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La leucemia mieloide aguda (AML, del inglés acute myeloid leukemia) es uno de los
canceres mas devastadores a escala mundial, con menos de un 30% de supervivencia
a 5 anos. Existe una necesidad urgente de investigar nuevas aproximaciones dirigidas
al desarrollo de nuevas terapias que puedan mejorar las posibilidades de curacion de

los pacientes que sufren esta enfermedad.

La regulacion epigenética es un mecanismo relevante en la AML, pero aun no se ha
explotado ampliamente para el desarrollo de nuevas terapias. Las variantes de histona
son reguladores epigenéticos importantes, pero su papel y potencial como dianas
terapéuticas en la AML no se ha evaluado. La variante de histona macro-H2A1 en
particular se encuentra sobreexpresada en la AML, lo que nos ha llevado a formular la
hipotesis de que las células de la leucemia pueden depender mas de macro-H2A1 en
comparacién con las células madre hematopoyéticas normales y, por lo tanto, podria

ser una diana terapéutica.

El objetivo principal de este proyecto ha sido, entonces, el de evaluar el potencial de
las variantes de histona macro-H2A1 como dianas terapéuticas en la AML, testar la
dependencia de la AML de macro-H2A1 y determinar los mecanismos moleculares de

su funcidn para identificar e implementar estrategias de interferencia.

Usando un modelo de ratén de AML con la mutacion de fusién oncogénica del gen MLL,
hemos determinado que macro-H2A1 es esencial para el desarrollo y mantenimiento
de la enfermedad. Mientras que la delecién del gen codificante para macro-H2A1
provoca una reduccion en el niumero de células madre leucémicas (LSC, del inglés
leukemia stem cells), no dificulta la funcidn de las células madre hematopoyéticas
normales. Esto indica que macro-H2A1 podria ser una nueva diana terapéutica para
interferir con las LSC, que contribuyen a la enfermedad y son a menudo resistentes al
tratamiento con quimioterapia, sin afectar a la hematopoyesis normal como efecto

secundario. Hemos observado un efecto similar en un modelo de leucemia con



mutacién de fusion AML-ETO9a, hecho que evidencia que macro-H2A1 puede promover

la funcidon oncogénica de las LSC en diferentes subtipos de AML.

Mediante el estudio de modelos de ratén y lineas celulares de AML, hemos identificado
que la delecidon de macro-H2A1 promueve un estado mas maduro y diferenciado y
reduce la capacidad regeneradora de las LSC. A través de un analisis transcriptémico,
hemos detectado cambios significativos en la expresion génica tras eliminar macro-
H2A1, incluyendo un aumento de la expresién de programas génicos de diferenciacién
mieloide y una reduccion en la expresidon de genes relacionados con la funcion maligna
de las LSC. Ademas, el perfil de accesibilidad de la cromatina en las LSC se encuentra

significativamente alterado en ausencia de macro-H2A1.

Para entender el mecanismo molecular de la funcion de macro-H2A1 en AML, hemos
llevado a cabo experimentos de rescate con diferentes formas mutantes truncadas de
la proteina. Esto nos ha permitido determinar qué partes de la proteina son necesarias

para desempeiiar su funcién proleucémica.

En contraste con otras histonas, las histonas de la familia macro-H2A contienen
dominios que se encuentran en una posicion accesible fuera del nicleo compacto del
octamero de histonas en el contexto de un nucleosoma. Dadas estas caracteristicas
estructurales, hemos seleccionado estos dominios como dianas principales para iniciar
el desarrollo de un ensayo compatible con un cribado de compuestos que puedan
unirse a macro-H2A1 y promover su degradacién. Especificamente, este ensayo se
basa en una estrategia de ganancia de sefial donde se relacionan inversamente los

niveles de la proteina macro-H2A1 con la expresidon de una proteina fluorescente.

En conjunto, en este proyecto hemos identificado macro-H2A1 como un factor
epigenético que mantiene la funcion de las LSC en la AML mediante la regulacién de la
cromatina y la expresion génica, lo que sugiere que podria ser una nueva diana para la
intervencion terapéutica. Ademas, hemos identificado el dominio relevante para esta
funcién en el contexto de la AML y hemos iniciado el desarrollo de ensayos que nos
permitirdn realizar un cribado de compuestos que puedan inducir la degradacion de
macro-H2A1.



La leucemia mieloide aguda es un cancer hematopoyético con una ratio de
supervivencia baja y un alto porcentaje de pacientes que recaen tras una respuesta
inicial a la quimioterapia. En particular, incluso fracciones muy pequefias de células
madre leucémicas residuales tras el tratamiento son capaces de regenerar la leucemia
y, en ultima instancia, llevar a la muerte del paciente. La identificacion de nuevas

opciones de tratamiento es una necesidad urgente para esta enfermedad.

Este proyecto de investigacién ha identificado la histona macro-H2A1 como un nuevo
factor que contribuye a la malignidad de la AML a través del mantenimiento de la
funcién de las LSC, pero que es dispensable para la hematopoyesis normal. Este hecho
posiciona macro-H2A1 como una nueva diana terapéutica potencial. Notablemente,
hemos iniciado el desarrollo de un ensayo de cribado para avanzar en la identificacion
de compuestos que puedan interferir en macro-H2A1 como primer paso hacia un

posible proceso de desarrollo de nuevos farmacos.
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