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RESUMEN

La mejora de las técnicas de citogenética conven-
cional, el desarrollo de la citogenética molecular y la
aplicacion de técnicas de biologia molecular al analisis
genético ha conducido a una verdadera revolucién en
el conocimiento de los procesos implicados en el desa-
rrollo y progresion de las neoplasias linfoides. De esta
manera, se han caracterizado gran parte de las altera-
ciones presentes en las células malignas estableciendo
cudles son los genes implicados en el proceso trans-
formativo. Esto tiene importantes consecuencias en el
manejo clinico de este tipo de enfermedades y permite
un diagndstico mas exacto a través de una sistematiza-
cion de las distintas entidades basada en sus caracte-
risticas biologicas. Por otra parte, la introduccién de
nuevas técnicas de anélisis, como la PCR en tiempo
real, posibilitara la monitorizacién cuantitativa de la
enfermedad permitiendo valorar la respuesta a los dis-
tintos tratamientos y estableciendo valores predicti-
vos de recaidas. En el futuro, todo este conocimiento
permitird el establecimiento de terapias genotipo-espe-
cificas y el desarrollo de nuevos farmacos dirigidos a la
alteracion causante del proceso maligno y con meno-
res efectos colaterales indeseables.
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ABSTRACT

The improvement of the conventional cytogenetic
techniques, the development of molecular cytogenetics
and the application of techniques of molecular biology
to genetic analysis have led to an authentic revolution
in the knowledge of the processes implied in the
development and progression of lymphoid neoplasias.
In this way, a great part of the alterations present in
malign cells have been characterised, and the genes
involved in the transformative process have been
established. This has important consequences for the
clinical handling of this type of disease and makes
possible a more exact diagnosis through a
systematisation of the different entities based on their
biological characteristics. On the other hand, the
introduction of new techniques of analysis, such as real
time PCR, will make it possible to monitor the disease
quantitatively, making it possible to evaluate response
to the different treatments and to establish predictive
values for relapses. In the future, all of this knowledge
will make it possible to establish genotype-specific
therapies and to develop new medicines aimed at the
alteration responsible for the malignant process and
with less undesired collateral effects.
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INTRODUCCION

Las neoplasias hematoldgicas son pro-
cesos malignos que afectan a los diversos
tipos celulares implicados en el sistema
hematopoyético. Dentro de ellas, las neo-
plasias linfoides afectan a los distintos
tipos celulares y grados madurativos que
conforman la linea linfoide tanto B como T.
Este tipo de enfermedades es, por tanto,
un grupo muy heterogéneo que solo tiene
en comun el origen del tipo celular trans-
formado. Dentro de ellas, clasicamente, se
han diferenciado de manera arbitraria las
leucemias de los linfomas senalando a las
leucemias como aquellas neoplasias que
afectan a la médula 6sea con expresion
periférica y a los linfomas como aquellas
neoplasias que permanecen localizadas en
los ganglios linfaticos u otros tejidos linfoi-
des y que carecen, al menos de manera ini-
cial, de comportamiento leucémico. En el
caso de las leucemias, asimismo, se han
diferenciado los procesos agudos de los
crénicos en base a las caracteristicas cito-
légicas de las células proliferantes (inma-
duras y atipicas en el primer caso y mas
diferenciadas en el segundo). De esta
forma, las neoplasias linfoides se clasifica-
rian en leucemias y linfomas, dividiéndose
las primeras en leucemias linfoblasticas
agudas (LLA) y sindromes linfoproliferati-
vos croénicos (SLP) y los segundos en linfo-
mas Hodgkin (LH) y no-Hodgkin (LNH).
Actualmente este modelo de clasificacion,
ambiguo y con grupos muy heterogéneos,
esta sometido, como veremos mas adelan-
te, a una intensa revision.

LAS ALTERACIONES GENETICAS EN
LAS NEOPLASIAS LINFOIDES

Los procesos neoplasicos son el resulta-
do de la expansion de poblaciones celulares
clonales capaces de proliferar de manera
indefinida y de escapar al control defensivo
del hospedador. Para llevar a cabo esta
transformacioén, las células han debido
sufrir una serie de lesiones genéticas que
tienen como consecuencia la desrregula-
cién de las vias de control del ciclo celular.
La caracterizacién de este tipo de lesiones
estd permitiendo un considerable avance
en la comprensidn de los mecanismos que
conducen a esta transformacién, con reper-
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cusiones importantes tanto en su diagnosti-
co y prondstico como en su tratamiento y
seguimiento. Estas lesiones son fundamen-
talmente de dos tipos: activacioén de proto-
oncogenes (que promoveran la prolifera-
cién celular) e inactivaciéon de genes
supresores de tumores (cuya pérdida de
funcién lleva a la pérdida de control de la
proliferacién)’. Ambos tipos de lesiones
pueden surgir por diferentes mecanismos:
reordenaciones de material genético, muta-
ciones puntuales y/o pérdidas de todo o
gran parte del gen. Es importante tener en
cuenta que ninguna alteracion genética apa-
rece en todos los casos de una determinada
neoplasia (a no ser que se clasifique preci-
samente por poseer esa alteracion) y que
rara vez una alteracion es exclusiva de una
entidad determinada, aunque pueda existir
una cierta asociacion.

Las neoplasias linfoides presentan
unos procesos oncogénicos muy similares
al resto pero ademas, y como caracteristi-
ca especial, estan sujetas a errores en los
procesos de recombinacién V-(D)-I de los
loci IG para la formacion de las inmunoglo-
bulinas y en los loci TCR (T-Cell Receptor)
para la formacion de los receptores de
células T2 Esta recombinacién es un tipo
de inestabilidad gendémica fisiologica que,
como veremos mas adelante, permite estu-
diar la clonalidad, definir el linaje celular
afectado, su estadio madurativo® y la moni-
torizacion de la enfermedad minima resi-
dual (EMR)".

Las alteraciones genéticas pueden ser
ohservables a nivel citogenético ono. En el
primero de los casos implicaria una afecta-
cion de segmentos cromosdémicos grandes
y en el segundo de ellos deberian recurrir-
se a técnicas de biologia molecular para
ponerlas de manifiesto. Estas técnicas han
sido capaces también de identificar el sus-
trato molecular de gran parte de las ano-
malias citogenéticas permitiendo la carac-
terizacion de nuevos genes implicados en
el proceso transformativo.

Las reordenaciones cromosémicas
observadas presentan consecuencias de
dos tipos: cualitativas y cuantitativas. Las
primeras son debidas a la formacion de un
gen de fusion hibrido con segmentos per-
tenecientes a dos genes diferentes (Fig. 1)

ANALES Sis San Navarra 2000, Vol. 23, N° 3, septiembre-diciembre




ALTERACIONES GENETICAS EN LAS NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS DE ORIGEN. ..

Gen A l

ADN

ARNm

Protefna nonmal

Gen B l

ADN [

ARNm [

Proteina normal

ARNm  §

Reordenacion genes Ay B (gen de fusién)

Proteina quimérica

Figura 1. Mecanismo de formacion de un gen de fusion y la posterior expresién de una proteina qui-
meérica como consecuencia de una translocacidn cromosoémica.

que, dependiendo de los dominios que
conserve de cada uno, podria mantener
propiedades de ambos. Asi, este nuevo
gen dard lugar a una proteina quimérica
con posibles propiedades oncogénicas o a
la pérdida de su funcién reguladora. Son
ejemplos de este mecanismo las proteinas
formadas por la t(9;22)(q34;q11), que
genera un gen hibrido BCR/ABL presente
enel5 y 20 % de las LLA infantiles y de
adulto respectivamente, vy por la
t(12;21)(p13;922) que genera un gen hibri-
do TEL/AMLI y que se encuentra en apro-
ximadamente la cuarta parte de las LLA
infantiles®. En la tabla 1 se muestran otros
ejemplos.

Las consecuencias cuantitativas hacen
referencia a los procesos de activacion
génica en los que un gen de presumible
actividad oncogénica se pone bajo el con-
trol de los promotores de ciertos loci,
dando como resultado un cambio impor-
tante en su nivel de expresion. En este tipo
de neoplasias suelen estar involucrados
los promotores de los loci IG/TCR (muy
activos en los tipos celulares afectados)
que llevan a cabo un proceso de reordena-
cion fisiologica. Fsta, a pesar de no ser
Oncogénica per se, podria contribuir a las
alteraciones genéticas causantes de la
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transformacion maligna ya que requiere la
rotura fisica y posterior reparacion del
ADN®. En las neoplasias de linaje B las
translocaciones asociadas a los genes /G
afectan fundamentalmente al locus IGH
(cadena pesada) en 14q32 y mas rara vez a
los loci IGx e IGA (cadenas ligeras) situa-
dos en 2pl12 y 22ql1 respectivamente. En
la mayoria de las translocaciones de inte-
rés diagnéstico en los LNH de células B
esta involucrado el locus IGH (Tabla 1) y un
ejemplo seria la t(14;18)(q32;q21) que
sitiia al oncogén BCL2 bajo el control de
expresion del locus IGH, encontrada en 70-
85 % de los Linfomas Foliculares de células
B. Por el contrario, este tipo de alteracion
es infrecuente en las LLA de células B que-
dando restringida a la £(8;14)(q24;q32) ¢
MYC/IGH y ala t(5;14)(q31;q32) IL3/IGH. En
las neoplasias de linaje T este tipo de
translocacion afecta al locus TCRo/S en
14q11 y mas rara vez a los loci TCRB (en
7q35) y TCRy (en 7pl15) (Tabla 1)*. Estas
alteraciones son mas frecuentes en las LLA
de células T que en las de células B, ya que
representan la mayor parte de las altera-
ciones caracterizadas molecularmente. Sin
embargo no esta claro si estas diferencias
son debidas a la orientacién de los analisis
0 a los mecanismos oncogénicos reales.
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Tabla 1. Ejemplo de traslocaciones cromos6micas recurrentes y los genes implicados observadas en

algunas neoplasias de origen linfoide.

Enfermedad Genes implicados Translocacion
LLA-B BCR ABL £(9;22)(q34;q11)
cMYC IGH t(8;14)(q24;q32)
E2A PBX1 t(1;19)(q23;p13)
E2A HLF t(17;19)(q22;p13)
IL3 IGH 1(5;14)(q31;q32)
MLL AFIP t(1;11)(p32;q23)
MLL AF4 t(4;11)(q21;923)
MLL AF9 t(9;11)(p22;G23)
MLL ENL t(11;19)(q23;p13)
TEL AMLI t(12;21)(p13;q22)
LLA-T cMYC TCRoy/S t(8;14)(q24;q11)
HOX11 TCRo/S 1(10;14)(q24;q11)
LMO1 TCRo/d t(11;14)(p15;q11)
LMO2 TCRo/d t(11;14)(p13;q11)
SIL TALI Normal 1p32
TALI TCRa/d t(1;149)(p32;q11)
TCL7 TCRoy/S inv(14)(ql1;q32)
LNH/leucemias maduras | BCLI IGH t(11;149)(q13;q32)
BCL2 IGH 1(14;18)(q32;q21)
BCL3 IGH t(14;19)(q32;q13)
BCL6 IGH t(3;14)(q27;q32)
cMYC IGH t(8;14)(q24;q32)
NPM ALK t(2;5)(p23;q35)
PAX5 IGH t(9;14)(p13;q32)
TCL1 TCRoy/ 6 inv(14)(q11;q32)
t(14;14)(q11;q32)
MM FGFR3 IGH £(4;14)(p16;q32)
MUMI1/IRF4 IGH £(6;14)(p25;q32)
c-MAF IGH t(14;16)(q32;q23)
CCND1 IGH t(11;14)(q13;q32)
cMYC IGH t(8;149)(q24;q32)
MUM2 IGH t(1;14)(q21;q32)
MUM3 IGH 1(1;14)(q21;q32)

LLA-B: Leucemia Linfoblastica Aguda de tipo B; LLA-T: Leucemia Linfoblastica Aguda de tipo T; LNH: Linfoma no-Hodgkin; MM: Mieloma

Multiple.

El andlisis citogenético también pone
de manifiesto otro tipo de alteraciones cro-
mosomicas como hiperdiploidias, hipodi-
ploidias, deleciones de ciertos segmentos
cromosOmicos, isocromosomas (Cromoso-
mas con ambos brazos iguales), trisomias,
duplicaciones y cromosomas denomina-
dos marcadores (de origen desconocido).
Algunas de estas alteraciones presentan
cierta significacién clinica y aparecen en
pacientes de mayor edad, o con neoplasias
secundarias e indican progresiéon de la
enfermedad (Tabla 2). Ninguna de ellas, a
pesar de que son sucesos 1no aleatorios, se
ha mostrado especificamente implicada en
la leuquemogénesis aunque algunas pare-
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cen implicadas en la pérdida de funcién de
genes supresores tumorales que pueden
conducir a la progresién de la neoplasia'.

Ademads de las alteraciones cromoso-
micas descritas, en su mayor parte detec-
tables en el cariotipo, se han descrito alte-
raciones en genes supresores tumorales
solo detectables mediante técnicas de ana-
lisis molecular. Estas pueden tener impor-
tancia tanto en el origen del proceso neo-
plasico como en su progresion. Asi se han
descrito alteraciones en genes implicados
en dos vias reguladoras de la transicién
G1/S del ciclo: la via p53 y la via Rb. En la
primera, ademaés del gen TP53 estan impli-
cados los genes P2! (también llamado
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Tabla 2. Ejemplo de alteraciones genéticas observadas en los Linfomas no-Hodgkin (LNH) con signi-

ficacién clinica.

LNH de bajo grado

1(14;18)
1(14;18),+7
t(14;,18),+7,1p32-36, del (621-25)

prondstico favorable
transformacion a alto grado
menor supervivencia post-tratamiento

17p menor supervivencia post-tratamiento
t(8;14) igual supervivencia que otros LNH de bajo grado
t(9;14) rasgos plasmocitoides, progresion clinica e histolégica

mutaciones en TP53

predictivo de transformacién

LNH de grados intermedio y alto

Cariotipo complejo*
1q21-23,45,+6,+18

menor supervivencia post-tratamiento
menor supervivencia post-tratamiento

17p menor supervivencia post-tratamiento

t(8;14) igual supervivencia que otros LNH de grado intermedio
t(14;18) probable historia de bajo grado, periodo de remisién menor
t(2;5) fenotipo T, menor edad, afectacién piel, mayor supervivencia
+3,dup(3p) pronostico favorable

*con mas de 4 alteraciones cromos6micas.

WAF1, CIPI o CDKN1A), P27 (KIP1, CDKNIB
0 CDKN4) y P57 (KIP2 o CDKNIC). En la
segunda de las vias, ademas del RB se
encuentran implicados los genes Pl6
(INK4A o CDKN2A), P15 (INK4B o
CDKN2B), P18 (INK4C o CDKN2C) y PI9
(INK4D o CDKN2D).

En la primera via el gen mas importan-
te es el TP53, situado en 17pl13, cuya pér-
dida de funcién se ha observado en el
50% de los tumores sélidos. En las neo-
plasias hematolégicas en general, las alte-
raciones que se han observado son muta-
ciones y/o pérdidas de alelos
(generalmente mutacién de uno de los
alelos y pérdida del otro). Su incidencia
varia de 2 a 50% en las distintas entidades
Y aumenta hasta 30-40% en las recaidas y
en la progresién tumoral®’. Estas diferen-
clas con los tumores sélidos en algunas
de estas patologias pueden deberse tanto
a la escasa sensibilidad de las técnicas

utilizadas para el analisis, dado el tipo de |

Mmuestra utilizada, como al estudio de
sélo ciertas partes del gen. Fn cuanto a
los genes P21, P27 y P57, distintos estu-
dios, tanto en tumores sélidos como en
Neoplasias hematolégicas, han demostra-
do que las alteraciones en ellos son muy
Poco frecuentes®!,
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En cuanto a la via Rb, se han encontra-
do deleciones homocigéticas del gen RB
en el 5% de las leucemias y linfomas de
c€lulas T de adultos” y una pérdida de la
expresion de este gen en mas de la mitad
de las LLA™y en la cuarta parte de las LLC
tanto en muestras al diagnéstico como en
muestras de estadios mas avanzados, lo
que sugiere una asociacion con el desarro-
llo de la neoplasia mas que con su progre-
sion'. En cuanto al resto de los genes de
esta via, varios estudios han demostrado
que las alteraciones de P15y PI6 son fre-
cuentes en estas neoplasias y, por el con-
trario, las alteraciones en PI§ y P19 son
muy raras™", La mayor frecuencia de alte-
raciones (pérdida de la expresién y dele-
ciones hemi- y homocigéticas) de PI6 se
ha observado en las LLA, siendo mas fre-
cuentes en las de tipo T que en las de tipo
B. También se han encontrado mutacio-
nes, aunque en muy baja proporcién® e
inactivacién por metilacién de su promo-
tor con una incidencia, de nuevo, muy
variable en las distintas patologias (de 4 a
75%)". La situacién de P15 en la misma
regién cromosdmica que PI6 (9p21), hace
que las deleciones de ambos genes a
menudo se encuentren asociadas y pre-
senten una frecuencia similar en las LLA
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tanto T como BY. En el resto de entidades
la frecuencia de estas alteraciones es
menor y en la mayor parte de los casos se
encuentran asociadas a las formas maés
agresivas. También se ha encontrado meti-
lacién de su promotor, como en PI6, en
casi la mitad de las LLA y linfomas de Bur-
kitt analizados, y en menor proporcion en
el resto de patologias''®.

Otro gen supresor tumoral que se ha
encontrado alterado en linfomas y leuce-
mias de origen linfoide es ATM, localizado
en el cromosoma 11¢g22-23. En LLC de tipo
B se ha observado una disminucion de la
expresion de ATM en la tercera parte de
los casos estudiados. Por otro lado en
mas de la mitad de los pacientes con Leu-
cemia Prolinfocitica de células T se ha
encontrado una pérdida de heterocigosi-
dad'®. Un estudio realizado en doce
pacientes con Linfoma de Células del
Manto (LCM) ha encontrado en nueve de
ellos ambos alelos ATM inactivados®.
Estos resultados indican que este gen
puede ser importante en el desarrollo de
este tipo de neoplasias.

TECNICAS DE ANALISIS GENETICO

A continuacién se describirdn de mane-
ra somera las diversas técnicas de andlisis
citogenético y de biologia molecular utili-
zadas para poner de manifiesto las distin-
tas alteraciones. Logicamente cada una
presenta sus ventajas e inconvenientes y
debe ser aplicada de manera adecuada y
protocolizada en orden a obtener la mayor
informacién posible para el adecuado
manejo clinico de la enfermedad.

El analisis citogenético

El cariotipo de bandas G. Es la
herramienta mas utilizada de las que dis-
pone la citogenética convencional. Este
analisis permite la identificacion de cada
uno de los cromosomas por su patron de
bandas caracteristico tras su tratamiento
con tripsina y tincién con Giemsa ponien-
do de manifiesto cualquier tipo de altera-
cién cromosdmica, tanto numérica como
estructural, en las metafases de las célu-
las neoplasicas®. Sin embargo, requiere la
obtencién de células en mitosis y en el
caso de algunas de estas neoplasias las
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células tumorales presentan un indice
mitético escaso. Ademéas su sensibilidad
es limitada (se requiere la observacion de
las metafases una por una) y la resolucién
es baja (haciendo que alteraciones sub-
microscopicas pasen desapercibidas).

La citogenética molecular. Estas téc-
nicas se basan en la hibridacién de una
sonda de ADN monocatenario (marcada
con un compuesto fluorescente) sobre su
secuencia complementaria en el genoma,
bien en la metafase o en el nicleo en inter-
fase. La mas importante de todas ellas y de
la que derivan las demaés es la Hibridacion
In Situ Fluorescente o FISH (Fluorescence In
Situ Hybridisation)”'. La citogenética mole-
cular puede poner de manifiesto cromoso-
mas completos o secuencias especificas
de ADN presentes en una o varias copias.
Para ello se pueden utilizar sondas de ADN
centroméricas (marcan Unicamente los
centrémeros), de pintado cromosomico
(marcan todo un cromosoma) o de secuen-
cias tinicas (marcan regiones cromosOomi-
cas muy concretas). Frente al cariotipo
convencional, el FISH realizado en interfa-
ses celulares presenta una mayor sensibili-
dad (ya que permite el anlisis de grandes
poblaciones celulares) y elimina la necesi-
dad de obtencién de metafases (eliminan-
do la seleccion que pueda realizarse en el
cultivo celular) pero, al igual que los anali-
sis basados en la biologia molecular, detec-
ta Gnicamente la alteracion especifica que
buscamos y no nos suministra informacién
sobre otras alteraciones presentes en el
genoma. Por todo ello esta técnica es un
complemento adecuado en todas las situa-
ciones en las que no ha sido posible reali-
zar un cariotipo por disponer de metafases
de poca calidad o no haberlas obtenido, o
bien cuando éste ha resultado muy com-
plejo y hay varios cromosomas con altera-
ciones tan complejas que incluso el citoge-
netista mas experimentado es incapaz de
resolver.

Para intentar solucionar la falta de
informacién global del FISH se han desa-
rrollado a partir de los afos 90 dos nuevas
técnicas de andlisis, la Hibridacion Geno-
mica Comparada o CGH (Comparative
Genomic Hybridisation)” y el Cariotlipo
Espectral o SKY (Spectral KarYotyping)®. La
primera de ellas emplea todo el ADN del
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tumor (es un método de andlisis global) y
no analiza metafases de éste (obviando la
necesidad de células en crecimiento). Esta
técnica se basa en la hibridacién competi-
tiva sobre cromosomas normales de dos
ADNs (tumoral y normal) mezclados en
cantidades equimolares y marcados con
distintos fluorocromos (verde y rojo res-
pectivamente) y serd capaz de poner de
manifiesto ganancias y pérdidas de regio-
nes cromosomicas pero no de detectar
reordenaciones o translocaciones equili-
bradas; sin embargo abre un futuro muy
esperanzador en la bisqueda y caracteri-
zacion de nuevos oncogenes (en zonas
donde se detecten ganancias recurrentes)
y genes supresores tumorales (en zonas
donde se detecten pérdidas recurrentes)
implicados en estos sindromes. Actual-
mente, la utilizacién del FISH y la CGH
estan bastante restringidas a los SLP cré-
nicos, ya que en éstos el indice mitotico de
las células tumorales es generalmente muy
bajo.

La técnica de SKY es la consecuencia
del desarrollo de nuevos fluorocromos y
sistemas de analisis de imagen con el obje-
tivo de caracterizar la mayor cantidad de
alteraciones posibles en uno o muy pocos
pasos. Esta técnica s6lo se utiliza, de
momento, como investigacion debido a su
elevado coste y se basa en marcar el ADN
de cada cromosoma con uno o varios fluo-
rocromos de manera que el espectro de
emision de cada uno de ellos sea tGnico y
diferenciable de los demas. El SKY requie-
re obtener metafases tumorales, pero per-
mite observar cada cromosoma de un
color. Por ello, es de gran utilidad en el
caso de alteraciones complejas en las que
se desconoce el origen del material reor-
denado, puesto que permite determinarlas
de manera inequivoca.

El analisis molecular

La identificacién y caracterizacion
molecular de los genes implicados en las
translocaciones cromosdémicas recurren-
t§S ha permitido la utilizacién de la Reac-
Cion en Cadena de la Polimerasa (PCR,
E()ly/nerase Chain Reaction) para su anali-
SlS Esta técnica se basa en la amplifica-
Cion enziméatica de manera exponencial
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del segmento de ADN de interés hasta
niveles que puedan ser detectados. La
PCR analiza la alteracién de manera direc-
ta lo que, como en el FISH, implica una
importante especificidad y sensibilidad y
es particularmente til en los casos en los
que los datos histologicos, inmunofenoti-
picos o citogenéticos no son concluyen-
tes y, sobre todo, en la determinacién de
la EMR. Esta técnica se puede aplicar
para determinar la clonalidad de la neo-
plasia (por medio de las reordenaciones
de los loci IG o TCR), la translocacion cro-
mosoémica asociada (mediante la amplifi-
cacion especifica del gen de fusién resul-
tante), o para determinar posibles
alteraciones en oncogenes o genes supre-
sores tumorales. Las dos primeras deter-
minaciones son las que generalmente se
aplican en la rutina clinica y son utiles
tanto en el diagnéstico y prondstico de la
enfermedad como en su monitorizacion o
seguimiento. En la mayor parte de los
casos el andlisis de mutaciones en onco-
genes y supresores tumorales permanece
en el campo de la investigacién encami-
nada al conocimiento de los procesos
implicados en la leuquemogénesis con
vistas al desarrollo de futuros tratamien-
tos por lo que, salvo raras excepciones,
no se han incorporado a los anélisis de
rutina.

Los andlisis de clonalidad

Debido a que el proceso de transfor-
macién maligna es consecuencia de la
expansion clonal de una Gnica célula pro-
genitora, cualquier caracteristica que nos
permita identificar esa célula estara pre-
sente en todas las que deriven de ella per-
mitiendo asi el seguimiento de esta pobla-
cion celular. En el caso de las células
linfoides esta caracteristica es la secuen-
cla especifica que presenta cada una de
ellas en los loci IG y TCR (ambos implica-
dos en el desarrollo de los procesos inmu-
nitarios) una vez reordenados. Durante el
proceso de maduracién linfoide, los loci
IG/TCR llevan a cabo un proceso fisioldgi-
co de recombinacién y mutacion que dara
lugar a secuencias de ADN especificas
para cada célula (Fig. 2). Este proceso es
similar en las cadenas pesadas (H) y lige-
ras (L) de los genes /G y en las cuatro cade-
nas de los genes TCR (o, B, v, 8). La confi-
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Figura 2. Ejemplo de la reordenacién fisioldgica de los diferentes segmentos del locus IGH, siendo V
las regiones variables, D de diversidad, y Jlas regiones de union. Entre paréntesis se mues-
tra el nimero de segmentos de cada tipo existentes en ese locus. Esta recombinacién, junto
a otros mecanismos como la mutacién soméatica de las regiones de empalme (no mostrada),
es la base de la diversidad inmunolégica dadas las miiltiples combinaciones a las que se pue-
den dar lugar. Como consecuencia de estos procesos la secuencia de ADN formada sera
dnica de una poblacion celular y tras el analisis molecular del segmento reordenado se
podré determinar si ésta tiene un origen mono o policlonal.

guracion germinal incluiria varias regiones
variables (V) distintas y varias regiones de
diversidad (D, s6lo aplicables en el caso de
los loci IGH, TCRB y TCRS), de unién Dy
constantes (C)’. Durante el proceso de
maduracién, una regién V se unira a una D
y a una J (Fig. 2) produciéndose, ademas,
fenémenos de mutacion somética en las
zonas de union de estos segmentos. Esto
da lugar a multitud de combinaciones posi-
bles (base de la diversidad inmunolégica),
formando secuencias de ADN especificas
de cada célula linfoide (una especie de
huella identificativa) (Fig. 2). De esta mane-
ra, y dado que el proceso tumoral refleja
una expansion clonal a partir de una célu-
la progenitora, todas las células tumorales
presentardn la misma secuencia a este
nivel. Segiin este esquema, una poblacién
linfoide policlonal estaria caracterizada
por una poblacién heterogénea en cuanto
a sus secuencias V-(D)-J en estos loci y una
poblacién monoclonal (a veces, pero no
siempre, asociada a un proceso maligno)
estaria caracterizada por una homogenei-
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dad manifestada en la existencia de una
secuencia predominante (Fig. 2).

El conocimiento de la secuencia de
ADN del segmento reordenado también
puede dar informacién acerca del linaje y
estado madurativo del clon maligno, lo
que puede ser de utilidad en la clasifica-
cién de la patologia. Esto es debido a que,
por un lado, el locus IGH estaria reordena-
do de manera clonal en practicamente
todas las neoplasias de células B y los loci
TCR en las neoplasias de células T (el caso
inverso es infrecuente, salvo en las neopla-
sias linfoblasticas inmaduras de células
precursoras en las que pueden observarse
reordenaciones del otro linaje) y, por otro
lado, este proceso es jerdrquico en los dis-
tintos loci IG/TCR*.

Por todo ello, el proceso fisiolégico de
reordenaciones IG/TCR que, en si mismo,
no constituye una anomalia genética,
puede ser explotado para la caracteriza-
cién molecular de este tipo de neoplasias.
Desde el punto de vista practico en la
mayoria de las neoplasias linfoides no es
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necesario realizar este andlisis, ya que
tanto la morfologia como el inmunofenoti-
po suelen ser suficientes para establecer
un diagndstico. Sin embargo, puede ser de
enorme utilidad en la determinacién y
monitorizacion de la EMR, aspecto que se
discute mas adelante.

El analisis de los reordenamientos
Cromosomicos

En este caso, el material de partida
puede ser ADN tumoral o ARN (total o
mensajero) tras su paso a ADN comple-
mentario. La utilizacién de ARN est4 indi-
cada en aquellas translocaciones en las
que estdn involucrados puntos de rotura
dispersos en los genes implicados, lo que
hace muy complicado el analisis a partir
de ADN gendmico, pero que presentan
consecuencias similares a nivel de ARN
mensajero.

Dada la relativa sencillez de los analisis
mediante PCR y la poca muestra requeri-
da, éste ha desplazado en la mayor parte
de los casos al Southern-blot de ADN dige-
rido con enzimas de restriccién y poste-
rior hibridacién con sondas especificas, ya
que éste Gltimo es un proceso mas labo-
rioso y requiere una gran cantidad de
muestra. Asi, el Southern-blot ha pasado a
utilizarse, casi de manera exclusiva, en el
analisis de genes muy promiscuos (que se
reordenan con un variado nimero de otros
genes) o en el caso en el que los puntos de
rotura se encuentren muy dispersos®. Sin
embargo, en estos casos también esta
siendo desplazado por el FISH.

Las principales ventajas de PCR (alta
sensibilidad y especificidad) y de sus dis-
tintas variantes se convierten simultanea-
Inente en sus principales defectos ya que
la alta sensibilidad puede llevar a la deter-
minacién de alteraciones que se encuen-
tren en una proporcién tan baja que real-
nente no tengan significado patogénico, y
la especificidad hace que tnicamente sea-
mos capaces de detectar la alteracién que
busquemos, no suministrando mas infor-
Mmacion. Ademas, la mayor parte de los
analisis mediante PCR son cualitativos,
Indicando sélo ausencia o presencia de la
alteracion, y en la monitorizacion de la res-
buesta al tratamiento o de la EMR es
Importante la cuantificacién de ésta'®,

ANALES Sis San Navarra 2000, Voi. 23, N° 3, septiembre-dicienibre

Para ello se han utilizado varios sistemas®
que, junto a la aplicacién de marcajes fluo-
rescentes, estan produciendo una auténti-
ca revolucién en este campo. El sistema
mas importante por su sencillez y posibili-
dad de estandarizacién (aunque de eleva-
do coste) es el seguimiento de la amplifi-
cacion mediante PCR en tiempo real
(realtime PCR)* en el cual se detecta el
producto especifico a medida que se pro-
duce, de manera que la comparacién de su
nivel de amplificacién con los estandares
adecuados suministra una medida cuanti-
tativa del grado de afectacion.

Otros analisis a nivel molecular

El andlisis de mutaciones de genes
supresores tumorales y oncogenes perma-
nece en el campo de la investigacién (dada
la complejidad y coste de su implantacién
en la rutina diagndstica) con el objeto de
conocer la posible implicacién patogénica
de estas alteraciones. La aplicacion de
nuevos sistemas robotizados de gran
capacidad de analisis, con indudables ven-
tajas en cuanto a controles de calidad y
estandarizacién de los protocolos mejora-
ra la reproducibilidad de los ensayos y,
permitird la comparacién de resultados
entre laboratorios facilitando la realiza-
cién de grandes estudios prospectivos?.
Asi, sistemas como los chips o microarrays
de ADN, que permiten el analisis simulta-
neo de un gran niimero de genes y de sus
niveles de expresioén en una misma mues-
tra, suministrardn una informacioén de
indudable valor para el establecimiento de
terapias mas adaptadas a la alteracién
molecular de cada tipo tumoral (terapias
genotipo-especificas)®.

IMPLICACIONES DEL ANALISIS DE
LAS ALTERACIONES GENETICAS EN
EL DIAGNOSTICO Y CLASIFICACION
DE LAS NEOPLASIAS DE ORIGEN
LINFOIDE

Las neoplasias de origen linfoide for-
man un grupo de entidades extremada-
mente heterogéneo y durante muchos
ainos han sido clasificadas teniendo en
cuenta Unicamente criterios morfologicos
y citoquimicos, tal y como propuso el
grupo cooperativo Franco-Americano-Bri-
tanico (FAB) en 1976, Este grupo clasifi-
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c6 las neoplasias linfoides en LLA, Sindro-
mes Linfoproliferativos Crénicos (SLP) y
Linfomas (Hodgkin y no-Hodgkin). En 1994
el Grupo Internacional para el Estudio de
los Linfomas propuso la clasificacion REAL
(Revised European-American classification
of Lymphoid neoplasms) basada en una
combinacion de los datos morfologicos,
inmunofenotipicos, genéticos y clinicos,
variando entre las distintas entidades la
importancia relativa de cada uno de ellos™.
Los principios de la clasificacién REAL han
tenido un gran impacto al considerar que
el diagnostico debe realizarse desde una
aproximacion miultiple y que, a pesar de
que en algunos casos pueden ser suficien-
tes los datos de morfologia, la exactitud
del diagnostico se ve aumentada conside-
rablemente cuando se tienen en cuenta los
datos inmunofenotipicos y genéticos.
Actualmente, y bajo los auspicios de la
OMS, se propone una clasificaciéon basada
en los principios establecidos en la clasifi-
cacion REAL. Basandose en su experien-
cia, se han propuesto varios cambios que
hacen referencia a variaciones en la
nomenclatura y subdividiendo categorias
demasiado heterogéneas. De esta forma,
se reconocerian tres grandes categorias:
neoplasias de células B, neoplasias de
células T/NK (o agresoras naturales) y la
enfermedad de Hodgkin. Las neoplasias de
células B y T se clasificarian en linfoblasti-
cas o de células precursoras y periféricas
o de células maduras y dentro de ellas la
subdivision se realizaria teniendo en cuen-
ta su presentacion clinica principal®. Es
importante destacar que en la clasificacion
propuesta figuran como factores determi-
nantes de subtipo con valor prondstico en
las neoplasias linfoblasticas de precurso-
res B, la t(9;22)(q34;qll) BCR/ABL, las
reordenaciones con implicacion de 11923
(principalmente del gen MLL), la
t(L;19(q32;p13)  E2A/PBXI y la
t(12;21)(p12;q22) TEL/AMLI; y el estableci-
miento como importante factor diagnosti-
co en el linfoma/leucemia de Burkitt de la
t(8;14)(q24;q32) y de sus variantes o de las
reordenaciones de c-MYC.

Esta clasificacion es de especial utili-
dad en una entidad tan heterogénea como
la LLA. La clasificacion FAB Unicamente
establecia los tipos morfolégicos LLA-1,
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LLA-2 y LLA-3, pero la nueva clasificacién
se basa en las caracteristicas morfologi-
cas, citoquimicas, inmunofenotipicas y en
el grado de maduracién y diferenciacion
de las series celulares B y T y quizad en
mayor medida que en el resto de las leuce-
mias, la decisién terapéutica en la LLA
viene dada por la determinacién inmunofe-
notipica del linaje afectado, la determina-
cién de la ploidia por medio de la citome-
tria de flujo y la determinacion
citogenética o molecular de la anormali-
dad cromos6mica recurrente®.

Por otra parte, en el caso de las LLC de
células B los andlisis moleculares realiza-
dos del estadio madurativo de las reorde-
naciones de los loci IG sugieren la existen-
cia de al menos dos grupos con
pronosticos distintos*. En un subgrupo las
células leucémicas muestran deleciones
cromosomicas en 13q14 y contienen muta-
ciones somaticas en la regién variable de
las cadenas pesadas de las inmunoglobuli-
nas, congruentes con un fenotipo de célula
B de memoria y sugiriendo que estas célu-
las ya habrian pasado a través del centro
germinal. Estos pacientes presentan un
prondstico mejor que las LLC en las que
estos genes no estan mutados y que mues-
tran generalmente trisomia del cromoso-
ma 12.

EL ANALISIS GENETICO Y LA
ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL
(EMR)

La EMR puede ser definida como “el
méas bajo nivel de enfermedad detectable
por los métodos disponibles en pacientes
en remision clinica continuada”. Su deter-
minacion es Util tanto para valorar la res-
puesta al tratamiento como para la pre-
vencion de recaidas ya que permite
actuaciones terapéuticas rapidas®.

Tradicionalmente la técnica utilizada
para su deteccidn ha sido el anélisis de la
morfologia celular, definiendo en este caso
la EMR como la presencia de 5% de células
blasticas en la médula 6sea. Esto puede
reflejar la existencia de 10" células leucé-
micas en el individuo®. Esto ha hecho que
en los ultimos anos se hayan desarrollado
técnicas complementarias con sensibilida-
des muy superiores (de 100 a 10.000 veces
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mas) disponiéndose en la actualidad de
otras tres: 1) la citometria de flujo, que
permite detectar células con inmunofeno-
tipo especifico de leucemia; 2) la detec-
cion mediante PCR (y mediante FISH) de
los genes de fusién consecuencia de trans-
locaciones cromosdmicas especificas pre-
sentes en las células neoplasicas; y 3) el
andlisis mediante PCR de las reordenacio-
nes de los loci IG/TCR. Todas estas técni-
cas han cambiado tanto el concepto como
el valor de esta determinacion, ya que per-
miten la deteccién de una célula leucémica
entre 10" a 10° células normales.

El caso de las LLA es uno de los mas
estudiados y en ella los analisis multiva-
riantes han puesto de manifiesto que la
presencia o ausencia de EMR es un factor
pronoéstico independiente. Como se ha
senalado, en las neoplasias linfoides la
determinacién genética de la EMR se
puede realizar a través de la determina-
cion de translocaciones cromosémicas
recurrentes o mediante el analisis de las
reordenaciones /G/TCR. La primera es rela-
tivamente sencilla pero no es factible en
los casos que no presenten este tipo de
marcadores genéticos en el momento del
diagnoéstico. El segundo, basado en el ori-
gen clonal del proceso tumoral, permite el
seguimiento del clon maligno de manera
especifica en la mayoria de los casos. Esta
especificidad es la causante de la comple-
jidad técnica y su elevado coste, ya que
serd indispensable el conocimiento exacto
de la secuencia de ADN de la zona reorde-
nada del clon maligno en el momento del
diagnostico para su deteccion en fases
mas avanzadas. Ademas, en la mayor parte
de los casos existe un solo clon maligno y
bredominante, pero en otros casos hay
varios y el seguimiento se debera realizar
utilizando sondas o cebadores especificos
para cada una de ellos, minimizando la
posibilidad de falsos negativos y estable-
ciendo cudl de las poblaciones clonales es
la causante de la posible resistencia al tra-
tamiento y posterior recaida.

A pesar de estas dificultades, el proble-
ma principal de la aplicaciéon de la PCR en
la determinacion de la EMR es que, como
$e ha sefialado anteriormente, esta técnica
s6lo muestra la existencia de la alteracién
Pero no su magnitud o la cantidad aproxi-
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mada de células afectadas. Esta cuantifica-
cidn es, sin embargo, de gran utilidad pro-
nostica”. Por ello, los esfuerzos actuales
se dirigen hacia la PCR con seguimiento en
tiempo real, en la que la cinética de ampli-
ficacién en las primeras fases permiten
una cierta estimacién cuantitativa. Como
se ha senalado, esta tecnologia esta supo-
niendo una revolucién en cuanto al tiempo
invertido en el andlisis y su estandariza-
cién®, lo que permitiria la comparacién de
las diferentes series publicadas. Un ejem-
plo de ello es el protocolo para la detec-
cion de reordenaciones en los loci IG/TCR
propuesto por Pongers-Willemse y col
como miembros de la Accién Concertada
BIOMED-1 para la investigacién de la EMR
en LLA, en el que senala la posibilidad de
monitorizar mas de 90% de los pacientes
combinando cuatro dianas moleculares
distintas®.

La importancia de la determinacién
cuantitativa de la EMR es manifiesta. Apro-
ximadamente 50% de nifios con LLA pre-
sentan EMR positiva mediante analisis
cualitativos al final de la terapia de induc-
cién, pero sdlo EL 45% de ellos sufriran
recaida. Sin embargo, los analisis semi- o
cuantitativos seflalan que esta recaida se
produce en pacientes con niveles entre 10
*y 10%, mientras que con niveles menores
de 10" éstas se producen en menor medi-
da®*®. Por otra parte, la remisién clinica
continuada es mayor entre los pacientes
con EMR negativa post-induccién, pero en
este caso también se produce un pequefio
namero de recaidas. En general, la asocia-
cion entre una EMR negativa al final de la
induccion y el mantenimiento de remisién
clinica es mayor que la asociacién entre
EMR positiva y recaida. Varios estudios
sugieren que el nivel de EMR es un impor-
tante indicador de riesgo de recaidas y
han intentado establecer grupos en fun-
cion de éste™*, En pacientes en edad adul-
ta hay menos estudios y las series analiza-
das son menores™ . En general, y con
independencia de la edad del paciente, se
observa un consistente y continuo descen-
so en el nimero de individuos con EMR
detectable entre los 2 y 24 meses. Su per-
sistencia mas de 4-6 meses o su reapari-
cion incluso a niveles de 10" estaria aso-
ciada a una recaida. Parece que la
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reduccién por debajo de los limites de
detecciéon por PCR (remisién molecular) a
distintos tiempos durante 2 aiflos seria el
mejor indicador de remisién clinica conti-
nuada y parece también que este analisis
es importante al final del tratamiento, ya
que la presencia de EMR en este punto
estaria asociada con un alto riesgo de reca-
ida®.

Todo ello lleva a concluir®® que la pre-
sencia molecular de EMR es un factor pro-
néstico importante e independiente de la
edad. Su informatividad es mayor si el ané-
lisis es negativo (con un valor predictivo
de remision clinica de mas de 82,5%), ya
que la positividad tiene un valor predictivo
de recaida inferior a 75%*. Ademas, aun-
que la determinacién molecular de EMR en
un Unico momento pueda dar cierta infor-
macién, es conveniente la realizacion de
un mayor nimero de determinaciones en
momentos preestablecidos para poder
determinar de manera temprana la apari-
cién de un clon de células proliferativas.
En este sentido, parece conveniente reali-
zar este analisis al menos inmediatamente
después de la induccion, a los 3-> meses y
tras 6-9 meses de tratamiento®.

IMPORTANCIA DE LAS ALTERACIO-
NES GENETICAS EN EL TRATAMIEN-
TO Y EN EL DESARROLLO DE NUEVAS
APROXIMACIONES TERAPEUTICAS

El conocimiento de los mecanismos
moleculares que conducen a la transfor-
macién maligna en las neoplasias linfoides
conduce, como ya se ha visto, a una mejo-
ra importante en el diagndstico de las dife-
rentes entidades y a la posibilidad de
monitorizacién de los niveles residuales
de enfermedad y de la respuesta al trata-
miento aplicado. Actualmente parece claro
que el conocimiento de la morfologia,
inmunofenotipo vy genotipo de las células
malignas son factores determinantes en la
seleccion de los tratamientos. De esta
manera, las leucemias agudas mieloides y
linfoides requieren distintas aproximacio-
nes terapéuticas, las LLA de células B y de
células T deben ser tratadas de manera
distinta a las LLA de precursores B para
alcanzar tasas de curacién equivalentes vy,
mientras los nifios con LLA hiperdiploide o
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con la t(12;21) responden bien a terapias
basadas en antimetabolitos, los que pre-
sentan la t(9;22) no lo hacen de igual mane-
ra. Asi, la toma en consideraciéon de deter-
minados factores en la eleccion del
tratamiento lleva a la curaciéon a més de
70% de los nifios con LLA y también han
mejorado las tasas de curacién alcanzadas
en el caso de los adultos® De la misma
manera, la informacién obtenida de la
monitorizacién molecular de los niveles de
enfermedad residual en médula 4sea o san-
gre periférica serd de utilidad para deter-
minar el grado de curacion, la duracién de
los tratamientos o si son necesarios cam-
bios en éstos.

Este conocimiento también prepara el
camino para el desarrollo de terapias diri-
gidas al defecto genético causante de la
proliferacién anémala que presenten
menores efectos secundarios, evitando
tratamientos a menudo excesivos e inefi-
caces. En el caso de la t(15;17) asociada a
la Leucemia Promielocitica Aguda o M3, la
eficacia del acido retinoico ha venido
explicada de manera retrospectiva por el
defecto molecular asociado a esta altera-
cidn, por lo que es de esperar que, una vez
conocidas otras alteraciones moleculares
y sus consecuencias, el desarrollo de nue-
vas drogas sea un hecho™. Por ejemplo, ya
se ha desarrollado un inhibidor especifico
(STI571) de la actividad tirosin-quinasa
BCR-ABL que esta siendo probado en ensa-
yos clinicos y cuyos resultados en anima-
les han sido prometedores®.

También en el caso de las neoplasias
hematolégicas son posibles las estrategias
de terapia génica. En principio, dado que
estas enfermedades son desdrdenes gené-
ticos, esta terapia seria una aproximacion
muy adecuada para su tratamiento ya que
conduciria a la correccién de las anomali-
as presentes en las células malignas con
unos efectos adversos minimos. Sin
embargo, en realidad, la ineficiencia de los
actuales sistemas de vehiculizacién, su
incapacidad de llegar especifica y exclusi-
vamente a las células malignas y la propia
naturaleza diseminada de la mayor parte
de estas neoplasias hacen que la “correc-
cion génica” no sea viable por el momento.
Actualmente esta siendo probada en ensa-
yos clinicos la transferencia de genes de
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resistencia a ciertos farmacos en células
madre hematopoyéticas como medida
protectora frente a la quimioterapia aun-
que los resultados son escasos® y la trans-
ferencia de genes inmunoestimuladores
con el fin de crear una respuesta inmune
antitumoral. Otras posibilidades a desa-
rrollar seran la liberacion dirigida de pro-
teinas citotoxicas, el desarrollo de inmu-
noterapias de adopcién con células T
modificadas genéticamente, terapias de
inmunoestimulacién mediante vacunas
(en el caso de neoplasias de células B
como los LNH y los mielomas, las regiones
variables de las inmunoglobulinas de
superficie de las células tumorales son
antigenos tumorales especificos frente a
los cuales se pueden producir vacunas
individualizadas), o terapias basadas en
oligonucleétidos antisentido (para dismi-
nuir la sobreexpresién de ciertos oncoge-
nes como BCLZ, BCL-X, MDM2 y otros y
promover la apoptosis)™*.
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