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INTRODUCCION

La leucemia mieloide cronica (LMC) es
un trastorno hematoldgico que se caracte-
riza a nivel citogenético por la presencia
de un marcador cromosémico llamado
cromosoma Philadelphia (Ph). Este marca-
dor se origina como consecuencia de una
translocacion reciproca entre los cromoso-
mas 9y 22 a nivel de las bandas q34 y q11
respectivamente’,

El oncogen c-abl, situado en 9q34, se
transloca a una regién de 5,8 Kilobases
(Kb), localizada en 22q11, conocida con el
nombre de “major brakpoint cluster
region” (M-bcr). Esta region consta de 4
exones y se encuentra mapeada conte-
niendo un gran ntmero de sitios de res-
triccién para diferentes enzimas?. Se dispo-
ne de sondas genéticas correspondientes a
esta region que permiten realizar estudios
de los reordenamientos que se producen,

Aproximadamente un 5% de los casos
de LMC no presentan el marcador citoge-
nético aunque la translocacién ocurre a
nivel molecular, hecho que se demuestra
al realizar estudios moleculares®. Algunos
autores como Kurzrock y cols.! distinguen
otro tipo de LMC sin marcador citogenéti-
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co y sin alteracién molecular en la regién
ber.

Un 20% de los casos de leucemia aguda
linfoblastica (LAL) del adulto y entre un 6-
8% de las infantiles presentan el marcador
citogenético Ph, indistinguible a nivel cito-
genético del que se observa en los casos
de LMC. Los estudios moleculares han
puesto de manifiesto que aproximadamen-
te la mitad de los casos con LAL Ph positi-
vo reordenan en la misma regién que los
casos con LMC, mientras que los restantes
lo hacen en una amplia zona correspon-
diente al primer intrén del gen BCR®.

La distribucién de los puntos de rotura
en LMC y LAL Ph positivos se puede obte-
ner usando diferentes sondas y enzimas de
restriccion. Esta distribucién es indepen-
diente de la localizacién geografica de los
pacientes.

Para llevar a cabo el estudio nos plan-
teamos los siguientes objetivos:

1. Ampliacion y aislamiento de las son-
das génicas.

2. Seleccion de pacientes susceptibles
de estudio en funcién a criterios hemato-
légicos y citogenéticos; estos altimos

1. Genética.

2. Hematologia

3. Pediatria. Hospital Virgen del Camino.
4. Hematologia. Hospital de Navarra.
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segun el estudio llevado a cabo en méduia
Osea y/o sangre periférica.

3. Deteccién de reordenamientos y
localizacion de los puntos de rotura.

4. Caracterizacion de las LMC Ph nega-
tivo y LAL Ph positivo segin los resultados
moleculares.

5. Establecer el grado de informativi-
dad de las distintas enzimas de restriccion
y sondas génicas.

6. Determinar si los resultados obteni-
dos en pacientes de la Comunidad Foral de
Navarra son similares a los obtenidos por
otros grupos de trabajo.

MATERIAL Y METODOS

Se ha llevado a cabo estudio citogené-
tico y molecular en 51 muestras corres-
pondientes a 33 pacientes distribuidos de
la siguiente manera: 19 LMC; 2 LAL positi-
vo; 1 Leucemia Aguda no Linfobléastica
(LANL) tipo M1; 11 posibles LMC.

La metodologia empleada ha sido la
siguiente:

1. Estudio citogenético

— Cultivos directos, 24 y/o 48 horas sin
mitogeno de las muestras de médula 6sea
y/o sangre periférica.

— Obtencion de células en metafase
anadiendo colchicina; sacrificio del cultivo
y extensiones sobre portaobjetos.
Posteriormente se procede al estudio al
microscopio de los cromosomas mediante
técnica de bandeo.

2. Estudio molecular

—EI ADN extraido de las muestras se ha
digerido con las diferentes enzimas de res-
triccién (Bam HI, Bgl II, Eco Rl y Hind 1II)
separando los fragmentos obtenidos en
geles de agarosa al 0,8% mediante electro-
foresis.

— Southern blot a filtros de nylon sobre
los que se ha realizado la hibridacién con
las sondas marcadas radiactivamente
(3’ber, 5'ber y BB1). Finalmente se procede
a un lavado y exposicion de los filtros a la
pelicula autorradiografica a -70°C con pos-
terior revelado y andlisis de los resultados.
Para la localizacién de los puntos de rotu-
ra en la regién M-ber la hemos dividido en
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4 zonas (F1, F2, F3 y F4) en funcion de las
dianas de restriccion.

RESULTADOS

De los 19 pacientes con LMC Ph positi-
vo 17 presentan translocacién estandar
£(9; 22) (q34; q11) y en 2 se han observado
translocaciones variantes t(3; 9; 22) y t(5;
9; 22). Se ha obtenido reordenamiento,
dentro de la region M-bcr con la sonda
3'ber y/o 5'ber, en los 19 casos, siendo la
distribucion de los puntos de rotura: 8
casosenFl;5en¥F2;4enF3;1lenF4ylsin
determinar.

El grado de informatividad en la detec-
cién del reordenamiento de las 4 enzimas
usadas en combinacion con la sonda 3’ber
ha sido el siguiente: Bam HI 53%; Bgl 11 94%;
Fco RI 89%; Hind Il 24%. Las combinacio-
nes Bam HI+Bgl Il y Bgl II+Hind HI han
detectado el 100% de los reordenamientos,
siendo los porcentajes inferiores en el
resto resultando la inferior a Bam HI+Hind
Il con un 53%.

Los 2 casos con LAL Ph positivo han
mostrado reordenamiento, uno en la
region M-bcr y el otro en el primer intron
del gen BCR usando la sonda BBI.

Fl caso con LANL tipo M1 y Ph “like” no
ha reordenado ni con las sondas de la
regién M-ber no con las del primer intrén.

De los 11 casos con sospecha de LMC,
5 no tienen resultado citogenético por pro-
blemas técnicos; los otros 6 no han mos-
trado la presencia del cromosoma Ph.
Ninguno de los 11 han reordenado con las
sondas de la regién M-bcr.

DISCUSION

Lat (9; 22) (q34; q11), estandar, aparece
en el 95% de los casos de LMC Ph positivo.
El trabajo presentado por De Braekeleer’
muestra una frecuencia de translocaciones
variantes a la estandar en torno al 4,5%. En
el presente trabajo este porcentaje es mas
elevado, en torno al 10%, aunque el niime-
ro de casos es algo escaso para considerar
este dato relevante.

Los puntos de rotura en el gen BCR ocu-
rren en una zona relativamente pequeia de
58 Kb denominada M-ber’. Esta region
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consta de 4 exones correspondientes a los
exones 12 al 15 del gen BCR, dependiendo
si el punto de rotura incluye o no al exé6n 3
en el ARNm quimérico consideramos la
rotura en la regién 5'(F1+F2) o 3'(F3+F4) de
M-bcr. Los distintos grupos de trabajo en
este campo estudian la distribucién de los
puntos de rotura en la regiéon M-ber; diez
son los trabajos méas representativos en
cuanto a nimero de pacientes estudiados,
los valores medios obtenidos son 55% de
roturas en la region 5 y 45% en 3’. Los
resultados obtenidos en el presente traba-
jo, 70% de roturas en 5’y 25% en 3’, no se
ajustan a los valores medios obtenidos por
otros grupos de trabajo, al igual que la
serie publicada por Ogawa y cols®. Esto
puede ser debido al nimero pequefio, de
casos estudiados o a la pequefia variacion
que se produce en la divisién de M-bcr asi
como las diferentes sondas utilizadas por
los grupos de trabajo.

Fn la formaciéon del cromosoma Ph
como consecuencia de la translocacion es
frecuente encontrarnos con deleciones’
que suelen ser mas frecuentes en la region
3’ de M-ber. En algunos casos la presencia
de estas deleciones hace imposible detec-
tar los reordenamientos dentro de la
region M-ber usando tinicamente la sonda
3'ber. Esto es lo que ocurre con uno de los
casos del presente estudio que solo ha
reordenado con la sonda 5’ber y por eso
no ha sido posible localizar el punto de
rotura en M-ber aunque si detectar el reor-
denamiento molecular. Este hecho pone
de manifiesto la necesidad de llevar a cabo
los estudios con més de una sonda para
evitar los falsos negativos. Un hecho simi-
lar ocurre con las enzimas de restriccion,
no siendo posible detectar todas las rotu-
ras empleando una sola enzima sino que
es necesario utilizar al menos 2 combina-
das como son los casos de Bam HI+Bgl Il y
Hind 1lI+Bgl Il con las cuales se ha detecta-
do el 100% de los reordenamientos dentro
de M-ber con la sonda 3’ber. No obstante,
a pesar de usar varias enzimas y sondas en
ocasiones no es posible detectar la trans-
locacion a nivel molecular porque ésta se
produce fuera de la regiéon M-bcr. Este
hecho se ha visto en contadisimas ocasio-
nes como es el caso del trabajo presenta-
do por Saglio y cols."” donde describe dos
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pacientes con la rotura situada en la por-
cién 3’ del gen BCR. Negrini y cols.” des-
criben un nuevo caso con la rotura en el
extremo 5’ del gen BCR idéntico al encon-
trado por Saglio y cols.” en 2 pacientes.
Los 5 casos corresponden al norte de Italia
habiéndose sugerido alguna correlacién
geogréfica.

Gracias al empleo del estudio molecu-
lar es posible descartar la sospecha de
LMC en aquellos pacientes en los que no
se puede llevar a cabo el estudio citogené-
tico o éste no es concluyente como es el
caso de 5 casos del presente trabajo. En
ocasiones el cromosoma Ph no se detecta
citogenéticamente porque se encuentra en
un porcentaje bajo y no se observa en las
células estudiadas en divisién; la utiliza-
cién de sondas moleculares solventa en
gran medida este problema. En 6 casos de
nuestro trabajo se llevd a cabo el estudio
molecular de la regién M-ber por ser sos-
pechas clinicas de LMC a pesar de no
tener cromosoma Ph en el estudio citoge-
nético. Es de todos sabido la existencia de
los casos de LMC Ph negativo ber positivo
cuyo comportamiento a nivel clinico y
hematologico es idéntico a aquellos con
cromosoma Ph puesto que la transloca-
cién existe pero no es posible detectarla a
nivel citogenético. Algo similar ocurre con
los casos que se sospecha de la existencia
del cromosoma Ph pero su presencia no se
puede confirmar o descartar con el estu-
dio citogenético debido a la existencia de
translocaciones complejas que incluyen al
cromosoma 22 y pueden dar lugar al feno-
meno conocido como Ph “enmascarado”.
También puede producirse una transloca-
cién que ocasione la presencia de un cro-
mosoma 22q-, Ph “like”, como ocurre en el
caso de LANL tipo M1 de nuestro trabajo;
en estos casos donde la citogenética no
nos saca de dudas es necesario llevar a
cabo un estudio molecular completo para
descartar la presencia de la translocacion,
como ocurrid en nuestro caso.

Aunque a nivel citogenético el cromo-
soma Ph de las LAL Ph positivo es idéntico
al observado en las LMC, a nivel molecular
se observa como aproximadamente el 50%
de los casos de LAL Ph positivo presentan
el punto de rotura en la misma region que
la LMC mientras que el 50% restante tienen
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el reordenamiento en la zona del primer
intrén del gen BCR. E1 ARNm hibrido y la
proteina que se obtiene en estos ultimos
casos son diferentes a los de la LMC"®. La
presencia del cromosoma Ph en pacientes
con LAL, especialmente en nifios, es un
factor de mal pronéstico debido a los pro-
blemas para alcanzar la remisién y a una
menor supervivencia. Los estudios enca-
minados a tratar de ver si existian diferen-
cias significativas entre pacientes con
reordenamiento en una u otra zona son
escasos; Kantarjian y cols." estudian un
grupo de 32 pacientes concluyendo que el
resultado molecular no esta asociado con
diferencias significativas a nivel clinico,
hematologico, citogenético y no tiene
implicacién en el prondstico. Los 2 casos
con LAL Ph positivo estudiados en el pre-
sente trabajo se ajustan a estos resultados
ya que uno de ellos reordena en la regién
M-bcr y el otro en el primer intrén del gen
BCR. En ocasiones no es posible detectar
todas las roturas que se producen en el
primer intrén debido al gran tamafio de
éste lo que imposibilita su estudio comple-
to con sondas y Southern. Para un estudio
completo de esta zona se requiere utilizar
otras técnicas como la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) o una elec-
troforesis especial que permite separar y
trabajar con grandes fragmentos de ADN.

Con cualquiera de las técnicas disponi-
bles resulta de gran interés el confirmar o
descartar la presencia del cromosoma Ph
debido a la repercusién que ello tiene a
nivel clinico.

En el presente trabajo se han encontra-
do las siguientes conclusiones:

1. Todos los casos con LMC Ph positivo
han mostrado reordenamiento utilizando
las sondas 3'ber y 5’ber. El estudio mole-
cular usando més de una sonda es una
herramienta fiable para el diagnéstico de
este trastorno hematolégico.

2. La distribucién de los puntos de
rotura en la regiéon M-bcr ha sido: 70%
region 5’y 25% en la region 3'; en el 5% res-
tante no se ha podido determinar con
exactitud. Estos resultados no se ajustan
totalmente a los publicados por otros
autores; este hecho puede ser debido al
tamafio de nuestra muestra o deberse en
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realidad a diferencias geogréficas de la
poblacién estudiada.

3. La informatividad de la enzima Bgl Il
con la sonda 3’ber ha sido la mayor detec-
tdndose un 94% de las roturas. El 100% de
los reordenamientos se ha detectado utili-
zando las enzimas Bam HI+Bgl Il y Bgl
I+Hind III.

4. Para confirmar o descartar el reorde-
namiento en la regién M-bcr es necesario
utilizar més de una sonda y mas de una
enzima de restriccion.

5. En los casos de LAL Ph positivo el
estudio molecular hay que llevarlo a cabo
en la region M-ber y en el primer intrén del
gen BCR. Un 50% de los casos reordenan
en una zona y el 50% restante en la otra.
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