a un estimulo antigénico
linfocitos T. Para ello, inyectaron eritrocitos de cordero

dependiente de se

intraperitonealmente en ratones £n2”" y en ratones control, y se analizaron por citometria
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los esplenocitos a los diez dias de la inyeccion (ver apartado 3.1.4.2.1). Los datos que se
recogen en la Figura 4-21 indican que los ratones £n2” son capaces de reaccionar frente
los eritrocitos de cordero formando centros germinales evidentes por citometria de flujo
(Fas*B220" y Fas*GL7") a los 10 dias de la inyeccion.

Control no Control En2-/-
inmunizado inmunizado inmunizado

B220

v

GL7

v

FAS

Figura 4- 22. Formacion de centros germinales por reaccion frente a eritrocitos de
cordero inyectados intraperitonealmente. La formacion de reaccién de centros germinal,
detectable por la aparicidn de células B FAS*, GL7*, tiene lugar en ratones £n27° (32 columna) al
igual que los ratones control inmunizados (columna central). Se muestra también un control sin
inmunizar.

4.3.2.2 La produccion de citoquinas especificas de linfocitos T en esplenocitos
activados presenta niveles prdacticamente normales en los ratones En2”"

Para evaluar la capacidad de respuesta funcional de los linfocitos T se evalud la
capacidad de produccién de citoquinas especificas tras la activacion de los mismos. Para la

activacién de los linfocitos T se partié de esplenocitos que fueron incubados con un
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inductor quimico (PMA e ionomicina) que activa linfocitos /n vitro, junto con un inhibidor
del transporte proteinico en el aparato de Golgi (Brefeldina A) (ver apartado 3.1.4.2.2).
Posteriormente se detectd la acumulacion de las citoquinas mediante citometria de flujo
por tincién intracelular, utilizando anticuerpos especificos contra las citoquinas
interleukina-2 (IL-2), interferon gamma (INFy), y factor de necrosis tumoral alfa (TNFa),
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.
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Figura 4- 23. Produccion de diferentes citoquinas tras la activacion de linfocitos CD4-SP mediante
PMA e inomicina. En el panel de la izquierda se observan los controles de las tinciones intracelulares en
ratones £n2”" y ratones control. Control negativo (arriba), y marcados con un anticuerpo que actia 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-INFy(PE), anti-
TNFa(PE), y anti-CD4 (FITC)
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Figura 4- 24. Produccion de diferentes citoquinas tras la activacion de linfocitos CD8-SP mediante
PMA e inomicina. En el panel de la izquierda se observan los controles de las tinciones intracelulares en
ratones £n2”" y ratones control. Control negativo (arriba), y marcados con un anticuerpo que actlia 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-INFy(PE), anti-

TNFo(PE), y anti-CD8 (APC)
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4.3.3 Estudio del mecanismo molecular de accion de en2 en el desarrollo
linfoide T

4.3.3.1 Los linfocitos T de ratones En2” presentan alteraciones en su patron de
expresion génica.

Con el fin de conocer el papel que En2 pueda estar desempefiando a nivel
molecular durante el desarrollo y/o funcién de los linfocitos T, se procedié a comparar
mediante microarrays de cDNA el transcriptoma de dos de las poblaciones en que se
expresa £nZ2, entre ratones WT y ratones £n2”. Para ello se purificaron mediante
citometria 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 expresion génica en los linfocitos T en ausencia o0 en

presencia de £n2.

87



z

CAPITULO 4

RESULTADOS

"_,.ZUF sauolel ap dg souoown us sope|nbai-dn ssuso ‘gz -t eanbiy

WNEW (Z229p29) 224 BUINIEIN0D UIBWOP [109-p3]100 SNINISHW SNy

"WNYW (12id) | sisaunoika jo 1oyenBial uiajord sninosnw snpy

“YNHW (LusH) |+ pajeB-apyoajanu o1jaka ‘pajeanor-uciezuejodiadAy sninasnw snjy

WHEW (uduan) N uI2301d 313W0UA3 SN NSSNW SNy

“WNYW (FEXYQ) +E€ 3pndadAjod xoq (s1H-21y-n|9-dsy) Hy3Q sninosnuw sy

WNEW (Z1pga) T} Buluiejuod uiewop (Zod) 818 sNnashw snjy

wNdw (0oiud) 09t uiegord 1aBuy Bun snpnasnw snpy

WNHw (adag) 2 undas snjnasnw snpy

wNEwW (o) | (L 1ojeanoe) 5 1o)ae) uoesijdal sninasnw sniy

wHYW (Zwy d) pungns god "asewnd wNg sninosnw sniy

LTEAP0000009SNINSNI:2uab uisoid pazpajorieyaun angeing

ETOEL0000009SNNSNI: 2uab Quawbel 3) uiajoid pazuajaeieyaun aaneing

WNYW (HB0BLEOERS) 2U3B BOMBLEOEBS WNAY NIMIY SnInasnw snjy

“wNyw ‘(ecspd)(aeisinalan 'g) v Bojowoy ‘souruajuiew uoisayod jo jojenBal ‘csqag sninosnuw snjpy
WNH 1e3(anu lews (LqLnuy) wNY 183N ||ews Lq L0 Sninasnw snpy

“wNEW (Zdid) z viayord pidijoajord sninasnuw snjy

“YNHW _AWans_v gsulEWop-af|-493 a|dinw snjnasnuw sny

“wNEW '} jueneajdposuen (zeBlog) £ ‘e Apweygns uibjoB 'usBryueoine 16108 snjnasnw snjy
WNEW (L LeL21S) L1 taquaw (washs +£ Japodsuen pioe oulwe oiuonea) 2 Ajiwie) 131Mea 3PN|0S SNNOSNW SNy
wHEW (QIsu]) @ #%|-Ul|nsul Sn|nIsNW snjy

WNHW | uenea yduosuen (zydeay) zH pungns ‘xajdwos || UISUSPUGS JNS-UOU SH|NOSNW SN
“wNEw (ypbyd) sseuabolpAyap speiaok|Boydsoyd-g sninosnw sny

YN 9siw ‘(ZE08E000L007) Bd+00990 03 JE|IWIS SNINISNW SN A3 10103 Hd

'spo #)3|dwod (EZES0FG:IOVINI 2U0|0 YNQO) WNYW "y 13quiaw "8/ | AJlIe|Iwis 20Uanbas yym AjIwe) sn|nasnu snjy

NEW (L1910) | (euiwnEg-0 You-aulaisho sninasnw snjy

WNHW '(L2e5) | yunqgns awAzua Bugeanae LOWNS snjnasnw snpyj

“WNHW ‘wajd jenpuoysopw Buipoosua auab 1eajanu (QZI9x0) BF ASEIBSURE Y07 PIDBOXO-E SH|NISNW SNy
049600000009SNINSNS-#uab GuawbBer ) wiajoud pazusjoeieyoun angeing

WHHW {ZeMA) T BUIUIEIU0D UIBWOP Y 10398} PUBIGS||IAA UDA SNINDSNW SNy

wNdw (LqegadsH) | 12quaw g sse|s (aijosoilo) eydie 0 viajoid Hooys Jeay sninasnw snjy
wNAW (LZdyN) (Fe1s1A2039 "5) | -2 ulRjoid 2W0S0WOoIYD IUOISIY-UOU ZAHN SNINosnW sniy
WHHOISIW (gL A1) L 2 WHYOIIIW Sninasnw sy

WY 951U (962020007) GORZEELO DY 01 1B||WS SNINISHW SNIN g3 121aTdd

wNHW ‘| uenesyduosuen (gopo) uabyue ggao snnasnw sniy

wNHw (ELaleuqg) 1 1aquaw ' Ajwegqns ‘Bojowoy (ObdsH) reug sninasnus snipy
BSTES0000009SNMSNI3U3B | -t /CCH00:EOESSHOS: L L:LENIBIN:3Wasowolya suabopnasd:eupa
WHNHW (Jesiay) (35e30npal | gL [0U31 SUBK ||€) SSEINJES [OUNI3) SNINDSNW SNy

“wNEW (pSpey) (aesiaaiao "g) Bojowoy 0ggy sSNinNasnw sniy

wNEW (E) £ (1 10)eAR2€) J 10}2€) uoReDld2l SNENISNW SNy

“wNHW (galuy) 091 wiagord 1abuy Buu snjnosnw snjpy

WNEW (2L Lopa2) 211 Buluiejuos uigwop |100-p3|103 SNINOSHW SN

L +BHFSZE0) BT0ZSTE0L £ LEWISIN S WOSOWOIYD URIsUIH BUPD

wWHyw {pwiqd) | oweighjod snjnosniw sniy

"wigw (L1agd) | ouyjad sninosnw sniy

"WNYW (9Zqqn L) 5Z €339 'WNQn} sn|nasnw sny

“WNYW ‘| uenesduosuen (LWUog) | 13IPOW [FUUBLD WNIPOS SH|NISHW SNy

“YHYW ‘| ueneaydussuesn ((g1dgso) g ag-uiajoid Buipuig jorasixo sninasnw snjy

WNHW (DSPMUY) O Ulewop jeadal unijue sninosnw sniy

“‘wNew (LBeds) | vabiue paje1oosse Wiads sSnINOSHW SNy

“WNyw (gzsdy) gzs wiaioid (ewosoqu sninasnw snjy

T49P33

Lad

LUoH

uduan

tEXUQ

ZiPmg

[e=T¥ -

Zo-das

L34y

cwid

zqes
NHE04TLPDEBS
Hye0MBL+0ESS

ZE0BE000L20T
eg/Luey
14219

jaeg
q99x0
Zutenn
zEMA
L9eadsH
LIZIYN
EL2
TilLw
£0PD
eLaleuq
GBZrL0007
53y
ospey
£33
0oLy
2LLopad
wN

Lungd
Liad
ozqqny
fwuag
Bldqs0
0Spuy
LBedg
ezsdy

%

A33°LM 40 AHL BEX

T33'0MENT d0 AHL IX

T33°IM 40 AHL

20 LM dQTAHLTZEY

130°0MZNI a0 AHLTBZY

]
s
-
2
0

sope|ndal-dn

dd

88



z

CAPITULO 4

RESULTADOS

WHHW ‘L ueueady 3 ‘ujaond jeupuoy

_,.2U3F sauolel ap 4@ soroowin us sope|nbal-umoq sauas "9z - eanbi4

YNHW \MHZ030L00LET) 3Ua0 ZO30L00LET WNO? NIMIY sninosnw snpy
“WNHW ‘(3Zj0d) 5 apndadijod (paaanp wNQ) || (wNY) sserawkjod sninasnw sn
ZHL120000009SNMSNI:2UsB Z6caL €007 uizieid eanaediy
YNyw {ppow ) t uinpowodon sninasnuw snpy
12Buy auiz snjnosnw snpy
810590000009SNSNI:3u3b | 1088S .8 +H08G/BH E LENIBIN; SWDFO0IYO YHHUE! -Eu.._
“wNYW (grudy) o eydje (us 1)

0Z1£50000000SNIWSNI:2ueb LiLLLOZERZ LBLBLEBZ L LENIBIN: -En-o:.o:_u c:cnnu:-ua n._:_u
wNHW (Beit-dAn) ge apndadAjed ‘) Ajlwepqns ‘¢ A|1WE ‘0Gtd 2W0142034a SnInasnw snpy
‘spo 832|dw oo ‘wNyw uiaeld Junqgns [ewosoqu aBie| sninosnw snpy

“WNHW (QLMS) 91 ASePUN 2UIUORIYYRUNES SNINDSNW SNy

'sp2 dwoo (QOZEOEL:IOVII SOLLEIOIN 2U0I2 WNQG2) YNYW '3ual /| 420001 LE ¥NQ? NIMIY SnInasnw sniy
3p2 je1dwoo (GEZEGEL IOVINI SOLIP DO 2U0|9 WNQD) wNEW ‘auab /| 470001 LE WNG NIAIH snnasnw snpy
“WNHW (L) (seak) Bojowoy | ANY SnInasnw snjy

WNYW *| JUelieA jdiosues) (pdxo §) td X0q PESYHO) SHINISHW SNy

‘WNYW (geddy) (e wny) Nungns 8E JYIN/d #SE|9NUOQU SNINOSHW SNy

Ot90000009SNNISNI 2u2B LIELLLDISLB01LOLGL B LEMIGIN: FWOSOW0IYD YNYOUS R UIOU

WNEW (HZ13) YNEW 'Z paonpu) apisodoja sninasnui snjy

LEZOL0000009SNNSNI:3u3b | “E0SS.LETO0MPSLLTTEL: LEWIBIN -Eoqun.__u WNHLLRWaY

“wNyW (a21do) ag 103d do ;i

“WNHW 'L jueneadussuen :-.E [§ Kd.(.u .:9:.! ti_alz u....:un:E sy

m.mmooooooom::mzm :aual apangaN

‘WNHW (Zq1Agdiy) 28 Hunqgns | A [ewososk| ‘Buipodsuen +4 ‘ased 1y snjnosnw sny

“WNHW ‘wajoid jeppuoysoyw Buipooua auall jeajanu (ggidipy) £€7 viajoid jewosoqu [RUPUOYIOJIW SNINISNW SNy
wNYW Am_nu__mv £ #seUn| BYd|Ee Z 10}0€) UOHENIUI UOHE|SURS S130AIENNS SNINISNW SNy

“WNH ‘Zweueaidi ZyeA) T 10100} PRIRIDOSSE | AL SNINOSNW SNN

¢_zzE (Zogn3) T 0T 10398} UORENIUI UORE[SURS JOAIENNS SNINDSNW SNy

N (L) | 13quiaw "Ajiuiey uiewop ayi|-Liaq sninasnw snpy
WNHW ..._Nu:_mvo uiewop siqoydoiph snpy

A (LdeByiy) | uisiond Buneanoe ouun_.ro oyy snInasnu snjy
WNHW (L GLWO) L 51 3ual pajaipaid sninasnw snjy

WNEW (L dpay) | 103dacas apndad Ajjwey ) -ulns SnInosnw sniy

“YNywW (i) juiodye 2iq uope I snpy

‘wNEw (denBy) uiajoird pajeioosse-oydasal | w.;. 1] En=o-=_u=n snjnasnw snpy

“wNHW (Lpws) | Buiuiejuos uiewop ST ShInasnw sniy

mwmwvaooooomvm_-.}mzwi_iu uiaieid pazialaeieyaun aAneIng

WNHW (R0 ) eyd|e "xX0q Yy'y'D "IseiSuRRASauiR) SNINOSNW SNy

wNyw (pdio) (ewoyB) | paejaisisavaboyed :Q snpnasnW snpy

YNgw (sdo) o 1o3d pajdnos uy i

(0S8LEZE: IO WINI 3US|2 YHNA2) YHNHW Z Buiuiejuod ulewop LHAT 'paie|ai-Anoids sninasnu snpy
wNyw (uBig) uiakBias sninosnw snjy

“WNY Buipoo-uou (4y0LIZLFOEBS) #u2B OLIZLEOEBS YNG2 NIMIY SnINasnw sniy

“wNEW (qies)(seisinaian "s) g Bojowoy auab | yys sninosnw snjy

WNEW ‘(t2ag) (enydosaiq) Bojowoy ¢ xayap sni

"wNEW (819d)Z) 810 viajoid 13Buy suiz snjnasnw snjy

<z¢E (#que) + e1aq (u1syoid o) uiszord Buipuiq apnoajanu auluenB sninasnw snpy

2ual jeajonu (Zsdip) Zs vinod e q y snpy
25/0RINS SNINaSNW SN
WHYW nnn_.u_mwm 1aqu IE3 3JN|OS SNNISNW SNy
“WNEW 'L Juenea Jduosuen (k1L L00LO0) #U3B £1L1L00LO0 YNGS NIHIY shinosnw sniy
“wNYW (Z1598) (Urwny) Zi swoipuls |

“WNEW (1x3 Q) 1UISURI PAINPUI-IUOSE IIWEXIP SNINOSNW SNy

WNHW ‘(xAZ) uphz snpnosnw snjy

‘wNyw {opzdiz) ooz visyeid saBuy ouiz sninasnw snpy

‘WNHW ‘(1soed) | uiajord Buipos 133sn)d a1pise uunjoydsoyd snjnasnw snjy

WNHW (ZpLpo) uabnue ZpiLgo sninasnuw sniy

“WNYW ‘| weneajduasuen ‘(psajy) Buiuieiuod uiewop (S-2 §) a1y sninasnw snpy

“wNYw (Zpaids) Z Bujuiejuod uilewop LHAJ ‘paie|a-Anoids sninasnw snjy

“wNY Buip

wH
2g10d
HHETOOLZ0EZS

MYLLIL000LLE
WHLiL4Z000LLE
Ly

tdxo 4

seddy

HHBONBIFEEDE
By
pdis

MO LIP0EDSS
queg

34

8Lodiz

£quo

i

gduag

gELoIS
WL 1100400
Z1sa8

xaq

xAZ

oozdiZ

|saeg

ZPIPD

Psajy

zpadg

134

T32'0MTNI 40 AHL

30 LMT AT AHL LY
I39°0MZINI A AHLT6TX

T30° LM dQTAHLTBEY

730° LM dQTAHLTTEX

L]
e
L]

sope|ndat-umoq

dd

89



e

CAPITULO 4

RESULTADOS

-\.

“EpS S |dwe s (THILOLCF H-o..hw}_ 4\.m|g.. <
TR L T P e et

HEZOLODD0DIOE NS NE #UeD | FUrco| o S0Eco e

=F o i3 dwos [ACEFATAS IHWIN SEALOL DS N IUCIS W 3) WHNHW 3 usB T EQTLET W

THE
DIOS MMSND 2UaB |-
i UI_J ]

LY L0000

FTuFINEIE WITUL Y W0 IR0 33N

T BDI0DI0C SN NEN I >
"W

v (| saeuea ol

e
TR L AR N S5 TS | ) e 8 8T =g Y

Wi
L L
BEETET0000DSSNFISHE euel oM SHOE S OCNGCE

R e .

WHH 25w TEgnleano) w

W e

a0 OE
EEASLOD00DISS NINSG KD 3936 | i) s eases EN 10 T 3 DT e Y B
o

W N W3R8 JENPUS YT 83

R T b

ERaesmEA uh.-ll f_ﬂrﬂﬁnLOL »dfa-pins nes Fn

ZU3 ssuolel ap ,8dD solloous|dss us sope|nbai-dn ssuso "2z - eanbi4

wHEw (13

SWNE R CITERLL HAQ

R e T T

= a3 i gz
FiE-) 303 B CLYES D05
TR

4
WO N
i 2By

dn

oAy

W C4 M | DOEL
DT SO RS
£Xen

HHCOHE LS 2o

e LS TR ) I 3] e | ?_:

W e €3 9IRS SRINSIL BN 3 L3 103 1

..tv-.v}‘.—.... .rd.v\. =

& e e S OE LD 03 dd
SEALD) Bk 3USE P3E0paT NG R SR Py
“ ..wvu..n

® e —a Dl 051 258 J 1 SWINTSHE SE R

..u \.
E 24 & &
e o e %
3 s 5787
=~ e i, o A
i cesag
o L85 8
g g g 2g 8
8 E XS Z
= EELEG
3 gEsSE&*"
(2} = ® o =
] » o 2 o £
N o o om o> om

EaPRP
pE P op

-]
"
Q
"

90



RESULTADOS

z

CAPITULO 4

ZUu3 sauolel ap ,8dD sol1ooua|dsa us sope|nbal-umop saua9 "ge - ednbi-

TasueDaey

-

W s (TN T B a08 e e
¥
T

THEW Tt Garad) Bojowes g © e o
i
1) 0 3G 3L ALIT) W B PO 18 0ETD DE S

“WHE L JUTEeA 18 uen e (g
G015 B 106w Bt (eusicies i e dEEn SO W £

T

LLL0LCOCOTVENMIE NS @l | po
ha S b

FEOL0D0000 6% NS NE susB
T HOCOOTOOCD & VIS

Wi s <1

deysos arummidents winyese Smpuatd lecnos

B3k 9 1093wy v
_u?.-..ef

WHY 29@ TLOODETIOTD 9% 3TSFAYSP
St (e L dies) £ 15

=i
e 2 043w O g 00w e aue i s e a0 (0L PAD GL
SETPL000DICOENNENE =u=0 Ua e 2 jErea U e gs La0n §InE 5 BouSuIuE DEGH K0S A e w e ojus def s

SATIO000000E I NGN D =t D 1 NAOQ

e
Wi 1 et e sduasaTi

WSS L W R 3T SEa g

Ry e XOUCeI0 0 2 apndadi

enan
W sie @ oS (OINGCCOT SOTA | LODIGL IO

WHE W TN A LRI R LW L

s sie dwos (LGS 49T Sus

: ....s.n:.!ou
B xsjdwsngns sudie | (usurd q

o8 | IRORRELT

WL 9 sid (e upusye st Buipstus Bus

21 30u | @R M
RO 006 S (v

S b e |y g e w0 sl SO0 SGOUETY Sn e 3 Ay pass sue il es

W 3 dewaen dduesenn Tow e ) oK

L T e - e
032130000008 SNVISHT 2 uE wisl *» AR
w (B3nh uslesny® sunstew seny

R (vt 04 51OOCOLL) =

M L e

¥ (s b &

& 4 m. a 0 8
28§53 53
e ' ' e ]
e |
i i Ll
LLoClhgl s
EEEEEFES
's 5 's ‘' T e T
35253832
g R R3S ESZES
i S E38s
BEPR

91




CAPITULO 4: RESULTADOS

La lista de genes identificados en los arrays se muestra a continuacion en la Figura
4-28:

Up-Regulados Down-Regulados
CD8 DP CD8 DP
Aslix1 b;st;jj )2 aldoa abi3
Atf7ip cd63 anxa2 agtrap
atrx cenpn aqgp6 arhgap1
Brf2 dhx34 arsb arvl
cdk2 golga7 asns atp6bvlib2
cep350 henl b9d2 chic2
cflar hsp90abl  capza2 cyp4f39
ddb2 insl6 cbfa2t3 derl1
ezh2 (r;igé 0) ccl26 dtx4
fam3c ncaph2 cd24a ei24
fbxl17 nhp2/1 chacl eif2ak3
grk4 nkain2 cnripl eif2c2
hint3 osbpl8 copzl fnta

hist1h4b oxct2 corolc foxp4
Hmgb1 pbrm1 dusp9 gliprl

( R;;Zé 0) pelil elf5 gnb4
mex3b phgdh erh gpr89
Myo9a plp2 fafri grp65

ncin prcl gapdh kpna6
nebl prim2 gltscr2 Ismd1
nek3 psd5a grik3 mrpl33
olfr68 rad50 hspbp1 mrps2
plk1 rcf3 irf8 nebl
ppmlb retsat isg15 pacsl
ralgpsi rfcl kcng3 phka2
Rpl27A Rps23 kcnk6 polr2c
Rpl29 sael lep rit1
Rsf1 safb2 mrto4 rpl29
setx scnml naa38 rpp38

Slfn3 slc7a11 ndufa6 rxfp1
Smapl spagl ndufb10 sarlb

Socs4 tubbb2 nlrc5 senp3

spef2 nirc5 slclas
spopl nrgn spread?2
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CAPITULO 4: RESULTADOS

Up-Regulados Down-Regulados
CD8 DP CD8 DP
tesk2 pcdhl7 spred2
tetl ppbp srgn
tfdp2 rbl1 stk16
Tmx2 rfcs tmod4
tnrc6b rfwd2 yaf2
upf2 rpl27 znf260
xiap rpl38 znf619
zfp420 rps23 zZyx
zfyve21 sfrpl
zmym3 slc6a4
snrpa
socsl
stag3
stard8
surfl
tifab
tmem37
wfikkn2
wnté

Figura 4- 29. Lista de genes identificados como diferencialmente expresados en timocitos DP y
esplenocitos CD8* de ratones En2”".

4.3.4 Generacion de un modelo de sobreexpresion de en2 en linfocitos T

4.3.4.1 Generacion del modelo transgénico Lck-En2

La segunda aproximacion experimental que utilizamos para estudiar la funcién de
En2 en el sistema hematopoyético fue la generacién de un modelo de sobreexpresion de
En2 en linfocitos T. Con este fin se clono el cDNA de mEn2 bajo el control del promotor
proximal del gen Lck, cuya expresion fisiologica esta 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 ademdas un IRES (/nternal Ribosomal Entry
Site, que permite la creacibn de un RNA mensajero bicistronico) seguido de la versién
truncada de la proteina humana CD2 (hCD2t) carente de la cola citoplasmatica (y por lo

tanto de funcion) y que sirve como marcador de la expresion ectdpica del transgén.

93



CAPITULO 4: RESULTADOS

La construccion de los plasmidos requeridos y la generacion de los animales se
llevaron a cabo segun se describe en el apartado 3.1.6. La figura 4-29 muestra el

genotipado de los cuatro ratones fundadores obtenidos tras la microinyeccion

Figura 4- 30. PCR de genotipado de los ratones nacidos tras la microinyeccion de LCK EnZ2. Se
pueden ver los 4 fundadores que portan el transgén.
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CAPITULO 5
DISCUSION

“La ciencia, a pesar de sus progresos
increibles, no puede ni podrd nunca
explicarlo todo. Cada vez ganard nuevas
zonas a lo que hoy parece inexplicable.
Pero las rayas fronterizas del saber, por
muy lejos que se eleven, tendrdn siempre
delante un infinito mundo de misterio”.

Gregorio Maraion






CAPITULO 5: DISCUSION

5.1 Metilacion diferencial de islas CpG en la progresion de la
CML in vivo

En los procesos tumorales confluyen numerosos tipos de alteraciones de la biologia
celular normal, cuya combinacion da como resultado una desregulacién de los controles de
proliferacién 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 biolégicas que caracterizan los procesos malignos es la
alteracion de la diferenciacion de las células tumorales. Como se ha descrito en la
Introduccion, la leucemia mieloide crénica es una enfermedad que, por su naturaleza
bifasica, constituye un modelo ideal para el estudio de la progresién tumoral, dado que es
posible analizar las alteraciones que se producen a medida que ocurre la evolucion de la
enfermedad, y en qué forma contribuyen a la misma (Melo and Barnes, 2007). La fase
cronica se caracteriza por una alteracion proliferativa que conlleva la generaciéon de un
exceso de células mieloides, fundamentalmente en los 6rganos hematopoyéticos, pero

también en otros tejidos, como por ejemplo el higado.

Esta alteracion proliferativa es directamente dependiente de la actividad quinasa de
la proteina de fusibn BCR-ABLp210, y puede ser controlada parcialmente mediante
terapias dirigidas que atacan especificamente esta actividad (Druker, 2008; Savona and
Talpaz, 2008). En la fase cronica no existen alteraciones de la diferenciacién celular, por lo
cual las células se diferencian y mueren de manera normal. La transicién a la crisis blastica
surge como consecuencia del dafio genético acumulado durante la expansion proliferativa
incontrolada, sostenida durante afios de fase cronica (Calabretta and Perrotti, 2004). El
signo clinico de la crisis blastica es la aparicion de un blogueo en la diferenciacion celular
en algun linaje hematopoyético que se manifiesta con la aparicion de estadios celulares
inmaduros (blastos) de dicho linaje. La crisis blastica es la fase final de la evolucién
tumoral y supone la muerte del paciente (ver Figura 5-1). La mayor parte de las crisis
blasticas son mieloides (acumulacion de precursores mieloides, en un 70% de los casos) o
linfoides B (20-30 % de los casos) (Swerdlow et al., 2008), y s6lo en un nimero muy
reducido de casos aparecen crisis blasticas linfoides T (Advani et al., 1991; Cervantes et
al., 1991). Dadas estas caracteristicas, la LMC proporciona un modelo ideal para
diseccionar la progresion tumoral, ya que la disociacién temporal entre la alteracion
proliferativa y el bloqueo de la diferenciacion nos permite estudiar de forma independiente

cudles pueden ser las causas moleculares de este ultimo fenémeno.
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LMC, FASE CRONICA
%9
@ ®\$ —P|
\@ /r_" d

INDIVIDUO SANO 2 .
~%—0

_.®/®\$'—’@

@ ~O) /"@

'@

o

i

LMC, FASE DE ACELERACION

Figura 5- 1. Progreso de la leucemia mieloide crénica. En la fase crdnica se produce una desregulacion
de la maquinaria de la metilacion, de forma que se va acumulando metilacién aberrante en las islas CpG, lo
que, con el tiempo, conduce a la formacién de un “knockout epigenético” que inactiva algun factor que es
necesario para la diferenciacion de algin linaje hematopoyético. Esto causa un bloqueo en dicho linaje y lleva
a la crisis blastica con acumulacion de células indiferenciadas (ver texto para mas detalles).

La hematopoyesis esta finamente regulada por el equilibrio entre distintos factores
de transcripcion y reguladores epigenéticos que determinan los programas de expresion
génica de cada uno de los diferentes linajes de la sangre. Cualquier desregulacién de esta
delicada maquinaria conduce a un desarrollo hematopoyético anormal. Modelos
experimentales “knockouts” de raton han demostrado que la ausencia de distintos factores
de transcripcién causa un bloqueo en la diferenciacion en el primer punto del desarrollo
hematopoyético en el que dicho factor es requerido (Orkin, 2000; Orkin and Zon, 2008).
Por ello, y en funcién de todo lo expuesto, es razonable suponer que la crisis blastica
surge como consecuencia de la pérdida de expresion de genes (“knockouts” naturales)
gue son necesarios para la correcta diferenciacion hematopoyética, y que esta pérdida de
funcién génica va a ser la responsable de la acumulacién de las formas inmaduras que

caracterizan la crisis blastica.
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CAPITULO 5: DISCUSION

De entre los posibles mecanismos moleculares que pueden producir estos
“knockouts” naturales que de manera inexorable llevan a la CB, nosotros pensamos que la
metilacion del DNA es el mejor candidato ya que i) es un proceso biolégico que acompafia
a la proliferacién celular, caracteristica de la fase cronica de la LMC vy ii) puede explicar la
inactivacion sistematica y aleatoria de los 2 alelos de un mismo gen no esencial con el fin
de configurar un “knockout” natural que definiria una CB mieloide o linfoide. La
hipermetilacion de las islas CpG es una de las principales causas de inactivacion génica en
el proceso tumoral, como ya se ha descrito en la Introduccién (Esteller, 2008; Esteller et
al., 2002; Rodriguez-Paredes and Esteller, 2011). Este fenémeno ha sido investigado
fundamentalmente en el contexto de la inactivacion de los principales genes supresores
tumorales (p53, p16, RB, VHL) en modelos secuenciales de canceres de origen epitelial,
pero también se han descrito ejemplos en tumores hematolégicos, incluyendo la leucemia
mieloide aguda (Kroeger et al., 2008), la leucemia linfoblastica aguda (Kuang et al., 2008;
Takeuchi et al., 2011) y la leucemia linfatica crénica (Kanduri et al., 2010; Liu et al., 2006;
Rush et al., 2004). Asi, por ejemplo, la hipermetilacion de p15/NK4B se ha descrito tanto
en leucemias agudas como en sindromes mielodisplasicos (Cameron et al., 1999; Herman
et al., 1997). En leucemias linfoblasticas agudas y en linfoma de Burkitt se ha encontrado
que el gen p73 se silencia transcripcionalmente por metilacion 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 metilacion varia con la enfermedad, por ejemplo el gen de la
calcitonina (Nelkin et al., 1991), el del receptor de estrégenos (Issa et al., 1996), el gen
HICI (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
mayoria de estos estudios parten, o dependen en gran medida, del estudio de lineas
celulares de LMC, como la linea K562 (Lozzio and Lozzio, 1975), y es un hecho bien
descrito (Antequera et al., 1990) y corroborado por nuestros propios resultados (ver méas
adelante) que las lineas celulares presentan altos grados de metilacion 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 ningin caso si las alteraciones descritas tienen
algun tipo de consecuencia en el desarrollo de la enfermedad, o son mas bien potenciales

marcadores de progresion leucémica.

Por el contrario, nuestra hipétesis sugiere que la identificacion de los genes
metilados en el curso de la progresion de la LMC a la CB podria ser una fuente para

identificar i) genes responsables del bloqueo de la diferenciacion, determinando el fenotipo
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de la CB y, al mismo tiempo, ii) identificar genes importantes para el desarrollo

hematopoyeético.

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 progresién a la
crisis blastica. Este resultado se corresponde aproximadamente con el calculo derivado del
uso del método de RLGS (“restricition landmark genomic scanning’, un método basado en
la diferente susceptibilidad del DNA gendmico frente a determinados enzimas de
restriccion en funcion de su estado de metilacién) (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 patron de metilacion, aunque aberrante, no es aleatorio, sino
que distintos mecanismos, como la presion selectiva durante el crecimiento tumoral, o
distintas susceptibilidades individuales de cada isla CpG pueden influenciar los patrones de
metilaciéon tumoral. Por otra parte, también se ha demostrado, en el caso de leucemias
mieloides agudas, que la metilacién aberrante es consecuencia directa de la desregulacién
de la maquinaria celular de control del proceso de metilacion. De esta forma, pareceria
gue la metilacion, en lugar de estar limitada a genes concretos, ocurriria de forma
generalizada (Melki et al., 1999). Esta cuestion esta directamente relacionada con la
naturaleza del mecanismo implicado en la desregulacién de la actividad de metilacién en
tumores, un proceso que es basicamente desconocido. Cada vez estd mas claro, sin
embargo, que la metilacion aberrante de islas CpG especificas refleja una pérdida global
de la proteccion que las islas presentan frente a la metilacién, lo cual sugeriria un cambio
en los factores que regulan los patrones generales de metilacién del DNA (Jones and
Laird, 1999). Se han descrito incrementos en la expresién de la DNA-metiltransferasa-1 en
tumores de colon (el-Deiry et al., 1991), de pulmén (Belinsky et al., 1996) y en leucemias
(Melki et al., 1998). Esto sugeriria que una actividad desregulada de las DNA-
metiltransferasas, sostenida durante afios de desarrollo tumoral, llevaria finalmente a la
represion de genes necesarios para la diferenciacion. De hecho, la mayor parte de las
lineas celulares tumorales analizadas en la bibliografia (Antequera et al., 1990) y en el
presente trabajo, presentan una metilacion masiva de todos aquellos genes que no son
estrictamente necesarios para su supervivencia en cultivo, indicando que la metilacion
afecta a todo el genoma y sélo la seleccion del medio determina que ciertos genes
permanezcan como no metilados en una poblacién celular. Por lo tanto, la aparicion de un

pequefio grupo de genes metilados en varios tipos tumorales implicaria que confieren una

102



CAPITULO 5: DISCUSION

cierta ventaja selectiva, mas que una mayor tendencia de esas secuencias a ser metiladas.
El resto de los genes que parecen metilados de forma inespecifica serian en realidad

“ruido de fondo” del incremento inespecifico de la metilacion global (Costello et al., 2000).

En el caso de la LMC, los genes que confieren una ventaja selectiva serian aquellos
gue causan un bloqueo en la diferenciacion celular. Este efecto podria ser debido, bien a la
pérdida de expresion de un unico gen (por ejemplo, un factor de transcripcion) o bien a
una desregulacion del equilibrio entre los niveles de expresion de varios genes que se
requieran para un determinado proceso. En este contexto, como discutiremos en detalle a
continuacion, en este trabajo se han identificado, como genes que se metilan en la
progresion de LMC a crisis blastica, varios genes que contienen homeodominios y
participan en la regulacion de la expresion génica, como son HOXA1, HOXC13y ENZ. No
solo esto, sino que la validacion usando el método del bisulfito ha confirmado que estos
genes se encuentran metilados también en otros tipos de leucemias, como las
linfoblasticas agudas y (aunque este resultado era de esperar, como ya se ha mencionado)

en lineas celulares leucémicas humanas.

Una vez aislados los 539 clones, se procedidé a su secuenciacion y andlisis, con el
fin de identificar los genes con los que estan asociados utilizando el programa BLAST
(Altschul et al., 1990). 217 clones (36.6% del total) presentaban mas de un 98% de
homologia con regiones localizadas en genes que codifican proteinas de funcién ya
conocida. Estos 217 genes se clasificaron en base a sus funciones, previamente descritas
en la bibliografia, definiendo 7 grupos de funciones (un mismo gen puede estar asociado a
mas de una funcién) (ver Figura 4.2 y Apéndice I): 1) genes de expresion constitutiva,
implicados en funciones metabdlicas y estructurales basicas; 2) genes implicados en los
procesos de diferenciacion celular; 3) genes implicados en los procesos de control de la
proliferacibn 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 especificas en algun 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 ningun gen identificado hasta la fecha. En nuestro anélisis
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’ o0 en el 3, y de un tamafio medio de 0.5 kb. Un fenédmeno

similar habia sido ya descrito en otro trabajo en el que se uso la columna de HMBD para
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separar DNA metilado de adenocarcinomas de pulmoén (Shiraishi et al., 1999). En este
estudio se encontr6 que, de mas de 1000 clones analizados, s6lo 60 contenian fragmentos
de mas de 0.8kb y muchos de ellos no eran verdaderas islas en funcién de su punto de
fusion. Recientemente se ha descrito, mediante estudios gendmicos, la existencia de lo
gue 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 descripcion inicial, se ha comprobado que muchos de
los cambios con consecuencias relevantes para el control de la expresion génica, tanto en
tumores como en desarrollo normal, se producen en las “CpG island shores”. Asi, en
cancer de colon se ha encontrado que la mayor parte de la metilacion aberrante se
concentra en las “CpG island shores” (hasta el 76% de la hipermetilacion asociada a la
progresion 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 expresion génica se
correlacionan mejor con la metilacion 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 estan implicados en la
regulacion epigenética del desarrollo normal y se metilan también de forma diferencial en
el proceso de reprogramacion hasta pluripotencia, lo cual refuerza el enlace entre

metilacion-desarrollo-cancer-reprogramacién (Doi et al., 2009; Irizarry et al., 2009).

De esta manera, el andlisis global de los datos obtenidos en nuestro screening nos

permite concluir que:

- Existe un proceso de metilacion diferencial aberrante en la progresion desde la
LMC a la crisis blastica, y que este proceso implica tanto islas CpG asociadas con genes
como regiones estructural y funcionalmente menos definidas, pero que podrian con gran
probabilidad corresponderse a las descritas con “CpG island shores”, en consonancia con

lo descrito en la bibliografia.

- De entre las islas asociadas a genes concretos, la metilacién supondria la pérdida
funcional de genes implicados en numerosas categorias, entre ellas la regulacién de la

diferenciacion celular.

- La identificacion de determinadas islas metiladas de forma sistematica en la

progresién leucémica nos ha permitido identificar genes que, hasta el momento, no habian
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sido implicados en los procesos de diferenciacion hematopoyética, validando de esta forma

la hipotesis y la aproximacion experimental empleadas.

5.2 Metilacion in vivo de genes homeobox en la progresion de
la CML

Las proteinas que contienen dominios homeobox u homeodominios son proteinas
capaces de unirse a secuencias especificas de DNA en virtud de esta caracteristica
estructural y, en general, son reguladores de la expresion génica con papeles esenciales
en los procesos de diferenciacion 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 | de genes con
homeodominios (Cillo et al., 2001; Grier et al., 2005) y desempefian un papel esencial en
el establecimiento del patron 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 Il
(divergentes, o no-HOX) y estan dispersos a lo largo del genoma (Owens and Hawley,
2002). Practicamente todos ellos son reguladores transcripcionales, en virtud de su
capacidad de unién 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 sobreexpresion como su pérdida de funcion 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 desregulacion
de la actividad de los genes homeobox esta implicada en varios ejemplos, bien como el
agente directamente causante (proteinas quiméricas de fusion del gen NUP98 con genes
HOX como HOXA9, HOXC11, HOXC13 o HOXD13, ver (Grier et al., 2005)) o bien como un
fendmeno secundario relacionado con la biologia 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 podrian comportarse en ciertos contextos como
supresores tumorales cuya pérdida de funcion contribuiria a la progresién del proceso
tumoral. La hipermetilacién de islas CpG de genes homeobox en leucemias ha sido
descrita anteriormente (Strathdee et al., 2007). Por ejemplo, HOXA4 se hipermetila y su
transcripcion se silencia en la leucemia linfatica crénica (Strathdee et al., 2006). En el caso
de la LMC, se ha asociado la hipermetilacion de HOXA4'y HOXAS5 con la progresion de la

enfermedad, y la reintroduccion de HOXA5 en células de crisis blastica induce la
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reexpresion de marcadores de diferenciacion granulocitica (Strathdee et al., 2007). En el
presente trabajo hemos identificado y confirmado mediante secuenciacién con bisulfito la
hipermetilacion de la isla CpG del gen HOXA1 humano. En otros estudios se ha descrito la
hipermetilacion de HOXA1 como un fenémeno asociado a la progresion tumoral en cancer
de mama (Selamat et al.; Strathdee et al., 2006), de pulmén (Tsou et al., 2007), de
colédoco (Kim et al., 2007) o de estomago (Kang et al., 2008). Nuestros resultados,
mostrados en la Figura 4.4, indican que hay un incremento progresivo de la metilacion del
fragmento de la isla CpG de HOXA1 analizado, desde las fases cronicas hasta las crisis
blasticas. Esta hipermetilacion se puede encontrar también en las leucemias linfoblasticas
agudas estudiadas y en las lineas celulares leucémicas analizadas, lo cual, con la
precaucion que se necesita para interpretar los resultados procedentes de lineas celulares,
parece sin embargo sugerir que, al igual que ocurre con los ejemplos de genes HOX
anteriormente descritos, la metilacion 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 patrén
de expresion de Hoxcl3 durante el desarrollo normal del raton es muy definido y
restringido a estructuras concretas, ya que se expresa en la ufias, en la cola, en la
vibrisas, en las papilas filiformes de la lengua y en los foliculos pilosos (Godwin and
Capecchi, 1998). Es por ello que el fenotipo del raton knockout para Hoxc13 es bastante
menos grave que el de los genes HOX en general (que son letales en la embriogénesis), y
los ratones Hoxcl3” 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 proteina quimérica
NUP98-HOXC13 como consecuencia de la translocacion t(11;12)(p15;q13) (La Starza et
al., 2003; Panagopoulos et al., 2003). El gen NUPI8 forma fusiones quiméricas con varios
genes HOX (hasta ocho distintos HOX han sido descritos, (Argiropoulos and Humpbhries,
2007)), de forma que estas oncoproteinas 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 unién al DNA
(Argiropoulos and Humphries, 2007). Por tanto, existen evidencias solidas que enlazan al

gen HOXC13 con el desarrollo hematopoyético aberrante. Nuestros resultados indican que
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la pérdida de funcibn de HOXC13 debida a la hipermetilacién de su promotor puede tener
un papel en la progresién de la leucemia mieloide crénica. Efectivamente, como se puede
apreciar en la Figura 4.6, la isla CpG de HOXC13 se hipermetila en la transicion de la fase
cronica a la crisis blastica. Aunque el incremento de la metilacion desde los controles
sanos hasta las crisis blasticas no es tan dramético como en el caso de HOXAI o de ENZ2
(Figura 4.8), sin embargo es aun apreciable, y los resultados se ven confirmados por la
densa metilacion que se observa en el caso de la leucemia linfoblastica aguda T analizada
y, una vez mas, por la completa metilacion de la isla que se aprecia en las cinco distintas

lineas celulares leucémicas analizadas.

De esta manera, los resultados del analisis de la metilacion de las islas de los genes
HOXA1y HOXC13, ademas de su propio interés intrinseco nos permiten concluir, a modo
de “proof of principle’, que la aproximacion experimental utilizada es adecuada para la

identificacion de reguladores de la diferenciacién 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 transcripciébn Engrailed-2 en el desarrollo hematopoyético.
Una de las razones de esta eleccion es que £n12 es un gen que nunca se habia descrito
como implicado en el desarrollo hematopoyético, siendo nuestros resultados los primeros
gue sugieren su participacion en este proceso. Ademas, es un gen con funciones bien
caracterizadas en la regulacion de la diferenciacion y el desarrollo de otros sistemas del
organismo, como discutimos mas adelante, y existen humerosas 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 esta cada vez mas aceptado (Terskikh et al., 2001)
el hecho de que existen numerosas similitudes entre los genes y mecanismos moleculares
gue participan en el control transcripcional del desarrollo del SNC y los que controlan la
diferenciacién hematopoyética. No solo eso, sino que muchos de los genes y proteinas que
estan relacionados funcionalmente con £n2 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 hacian bastante plausible el que

Engrailed-2 pudiese participar también en el desarrollo hematopoyético.
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Engrailed fue descrito inicialmente hace mas de 70 afios como una mutacion
espontanea en Drosophila melanogaster que causaba varias alteraciones en el desarrollo
de los segmentos toracicos y las alas (Eker, 1929). Posteriormente se identific6 como un
gen homeobox que es crucial para el establecimiento y el mantenimiento de la
compartimentalizacion durante el desarrollo de la mosca (Morgan, 2006; Simon and
Alavian, 2009). El gen engrailed esta implicado en la formacion 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). Ademas,
participa en neurogénesis (Condron et al., 1994) y en diferenciacion neuronal (Marie et al.,
2000). Engrailed presenta dos homologos en mamiferos, 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
raton, a partir del dia 8.5 poscoito, £nly EnZ se expresan en dominios restringidos en la
zona de frontera entre el prosencéfalo y el mesencéfalo, que es la zona en la que surgira
el cerebelo (Davis et al., 1991; Davis and Joyner, 1988; Davis et al., 1988; Joyner et al.,
1991). Posteriormente su expresion se restringe a grupos celulares del coliculo, la
substantia nigra y el puente. En el cerebelo, £n1 no se expresa, mientras que £n2 se
expresa de forma generalizada en el cerebelo embrionario y, postnatalmente, en células
de las capas granulosa y molecular. £n1 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). £n2 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 £nZ2 son viables y no muestran excesivos problemas
motores. Sin embargo, tienen un cerebelo reducido y con un patrén de foliacion alterado,
especialmente en la regién posterior del érgano (Joyner et al., 1991; Joyner et al., 1989;
Millen et al., 1994). Por el contrario, los ratones knockout de £nZ mueren al nacimiento y
carecen de una amplia region del cerebelo y del coliculo y numerosas malformaciones en
las extremidades (Wurst et al., 1994). La viabilidad del mutante de £n2 se explica porque
solapa en la mayor parte de sus dominios de expresidén con £nl1, excepto precisamente en
el cerebelo, y los dos genes presentan redundancia funcional (Hanks et al., 1995). AlUn es
mas, si se sustituye mediante knock-in el gen £nl por EnZ, el ratdn es perfectamente
funcional, lo cual indica que la diferencia entre £ni1 y EnZ2 radica en sus diferentes
patrones de expresion (Hanks et al., 1995). Yendo més all3, incluso se ha demostrado que
el gen engrailed de Drosophila puede rescatar la mayor parte del fenotipo cerebral

consecuencia de la falta de £ni, en un raton knock-in de engrailed en el locus E£ni,
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demostrando el alto grado de conservacion estructural y funcional de estas proteinas

durante la evolucion (Hanks et al., 1998).

Desde el punto de vista molecular, el estudio de numerosos genes erngrailed en
diferentes taxones ha permitido definir la existencia de 5 regiones de homologia de
Engrailed (EHs), de las que EH4 comprende el homeodominio con capacidad de union al
DNA (Han and Manley, 1993). Las regiones EH1 y EH5 median la funcién de represion
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 proteina con homeodominios, PBX1 (Peltenburg and Murre, 1997), que
posiblemente modula la actividad de Engrailed. En funcién de esta estructura, la actividad
principal de las proteinas Engrailed es la represion 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 activacion de importantes genes
implicados en desarrollo, como pueden ser hedgehog o polyhomeotic, o incluso el propio
engrailed. Sin embargo, y aungque no esta bien claro todavia, parece ser lo més probable
que esta activacion sea un resultado indirecto de la represion de otros represores
transcripcionales (Alexandre and Vincent, 2003). Ademas de todo lo expuesto, parece que
Engrailed también puede actuar como un regulador de la traduccion a proteinas, ademas
de la transcripcién, en virtud de su capacidad de interaccionar con el factor de elongaciéon
de la traduccion elF4E (Nedelec et al., 2004). Finalmente, se ha descrito que las proteinas
engrailed pueden ser secretadas por algunas células e internalizadas por otras,
probablemente asociadas a vesiculas, y funcionar de esa manera como sefiales que
establecen gradientes morfogenéticos, por ejemplo en la formacion 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 implicacion de £nl y/o EnZ2
en procesos patoldgicos. 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 £n1y EnZ2 puedan estar

asi implicados en el desarrollo de esta patologia y que, en cualquier caso, los ratones
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knockout de estos genes pueden ser Utiles como modelos para el estudio de la misma
(Alberi et al., 2004; Simon et al., 2004). En otra patologia distinta, el autismo, se ha
comprobado realizando estudios de “/inkage’ genético y “genome wide association
screenings’ en pacientes que hay dos SNPs intronicos en la regién del homeodominio de
ENZ que estan fuertemente asociados con la enfermedad (Benayed et al., 2005). Esto,
unido al hecho de que las alteraciones estructurales del sistema nervioso central mas
frecuentemente asociadas con el autismo estan localizadas en el cerebelo, ha llevado a
postular un posible papel de ENZ en el desarrollo de esta enfermedad (Benayed et al.,
2005). En el caso del cancer, existen muy pocos ejemplos en la bibliografia que relacionen
esta enfermedad con los genes ENGRAILED. El ejemplo mas relevante es la descripcion de
gue ENZ puede ser un oncogén en cancer de mama, dado que se expresa de manera
ectdpica en un grupo reducido (7.3% del total) de muestras de pacientes y en numerosas
lineas celulares de esta enfermedad (Martin et al., 2005). Ademas, su expresion ectépica
en lineas celulares mamarias no tumorales hace que las células pierdan la inhibicién por
contacto, aumenten su proliferacion, pierdan su capacidad de diferenciacion y sean
capaces de generar adenocarcinomas al injertarlas en ratones receptores (Martin et al.,
2005). El mecanismo molecular que causa la sobreexpresion de ENZ, asi como el de la

forma en que media sus efectos, son desconocidos.

En funcién de todas estas evidencias experimentales, nuestro primer paso, una vez
identificado en el screening el clon de la genoteca que contenia la isla de ENZ2, fue estudiar
mediante secuenciacion con bisulfito el estado de metilacion de la isla en diferentes
muestras de pacientes y lineas celulares. Los resultados, recogidos en la Figura 4.8,
revelan una total ausencia de metilacion en los controles sanos, en las fases croénicas, en
las crisis blasticas que no son T, y en las leucemias linfoblasticas agudas B. Por el
contrario, hay una metilacibn densa en la crisis blastica de tipo T, en las leucemias
linfoblasticas agudas T y en todas las lineas celulares analizadas. Estas evidencias parecian
sugerir que la metilacion de ENZ2 podria estar asociada con una alteracion (bloqueo) de la
diferenciacién de los linfocitos T, apuntando, por tanto, a un posible papel de ENZ este

proceso (ver figura 5-2).
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Figura 5- 2. Progresion de la LMC a crisis blastica de tipo T. La pérdida de funcién de En2, causada por
la hipermetilacion de la isla CpG asociada, produce un bloqueo en la diferenciacion de los linfocitos T que lleva
a la crisis blastica de tipo T. Basado en (Ren, 2005) .

Para comprobar este punto, se procedid a estudiar el patron de expresion de
Engrailed-2 en los principales tipos celulares durante la diferenciaciéon T, tanto en
humanos como en ratdn. En las Figuras 4-9 y 4-10 se muestran los resultados del analisis
de la expresion de Engrailed-2 en poblaciones de linfocitos T en el timo y el bazo de ratén
(Figura 4-9) o en el timo humano (Figura 4-10) mediante RT-PCR. Como se puede
apreciar, £n2 se expresa en linfocitos DP en el timo de ratdn y en linfocitos CD8* tanto en
timo como en bazo. Un patrén de expresion similar se puede ver en el timo humano
(Figura 4-10). Estos resultados corroboran la hipétesis de partida y refuerzan la idea de
que £n2 ha de desempefiar algun papel durante el desarrollo o la funcién de los linfocitos
T.

Para estudiar el papel que un gen pueda tener en el desarrollo o funciéon de un
tejido, una de las aproximaciones experimentales mas poderosas es el estudio del fenotipo
del knockout de dicho gen. Por ello, una vez confirmado que £nZ2 se expresa durante el
desarrollo de los linfocitos T, obtuvimos del grupo de Alexandra Joyner el ratdn knockout
al que le falta el homeodominio de £n2 y que, como hemos explicado, es un alelo nulo
(alelo £n2™4%) (Joyner et al., 1991; Millen et al., 1994). Dado que nunca se habia descrito
la expresidn o la participacion de En2 en el desarrollo hematopoyético, no existian datos
sobre este proceso en los ratones £n2”". Por ello, en primer lugar procedimos a analizar
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las poblaciones celulares sanguineas mas relevantes en los distintos drganos
hematopoyéticos (médula 6sea, bazo, nddulos linfaticos, timo, sangre periférica e higado
fetal). Un primer aspecto relevante es la reduccion del tamafio 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 £72”° que en los controles. Es un hecho conocido
gue existe dimorfismo sexual en ratén en el tamafio del timo, tanto en valor absoluto
como en términos relativos con respecto al peso total del animal (Dunn, 1954; Peleg and
Nesbitt, 1984). Ademas, este dimorfismo varia entre las diferentes cepas de ratdn, 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 parametro, y hay
gue 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
organos, con excepcion del cerebelo, en el que se confirmé visualmente el fenotipo

previamente descrito en la bibliografia (datos no mostrados).

Los resultados del analisis mediante citometria de flujo, recogidos en las Figuras 4-
14 a 4-20, no muestran diferencias significativas en la composicion o el niUmero 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 £n2 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 andlisis de los ratones knockout. La razon de este
fendbmeno es que, aunque exista algun bloqueo en la diferenciacion, si éste no es
absoluto, siempre existe un porcentaje de células (tanto mayor cuanto menos severo sea
el blogqueo) 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
alteracion, el efecto neto es un desarrollo que, en apariencia, es normal. Por ello, la Unica
manera de revelar la existencia de estos bloqueos parciales es mediante experimentos de
reconstitucion de médula 6sea en condiciones competitivas. En estos experimentos se
inyectan en un ratdn receptor células procedentes de la médula 6sea del raton knockout
mezcladas en proporciones variables con células obtenidas de un raton control, pudiendo
distinguirse el origen de las células inyectadas mediante el uso de distintos marcadores.
En este contexto experimental, las células del raton knockout han de competir con las
células WT en todos y cada uno de los nichos. Por ello, si existe algun bloqueo en el

desarrollo, las células knockout no contribuyen a la generacion 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 RAGI”, 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 diferenciacién de

los linfocitos T de los ratones £n2”.

Otra forma de evaluar la participacion de un gen en un determinado proceso es la
generacion de modelos de ganancia de funcién, en los que la expresion del gen de interés
se incrementa artificialmente en el compartimento celular o el 6rgano en el que dicha
funcién se quiere estudiar. Esta aproximacion 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 funcion de £n2 en los linfocitos T, en el que £n2 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 generacion de modelos de
ganancia de funcion en linfocitos T estad ampliamente aceptado, y son numerosos los
ratones transgénicos que ha sido generados con esta construccion (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 redaccién de esta Memoria se han obtenido 4 ratones
potenciales fundadores tras el proceso de microinyeccion del plasmido Ick-EN2 en oocitos
de ratdon. 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 diseccion de este Unico ejemplar revelé una total ausencia de timo y
alteraciones generales en los compartimentos linfoides (datos no mostrados). Dado que,
de momento, se trata sélo de un animal de una Unica linea transgénica, no se pueden
extraer conclusiones firmes. Sin embargo, es interesante mencionar en este contexto que
la expresion ectépica de En2 en las células cerebelares de Purkinje de ratones
transgénicos causa una reduccion del tamafio cerebelar a un tercio del tamafio normal, y

una gran reduccion en el numero de células de Purkinje (Baader et al., 1998).

En paralelo con los experimentos que nos permitan concluir cuél es el papel que
EnZ juega en el desarrollo linfoide (reconstitucion de médula désea en condiciones
competitivas y modelos de ganancia de funcidén), hemos realizado otros estudios para
determinar la funcionalidad de los linfocitos B y T en ausencia de £n2. En primer lugar,

hemos estudiado la capacidad de los ratones £n2” para generar una respuesta inmune
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dependiente de linfocitos T, caracterizada por la formacion de centros germinales. Para
ello hemos inmunizado ratones £n2”" y controles WT mediante la inyeccién intraperitoneal
de eritrocitos de cordero (SRBC). Al cabo de 10 dias se analiz6 la presencia de linfocitos B
de centros germinales mediante citometria de flujo. Los resultados, que se presentan en la
Figura 4-21, indican que los ratones £n2”" pueden montar una respuesta inmune humoral
y celular normal, caracterizada por la presencia de linfocitos B del centro germinal

(B200*FAS*GI7"), frente al estimulo de los SRBCs.

Otra forma de evaluar la correcta funcionalidad de los linfocitos T es estudiar su
capacidad de producir citoquinas especificas tras su estimulacion /n vitro con PMA e
inonomicina. En presencia de inhibidores de la secrecion del aparato de Golgi (Brefeldina
A) las citoquinas no son secretadas al exterior, y se puede detectar su presencia por
citometria de flujo mediante tinciones intracelulares con anticuerpos especificos. En las
Figuras 4-22 y 4-23 se muestran los patrones de expresion de las citoquinas interleukina-2
(IL-2), interferon gamma (INFy), y factor de necrosis tumoral alfa (TNFa). Se puede
apreciar que no hay diferencias en la capacidad funcional, evaluada mediante este

método, entre los linfocitos T £n2” y los controles WT.

De los resultados presentados, y a falta de los datos de la reconstitucion de
médula ésea en condiciones competitivas y el modelo de ganancia de funcion, parece que
el efecto de la falta de £n2 en linfocitos T produce un fenotipo bastante sutil, sélo
apreciable por la diferencia del tamafio del timo entre ratones £72”y controles WT. Como
hemos expuesto anteriormente, también el fenotipo del SNC de los ratones £n2” es
bastante moderado, y esto se debe en gran medida a la redundancia funcional con £ni,
gue compensa en la mayor parte de los érganos, excepto el cerebelo, la falta de £n2. Con
el fin de comprobar si esto era cierto también en el caso del timo, procedimos a estudiar si
existia expresion de £nl en este érgano, al igual que habiamos hecho antes con £nZ2. Sin
embargo, tal y como se recoge en la Figura 4-11, no hemos detectado ninguna expresion
de £ni en el desarrollo de los linfocitos T de raton mediante RT-PCR, mientras que si
hemos sido capaces de detectarla en cDNA obtenido a partir de cabeza de embrion de
raton. Por tanto, parece que el timo es un 6rgano donde sélo se expresa £n2, por lo que
no puede existir redundancia funcional o rescate de un potencial fenotipo por la expresion

de £Enl.

Desde un punto de vista bioldgico, es altamente improbable que un gen se exprese

en un contexto celular y no tenga ningun papel en el mismo. Esto deberia ser
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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 £72”a nivel de
los patrones de expresién génica, hemos realizado estudios transcriptémicos mediante
microarrays de cDNA, comparando poblaciones celulares purificadas derivadas de ambos
tipos de ratones. Asi, hemos comparado, entre ratones WT y £nZ2”, timocitos dobles
positivos (DP) y esplenocitos CD8", dos poblaciones en las que la expresion de £n2 es
claramente detectable. Los resultados de los andlisis de expresion 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 dramaticos y el hecho de los niveles de
expresion de £n2 son moderados ya de entrada. Sin embargo, existen diferencias
consistentes en los niveles de expresion de algunos genes potencialmente relevantes. Se
han seleccionado para las figuras los genes que muestran diferencias de expresién de 1.5x
(para DPs) o 2x (para esplenocitos CD8"). Dado que En2 es fundamentalmente un
represor transcripcional y su potencial efecto transactivador seria mas bien debido, como
hemos comentado anteriormente, a la represién de represores, l0s genes potencialmente
mas interesantes de los identificados en el estudio por microarrays son aquellos que
aparecen upregulados en las células £n2” frente a las WT. En este conjunto se

encuentran genes relevantes para el proceso de diferenciaciéon T, como por ejemplo:

- SIfn3, que se sabe que esta diferencialmente regulado durante la diferenciacion T
y cuya sobreexpresion interfiere con la maduracion de los DP y disminuye el nimero de

timocitos (Geserick et al., 2004; Schwarz et al., 1998).

- Asx/1, una proteina de unién a cromatina, miembro del grupo Polycomb, que se
encuentra mutada en sindromes mielodisplasicos y leucemia linfatica crénica (Sugimoto et
al., 2010).

- Ezh2, una proteina esencial de los procesos de regulacion epigenética por su
capacidad para metilar la histona H3 en las lisinas 9 y 27, estableciendo asi patrones de

represion transcripcional (Cao and Zhang, 2004).

- Hmgbl, implicada en los reordenamientos V(D)J por su capacidad de

interaccionar con las proteinas 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 expresion de genes

gue son necesarios para este proceso. La falta de Engrailed-2 causa alteraciones en estos
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patrones de expresion y puede interferir con una correcta diferenciacién de los linfocitos T.
Como hemos visto, la pérdida de expresion de ENZ causada por la hipermetilacion de la
isla CpG del gen a lo largo de la fase cronica de la LMC, puede ser la responsable de un
bloqueo de la diferenciacién que, unido a la actividad quinasa desregulada de BCR-
ABLp210, desencadene una crisis blastica 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 Scal-BCR-ABLp210 (Perez-Caro et al., 2009; Vicente-Duenas et al.,
2009b), que sufre LMC y posterior progresion a la crisis blastica, en un fondo £72”. De
esta manera esperamos poder recapitular el fenotipo tumoral de la crisis blastica de tipo T

en un modelo de ratén.
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Existe un proceso de metilacion aberrante del DNA en la progresion desde
la leucemia mieloide crénica a la crisis blastica. Este proceso afecta tanto a las islas
CpG clasicas, asociadas con el extremo 5 de genes, como a otras regiones del
genoma ricas en pares CpG. La metilacion de las islas CpG en la progresion de la
LMC puede causar un “knockout epigenético”, produciendo la pérdida de expresion
de reguladores transcripcionales importantes para la diferenciacion celular, y

causando asi el bloqueo de la diferenciacion que caracteriza la crisis blastica.

La identificacién de las islas CpG que se metilan en la progresiéon de la LMC
permite, por tanto, identificar genes implicados en los procesos de diferenciacion
hematopoyética. Asi, hemos podido vincular por primera vez al gen Engrailed-2 con
el proceso de diferenciacion linfoide T: el gen homeobox Engrailed-2 se hipermetila
en la progresion de la LMC y su metilacion esta asociada con el desarrollo de crisis
blasticas de tipo T y con leucemias linfoblasticas agudas de tipo T. £N-2 se expresa
durante el desarrollo de los linfocitos T, tanto en raton como en humano. La falta
de Engrailed-2 en ratones knockout produce una disminucion del tamafio del timo y
un cambio en los patrones de expresidon génica durante el desarrollo de los

linfocitos T.

121






BIBLIOGRAFIA

Bibliografia

Abate-Shen, C. (2002). Deregulated homeobox gene expression in cancer: cause or consequence?
Nat Rev Cancer 2, 777-785.

Abbas, A.K., Lichtman, A.H., and Pillai, S. (2008). Inmunologia Celular y Molecular 62 Edicion
(ELSEVIER).

Abollo-Jimenez, F., Jimenez, R., and Cobaleda, C. (2010). Physiological cellular reprogramming
and cancer. Semin Cancer Biol 20, 98-106.

Abramovich, C., and Humphries, R.K. (2005). Hox regulation of normal and leukemic
hematopoietic stem cells. Curr Opin Hematol 12, 210-216.

Adams, J.M., Houston, H., Allen, J., Lints, T., and Harvey, R. (1992). The hematopoietically
expressed vav proto-oncogene shares homology with the dbl GDP-GTP exchange factor, the bcr
gene and a yeast gene (CDC24) involved in cytoskeletal organization. Oncogene 7, 611-618.
Adolfsson, J., Mansson, R., Buza-Vidas, N., Hultquist, A., Liuba, K., Jensen, C.T., Bryder, D., Yang,
L., Borge, O0.J., Thoren, L.A,, et al. (2005). |dentification of FIt3+ lympho-myeloid stem cells lacking
erythro-megakaryocytic potential a revised road map for adult blood lineage commitment. Cell
121, 295-306.

Advani, S.H., Malhotra, H., Kadam, P.R., lyer, R.S., Nanjangud, G., Balsara, B., Saikia, T., Gopal,
R., and Nair, C.N. (1991). T-lymphoid blast crisis in chronic myeloid leukemia. Am J Hematol 36,
86-92.

Akashi, K., Traver, D., Miyamoto, T., and Weissman, I.L. (2000). A clonogenic common myeloid
progenitor that gives rise to all myeloid lineages. Nature 404, 193-197.

Alberi, L., Sgado, P., and Simon, H.H. (2004). Engrailed genes are cell-autonomously required to
prevent apoptosis in mesencephalic dopaminergic neurons. Development 131, 3229-3236.
Alexandre, C., and Vincent, J.P. (2003). Requirements for transcriptional repression and activation
by Engrailed in Drosophila embryos. Development 130, 729-739.

Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Myers, E.W., and Lipman, D.J. (1990). Basic local alignment
search tool. ) Mol Biol 215, 403-410.

Antequera, F., Boyes, J., and Bird, A. (1990). High levels of de novo methylation and altered
chromatin structure at CpG islands in cell lines. Cell 62, 503-514.

Argiropoulos, B., and Humphries, R.K. (2007). Hox genes in hematopoiesis and leukemogenesis.
Oncogene 26, 6766-6776.

Baader, S.L., Sanlioglu, S., Berrebi, A.S., Parker-Thornburg, J., and Oberdick, J. (1998). Ectopic
overexpression of engrailed-2 in cerebellar Purkinje cells causes restricted cell loss and retarded
external germinal layer development at lobule junctions. J Neurosci 18, 1763-1773.

Baikie, A.G., Court-Brown, W.M., Buckton, K.E., Harnden, D.G., Jacobs, P.A., and Tough, I.M.
(1960). A possible specific chromosome abnormality in human chronic myeloid leukaemia. Nature
188,1165-1166.

Baylin, S.B., and Jones, P.A. (2007). Epigenetics Determinants of Cancer. In Epigenetics, C.D. Allis, T.
Jenuwein, and D. Reinberg, eds., pp. 457-477.

Belinsky, S.A., Nikula, K.., Baylin, S.B., and Issa, J.P. (1996). Increased cytosine DNA-
methyltransferase activity is target-cell-specific and an early event in lung cancer. Proc Natl Acad
Sci US A 93, 4045-4050.

Benayed, R., Gharani, N., Rossman, l., Mancuso, V., Lazar, G., Kamdar, S., Bruse, S.E., Tischfield,
S., Smith, B.J., Zimmerman, R.A., et al. (2005). Support for the homeobox transcription factor
gene ENGRAILED 2 as an autism spectrum disorder susceptibility locus. Am J Hum Genet 77, 851-
868.

Bestor, T.H. (2005). Transposons reanimated in mice. Cell 122, 322-325.

Bestor, T.H., and Ingram, V.M. (1983). Two DNA methyltransferases from murine erythroleukemia
cells: purification, sequence specificity, and mode of interaction with DNA. Proc Natl Acad Sci U S A
80, 5559-5563.

123



BIBLIOGRAFIA

Bocker, M.T., Hellwig, l., Breiling, A., Eckstein, V., Ho, A.D., and Lyko, F. (2011). Genome-wide
promoter DNA methylation dynamics of human hematopoietic progenitor cells during
differentiation and aging. Blood 117, e182-189.

Broske, A.M., Vockentangz, L., Kharazi, S., Huska, M.R., Mancini, E., Scheller, M., Kuhl, C., Enns,
A., Prinz, M., Jaenisch, R., et al. (2009). DNA methylation protects hematopoietic stem cell
multipotency from myeloerythroid restriction. Nat Genet 41, 1207-1215.

Brown, G., Hughes, P.J., Michell, R.H., Rolink, A.G., and Ceredig, R. (2007). The sequential
determination model of hematopoiesis. Trends Immunol 28, 442-448.

Brunet, I., Weinl, C., Piper, M., Trembleau, A., Volovitch, M., Harris, W., Prochiantz, A., and Holt,
C. (2005). The transcription factor Engrailed-2 guides retinal axons. Nature 438, 94-98.

Calabretta, B., and Perrotti, D. (2004). The biology of CML blast crisis. Blood 103, 4010-4022.
Cameron, E.E., Baylin, S.B., and Herman, J.G. (1999). p15(INK4B) CpG island methylation in
primary acute leukemia is heterogeneous and suggests density as a critical factor for
transcriptional silencing. Blood 94, 2445-2451.

Cao, R., and Zhang, Y. (2004). The functions of E(Z)/EZH2-mediated methylation of lysine 27 in
histone H3. Curr Opin Genet Dev 14, 155-164.

Carpenter, A.C., and Bosselut, R. (2010). Decision checkpoints in the thymus. Nat Immunol 11,
666-673.

Cazzaniga, G., Tosi, S., Aloisi, A., Giudici, G., Daniotti, M., Pioltelli, P., Kearney, L., and Biondi, A.
(1999). The tyrosine kinase abl-related gene ARG is fused to ETV6 in an AML-M4Eo patient with a
t(1;12)(g25;p13): molecular cloning of both reciprocal transcripts. Blood 94, 4370-4373.

Ceredig, R., Rolink, A.G., and Brown, G. (2009). Models of haematopoiesis: seeing the wood for
the trees. Nat Rev Immunol 9, 293-300.

Cervantes, F., Urbano-Ispizua, A., Escoda, L., Ordi, J., Montserrat, E., and Rozman, C. (1991). [T
lymphoid blast crisis of Philadelphia chromosome-positive chronic myeloid leukemia: analysis of 3
cases]. Med Clin (Barc) 97, 21-23.

Cillo, C., Cantile, M., Faiella, A., and Boncinelli, E. (2001). Homeobox genes in normal and
malignant cells. J Cell Physiol 188, 161-169.

Ciofani, M., and Zuniga-Pflucker, J.C. (2007). The thymus as an inductive site for T lymphopoiesis.
Annu Rev Cell Dev Biol 23, 463-493.

Clark, S.., Harrison, J., Paul, C.L.,, and Frommer, M. (1994). High sensitivity mapping of
methylated cytosines. Nucleic Acids Res 22, 2990-2997.

Clevers, H. (2011). The cancer stem cell: premises, promises and challenges. Nat Med 17, 313-319.
Cobaleda, C., Jochum, W., and Busslinger, M. (2007a). Conversion of mature B cells into T cells by
dedifferentiation to uncommitted progenitors. Nature 449, 473-477.

Cobaleda, C., Schebesta, A., Delogu, A., and Busslinger, M. (2007b). Pax5: the guardian of B cell
identity and function. Nat Immunol 8, 463-470.

Colicelli, J. (2010). ABL tyrosine kinases: evolution of function, regulation, and specificity. Sci Signal
3, reb6.

Condron, B.G., Patel, N.H., and Zinn, K. (1994). Engrailed controls glial/neuronal cell fate decisions
at the midline of the central nervous system. Neuron 13, 541-554.,

Corn, P.G., Kuerbitz, S.J., van Noesel, M.M., Esteller, M., Compitello, N., Baylin, S.B., and
Herman, J.G. (1999). Transcriptional silencing of the p73 gene in acute lymphoblastic leukemia and
Burkitt's lymphoma is associated with 5' CpG island methylation. Cancer Res 59, 3352-3356.
Costello, J.F., Fruhwald, M.C., Smiraglia, D.J., Rush, L.J., Robertson, G.P., Gao, X., Wright, F.A.,
Feramisco, J.D., Peltomaki, P., Lang, J.C., et al. (2000). Aberrant CpG-island methylation has non-
random and tumour-type-specific patterns. Nat Genet 24, 132-138.

Cuenco, G.M., and Ren, R. (2001). Cooperation of BCR-ABL and AML1/MDS1/EVI1 in blocking
myeloid differentiation and rapid induction of an acute myelogenous leukemia. Oncogene 20,
8236-8248.

124



BIBLIOGRAFIA

Chaffin, K.E., Beals, C.R., Wilkie, T.M., Forbush, K.A., Simon, M.l., and Perlmutter, R.M. (1990).
Dissection of thymocyte signaling pathways by in vivo expression of pertussis toxin ADP-
ribosyltransferase. EMBO J 9, 3821-3829.

Chi, A.W., Bell, J.J., Zlotoff, D.A., and Bhandoola, A. (2009). Untangling the T branch of the
hematopoiesis tree. Curr Opin Immunol 21, 121-126.

Dai, Y., Wong, B., Yen, Y.M., Oettinger, M.A., Kwon, J., and Johnson, R.C. (2005). Determinants of
HMGB proteins required to promote RAG1/2-recombination signal sequence complex assembly
and catalysis during V(D)J recombination. Mol Cell Biol 25, 4413-4425.

Dalerba, P., Cho, R.W., and Clarke, M.F. (2007). Cancer stem cells: models and concepts. Annu Rev
Med 58, 267-284.

Daser, A., and Rabbitts, T.H. (2004). Extending the repertoire of the mixed-lineage leukemia gene
MLL in leukemogenesis. Genes Dev 18, 965-974.

Dash, A.B., Williams, L.R., Kutok, J.L., Tomasson, M.H., Anastasiadou, E., Lindahl, K., Li, S., Van
Etten, R.A., Borrow, J., Housman, D., et al. (2002). A murine model of CML blast crisis induced by
cooperation between BCR/ABL and NUP98/HOXA9. Proc Natl Acad Sci U S A 99, 7622-7627.

Davis, C.A., Holmyard, D.P., Millen, K.J., and Joyner, A.L. (1991). Examining pattern formation in
mouse, chicken and frog embryos with an En-specific antiserum. Development 111, 287-298.
Davis, C.A., and Joyner, A.L. (1988). Expression patterns of the homeo box-containing genes En-1
and En-2 and the proto-oncogene int-1 diverge during mouse development. Genes Dev 2, 1736-
1744,

Davis, C.A., Noble-Topham, S.E., Rossant, J., and Joyner, A.L. (1988). Expression of the homeo
box-containing gene En-2 delineates a specific region of the developing mouse brain. Genes Dev 2,
361-371.

De Keersmaecker, K., Graux, C., Odero, M.D., Mentens, N., Somers, R., Maertens, J., Wlodarska,
l., Vandenberghe, P., Hagemeijer, A., Marynen, P., et al. (2005). Fusion of EML1 to ABL1 in T-cell
acute lymphoblastic leukemia with cryptic t(9;14)(q34;932). Blood 105, 4849-4852.

Deaton, A.M., Webb, S., Kerr, A.R., lllingworth, R.S., Guy, J., Andrews, R., and Bird, A. (2011). Cell
type-specific DNA methylation at intragenic CpG islands in the immune system. Genome Res 21,
1074-1086.

Delogu, A., Schebesta, A., Sun, Q., Aschenbrenner, K., Perlot, T., and Busslinger, M. (2006). Gene
repression by Pax5 in B cells is essential for blood cell homeostasis and is reversed in plasma cells.
Immunity 24, 269-281.

Doi, A., Park, I.H., Wen, B., Murakami, P., Aryee, M.J,, Irizarry, R., Herb, B., Ladd-Acosta, C., Rho,
J., Loewer, S., et al. (2009). Differential methylation of tissue- and cancer-specific CpG island
shores distinguishes human induced pluripotent stem cells, embryonic stem cells and fibroblasts.
Nat Genet 41, 1350-1353.

Druker, B.J. (2008). Translation of the Philadelphia chromosome into therapy for CML. Blood 112,
4808-4817.

Dunn, T.B. (1954). Normal and pathologic anatomy of the reticular tissue in laboratory mice, with
a classification and discussion of neoplasms. J Natl Cancer Inst 14, 1281-1433.

Eden, A., Gaudet, F., Waghmare, A., and Jaenisch, R. (2003). Chromosomal instability and tumors
promoted by DNA hypomethylation. Science 300, 455.

Eker, R. (1929). The Recessive Mutant Engrailed in Drosophila Melanogaster. Hereditas 12, 217-
222.

el-Deiry, W.S., Nelkin, B.D., Celano, P., Yen, R.W., Falco, J.P., Hamilton, S.R., and Baylin, S.B.
(1991). High expression of the DNA methyltransferase gene characterizes human neoplastic cells
and progression stages of colon cancer. Proc Natl Acad Sci U S A 88, 3470-3474.

Ernst, P., Mabon, M., Davidson, A.l., Zon, L.l.,, and Korsmeyer, S.J. (2004). An Mll-dependent Hox
program drives hematopoietic progenitor expansion. Curr Biol 14, 2063-2069.

Esteller, M. (2008). Epigenetics in cancer. N Engl J Med 358, 1148-1159.

125



BIBLIOGRAFIA

Esteller, M., Fraga, M.F., Paz, M.F., Campo, E., Colomer, D., Novo, F.J., Calasanz, M.J., Galm, O.,
Guo, M., Benitez, J., et al. (2002). Cancer epigenetics and methylation. Science 297, 1807-1808;
discussion 1807-1808.

Etzioni, R., Urban, N., Ramsey, S., Mcintosh, M., Schwartz, S., Reid, B., Radich, J., Anderson, G.,
and Hartwell, L. (2003). The case for early detection. Nat Rev Cancer 3, 243-252.

Feinberg, A.P. (1999). Imprinting of a genomic domain of 11p15 and loss of imprinting in cancer:
an introduction. Cancer Res 59, 1743s-1746s.

Feinberg, A.P. (2007). Phenotypic plasticity and the epigenetics of human disease. Nature 447,
433-440.

Garcia-Hernandez, B., Castellanos, A., Lopez, A., Orfao, A., and Sanchez-Garcia, I. (1997). Murine
hematopoietic reconstitution after tagging and selection of retrovirally transduced bone marrow
cells. Proc Natl Acad Sci U S A 94, 13239-13244.

Garcia-Peydro, M., de Yebenes, V.G., and Toribio, M.L. (2006). Notch1 and IL-7 receptor interplay
maintains proliferation of human thymic progenitors while suppressing non-T cell fates. J Immunol
177,3711-3720.

Gardiner-Garden, M., and Frommer, M. (1987). CpG islands in vertebrate genomes. J Mol Biol
196, 261-282.

Garvin, A.M., Abraham, K.M., Forbush, K.A., Farr, A.G., Davison, B.L., and Perlmutter, R.M.
(1990). Disruption of thymocyte development and lymphomagenesis induced by SV40 T-antigen.
Int Immunol 2, 173-180.

Geserick, P., Kaiser, F., Klemm, U., Kaufmann, S.H., and Zerrahn, J. (2004). Modulation of T cell
development and activation by novel members of the Schlafen (slfn) gene family harbouring an
RNA helicase-like motif. Int Immunol 16, 1535-1548.

Godwin, A.R., and Capecchi, M.R. (1998). Hoxc13 mutant mice lack external hair. Genes Dev 12,
11-20.

Golub, T.R., Goga, A., Barker, G.F., Afar, D.E., McLaughlin, J., Bohlander, S.K., Rowley, J.D., Witte,
0.N., and Gilliland, D.G. (1996). Oligomerization of the ABL tyrosine kinase by the Ets protein TEL
in human leukemia. Mol Cell Biol 16, 4107-4116.

Graux, C., Cools, J., Melotte, C., Quentmeier, H., Ferrando, A., Levine, R., Vermeesch, J.R., Stul,
M., Dutta, B., Boeckx, N., et al. (2004). Fusion of NUP214 to ABL1 on amplified episomes in T-cell
acute lymphoblastic leukemia. Nat Genet 36, 1084-1089.

Grier, D.G., Thompson, A., Kwasniewska, A., McGonigle, G.J., Halliday, H.L., and Lappin, T.R.
(2005). The pathophysiology of HOX genes and their role in cancer. J Pathol 205, 154-171.

Gu, J.J,, Ryu, J.R., and Pendergast, A.M. (2009). Abl tyrosine kinases in T-cell signaling. Immunol
Rev 228, 170-183.

Han, K., and Manley, J.L. (1993). Functional domains of the Drosophila Engrailed protein. EMBO J
12,2723-2733.

Hanahan, D., and Weinberg, R.A. (2000). The hallmarks of cancer. Cell 100, 57-70.

Hanahan, D., and Weinberg, R.A. (2011). Hallmarks of cancer: the next generation. Cell 144, 646-
674.

Hanks, M., Wurst, W., Anson-Cartwright, L., Auerbach, A.B., and Joyner, A.L. (1995). Rescue of
the En-1 mutant phenotype by replacement of En-1 with En-2. Science 269, 679-682.

Hanks, M.C., Loomis, C.A., Harris, E., Tong, C.X., Anson-Cartwright, L., Auerbach, A., and Joyner,
A. (1998). Drosophila engrailed can substitute for mouse Engrailedl function in mid-hindbrain, but
not limb development. Development 125, 4521-4530.

Hansen, K.D., Timp, W., Bravo, H.C., Sabunciyan, S., Langmead, B., McDonald, O.G., Wen, B., Wu,
H., Liu, Y., Diep, D., et al. (2011). Increased methylation variation in epigenetic domains across
cancer types. Nat Genet 43, 768-775.

Hardy, R.R., Kincade, P.W., and Dorshkind, K. (2007). The protean nature of cells in the B
lymphocyte lineage. Immunity 26, 703-714.

126



BIBLIOGRAFIA

Hayday, A.C., and Pennington, D.J. (2007). Key factors in the organized chaos of early T cell
development. Nat Immunol 8, 137-144.

Herman, J.G., and Baylin, S.B. (2003). Gene silencing in cancer in association with promoter
hypermethylation. N Engl J Med 349, 2042-2054.

Herman, J.G., Civin, C.l,, Issa, J.P., Collector, M.l., Sharkis, S.J., and Baylin, S.B. (1997). Distinct
patterns of inactivation of p15INK4B and p16INK4A characterize the major types of hematological
malignancies. Cancer Res 57, 837-841.

Hidalgo, A. (1998). Growth and patterning from the engrailed interface. Int J Dev Biol 42, 317-324.
Hogan B, C.F.L. (1995). Manipulating the mouse embryo: A laboratory manual. (Cold Spring Harbor
Lab. Press, Plainview, NY.).

Igarashi, H., Gregory, S.C., Yokota, T., Sakaguchi, N., and Kincade, P.W. (2002). Transcription from
the RAG1 locus marks the earliest lymphocyte progenitors in bone marrow. Immunity 17, 117-130.
lllingworth, R., Kerr, A., Desousa, D., Jorgensen, H., Ellis, P., Stalker, J., Jackson, D., Clee, C.,
Plumb, R., Rogers, J., et al. (2008). A novel CpG island set identifies tissue-specific methylation at
developmental gene loci. PLoS Biol 6, e22.

Ingham, P.W., and Martinez Arias, A. (1992). Boundaries and fields in early embryos. Cell 68, 221-
235.

Inoue, H., Nojima, H., and Okayama, H. (1990). High efficiency transformation of Escherichia coli
with plasmids. Gene 96, 23-28.

Irizarry, R.A., Ladd-Acosta, C., Wen, B., Wu, Z., Montano, C., Onyango, P., Cui, H., Gabo, K.,
Rongione, M., Webster, M., et al. (2009). The human colon cancer methylome shows similar
hypo- and hypermethylation at conserved tissue-specific CpG island shores. Nat Genet 41, 178-
186.

Issa, J.P., Zehnbauer, B.A., Civin, C.l., Collector, M.l., Sharkis, S.J., Davidson, N.E., Kaufmann,
S.H., and Baylin, S.B. (1996). The estrogen receptor CpG island is methylated in most
hematopoietic neoplasms. Cancer Res 56, 973-977.

Issa, J.P., Zehnbauer, B.A., Kaufmann, S.H., Biel, M.A., and Baylin, S.B. (1997). HIC1
hypermethylation is a late event in hematopoietic neoplasms. Cancer Res 57, 1678-1681.

Jaynes, J.B., and O'Farrell, P.H. (1991). Active repression of transcription by the engrailed
homeodomain protein. EMBO J 10, 1427-1433.

Jelinek, J., Gharibyan, V., Estecio, M.R., Kondo, K., He, R., Chung, W,, Lu, Y., Zhang, N., Liang, S.,
Kantarjian, H.M., et al. (2011). Aberrant DNA methylation is associated with disease progression,
resistance to imatinib and shortened survival in chronic myelogenous leukemia. PLoS One 6,
e22110.

Jenuwein, T., and Allis, C.D. (2001). Translating the histone code. Science 293, 1074-1080.

Ji, H., Ehrlich, L.I., Seita, J., Murakami, P., Doi, A., Lindau, P., Lee, H., Aryee, M., Irizarry, R.A.,
Kim, K. et al. (2010). Comprehensive methylome map of lineage commitment from
haematopoietic progenitors. Nature 467, 338-342.

Jimenez, G., Paroush, Z., and Ish-Horowicz, D. (1997). Groucho acts as a corepressor for a subset
of negative regulators, including Hairy and Engrailed. Genes Dev 11, 3072-3082.

John, A., Smith, S.T., and Jaynes, J.B. (1995). Inserting the Ftz homeodomain into engrailed
creates a dominant transcriptional repressor that specifically turns off Ftz target genes in vivo.
Development 121, 1801-1813.

Jones, P.A., and Laird, P.W. (1999). Cancer epigenetics comes of age. Nat Genet 21, 163-167.
Joyner, A.L., Herrup, K., Auerbach, B.A., Davis, C.A., and Rossant, J. (1991). Subtle cerebellar
phenotype in mice homozygous for a targeted deletion of the En-2 homeobox. Science 251, 1239-
1243.

Joyner, A.L., Skarnes, W.C., and Rossant, J. (1989). Production of a mutation in mouse En-2 gene
by homologous recombination in embryonic stem cells. Nature 338, 153-156.

127



BIBLIOGRAFIA

Kanduri, M., Cahill, N., Goransson, H., Enstrom, C., Ryan, F., Isaksson, A., and Rosenquist, R.
Differential genome-wide array-based methylation profiles in prognostic subsets of chronic
lymphocytic leukemia. Blood 115, 296-305.

Kanduri, M., Cahill, N., Goransson, H., Enstrom, C., Ryan, F., Isaksson, A., and Rosenquist, R.
(2010). Differential genome-wide array-based methylation profiles in prognostic subsets of chronic
lymphocytic leukemia. Blood 115, 296-305.

Kang, G.H., Lee, S., Cho, N.Y., Gandamihardja, T., Long, T.l., Weisenberger, D.J., Campan, M., and
Laird, P.W. (2008). DNA methylation profiles of gastric carcinoma characterized by quantitative
DNA methylation analysis. Lab Invest 88, 161-170.

Kasper, L.H., Brindle, P.K., Schnabel, C.A., Pritchard, C.E., Cleary, M.L., and van Deursen, J.M.
(1999). CREB binding protein interacts with nucleoporin-specific FG repeats that activate
transcription and mediate NUP98-HOXA9 oncogenicity. Mol Cell Biol 19, 764-776.

Kawano, S., Miller, C.W., Gombart, A.F., Bartram, C.R., Matsuo, Y., Asou, H., Sakashita, A., Said,
J., Tatsumi, E., and Koeffler, H.P. (1999). Loss of p73 gene expression in leukemias/lymphomas
due to hypermethylation. Blood 94, 1113-1120.

Kim, B.H., Cho, N.Y., Choi, M., Lee, S., Jang, J.J., and Kang, G.H. (2007). Methylation profiles of
multiple CpG island loci in extrahepatic cholangiocarcinoma versus those of intrahepatic
cholangiocarcinomas. Arch Pathol Lab Med 131, 923-930.

Koleske, A.J., Gifford, A.M., Scott, M.L., Nee, M., Bronson, R.T., Miczek, K.A., and Baltimore, D.
(1998). Essential roles for the Abl and Arg tyrosine kinases in neurulation. Neuron 21, 1259-1272.
Kondo, M., Weissman, I.L., and Akashi, K. (1997). Identification of clonogenic common lymphoid
progenitors in mouse bone marrow. Cell 91, 661-672.

Kouzarides, T. (2007). Chromatin modifications and their function. Cell 128, 693-705.

Kroeger, H., Jelinek, J., Estecio, M.R., He, R., Kondo, K., Chung, W., Zhang, L., Shen, L., Kantarjian,
H.M., Bueso-Ramos, C.E., et al. (2008). Aberrant CpG island methylation in acute myeloid
leukemia is accentuated at relapse. Blood 112, 1366-1373.

Kuang, S.Q., Tong, W.G,, Yang, H., Lin, W., Lee, M.K., Fang, Z.H., Wei, Y., Jelinek, J., Issa, J.P., and
Garcia-Manero, G. (2008). Genome-wide identification of aberrantly methylated promoter
associated CpG islands in acute lymphocytic leukemia. Leukemia 22, 1529-1538.

La Starza, R., Trubia, M., Crescenzi, B., Matteucci, C., Negrini, M., Martelli, M.F., Pelicci, P.G., and
Mecucci, C. (2003). Human homeobox gene HOXC13 is the partner of NUP98 in adult acute
myeloid leukemia with t(11;12)(p15;913). Genes Chromosomes Cancer 36, 420-423.

Laslo, P., Pongubala, J.M., Lancki, D.W., and Singh, H. (2008). Gene regulatory networks directing
myeloid and lymphoid cell fates within the immune system. Semin Immunol 20, 228-235.

Laurent, E., Talpaz, M., Kantarjian, H., and Kurzrock, R. (2001). The BCR gene and philadelphia
chromosome-positive leukemogenesis. Cancer Res 61, 2343-2355.

Layalle, S., Volovitch, M., Mugat, B., Bonneaud, N., Parmentier, M.L., Prochiantz, A., Joliot, A.,
and Maschat, F. (2011). Engrailed homeoprotein acts as a signaling molecule in the developing fly.
Development 138, 2315-2323.

Lazebnik, Y. (2010). What are the hallmarks of cancer? Nat Rev Cancer 10, 232-233.

Lewis, D.B., Yu, C.C., Forbush, K.A., Carpenter, J., Sato, T.A., Grossman, A., Liggitt, D.H., and
Perlmutter, R.M. (1991). Interleukin 4 expressed in situ selectively alters thymocyte development.
J Exp Med 173, 89-100.

Li, E., Bestor, T.H., and Jaenisch, R. (1992). Targeted mutation of the DNA methyltransferase gene
results in embryonic lethality. Cell 69, 915-926.

Liu, T.H., Raval, A., Chen, S.S., Matkovic, J.J., Byrd, J.C., and Plass, C. (2006). CpG island
methylation and expression of the secreted frizzled-related protein gene family in chronic
lymphocytic leukemia. Cancer Res 66, 653-658.

Lozzio, C.B., and Lozzio, B.B. (1975). Human chronic myelogenous leukemia cell-line with positive
Philadelphia chromosome. Blood 45, 321-334.

128



BIBLIOGRAFIA

Marie, B., Bacon, J.P., and Blagburn, J.M. (2000). Double-stranded RNA interference shows that
Engrailed controls the synaptic specificity of identified sensory neurons. Curr Biol 10, 289-292.
Martin, N.L., Saba-El-Leil, M.K., Sadekova, S., Meloche, S., and Sauvageau, G. (2005). EN2 is a
candidate oncogene in human breast cancer. Oncogene 24, 6890-6901.

Maru, Y., and Witte, O.N. (1991). The BCR gene encodes a novel serine/threonine kinase activity
within a single exon. Cell 67, 459-468.

McGinnis, W., and Krumlauf, R. (1992). Homeobox genes and axial patterning. Cell 68, 283-302.
McWhirter, J.R., Galasso, D.L., and Wang, J.Y. (1993). A coiled-coil oligomerization domain of Bcr
is essential for the transforming function of Bcr-Abl oncoproteins. Mol Cell Biol 13, 7587-7595.
Melki, J.R., Vincent, P.C., and Clark, S.J. (1999). Concurrent DNA hypermethylation of multiple
genes in acute myeloid leukemia. Cancer Res 59, 3730-3740.

Melki, J.R., Warnecke, P., Vincent, P.C., and Clark, S.J. (1998). Increased DNA methyltransferase
expression in leukaemia. Leukemia 12, 311-316.

Melo, J.V., and Barnes, D.J. (2007). Chronic myeloid leukaemia as a model of disease evolution in
human cancer. Nat Rev Cancer 7, 441-453.

Millen, K.J., Wurst, W., Herrup, K., and Joyner, A.L. (1994). Abnormal embryonic cerebellar
development and patterning of postnatal foliation in two mouse Engrailed-2 mutants.
Development 120, 695-706.

Morgan, R. (2006). Engrailed: complexity and economy of a multi-functional transcription factor.
FEBS Lett 580, 2531-2533.

Mueller, O., Hahnenberger, K., Dittmann, M., Yee, H., Dubrow, R., Nagle, R., and lIsley, D. (2000).
A microfluidic system for high-speed reproducible DNA sizing and quantitation. Electrophoresis 21,
128-134.

Mullighan, C.G., Miller, C.B., Radtke, I., Phillips, L.A., Dalton, J., Ma, J., White, D., Hughes, T.P., Le
Beau, M.M., Pui, C.H., et al. (2008). BCR-ABL1 lymphoblastic leukaemia is characterized by the
deletion of Ikaros. Nature 453, 110-114.

Nedelec, S., Foucher, I., Brunet, 1., Bouillot, C., Prochiantz, A., and Trembleau, A. (2004). Emx2
homeodomain transcription factor interacts with eukaryotic translation initiation factor 4E (elF4E)
in the axons of olfactory sensory neurons. Proc Natl Acad Sci U S A 101, 10815-10820.

Nelkin, B.D., Przepiorka, D., Burke, P.J., Thomas, E.D., and Baylin, S.B. (1991). Abnormal
methylation of the calcitonin gene marks progression of chronic myelogenous leukemia. Blood 77,
2431-2434.

Nowell, P.C. (1962). The minute chromosome (Phl) in chronic granulocytic leukemia. Blut 8, 65-66.
Nutt, S.L., Heavey, B., Rolink, A.G., and Busslinger, M. (1999). Commitment to the B-lymphoid
lineage depends on the transcription factor Pax5. Nature 401, 556-562.

Okano, M., Bell, D.W., Haber, D.A., and Li, E. (1999). DNA methyltransferases Dnmt3a and
Dnmt3b are essential for de novo methylation and mammalian development. Cell 99, 247-257.
Okano, M., Xie, S., and Li, E. (1998). Cloning and characterization of a family of novel mammalian
DNA (cytosine-5) methyltransferases. Nat Genet 19, 219-220.

Orkin, S.H. (2000). Diversification of haematopoietic stem cells to specific lineages. Nat Rev Genet
1,57-64.

Orkin, S.H., and Zon, L.l. (2008). Hematopoiesis: an evolving paradigm for stem cell biology. Cell
132, 631-644.

Owens, B.M., and Hawley, R.G. (2002). HOX and non-HOX homeobox genes in leukemic
hematopoiesis. Stem Cells 20, 364-379.

Panagopoulos, I., Isaksson, M., Billstrom, R., Strombeck, B., Mitelman, F., and Johansson, B.
(2003). Fusion of the NUP98 gene and the homeobox gene HOXC13 in acute myeloid leukemia
with t(11;12)(p15;913). Genes Chromosomes Cancer 36, 107-112.

Peleg, L., and Nesbitt, M.N. (1984). Genetic control of thymus size in inbred mice. J Hered 75, 126-
130.

129



BIBLIOGRAFIA

Peltenburg, L.T., and Murre, C. (1997). Specific residues in the Pbx homeodomain differentially
modulate the DNA-binding activity of Hox and Engrailed proteins. Development 124, 1089-1098.
Pendergast, A.M. (2002). The Abl family kinases: mechanisms of regulation and signaling. Adv
Cancer Res 85, 51-100.

Pendergast, A.M., Quilliam, L.A., Cripe, L.D., Bassing, C.H., Dai, Z., Li, N., Batzer, A., Rabun, K.M.,
Der, C.J., Schlessinger, J., et al. (1993). BCR-ABL-induced oncogenesis is mediated by direct
interaction with the SH2 domain of the GRB-2 adaptor protein. Cell 75, 175-185.

Perez-Caro, M., Cobaleda, C., Gonzalez-Herrero, l., Vicente-Duenas, C., Bermejo-Rodriguez, C.,
Sanchez-Beato, M., Orfao, A., Pintado, B., Flores, T., Sanchez-Martin, M., et al. (2009). Cancer
induction by restriction of oncogene expression to the stem cell compartment. EMBO J 28, 8-20.
Perrotti, D., Cesi, V., Trotta, R., Guerzoni, C., Santilli, G., Campbell, K., lervolino, A., Condorelli, F.,
Gambacorti-Passerini, C., Caligiuri, M.A., et al. (2002). BCR-ABL suppresses C/EBPalpha expression
through inhibitory action of hnRNP E2. Nat Genet 30, 48-58.

Perrotti, D., Jamieson, C., Goldman, J., and Skorski, T. (2010). Chronic myeloid leukemia:
mechanisms of blastic transformation. J Clin Invest 120, 2254-2264.

Plattner, R., Koleske, A.J., Kazlauskas, A., and Pendergast, A.M. (2004). Bidirectional signaling
links the Abelson kinases to the platelet-derived growth factor receptor. Mol Cell Biol 24, 2573-
2583.

Pui, J.C., Allman, D., Xu, L., DeRocco, S., Karnell, F.G., Bakkour, S., Lee, J.Y., Kadesch, T., Hardy,
R.R., Aster, J.C., et al. (1999). Notchl expression in early lymphopoiesis influences B versus T
lineage determination. Immunity 11, 299-308.

Purton, L.E., and Scadden, D.T. (2007). Limiting factors in murine hematopoietic stem cell assays.
Cell Stem Cell 1, 263-270.

Quintas-Cardama, A., and Cortes, J. (2009). Molecular biology of bcr-abl1-positive chronic myeloid
leukemia. Blood 113, 1619-1630.

Radtke, F., Wilson, A., Stark, G., Bauer, M., van Meerwijk, J., MacDonald, H.R., and Aguet, M.
(1999). Deficient T cell fate specification in mice with an induced inactivation of Notchl. Immunity
10, 547-558.

Ren, R. (2005). Mechanisms of BCR-ABL in the pathogenesis of chronic myelogenous leukaemia.
Nat Rev Cancer 5, 172-183.

Reya, T., Morrison, S.J., Clarke, M.F., and Weissman, I.L. (2001). Stem cells, cancer, and cancer
stem cells. Nature 414, 105-111.

Rodriguez-Paredes, M., and Esteller, M. Cancer epigenetics reaches mainstream oncology. Nat
Med 17, 330-339.

Rodriguez-Paredes, M., and Esteller, M. (2011). Cancer epigenetics reaches mainstream oncology.
Nat Med 17, 330-339.

Roman-Gomeyz, J., Castillejo, J.A., Jimenez, A., Cervantes, F., Boque, C., Hermosin, L., Leon, A,,
Granena, A., Colomer, D., Heiniger, A, et al. (2003). Cadherin-13, a mediator of calcium-
dependent cell-cell adhesion, is silenced by methylation in chronic myeloid leukemia and
correlates with pretreatment risk profile and cytogenetic response to interferon alfa. J Clin Oncol
21,1472-1479.

Rothenberg, E.V. (2011). T cell lineage commitment: identity and renunciation. J Immunol 186,
6649-6655.

Rothenberg, E.V., Moore, J.E., and Yui, M.A. (2008). Launching the T-cell-lineage developmental
programme. Nat Rev Immunol 8, 9-21.

Rothenberg, E.V., Zhang, J., and Li, L. (2010). Multilayered specification of the T-cell lineage fate.
Immunol Rev 238, 150-168.

Rush, L.J., Raval, A., Funchain, P., Johnson, A.J., Smith, L., Lucas, D.M., Bembea, M., Liu, T.H.,
Heerema, N.A., Rassenti, L., et al. (2004). Epigenetic profiling in chronic lymphocytic leukemia
reveals novel methylation targets. Cancer Res 64, 2424-2433.

130



BIBLIOGRAFIA

Sambrook, J., and Russell, D. (2001). Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Third Edition edn
(Cold Spring Harbor Laboratory Press).

San Miguel, J.F., and Sanchez-Guijo, F.M. (2009). HEMATOLOGIA. Manual basico razonado, 32
edn.

Sanchez-Garcia, I., Vicente-Duenas, C., and Cobaleda, C. (2007). The theoretical basis of cancer-
stem-cell-based therapeutics of cancer: can it be put into practice? Bioessays 29, 1269-1280.
Sans-Sabrafen, J., Raebel, C.B., and Corrons, J.L.V. (2007). Hematologia Clinica, 52 edn.

Sartor, O., Gregory, F.S., Templeton, N.S., Pawar, S., Perimutter, R.M., and Rosen, N. (1989).
Selective expression of alternative Ick mRNAs in human malignant cell lines. Mol Cell Biol 9, 2983-
2988.

Sattler, M., Mohi, M.G., Pride, Y.B., Quinnan, L.R., Malouf, N.A., Podar, K., Gesbert, F., lIwasaki,
H., Li, S., Van Etten, R.A,, et al. (2002). Critical role for Gab2 in transformation by BCR/ABL. Cancer
Cell 1, 479-492.

Savona, M., and Talpaz, M. (2008). Getting to the stem of chronic myeloid leukaemia. Nat Rev
Cancer 8, 341-350.

Schebesta, A., McManus, S., Salvagiotto, G., Delogu, A., Busslinger, G.A., and Busslinger, M.
(2007). Transcription factor Pax5 activates the chromatin of key genes involved in B cell signaling,
adhesion, migration, and immune function. Immunity 27, 49-63.

Schwartzberg, P.L., Stall, A.M., Hardin, J.D., Bowdish, K.S., Humaran, T., Boast, S., Harbison, M.L,,
Robertson, E.J., and Goff, S.P. (1991). Mice homozygous for the ablm1l mutation show poor
viability and depletion of selected B and T cell populations. Cell 65, 1165-1175.

Schwarz, B.A., and Bhandoola, A. (2004). Circulating hematopoietic progenitors with T lineage
potential. Nat Immunol 5, 953-960.

Schwarz, D.A., Katayama, C.D., and Hedrick, S.M. (1998). Schlafen, a new family of growth
regulatory genes that affect thymocyte development. Immunity 9, 657-668.

Selamat, S.A., Galler, J.S., Joshi, A.D., Fyfe, M.N., Campan, M., Siegmund, K.D., Kerr, K.M., and
Laird-Offringa, I.A. DNA methylation changes in atypical adenomatous hyperplasia,
adenocarcinoma in situ, and lung adenocarcinoma. PLoS One 6, e21443.

Shimizu, C., Kawamoto, H., Yamashita, M., Kimura, M., Kondou, E., Kaneko, Y., Okada, S.,
Tokuhisa, T., Yokoyama, M., Taniguchi, M., et al. (2001). Progression of T cell lineage restriction in
the earliest subpopulation of murine adult thymus visualized by the expression of Ick proximal
promoter activity. Int Immunol 13, 105-117.

Shiraishi, M., Chuu, Y.H., and Sekiya, T. (1999). Isolation of DNA fragments associated with
methylated CpG islands in human adenocarcinomas of the lung using a methylated DNA binding
column and denaturing gradient gel electrophoresis. Proc Natl Acad Sci U S A 96, 2913-2918.
Simon, H.H., and Alavian, K.N. (2009). Transcriptional regulation of their survival: the Engrailed
homeobox genes. Adv Exp Med Biol 651, 66-72.

Simon, H.H., Thuret, S., and Alberi, L. (2004). Midbrain dopaminergic neurons: control of their cell
fate by the engrailed transcription factors. Cell Tissue Res 318, 53-61.

Soulier, J., Clappier, E., Cayuela, J.M., Regnault, A., Garcia-Peydro, M., Dombret, H., Baruchel, A.,
Toribio, M.L., and Sigaux, F. (2005). HOXA genes are included in genetic and biologic networks
defining human acute T-cell leukemia (T-ALL). Blood 106, 274-286.

Stewart, M.J., Cox, G., Reifel-Miller, A., Kim, S.Y., Westbrook, C.A., and Leibowitz, D.S. (1994). A
novel transcriptional suppressor located within a downstream intron of the BCR gene. J Biol Chem
269, 10820-10829.

Strathdee, G., Holyoake, T.L., Sim, A., Parker, A., Oscier, D.G., Melo, J.V., Meyer, S., Eden, T.,
Dickinson, A.M., Mountford, J.C., et al. (2007). Inactivation of HOXA genes by hypermethylation in
myeloid and lymphoid malignancy is frequent and associated with poor prognosis. Clin Cancer Res
13,5048-5055.

131



BIBLIOGRAFIA

Strathdee, G., Sim, A., Parker, A., Oscier, D., and Brown, R. (2006). Promoter hypermethylation
silences expression of the HoxA4 gene and correlates with IgVh mutational status in CLL. Leukemia
20,1326-1329.

Sugimoto, T. (2003). [Diversity of BCR and ABL gene breakpoints in chronic myelogenous
leukemia]. Rinsho Ketsueki 44, 61-64.

Sugimoto, Y., Muramatsu, H., Makishima, H., Prince, C., Jankowska, A.M., Yoshida, N., Xu, Y.,
Nishio, N., Hama, A., Yagasaki, H., et al. (2010). Spectrum of molecular defects in juvenile
myelomonocytic leukaemia includes ASXL1 mutations. Br J Haematol 150, 83-87.

Swerdlow, S.H., Campo, E., Harris, N.L., Jaffe, E.S., Pileri, S.A., Stein, H., Thiele, J., and Vardiman,
J.W. (2008). WHO classification of tumours of haematopoietic and lymphoid tissues 4th edn (WHO
press).

Tahiliani, M., Koh, K.P., Shen, Y., Pastor, W.A., Bandukwala, H., Brudno, Y., Agarwal, S., lyer,
L.M., Lliu, D.R., Aravind, L, et al. (2009). Conversion of 5-methylcytosine to 5-
hydroxymethylcytosine in mammalian DNA by MLL partner TET1. Science 324, 930-935.
Takahama, Y. (2006). Journey through the thymus: stromal guides for T-cell development and
selection. Nat Rev Immunol 6, 127-135.

Takai, D., and Jones, P.A. (2002). Comprehensive analysis of CpG islands in human chromosomes
21 and 22. Proc Natl Acad Sci U S A 99, 3740-3745.

Takeuchi, S., Matsushita, M., Zimmermann, M., lkezoe, T., Komatsu, N., Seriu, T., Schrappe, M.,
Bartram, C.R., and Koeffler, H.P. Clinical significance of aberrant DNA methylation in childhood
acute lymphoblastic leukemia. Leuk Res.

Takeuchi, S., Matsushita, M., Zimmermann, M., lkezoe, T., Komatsu, N., Seriu, T., Schrappe, M.,
Bartram, C.R., and Koeffler, H.P. (2011). Clinical significance of aberrant DNA methylation in
childhood acute lymphoblastic leukemia. Leuk Res.

Tanis, K.Q., Veach, D., Duewel, H.S., Bornmann, W.G., and Koleske, A.J. (2003). Two distinct
phosphorylation pathways have additive effects on Abl family kinase activation. Mol Cell Biol 23,
3884-3896.

Terskikh, A.V., Easterday, M.C,, Li, L., Hood, L., Kornblum, H.l., Geschwind, D.H., and Weissman,
I.L. (2001). From hematopoiesis to neuropoiesis: evidence of overlapping genetic programs. Proc
Natl Acad Sci U S A 98, 7934-7939.

Thompson, A., Quinn, M.F., Grimwade, D., O'Neill, C.M., Ahmed, M.R., Grimes, S., McMullin,
M.F., Cotter, F., and Lappin, T.R. (2003). Global down-regulation of HOX gene expression in PML-
RARalpha + acute promyelocytic leukemia identified by small-array real-time PCR. Blood 101,
1558-1565.

Trowbridge, J.J., Snow, J.W., Kim, J., and Orkin, S.H. (2009). DNA methyltransferase 1 is essential
for and uniquely regulates hematopoietic stem and progenitor cells. Cell Stem Cell 5, 442-449.
Tsou, J.A., Galler, J.S., Siegmund, K.D., Laird, P.W., Turla, S., Cozen, W., Hagen, J.A., Koss, M.N.,
and Laird-Offringa, I.A. (2007). Identification of a panel of sensitive and specific DNA methylation
markers for lung adenocarcinoma. Mol Cancer 6, 70.

Tybulewicz, V.L., Crawford, C.E., Jackson, P.K., Bronson, R.T., and Mulligan, R.C. (1991). Neonatal
lethality and lymphopenia in mice with a homozygous disruption of the c-abl proto-oncogene. Cell
65,1153-1163.

Vicente-Duenas, C., Gutierrez de Diego, J., Rodriguez, F.D., Jimenez, R., and Cobaleda, C. (2009a).
The role of cellular plasticity in cancer development. Curr Med Chem 16, 3676-3685.
Vicente-Duenas, C., Perez-Caro, M., Abollo-Jimenez, F., Cobaleda, C., and Sanchez-Garcia, I.
(2009b). Stem-cell driven cancer: "hands-off" regulation of cancer development. Cell Cycle 8§,
1314-1318.

Wurst, W., Auerbach, A.B., and Joyner, A.L. (1994). Multiple developmental defects in Engrailed-1
mutant mice: an early mid-hindbrain deletion and patterning defects in forelimbs and sternum.
Development 120, 2065-2075.

132



BIBLIOGRAFIA

Wurst, W., and Bally-Cuif, L. (2001). Neural plate patterning: upstream and downstream of the
isthmic organizer. Nat Rev Neurosci 2, 99-108.

Ye, C.C., Echeverri, C., Anderson, J.E., Smith, J.L., Glassman, A., Gulley, M.L., Claxton, D., and
Craig, F.E. (2002). T-cell blast crisis of chronic myelogenous leukemia manifesting as a large
mediastinal tumor. Hum Pathol 33, 770-773.

Yu, C.T., Feng, M.H., Shih, H.M., and Lai, M.Z. (2002). Increased p300 expression inhibits
glucocorticoid receptor-T-cell receptor antagonism but does not affect thymocyte positive
selection. Mol Cell Biol 22, 4556-4566.

Zhang, X., Subrahmanyam, R., Wong, R., Gross, A.W., and Ren, R. (2001). The NH(2)-terminal
coiled-coil domain and tyrosine 177 play important roles in induction of a myeloproliferative
disease in mice by Bcr-Abl. Mol Cell Biol 21, 840-853.

133






Apéndice |
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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 048-t7
FOXD4 X X 050-t7
BARHL2 055-t7
SMARCA2 X X 059-fused(t7)
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TRH X 060-t7
GMNN 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 080-sp6
MAGOH X | X X 083-t7
SLIT1 085-t7
SEPT7 X | X 086-fused-t7
E3 UBI-PROT NEDD4 X X 091-used-17
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
SF3al 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 204-sp6
PTGFRN X 207-t7
SCG5/7B2 PROTEIN 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-spb6
DKK2 X X X 240-t7
RPL23AP7 241-spb6
BNC2 X X X 242-t7
ARHGEF7 X X 244-sp6
CD300A X 245-fused-t7
DSCAML1 X 246-spb6
PAX7 X X X 247-t7
NXPH1 X 259-t7
PRDMS8 X 260-sp6
SLFN12L X X 261-spb6
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 274-sp6
GTF3C1 X 276-spb6
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 282-sp6
NCAM2 X X 285-sp6
ENGRAILED-2 X X X 287 fused from PAC
seq
CXCR4 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
MTRNR2LS8 X 314-t7
CEP97 X 320-t7
CTNNBL1 X 321-t7
SLC43A3 X 322-spb6
EXO0OSC7 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 347-sp6
EP400 3 X 350-t7
PFKM 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 383-sp6
GABBR1 X 385-sp6
EX01 X 386-sp6
EPOR X X 391-fused-t7
ALDH1A3 X 392-sp6
COL3A1 X 393-fused-t7
NDUFA2 X 401-fused-t7
FOX03 X X X 404-t7
C2orf28 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 42717
ZNF765 X 431-t7
SYBU 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
ELMOD?2 X 444-fused-t7
IRF2Bp1 X 446-t7
NETO1 448-t7
PTTG1IP X 449-t7
SERBP1 X 452-t7
HOXA1 X X 455-sp6
NME7 X 456-t7
MNAT1 X 458-t7
RPL23 X 460-t7
ST3GALS5 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 484-sp6
THBS1 X 488-t7
RGL2 X 492-t7
KLC4 X 497-fused-t7
PER1 X 498-t7
UBE2E1 X 500-t7
BRWD1 X X 501-sp6
WASH3P X 502-t7
NEFM 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 537-t7
PBX4 X X 538-t7
KDM3A X 540-t7
FAM157C X 547-t7
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ANXAS8L2 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 X 560-t7
monooxygenase
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 589-t7
MAD1L1 X X 593-t7
ALGI1L X 595-t7
GNMT X 596-t7
ZNF12 X X 597-t7
NEKS8 X 601-t7
DLC1 X X 603-t7
KCNQ5 604-t7
LRRC16A X 605-t7
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Abreviaturas

Abreviaturas

e APC; “Allophycocyanin”

e CB; Crisis Blastica

o CDNA; DNA Codificante

o CLP; “Common Lymphoid Progenitor”

o CMP; “Common Myeloid Progenitor”

e CpG; Citosina y Guanosina unidas por un enlace fosfodiester
o CSC; “Cancer Stem Cells”

o DNA; “Deoxyribonucleic acid”

o ELP; “Early Lymphoid progenitor”

o ETP; “Early Thymic Progenitor”

o FACS; “Fluorescent-Activated Cell Sorting”
e FAG; Fosfatasa Alcalina Granulocitaria

o FITC; “Fluorescein isothiocyanate”

e GMP; “Granulocyte Macrophage progenitor”
o HMBD; “Histidine Methyl Binding Domain”

e HSC; “Hematopoietic Stem Cell”

e |P; loduro de Propidio

e LMA; Leucemia Mieloide Aguda

e LMC; Leucemia Mieloide Crénica

o LMPP; “Lymphoid- Primed multipotent progenitor”
¢ MAOQO; Monoaminooxidasa

o  MHC; “Major Histocompatibility Complex”

e MPW; Agua ultra pura Millipore

o PCR; “Polymerase Chain Reaction”

o PE; “Phycoerythrin”

e Ph; Cromosoma Filadelfia

o RCLB; “Red Cell Lysis Buffer”

e RT-PCR; “Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction”
e SNC; Sistema Nervioso central

e SRB; “Sheep Red Blood Cells”

e TCR; “T cell Receptor”

o WT; “Wild type”
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