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LEUCEMIA AGUDA LINFOBLASTICA

TRANSFORMACION MALIGNA
DE LOS PRECURSORES

LINFOIDES DELINEAB O T

DIAGNOSTICO MAS
FRECUENTE EN ONCOLOGIA
PEDIATRICA, PRESENTANDO
UNA INCIDENCIA ANUAL DE

APROXIMADAMENTE 4-5
CASOS NUEVOS POR CADA
100.000 NINOS MENORES DE
15 ANOS

AMPLTIA VARIEDAD DE
TRANSLOCACIONES QUE
AFECTAN A LA LAL

ALREDEDOR DEL 407% DE LOS

PACIENTES NO PRESENTAN

UNA ALTERACION GENETICA
IDENTIFICABLE

- $(9;22)(q32:q11) BCR-ABL1
- 1(4:11)(q21:q23) AF4-MLL
- $(12;21) TEL-AML1

- $(1,19)(q23:p13) E2A-PBX1
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MECANISMOS EPIGENETICOS

.. P95 CAMBIOS HEREDABLES
: = % $74  EN LA EXPRESION
- GENICA QUE NO VAN
| ACOMPANADOS DE

CAMBIOS EN LA
SECUENCTA DE DNA

7 acetylation
methylation
ubiquination

sumoylation

hosphorylati
A @ phosphorylation

= B
A—

METILACION DEL ADN MODIFICACION DE REMODELADO DE LOS
HISTONAS NUCLEOSOMAS
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EPIGENETICA: METILACION DEL ADN

» ES EL EVENTO EPIGENETICO MEJOR CARACTERIZADO DE LAS CELULAS.

» SE ENCUENTRA EN TODOS LOS TIPOS DE NEOPLASIAS ASOCIANDOSE A LA PERDIDA
DE FUNCION DE LOS GENES.

> ES INCLUSO MAS FRECUENTE QUE LAS MUTACIONES DE LOS GENES SUPRESORES DE
TUMORES CLASICOS.

cytosine 5-methylcytosine
THz l|\IH2
c H3C ¢
P 8 —> O\ L
H‘Ifs . 3? methylation H‘]f 'l“
HO t=0 , - 3
N e g LOS DINUCLEOTIDOS Cp6 SON POCO FRECUENTES EN EL

N
N
I GENOMA YA QUE LAS 5mC HAN PASADO A TIMINAS A LO
LARGO DE LA EVOLUCION DE LOS HOMINIDOS.

* Dinucledtidos Cp6
LOS PROMOTORES DE ~ 60% DE LOS GENES
PRESENTAN LA FRECUENCIA ESPERADA DE Cp6
(ISLAS Cp6).
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EPIGENETICA: METILACION DEL ADN

MNormal cell

» Tumour-suppressor gene with promoter CpG island
« ‘Open’ chromatin conformation

Cancer cell

» CpG-island hypermethylation
» ‘Closed' chromatin conformation

Esteller M, Nature Reviews Genetics 2007
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MODIFICACION Y CODIGO DE HISTONAS

* Metilacion

e Fosforilacion

e Ubiquitinacion
* ADP-Ribosilacion

e Isomerizacion

(O Acetilacion
@ WMetilacion
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REMODELADO DE LOS NUCLEOSOMAS

EPM2AIP1 MLH1 1a MLH1 1b

ACTIVE

EPM2AIP1 MLH1 1a MLH1 1b

SILENCED

Lin JC. Cancer Cell 2007
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LEUCEMIA AGUDA LINFOBLASTICA

AMPLIA VARIEDAD DE
TRANSLOCACIONES QUE
AFECTAN A LA LAL

- 1(9:22)(q32:q11) BCR-ABL1
- 1(4:11)(q21.9q23) AF4-MLL

- $(12;21) TEL-AMLI1
- 1(1,19)(q23:p13) E2A-PBX1
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LEUCEMIA AGUDA LINFOBLASTICA
AMPLIA VARIEDAD DE | |
TRANSLOCACIONES QUE e o
AFECTAN A LA LAL ﬁmﬁﬁl%:bl i Il ‘

LAL-T DONANTES SANOS LAL-B

INAPROPIADA Y SIMULTANEA
METILACION DE GENES
SUPRESORES DE TUMORES
Y miRNAS

Agirre X, Vilas-Zornoza A. PLoS ONE 2011
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LEUCEMIA AGUDA LINFOBLASTICA

AMPLIA VARIEDAD DE CEEl L
TRANSLOCACIONES QUE
AFECTAN A LA LAL r s

INAPROPIADA Y SIMULTANEA
METILACION DE GENES
SUPRESORES DE TUMORES
Y miRNAS

DISMINUCION DE MARCAS

DE CROMATINA ABIERTA 1
COMO LA AcH3 Y AUMENTO " 124a-1 124a-2  124a-3
DE MARCAS DE CROMATINA X
CERRADA COMO LA 2mK9H3 F w0 |

124a-1 124a-2 124a-3

mPB @ETOM-1 m NALM-20

Agirre X, Vilas-Zornoza A. Cancer Research 2009
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LEUCEMIA AGUDA LINFOBLASTICA
AMPLIA VARIEDAD DE

Global Series

TRANSLOCACIONES QUE _ 1o- .
AFECTAN A LA LAL RO | N
INAPROPIADA Y SIMULTANEA 25
METILACION DE GENES g5 "
SUPRESORES DE TUMORES 2 o2
Y mIRNAs 0 50 100 180 200 280
DISMINUCION DE MARCAS Time {months)
DE CROMATINA ABIERTA 1.0 - Global Series

COMO LA AcH3 Y AUMENTO
DE MARCAS DE CROMATINA
CERRADA COMO LA 2mK9H3

DETERMINANTES EN EL
PRONOSTICO DE LA LAL

F = 00001
0.8 1

0.6

0.4

Overall Survival
(proportion)

0.2

T T T T 1
0 50 1060 150 200 250

Time {months)

Agirre X. Journal of Clinical Oncology 2009
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AMPLIA VARIEDAD DE
TRANSLOCACIONES QUE
AFECTAN A LA LAL

INAPROPIADA Y SIMULTANEA
METILACION DE GENES
SUPRESORES DE TUMORES
Y miRNAS

DISMINUCION DE MARCAS
DE CROMATINA ABIERTA
COMO LA AcH3 Y AUMENTO
DE MARCAS DE CROMATINA
CERRADA COMO LA 2mK9H3

DETERMINANTES EN EL
PRONOSTICO DE LA LAL

BASE RACIONAL PARA EL
EMPLEO DE FARMACOS
EPIGENETICOS EN LA LAL

Disease-Free Survival
(proportion)

Overall Survival
(proportion)

-
=
|

0.6

0.4
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TN P = .00001
0.8

Global Series

1.0 -
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Global Series
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Agirre X. Journal of Clinical Oncology 2009
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Actividad anti-leucémica del LBH589 en la LAL

H NHOH
/ N
N
cH, LBH589
Inhibition of Panobinostat  Vorinostat  Belinostat  MGCDO103
enzyme activity (LBH589) (SAHA) (PXD-101)
ICs0 (NM)
HDACT 2.5 75.5 17.6 142
HDAC2 13.2 362 33.3 147
HDAC3 21 574 21.1 205
HDAC4 203 15,066 1236 =30,000
HDACS 1.8 163 76.3 1889
HDACG 10.5 27.1 14.5 =30,000
HDAC? 531 12522 598 =30,000
HDACS 277 1069 157 28,167
HDAC9 5.7 78.1 44,2 1177
HDAC1O 23 88.4 31.3 54.9
HDACT1 2.7 109 44 2 104

Atadja P. Cancer Letters 2009
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Actividad anti-leucémica del LBH589 en la LAL
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Actividad anti-leucémica del LBH589 en la LAL
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LBH589 (Panobinostat) en lineas celulares de LAL

ACETILACION PROLIFERACION APOPTOSIS
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LBH589 (Panobinostat) en lineas celulares de LAL

ACETILACION PROLIFERACION APOPTOSIS
LBH589 - + )
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LBH589 (Panobinostat) en lineas celulares de LAL

ACETILACION PROLIFERACION APOPTOSIS
LBH589 -
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EL LBH589 PRODUCE UN AUMENTO GLOBAL DE LA AcH3 Y AcH4,
DISMINUCION DE LA PROLIFERACION Y ACTIVACION DE LA
APOPTOSIS EN LINEAS CELULARES DE LOS DISTINTOS SUBTIPOS

GENETICOS DE LAL )
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Modelo de LAL subcutaneo en raton

§ ___1° CICLO DE TRATAMIENTO _2° CICLO _3° CICLO
oNf N )
33553 5333F B
O LBH LBH LBH LBH LBH 53333 33333 f )

6
S e AT
bIA 1 2 3 4 5 6 7 8 15 24 S

BALB/cA -Rag2-/-gc-/-

3,5
3 | P=0,01 P<0,01 P<0,01 P<0,01
[ |
25 m i P=0,280 P=0,015 P<0,01
2 -  — g Y_ P=0,063 P<0,01
15 A - v_ P<001
1 + o
0,5

0
-0,5
-1
15
-2

Incremento de Peso (g)

RAG2 RAG2 RAG2 RAG2 RAG2
control 1mg/Kg 5mg/Kg 10mg/Kg 20mg/Kg
LBH LBH LBH LBH
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Modelo de LAL subcutaneo en raton

N 1° CICLO DE TRATAMIENTO  2° CICLO  3° CICLO
% ~ N7 7
m LBH LBH LBH LBH LBH 55553 35333
1x106 cs. / \ el _T_T_I_T_I_T_T_T_T#T_H%
\() M 2

\

pIA 1 3 4 5 6 7 8 15

BALB/cA-Rag2-/-gc-/-

Q;b
4000 o \"V&
m TOM-1 Q,’\ &OQQ‘\Q‘L
- 3500 7 m TOM-1 +LBHS589 <0
E 3000 _ * ——
PN H3Ac
§— P<0.01!
§ 2500 -
[e]
5 2000 . | ane
S 1500 - — — :
g P<0.01 —— : H2AX.P
E 1000 - -
0 - z , T ' .
Dia 1 Dia 18 Dia 22 Dia 24 TOM-1 TOM-1+LBH

Control (dia 24)
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Modelo de LAL subcutaneo en raton

y\ 1° CICLO DE TRATAMIENTO 2° CICLO  3° CICLO
% ' N )
&

O LBH LBH LBH LBH LBH

o ANINGE £t 1 14 I,
(s
\) bIa 1 2 3 4 5 6 7 8 15

BALB/cA-Rag2-/-gc-/-

(o]

o

o

o
|

H MOLT-4
@ MOLT-4 +LBH589

7000 +

H3Ac

H4Ac

H2AX.P

Volumen Tumoral (mm?3)

H3 TOTAL

Dia 15 Dia 18 Dia 22 Dia 24

MOLT-4 MOLT-4+LBH
Control (dia 24)
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Anatomopatologia de LAL-T y B humana en raton

SANGRE 5 MEDULA OSEA 5
o
= -
= = B
i < o, 1,2% . .
Células de Sangre de o' o e =T
Paciente con LAL & ,@g 2 2
= — 7770 L '. '.::'.l v = i :itl— !
19 100 10z 103 104 104 10+
Wi =

.

(431
(NOD z
@SN N= s ?
BALB/CA-RQQZ—/-QC-/' = ?"—“!]u 1:.]' 1"'!]2 1'!]: . =
W5 =

BAZO

§

H/E anti CD45 anti Ki67
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Modelo de LAL humana en raton

O

\

S

BALB/cA-Rag2-/-gc-/- Rag2 + LAL humana

NS

(\ Q Q Q R Aa )
B — S — s e e

Células de Sangre de
Paciente con LAL

Extraccion y Ratones Rag2 con la misma LAL humana
congelacion de células
de LAL humana

Rag2 + LAL humana




cima www.cima.es

CENTRO DE INVESTIGACION MEDICA APLICADA
UNIVERSIDAD DE NAVARRA

Modelo de LAL humana en raton

ALL-B1 ALL-B1 ALL-B1

m O N o N 0
S8 eaag » o neona S BL28 32
I e I

ALL-B1
ALL-B1
ALL-B1

PS: LAL a diagnéstico
S2: LAL obtenida tras pases en raton
S3: LAL obtenida tras pases en ratén y congelacion

e

Tras la comparacion de las muestras de ambos modelos mediante arrays de SNPs,

metilacion y expresion, se observa un gran parecido de las muestras obtenidas tras

varios pases en el ratéon y la muestra de LAL al momento del diagndstico que se ha
utilizado para su generacion

(8 v
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1° CICLO DE TRATAMIENTO 2° CICLO  3° CICLO

QY
\ ~ N \rz N\
DEX DEX DEX DEX DEX bEX DEX35555 355%55%% 53853
LBH LBH LBH LBH LBH 33333 3azag o
supervivencia
DIA 1 2 3 4 5 6 7 8 15 22 24

SBALB/CA-RGQZ-/—QC-/-

\) LBH589 VINCRISTINA
DEXAMETASONA

LBH589
-VOLUMEN BAZO VINCRISTINA

CONTROL

- PORCENTAJE DE BLASTOS DEXAMETASONA

- EFECTOS EPIGENETICOS
-SUPERVIVENCIA GLOBAL
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1° CICLO DE TRATAMIENTO 2° CICLO  3° CICLO

v,
\ ~ \rz \rz 12
S) VIN g '%‘ g
DEX DEX DEX DEX DEX DEX DEXSZEEH S5 5355588533
13314 131312
LBH LBH LBH LBH LBH EEEEE EEEEE

supervivencia

g bIA 1 2 3 4 5 6 7 8 15 22 24
BALB/cA-Rag2-/-gc-/-
2
|
P<0,01 P<0,01 P<0,01
— 1 -
2 P=0,905 P=0,036
o
P=0,4
2 : | | peoa
o [ | o
() v 4
-
o
@
= -2
o
3]
£ 3
-4
RAG2 RAG2 RAG2 RAG2
5mg/Kg LBH 5mg/Kg LBH 5mg/Kg LBH
Smg/Kg LBH 0,025mg/Kg VIN 0,25mg/Kg VIN 0,5mg/Kg VIN
1mg/Kg DEX 1mg/Kg DEX 1mg/Kg DEX
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LBH589 en el Modelo de LAL-T humana en raton

o 1,04 I contral
_I1LBHSBY
3 —IVINHDEX
. T VIN+DEX+LBH
= 0,3
= (1 1 L T it i“““”“ mmmnn | |nnmlullnnn\lmmn il —_
= @©
= & 3 4 5 | 6 9 12 '8
CONTROL VIN+DEXA LBH VIN+DEXA+LBH D 06
8
_ 100 e
) 90 —e— CONTROL > 0,44
gs 80 —a— V/IN+DEXA S
§s /9] —=uBH o
Egy 60| —*—VIN+DEXA+LBH S
< 3 ¢ 02-] CONTROL vs VIN+DEX (P=0.051) _l
4 5 CONTROL vs LBH (P=0.035)
S¢c CONTROL vs VIN+DEX+LBH (P<0.001)
o (1]
K4 LBH vs VIN+DEX (P=0.816) —l
2 0,09 VIN+DEX vs VIN+DEX+LBH (P=0.004)

1 1 1 1 1
000 10,00 20,00 30,00 40,00

Il NO METILADO EMETILADO

| — .
| c— A H3 TOTAL
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LBH589 en el Modelo de LAL-B humana en raton

VIN+ VIN+ 10
CONTROL LBH ' —Icontral
DEX | DEX+LBH _r1LBH589
—I1IN+DEX
T 1IN+DEX+LEH
S
(3]
e}
o
(o))
8 08
(8]
[ e
(]
=
50 E 04
] 45 1 o
@ g 40 =
€% 35 1 2]
£ o 30 - 0,2-{ CONTROL vs VIN+DEX (P<0.001)
< ; 25 1 CONTROL vs LBH (P<0.001)
g% ?g | * CONTROL vs VIN+DEX+LBH (P<0.001
EQE’ 10 - * LBH vs VIN+DEX (P=0.008)
® 5 - ,_T_‘ * 0.09 VIN+DEX vs VIN+DEX+LBH (P=0.04)
0 == 1 I I 1 I 1
CONTROL VIN+DEXA LBH VIN+DEXA+LBH 0,00 20,00 40,00 60,00 50,00 100,00

[l NO METILADO EMETILADO |
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LBH589 en el Modelo de LAL-B humana en raton

EL LBH589 PRODUCE UNA DISMINUCION
DE CELULAS LEUCEMICAS HUMANAS Y

""" ESTE EFECTO ANTITUMORAL ES
SINERGICO CON EL PRODUCIDO POR
FARMACOS ESTANDAR EN EL
TRATAMIENTO DE LA LAL, DANDO LUGAR | |

A UN AUMENTO DE LA SUPERVIVENCIA | ..

DE LOS RATONES CON LAL HUMANA,
ESTABLECIENDO LAS BASES PARA SU
UTILIZACION EN PACIENTES CON LAL /
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