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Introduccion

Las leucemiasagudas pediatricassonlostumoresmasfrecuentesdurantelainfancia. Enconcreto las
leucemias MLL (Mixed Lineage Leukemia) son un tipo de leucemia muy agresiva en nifos. Si bien
durante los ultimos afos se han producido mejorasen laidentificacion de sus diferentestiposyse ha
avanzado en la eleccién de tratamientos, lo cierto es que muchos pacientes padecen una forma de
altoriesgo y fallecen a causa de la enfermedad.

Una parte fundamental para elegir mejor los tratamientos consiste en identificar el maximo de
caracteristicas de los tumores para clasificar a los pacientes segun su prondstico, es decir,
clasificarlos en grupos con mayor o menor riesgo de recaida. Otros tipos de cancer se caracterizan
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por presentar una gran cantidad y diversidad de alteracionesa nivel genético, lo que ayuda a su
clasificaciony aidentificar posibles dianas terapéuticas. Sin embargo, comparadas con otros tumores
en adultos, las leucemias en nifos presentan muy pocas alteraciones en el ADN. Esto es aln mas
acusado en las denominadas leucemias MLL. Estas leucemias se caracterizan por tener alterado el
genMLL (de MixedLineage Leukemia, por tener capacidad de presentarse en cualquier linaje celular),
y ser muy frecuentesenlactantes (el 80% de las leucemias de lactantes tienen este gen alterado).

Enel casodelasleucemiasMLL la clave reside no tanto enelnumero de mutacionesanadidas sino en
cémo se produce laalteracion de este gen.Lamayoriade las veceslo que ocurre es que unfragmento
de este gen se rompe y se une o inserta en otro gen diferente, lo que altera su funcién (estas
alteraciones se denominan translocaciones). Estos genesalos que se une MLL se denominan partners
y son los nuevos compaferos de viaje del gen MLL. En funcién de este partner, las leucemias se
comportan de manera diferente, con mayor 0 menor agresividad y diferente prondstico,y es aqui
donde se abre una puerta para clasificar mejor a los pacientesy buscar estrategias de tratamiento
mas personalizadas.

El proyecto

El grupo de la doctora Camdsy su equipo es pionero en el estudio de las leucemiasMLL y del papel
que jueganlas alteracionesbioldgicastanto enel prondstico como en el tratamiento de estosnifios.
A lo largo de su evolucion, este grupo de investigacionha hecho hincapié en diferentesaspectosde
estas enfermedades en forma de dos proyectos que mostramos a continuacion.

Parte 1del Proyecto: Estudio epigenético de las leucemias MLL

Como comentabamos anteriormente, a diferencia de otros tipos de cancer las leucemias infantiles
presentanunnimero bajo de alteraciones genéticas. No obstante, existenotro tipode modificaciones
que quizés puedenexplicarlasdiferenciasentre los pacientesyayudaracomprendery tratarmejora
cada paciente.Estamoshablando de lasalteraciones epigenéticas. La epigenética se refiere atodos
losprocesos que tienen gque ver concémo, cuando y dénde se lee lainformacién contenidaenel ADN
(no tanto con el contenidoy la estructura del ADN, que es lo que estudia la genética). Entre las
moléculas que controlan la lectura del ADN encontramos:

e Un grupo de proteinas denominadas histona deacetilasas (HDACs), que controlan qué zonas
del ADN estan accesibles para su lectura y cuales no.

e Unos fragmentosmuy pequefios de material genético denominados microRNAs(miRNAs). De
labiblioteca del ADN normalmente se extraen libros de instrucciones (denominados RNA), para
hacer proteinas, que son las que realizan las funciones celulares. Los microRNAs son capaces
de impedir que se utilicen estos libros de instrucciones.

El estudio combinado de miRNAs y HDACs puede ser muy relevante por varias razones:
e Nospermite conseguirun conocimiento mucho mas profundo de este tipo de enfermedades.
e Puede permitiridentificar mejoresbiomarcadores que permitan predecirmejorlaevolucidonde
los pacientes.
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e Permitira realizar en el futuro nuevos estudios para generar terapias mas personalizadas.

Para este estudio se han utilizado muestras de médula dsea de pacientes pediatricos de varios
hospitales, incluyendo el Sant Joan de Déu, Vall d'Hebroén y el Hospital Universitario Nifo Jesus de
Madrid. Se incluyeron tanto pacientes lactantes como pacientes de hasta 18 anos, para estudiar las
posibles diferencias en la agresividad de estas leucemias en diferentes grupos de edad.

Parte 2: Estudio de la enfermedad minima residual por nuevas técnicas genéticas:

Uno de los grandesretos de las leucemias infantiles es el correcto diagndstico y el seguimiento de
los pacientes a lo largo del tiempo tras administrarles los tratamientos por si quedan células
tumorales que puedan llevar a una recaida (lo que se denomina Enfermedad Residual Mesurable o
ERM).

Actualmente los métodos diagndsticos y de seguimiento de la enfermedad tienen algunas
limitaciones:
1. No son capacesde identificar con precision todoslos reocrdenamientosy alteracionesdel gen
MLL y por lo tanto los diagndsticos pueden ser imprecisos.
2. Losseguimientosde laERM no son lo suficientemente sensiblesy eficaces,y enun porcentaje
de casos pueden no detectar la presencia de células tumorales. Esto es un problema, porque
se detecta la recaida mas tarde de la cuenta y esto lleva a un mayor riesgo para el paciente.

Por lo tanto, se necesitan nuevos métodos para mejorar tanto el diagnostico como el seguimiento. EL
objetivo de esteproyectoconsiste en utilizar técnicas de Ultimageneracidn para detectar e identificar
de forma completa el 100% de los reordenamientos del gen MLL, y utilizar técnicas de seguimiento
mas sensibles, que permitan detectar niveles de células tumorales muy bajos.

El grupo de la Dra. Camds ha planteado utilizar dos aproximaciones:

e TargetedlLocus Amplification (TLA): Se trata de una técnica especial que permite identificar
cualquier modificacion del gen MLL, incluso si se trata de alguno no descrito. La identificacidon
de los cambios en MLL puede permitir hacer un seguimiento mas preciso e individualizado, y
buscar especificamente las células coneste cambio. Enlos casos en losque la TLA no permita
identificar cual es el reordenamiento, se utilizaran otras técnicas avanzadas para detectarlas,
como las técnicas de RNA-Seq.

e Confirmacionde Biomarcadoresde leucemiasMLL: Se ha documentado enun estudio que los
pacientes que tienen determinadosreordenamientos de MLL tienenaumentadoslosnivelesde
ciertosgenes(Porejemplo, RET, PPP1R-27, CCL23, SCUBE10 PHACTR3). La actividad elevada
de estos genesal diagndstico podria estarrelacionada conel comportamiento celular algunos
tipos de leucemias MLL. En caso de confirmarse estos datos, podriamos medir la actividad de
estos genes para saber si el paciente esta evolucionando mejor o peor.
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Avancesrecientes

Resultados de la Parte 1:

Enelestudio de lasHDACs se hanrealizado avances muyimportantes. En primer lugar, se ha visto que
en este tipo de leucemias hay dos genes (HDAC9y MEF2D) que se detectan més en pacientes con
leucemia,independientemente de laedady linaje de la leucemia (con linaje nos referimos a si es una
leucemia mieloide o linfoide). Ademas, se ha podido relacionar un incremento de los niveles de
HDAC9 conun peor prondstico.

Estosresultadospuedentenerunpapelimportante eneldesarrollo de futurasterapias dirigidas. Los
futuros tratamientos contra estas HDACs se podrian utilizar como un soporte de las terapias
habituales, para incrementar su efectividad.

El estudio de los miRNAs concluido, y ha aportado unos resultados fantasticos. Tras un profundo y
exhaustivo procesamientoy analisis, que harequerido sobreponerse a unbuennimero de dificultades
técnicas, el equipo de laDra. Camdshaanalizado microRNAs de 110 pacientes conleucemiasagudas
del Hospital Sant Joan de Déu y otroshospitalesespanoles.Entre estospacientes, hay 39 muestras
de pacientes con leucemias mieloides, 17 de pacientes con leucemias linfoblastica aguda T, 53 con
leucemialinfoblastica aguda B y una leucemia aguda de linaje ambiguo, de los cuales, 32 presentaban
reordenamientosdelgen MLL.Se tratade unnumero de muestrasmuy alto, tratandose de leucemias
infantiles y, por tanto, enfermedadesraras.

El analisis ha generado gran cantidad de datos que muestran que, segun las caracteristicas de la
leucemia de cada paciente, algunos miBNAs estan aumentadosy otros disminuidos. Estos datos
muestran que graciasalos miBNA se puede identificarenlos pacientesuna especie de huelladactilar,
lo que se denomina una firma: segun el estado de 24 microRNAs especificos se puede distinguir qué
pacientesvanatenerunaenfermedad muyagresiva o vana tenerun mejor prondstico. Estasfirmasy
resultadoshansido validadosy contrastados utilizando unenorme conjunto de datos de muestrasde
447 pacientes.

No solamente eso, sino que también han observado que algunos pacientes con los mismos
reordenamientos o alteraciones genéticas presentan combinaciones diferentes de miRNAs y
pronosticosdiferentes. Esto esunaprueba de que no essuficiente conlainformacion que obtenemos
del ADN para determinarel prondstico del paciente y saber como evolucionard, sino que necesitamos
combinar esa informacion con los datos epigenéeticos, como Llos de los miRNA.

Estos fantasticos resultados han sido publicados en el prestigioso British Journal of Haematology.y
también han sido presentados como comunicacion oral en el Congreso Internacional de Oncologia
Pediatrica 2022, organizado por la International Society of Pediatric Oncology (SIOP).

La razén del impacto de estos datos radica en que abren la puerta a conseguir su aplicabilidad en la

practica clinica:
1. Elanalisis de los microRNAs puede permitir distinguir y clasificar mejor a los pacientes, para
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conseguir diagnosticos mucho mas precisos que los actuales.

2. Latecnologiaactual escapaz de medirconmétodosasequibleslosdiferentesmicroRNAs,y se
puede implementar de manera relativamente sencilla en la practica clinica habitual.

3. Predecir elprondstico del paciente esfundamental paraactuar de maneramas rapida, adaptar
la terapia y anticiparse a la enfermedad. Es un paso méas en la direccién de la medicina
personalizada.

Finalmente, la combinacion de los datos de miRNAs y HDACs con los datos genéticos y de
seguimiento de los pacientes ha generado una inmensa base de datos que estan analizando
continuamente, y tiene el potencial de aportar conclusiones muy relevantes.

Resultados de la Parte 2:
En cuanto a las herramientas para mejorar el seguimiento de los pacientes, el equipo ha realizado
durante el ultimo afio avances muy significativos.

Para poder hacer un seguimiento adecuado debemos identificar exactamente el tipo de
reordenamientoyelpartnerdelgen MLL. Para ello, el equipo de la Dra. Camdshapuesto en practica
unainnovadora estrategia, un flujo de trabajo paraaplicar diferentes técnicas de diagndstico para cada
paciente conreordenamiento del gen MLL.

1. En primer lugar, se realizara un analisis inicial de los pacientes, en el que se buscaran los
reordenamientosdel gen MLL con técnicas convencionales ya implantadas en el diagndstico.

2. Pararealizar un estudio mas en detalle de los pacientes con leucemia MLL se realizara:

a. TLAenlospacientesdelosquese hayapodido extraerunamuestrade suficiente
calidad.

b. Si la TLA no identifica la alteracién precisa o si la muestra no es lo
suficientemente abundante o de calidad suficiente, se realizaran otras técnicas
(como la denominada RNA-Seq), para confirmar o descartar definitivamente la
presencia de alteraciones en el gen MLL.

3. Una vez se ha identificada la alteracion particular de cada nifio, se pueden disefar sondas de
deteccién especificas para identificar a las células tumorales de ese paciente concreto, de
manera personalizada. Eso permite aplicar las técnicas mas especificas y de precision para
comprobar si esas células tumorales persisten, se eliminan o aumentan.

Desde el inicio del proyecto, se han podido analizar muestras de 60 pacientes. Aunque a varios de
estos pacientes se les pudo determinar el partner usando técnicas habituales, el equipo de la Dra.
Camds ha analizado las muestras de 41 pacientes con leucemias MLL mediante la novedosa técnica
denominada TLA.Graciasaestatécnica se pudo lograridentificar donde se habiamovido elgen MLL
con mucha precision en la mayoria de estos 41 pacientes. Sin embargo, en unos pocos pacientes la
técnica de TLA no consiguid identificar el reordenamiento especifico del paciente.

No obstante, es imprescindible saber con seguridad cémo se ha dafado el ADN en el 100% de los
pacientesinfantiles,cémo se ha reorganizado el genoma, para podertenerun diagndstico adecuado
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y poder desarrollar herramientas que nos permitan seguir a los pacientes con mucha precision. Por
eso el equipo de la Dra. Camds ha dedicado un gran esfuerzo a implementar una nueva técnica,
denominada RNAseq que permite detectarelreordenamiento congran eficacia. Se basa en utilizar y
analizar de forma global el ARN de los pacientes, que como deciamos en la introduccion equivale a
los volumenesde instrucciones que se extraende labibliotecadel ADN.No sontécnicassencillas, ya
que el ARN es unamolécula que se degrada con facilidad al manipularla, lo que acarrea gran cantidad
de dificultades técnicas.

Elequipo harealizado numerosos experimentos para ponerapunto elRNAseq: el aislamiento del ARN
de los pacientes, las técnicas para leerloy, lo que es mas importante, las herramientas de analisis
bioinformatico para extraer las conclusiones. Para esto ultimo han adaptado 5 procedimientos
distintosyloshanfusionado enun procedimiento propio deanalisis, conmayor capacidad de detectar
lasalteracionesque llevanalasleucemias MLL.De hecho,hanpodido demostrar que este métodoes
capaz de detectar reordenamientos y partners que no se han podido detectar con ninguna otra
técnica utilizada hasta el momento. Este método es una herramienta muy muy Util para la deteccion
delasleucemiasMLL, por lo que los resultadoshansido publicados este aiio enuna revista cientifica
internacional (doi: 10.3389/fmolb.2023.1141310).

Unavezidentificado cualeselreordenamientode cada paciente, el objetivo del proyecto consiste en
desarrollar métodos de seguimiento muy precisos que permitan detectar con alta sensibilidad las
células tumorales, a lo largo de la evolucion del paciente. Asi sabremos de forma temprana si el
paciente esta progresando y hay que actuar. Eneste momentolasinvestigadoras ya estan terminando
de ponerapuntolatécnicade deteccion.Estastécnicas se basanenla denominadagPCR, un método
que permite detectar cantidades muy pequefas de un material genético determinado.

Paraponera punto latécnica han buscado muestras de 18 pacientesalos que se les hubiese extraido
muestrasen 3 momentosdiferentesde suenfermedad, tratamientoy seguimiento. A estasmuestras
se les ha extraido el ARN, y se estan preparando los experimentos para poder iniciar las primeras
pruebas de este método de seguimiento.

Globalmente, el objetivo de esta estrategiaal completo esidentificar con el maximo de precision el
100% de los pacientes con reordenamientos del gen MLL, y lograr un seguimiento mas sensible y
eficaz de la enfermedad del paciente. Esto facilitara las decisiones terapéuticas, mejorara el tiempo
dereaccion frente apotencialesrecaidasy enultimainstancia mejorard la supervivenciay calidad de
vida de los pacientes.
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