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CLASIFICACION DE LEUCEMIAS Y LINFOMAS
(SEGUN LOS BIOLOGOS MOLECULARES)

A) Las que se conoce el oncogén:

« Todas las leucemias promielociticas (M3): PML-RAR«
 Todas las leucemias mieloides crénicas: BCR-ABL

»  Todos los linfomas de Burkitt: c-Myc

 Casitodos los linfomas foliculares: Bcl2

» Casitodos los linfomas del manto: Ciclina D1 (Bcl1)

B) Las que no se sabe el oncogén responsable:

 Elresto (aunque en casi todos los tipos aparecen oncogenes
0 genes supresores de tumores con frecuencias de hasta el
50%): AML1, ALL1, Bcl6, N-ras,
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Leucemia Mieloide Cronica

1960 — Se asocia Cromosoma Filadelfiay LMC

1973 — El cromosoma Filadelfia es el resultado de
t(9;22) traslocacion reciproca de estos cromosomas

1983 — Se descubren los genes involucrados en la
traslocacion Bcer-Abl, se define la actividad desregulada de
“Tirosin Kinasa” como mecanismo patogénico y se
desarrollan los primeros modelos animales.

1996 — Inhibidores especificos de esta accion “Tirosin-
Kinasa”

2001 — Se publican los primeros resultados de estudios
clinicos con el STI571 (imatinib)
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Leucemia mieloide cronica: un ejemplo de Myc en progresion tumoral
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Crisis final blastica de la LMC

CML blastic myeloid, with increased basophil CML blastic lymphoid peripheral blood film
precursors; peripheral blood. showing several lymphoblasts, with residual
chronic phase myeloid elements still present
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The development of chronic myelogenous leukaemia.

Aciditional GM“@ '@ MEF @ @ Additional

mutations mutaticns

Nature Reviews Cancer 5, 172-183 (2005)
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Leucemia promielocitica aguda (LPA):
 Diferenciacion celular muy retardada
* Las células en diferenciacion tiene aumentada la proliferacion

« Aumento de la supervivencia de las células proliferantes ‘

N
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Leucemia mieloide cronica (LMC):
« Aumento en la autorenovacion de célula madre
« Aumento de superviviencia de las células proliferantes

e Diferenciacion retardada

Normal

| eucemia mieloide
cronica
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En el genoma humano:
520 proteina quinasas - 90 Tyr quinasas (TK) - 58 receptores TK + 32 no-receptores TK

+ unas cien fosfatasas

Javier Lebn




Non receptor tyrosine kinases

kinase-like
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Otras Tyr-quinasas aberrantes implicadas en sindromes
mieloproliferativos
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Leucemia mieloide cronica: un ejemplo de Myc en progresion tumoral
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Bcr-Abl (p210)
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Alteraciones citogenéticas recurrentes en LLA

Cariotipo Genes Frecuencia (%) Caracteristicas SLE (%)
Linea B ninos /adultos ninos /adultos
Hiperdiploidia 25 4 CD10+, < 10 afios 80-90 30
t(12;21) TEL-AML1 25 1-2 B-precursora, < 10 anos 80-90 ?
t(9;22) BCR-ABL 3-5 20-30 Predominio B precursora 20 <10
t(4;11) MLL-AF4 2-3 3-6 < lafio, CD10-/CD15+ 40-70 10-20
t(1;19) E2A-PBX1 5-6 3 Pre-B; pseudodiploidia 70 30
t(8;14) MY C-IgH

t(8;22) MYC-lg4 2 4 B; FAB: L3 70-85 50
t(2;8) MYC-Igk

Linea T

t(1;14) TAL1-TCRS

t(8;14) MYC-TCR« 3-4 1 CD10, > leucocitosis 60-70 ?
t(11;14) RBTN-TCRo predominio en varones

t(1;7) TAL-TCRS

del 9p 7 >leucocitosis, masa mediastinica 20-30 ?

Figuraig Redh
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Bcer-Abl
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Mouse models for BCR-ABL leukemogenesis

Promotor

MT

MT

Tec

MMTV-tTA + tet-p210

CD34-tTA + tet-p210

Oncogene Disease phenotype

p190

p210 b3/a2

p210 b3/a2

p210 b3/a2

p210 b3/a2

B-ALL/lymphoma

T-ALL; B-ALL; myeloblastic leukemia

T-ALL; CML-like

B-ALL

CML-like; thrombocytosis

(Calabrettta et al, Blood 2004)
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Leucemia mieloide cronica: un ejemplo de Myc en progresion tumoral
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Secondary genetic and molecular abnormalities in CML-BC

Abnormality Patients (%)
Genetic
Double Ph' chromosome 38
Trisomy chromosome 8 38
i(179) 20
Trisomy chromosome 19 13
t(3;21)(q26:922) 2
t(7;11)(p15;p15) <1
Molecular
P53 mutations 25-30°
p16/ARF mutations 50”
Rb mutation/deletion 18™
Ras mutation Rare

* Occurred in 30% of myeloid blast crisis cases
** In 50% of lymphoid blat crisis cases
*** In 18% of lymphoid blat crisis cases
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Genes associated with CML progression
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Radich, Jerald P. et al. (2006) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103, 2794-2799
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Table 1. Functional annotation of “prograssion”™ genss

Keyword Mumber (%)* Examples
Ribosame 18 (21) ROKI13A
Wit signaling 16 (11) Cadherin, MDI,
Prickle 1, FZD2
Nucleosome 22 (22) BSZ14, HISTIHZAE
Sugar 45 (26) RP1A, ALDOC,
metabolism GePD
A yeloid 27 (14} CEEPA, CEBPE,
differentiation FOXO3A
Apoptoss 42 (10) GADDAGG, BCL2,
FOXO34A, ML
DNA damage 36 (10) G ASDDASG,
response FAMCG, XRN2

Bold functions are up-regulated in progression; italic functions are down-
regulated.
*The number of genes present on the array with the specific keyword; in

parentheses are the percentage of significant genes found differentially
expressed among the keyword class.

Radich, et al. (2006) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103, 2794-2799
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El imatinib, primer antitumoral de uso en clinica descubierto por “busqueda racional”

Abl kinase

(A)
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Imatinib
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Abl-STl.val |, Science 289 1938 (2000)
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K562 (Leucemia mieloide crénica)

- - + + o+ + 0.5 uM Imatinib

+ - + - + 75uMZn
0o 2 2 2 3 3 days

- . — P-Tyr- p210 Bcr-Abl

g—— o-tubulin

M.Dolores Delgado, Maite GOmez-Casares

HCT116p21KO (colon cancer)
0 10 15 pMImatinib/24 h
— 3| pY-AbI
h— «=N | Abl

}-- a-Actina

Nuria Ferrandiz
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Modo de accion del imatinib

Bcr-Abl \@

SUSTRATO
(activado

Javier Lebn




Structural Mechanism for
STI-571 Inhibition of Abelson
Tyrosine Kinase

T. Schindler, W. Bornmann, P. Pellicena, W. T. Miller,
B. Clarkson, & J. Kuriyan Science 289, 1998
(20000) [Sept 15]
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Potential mechanisms of disease persistence on imatinib therapy

. = = a) Drug efflux d) Protected by the bone

Complete cytogenetic | Response of CML to imatinib (o) Bres e ‘
response (CCR) o S i

Mirnmal residual disease T —
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N\

Complete hematologic
response ([CHR)
10" leukemic cells Complete molecular
Mon-responders response
PCH negative
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{f) BCAR-ABL ndependent
survival

(O’Hare et al. Curr. Op. Genet. Dev. 2005)

(O’'Hare et al. Curr. Op. Genet. Dev. 2005)
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Potential mechanisms of disease persistence on imatinib therapy

(a) Drug efflux {d) Protected by the bone ‘
Marrow microenvironment

e ta s

...........
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(O'Hare et (O’Hare et al. Curr. Op. Genet. Dev. 2005)
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BCR-ABL gene amplification
associated with clinical imatinib resistance

imatinib
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Imatinib has a non-apototic cytostatic effect
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Map of BCR-ABL Kinase Domain Mutations Associated with Clinical
Resistance to Imatinib
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Gene expression in patients with resistance to Imatinib
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Dasatinib (BMS-354825) was more potent than Imatinib at inhibiting
nonmutated BCR-ABL kinase activity in a cell-based assay.

nih BMS-354825 BCR-ABLAWT nM imafinib
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A CENSUS OF HUMAN CANCER GENES

Futreal et al, Nature Rev Cancer, Marzo 2004

Ambos mecanismos === MY C

Activados por otros

Activados por traslocacio MEecanismos
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C-MYC (MYC)
 El primer oncogén nuclear descubierto (1979), en varias cepas de retrovirus que inducian
“myelocytomatosis” en pollos.
» Es un factor de transcripcion (el primer factor de transcripcion oncogénico descubierto)
» Es necesario para el desarrollo embrionario
» Esta traslocado en todos los linfomas de Burkitt (1982) y amplificado y/o sobre-expresado en
muchos otros tumores, normalmente en relacion con progresion tumoral.

» Familia de tres genes: c-MYC, N-MYC, L-MYC. El c-MYC es el de expresion mas ubicua y mas
implicado en cancer

8 14

C-myc lgH

O
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Estructura y expresion de MYC

MycS (forma corta de Myc)

PO P1 P CUG P3 AUG
I—P v A 4
1 '_> ] I
Exén 1 EX6n 2 6n 3

* NLS *
N MNM—|b HH zip | C
1 45 63 125 143 188 199 320 328 355 368 410 439

Transactivacion Union a DNA y dimerizacién
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Como todo buen factor de transcripcion, Myc esta
mayoritariamente en el nucleo

Leucemia (K562)

Cancer de mama

« También en el citoplasma en ceélulas quiescentes con mucho Myc
« También en los nucleolos
» También en “cuerpos nucleares —-PML”
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(Nair & Burley, Cell 112:193-205,

Los complejos Myc-Max transactivan 439
genes por union a “secuencias E”

Leucine Zipper/
Helix2

Max

VIV e VA
/ ‘GENES DIANA

Secuencias E
(“E box”) CACGTG

- Basic region
35 g

E-box A2
CACGTG ,\\‘

CICCAC (- 1-350 aa

TAD
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439

Leucine Zipper/

Genes diana de Myc-Max

Cerca de 800 genes diana de Myc en el genoma humano

» 800 genes “regulados por Myc” en la base de datos (www.
myccancergene.org)

* Myc presente en el 5-15% de los promotores humanos (por ChiP)

* PERO so6lo el 10% de los genes con Myc unido al promotor son
regulados (cambia su expresion) en respuesta a Myc
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Myc esta involucrado en multiples funciones de la célula

INESTABILIDAD GENOMICA

PROGRESION DEL
CICLO CELULAR
INHIBICION DE LA
DIFERENCIACION
@
@
N
APOPTOSIS
IMMORTALIZACION /\(>/\:

SINTESIS DE

PROTEINAS Y
TAMANO CELULAR Javier Ledn




Myc inhibe la diferenciacion neuronal de células de feocromocitoma

Ras

Ras
05 d
UR61-Myc Jose Pedro Vagué No diferenciacion
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Myc inhibe la diferenciacion eritroide de células K562

Ara-C Zn+ Ara-C

K562
Ara-C 0135 1 3 days
>
- _
@ |matinib R s — | e myc
Diferenciacion .
eritroide . *“"'ﬂ | max

S8l - = c-globin

c-My Ara-C
%9
\© =rad® @@

Diferenciacion inhibida rRNAs

(Delgado M.D. et al., 1995; Cafielles, M.. et al., 1997)
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Retroviral transduction of c-Myc in developing chicken limb

2+4 days (stage 26)

(o e
Retrovirus
RCASBP(A)-c-myc
4 days
L
PRl

Chick embryo, 2 days (stage 12-14 HH) 4
(Piedra et al. 2002) Myc mRNA expression (whole mounts)
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c-Myc induces abnormalities in limb skeletal elements
interfering with chondrocyte differentiation

control infected control infected

G H

(Piedra et al. 2002)

MRNA: c-myc Ihh Collagen X
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¢ Por qué se sobre-expresa Myc en tumores?:
1) A consecuencia de traslocacion

Casi todos los Ilnfomas de Burkitt y linfoblasticas tipo L3 tienen traslocado el gen MYC

Denis Burkitt, 1961 Linfoma de Burkitt

Cromosoma 14

Cromosoma 8

Pl
<«

»
»

A
v

Segmentos Do J

c-myc

de genes Ig

FYRL bE &
T m‘n K8 43 €3

‘.‘Qg 65 55 84

aA NaA ﬂ "

1982
Traslocacién Gen Frec.
t(8;14) IgH 80% *
t(2;8) lgK 15%
t(8;22) lgA 5%
* También en una pequefia fraccion de linfomas de células B
grandes, mieloma mudltiple y leucemia linfoblasticas-T
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2) A consecuencia de amplificaciéon y/o sobreexpresion

¢ Por qué se sobre-expresa Myc en tumores?

CELULA NORMAL

CELULA
TUMORAL

Tumor % con sobre-expresion o

[ amplificacién de MYC
Linfoma de Burkitt/leucemia L3 051
Linfomas alto grado 6-151
Colon 40-60
Mama 15-30 *
Microcitico pulmén 10-302
Cervix 10-40
Osteosarcoma 20-40
Ovario 10-50 2
Estomago 5-30 *
Prostata 15-50 3*
Leucemia mieloide crénica-CB  50-70 3

\ Neuroblastoma 25-30 4 *

*Amplificacion frecuente

Uncluye traslocaciones; Z2Incluye N-myc y L-myc;
3Incluye trisomia-8

4 MYCN
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Leucemia mieloide cronica: un ejemplo de Myc en progresion tumoral

- ; - : : 2-4 years

Ve & 97 87,

Granulocitos
normales

FASE CRONICA
Acumulacion de células

diferenciadas Bcr-Abl*

(blasticas) Bcr-Abl*
MY C overexpression (60-70%)

1. Myc inhibe la diferenciacion de células K562 inducida por citarabina y por
imatinib (M.Dolores Delgado, Maite Gomez-Casares)

2. La sobre-expresion de Myc se asocia a peor respuesta al tratamiento (IFN,
Imatinib) (Marta Albajar, Maite GoOmez-Casares)
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MYC en la progresion de leucemia mieloide crénica

LMC en fase crénica

a: al diagnéstico

1 2 3 4 S 6 7 8 b,c,d: tratamiento
abcjabclabcdbc|aboecalb a b a b ¢
oo = Bl ladd
600
200

100

LMC después del transplante

,b,c,d: distintos
1 2 3 4 o 6 7 8 tiempos post TMO

ab ablabla bc d ablab ab ab

600 -

5 = - R
= T T - s sonn
100

Itsaso Mauledn, Marta Albajar, Maite GOmez-Casares Javier Le6n




Bcr-Abl mantiene elevados los niveles de Myc en células LMC

Imatinib
0 5250525 uM

111 2 2 2 days

25 -
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.. e | Ccmy 3
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¥

5 days

o
=
N
w -
I

——————— a-tubulin

0 0525 0 05 2505 25 0 0.5 2.5uMImatinib
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- K562 - D G e w me w A | cmyc
8017 — - D S G s e s w» @ | histone H4
60 1
rRNA
40 1
0

20 1

Luciferase activity (%)

Control Imatinib Imatinib+ wash

Maite GoOmez-Casares, Dolores Delgado et al.
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Myc inhibits imatinib-induced erythroid diffrentiation
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¢La inhibicion de diferenciacién es esencial para la tumorigénesis
mediada por Myc?

Tet-off-Myc en o
Miloblastos y osteoblastos MycER en queratinocitos

Felsher et al., Mol. Cell., 4: 199, 1999 Flores et al. Oncogene 2004
Shachaf et al. Nature 2004
Jain et al. Science 2002

OSTEOSARCOMAS
LEUCEMIA MIELOIDE PAPILOMAS

(70 .( mj\
=%
k’ MYC (Doxiciclina) k’ MYC (40H-Tamoxifeno)

REGRESION TUMORAL
POR RE-DIFERENCIACION
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Intentos de terapia génica basados en Myc

1. Myc antisentido

(Skorski, JEM 1995;
Skorski Blood 1996;

Células de leucemia mieloide _ Skorski PNAS 1997) Remision parcial transit.
aguda, crénica y Burkitt Leucemia 8 sem > 20, LMC
7sem > 14, LMA

Inyeccion ?D/\ =
g / > - { j))
Células de melanoma Melanoma | Mayor sensibilidad a
Oligonucleétidos cis-Platino
AS-Myc (Citro, Cancer Res 1998)
, Chen et al., J Gastroent. 2001
Células de cancer colorectal Adenov. AS-Myc ( )

v

_
Inyeccién subc. L \ 7)/\ /
< o
> L{i ( J\ “\‘. < 9))
Tumores Remision

Células de cancer de prostata Retrov. AS-Myc (Steiner, Hum Gene Ther 1998)
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“OMOmyc” mutante enHLH que secuestra Myc en complejos incapaces de unirse a cajas E

o

(Soucek, Cell Death Dif, 2004)

Inv-OMOMYC
OH-Tamoxifeno j
09— m X y 5
. { 9 > A > d { j))
Inv MYC-ER Inv-MYC-ER X Inv-OMOMYC

Involucrina-MYC-ER _ ) _
Papilomas e hiperplasia

3. Moléculas pequeﬁas que inhiben la dimerizacion Myc-Max o la uniéon de Myc-Max al DNA

(Yin, Oncogene 2003
Berg, PNAS 2002)) Myc

N/
\ Q
(Mo, PNAS 2006) Rs
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