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Resumen del simposio

El rendimiento del diagndstico genético-hematoldgico, basdndose exclusivamente en la realizacién del ca-
riotipo (citogenética convencional), ha sido muy heterogéneo y en ocasiones como en los SLP limitados,
por lo que se ha experimentado un extraordinario impulso en el desarrollo de nuevas técnicas diagnésti-
cas: de citogenética molecular (hibridacién in situ con fluoresencencia ~FISH-, hibridacién genémica com-
parada -CGH-, cariotipo espectral -SKY-) y de genética molecular (reaccién en cadena de la polimerasa
—-PCR-~, analisis de mutaciones...). Ademas, se dispone de un mayor conocimiento de los mecanismos ge-
néticos que subyacen a numerosas neoplasias hematoldgicas, impulsado por la publicacién de la secuen-
cia completa del genoma humano y de estrategias de andlisis genético mas sofisticadas (arrays de CGH,
arrays de expresién, secuenciacién automatica, entre otros). Estos avances se traducen en una mayor rapi-
dez en la caracterizacién molecular de las alteraciones cromosémicas nuevas o la descripcién de nuevos
marcadores genéticos (mutaciones) y, por tanto, en el hallazgo de nuevos marcadores bioldgicos (dianas
terapeduticas); la redefinicién de enfermedades (sobre la base del conocimiento de sus mecanismos mole-
culares), y el desarrollo de nuevos farmacos especificos que actten sobre la diana molecular responsable
de la enfermedad (dcido retinoico, imatinib, lenalidomida, etc.). Actualmente, en la rutina de un laborato-
rio de diagndstico genético hematoldgico, es la combinacién de citogenética convencional —cariotipo de
bandas G-, FISH y andlisis molecular -PCR y andlisis de mutaciones—, lo que permite cada vez con mas
precisién, una aproximacién diagndstica, una estratificacion de los pacientes en grupos de riesgo, una se-
leccién de tratamiento mds especifica y una monitorizacién terapéutica mds sensible.

El objetivo de este simposio es presentar los avances mas relevantes en el diagndstico genético de leuce-
mias y linfomas. Hemos seleccionado el MM, las leucemias mieloblasticas agudas con cariotipo normal,
los linfomas y los sindromes mieloproliferativos Ph negativos, cuatro patologias, aunque no las Unicas,
que han requerido del refinamiento en las técnicas diagndsticas para llevar a cabo un correcto y, cada vez
mds, completo analisis. Afortunadamente, contamos con cuatro investigadores muy implicados en la in-
vestigacién oncohematoldgica y con gran experiencia en el diagndstico genético. La doctora Gutiérrez de
CIC de Salamanca nos hablara de las implicaciones prondsticas de la utilizacién del FISH en el mieloma
multiple, asi como de los esfuerzos en la elaboracién de una nueva clasificacién molecular en esta patolo-
gla, basandose en los resultados de estudios de arrays de expresién, que explique la enorme heterogenei-
dad clinica de los pacientes con MM y que ayude a la eleccidn de la terapia méas adecuada.

El doctor Cervera, del Hospital La Fe de Valencia, nos informara del giro que ha tenido lugar en la ru-
tina diagnéstica de las leucemias agudas mieloblésticas con cariotipo normal (aproximadamente entre un
40y 50%), concretamente con el andlisis de determinadas mutaciones (FLT3, NPM1, CEBPA, MLL, entre
otras), cuya presencia permite delimitar subgrupos de riesgo dentro de este grupo que tradicionalmente
estaba asociado a un riesgo intermedio. El doctor Martin Subero, del Institute of Human Genetics de Kiel,
nos hablara del presente y futuro del diagndstico genético de los linfomas, donde muchos de los subtipos
estan asociados a anomalias cromosémicas especificas, especialmente translocaciones que afectan al gen
de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas (IGH). En los linfomas el FISH se perfila como una de las
técnicas mdas informativas en la rutina diagnéstica. Por dltimo, el doctor Cigudosa del CNIO de Madrid
nos ofrecerd una visién integradora de la genética y la hematologia, presentando datos actuales y propo-
niendo ideas de futuro del posible escenario genético que subyace a estas patologias, que se intuye maés
complejo de lo esperado a la luz del hallazgo de cada vez mds marcadores genéticos, que esta obligando a
revisar los actuales sistemas de clasificacién de las neoplasias hematoldgicas (como ejemplo nos muestra
la nueva clasificacién de SMP ph negativos), para adecuarlos a grupos de riesgo y que permitan seleccio-
nar a los pacientes que se beneficiaran de los nuevos farmacos dirigidos a dianas moleculares.
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Introduccion

El mieloma mdltiple (MM) es una neoplasia caracteri-
zada por una acumulacién incontrolada de células plas-
maéticas (CP) clonales en la médula ésea (MO). El diag-
ndstico del MM es relativamente sencillo, una vez se ha
planteado la sospecha clinica, mediante una serie de ex-
ploraciones que estan totalmente implantadas y estan-
darizadas en los laboratorios de todos los hospitales: la
electroforesis/inmunofijacién en suero y orina, el estu-
dio de la médula dsea y la serie 6sea. Aunque todos los
mielomas para ser considerados como tales deben cum-
plir unos criterios diagndsticos bien establecidos, éstos
no permiten vaticinar su curso clinico, que es particu-
larmente dispar. Este hecho lleva a pensar que bajo el
término de mieloma se engloben enfermedades dife-
rentes desde el punto de vista genético y cuyo compor-
tamiento pueda estar marcado por alteraciones mole-
culares que no influyen en los resultados de las técnicas
de diagndstico habitual del MM. En la actualidad, exis-
te una amplia tecnologia que aborda el estudio del ge-
noma y del transcriptoma celular. La mayoria de estas
herramientas de andlisis se han utilizado en la investi-
gacién del MM y han confirmado su diversidad genéti-
ca. A continuacion, se revisaran los conocimientos més
destacados a los que han dado lugar las técnicas de ana-
lisis genético, asi como el papel de los mismos a la hora
de realizar un diagnéstico del MM mas acorde con una
visién molecular de las enfermedades neopldsicas.

Citogenética convencional

El analisis cromosémico mediante citogenética con-
vencional, que ha generado informacién de primer or-
den en las hemopatias malignas, tanto en lo que se re-
fiere a la biologfa como al prondstico de las mismas, se
ha visto limitado en el caso del MM. Esto se debe fun-
damentalmente al bajo indice proliferativo de las cé-
lulas mielomatosas, y a la infiltracién desigual y ge-
neralmente escasa de la MO, lo cual se traduce en un
reducido nimero de metafases analizables, que en una
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buena parte son normales porque proceden de las cé-
lulas mieloides de la MO. También hay que afiadir que
los pocos cariotipos anormales que se encuentran sue-
len ser complejos, con mdltiples alteraciones numé-
ricas y estructurales que pueden afectar a cualquier
cromosoma, si bien hay alteraciones especialmente
recurrentes. Aunque el porcentaje de cariotipos anor-
males descritos es muy variable raramente supera el
30% en las distintas publicaciones'. El analisis cario-
tipico tiene la ventaja de que proporciona una infor-
macién global del genoma y por tanto es una buena
herramienta para determinar la ploidia del MM, pero
su reducida resolucién impide detectar algunas de las
anomalias cromosémicas mds importantes.

Citogenética molecular

La introduccion de la fluorescencia en los analisis cro-
mosémicos ha supuesto en los dltimos 20 afos un
avance extraordinario en el campo de la citogenética.
Las técnicas de citogenética molecular que mas se han
utilizado en el estudio genético del MM han sido la
hibridacién in situ fluorescente (HISF) y la hibridacién
gendémica comparada (HGC), asi como sus versiones
mds avanzadas, la hibridacién i situ multicolor y los
arrays-HGC, respectivamente.

Hibridacion in situ fluorescente (HISF)

Esta técnica sortea la mayoria de los problemas inhe-
rentes a la citogenética convencional, ya que tiene la
ventaja de no precisar metafases y de poseer una ele-
vada resolucién que permite la deteccién de translo-
caciones cripticas. Ciertamente, su objetivo son las al-
teraciones especificas y no da una imagen global del
genoma. Debido a la baja infiltracién tumoral de los
MM, la HISF se debe realizar siempre sobre células
mielomatosas purificadas o bien combinarla con la de-
teccién inmunoflorescente de las cadenas ligeras de las
inmunoglobulinas citoplasmaticas, con lo que se pue-
de diferenciar las CP del resto de la celularidad acom-
pafiante de la MO. Hoy en dia la HISF se ha converti-
do en la técnica de andlisis genético mas utilizada en el
MM. La hibridacién i situ multicolor supone una sofis-
ticacién de la HISF convencional, tanto en su modali-
dad en metafase como en interfase. La mas utilizada en
el MM ha sido el cariotipo espectral en colores (SKY),
que hace posible la visualizacién de cada uno de los 24
cromosomas en colores diferentes. Su principal aporta-
cién ha sido descubrir nuevas alteraciones e identificar
la procedencia de cromosomas marcadores encontra-
dos en los cariotipos convencionales. No obstante, su
ambito de utilizacion se reduce a la investigacién.
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Hibridacion genomica comparada (HGC)

La HGC ha sido la primera técnica combinada de cito-
genética y HISF que ha permitido realizar un andlisis
global de las ganancias y pérdidas de material genémi-
co en una Unica hibridacién®. Una de sus limitacio-
nes es que no permite la deteccién de translocaciones.
Esta técnica ha mostrado alteraciones en el 70% de los
MMS3. La aparicién de las técnicas de arrays que gra-
cias a la combinacién de la robética y de la informatica
consiguen disponer miles de secuencias génicas en un
soporte sélido, ha desarrollado el concepto de HGC y
ha dado lugar a la tecnologia de array-HGC*. Con esta
metodologia la hibridacién ya no se hace sobre me-
tafases normales, sino sobre miles de fragmentos de
ADN, que abarcan casi todo el genoma y, por tanto, la
resolucién alcanzada es 100 veces superior a la conse-
guida con la HGC. Sin embargo, la complejidad de es-
tas técnicas y el nivel de cualificacién requerido para
su manejo hacen que queden relegadas al ambito de
la investigacion.

Perfiles de expresion génica

La cuantificacién de la expresién génica mediante la
tecnologia de microarrays ha hecho posible monitori-
zar simultdneamente el nivel de expresién de todos
los genes que integran el genoma. Sin duda, los da-
tos generados de estos estudios han sido los de mas
impacto en el campo genético del MM en los dltimos
5 aflos, por lo novedosos y porque posiblemente ayu-
den a proporcionar una visién mas integradora de las
anomalias bioldgicas de la célula mielomatosa. En este
sentido, las alteraciones genéticas mds recurrentes en
el mieloma y con mds importancia a la hora de prede-
cir su evolucién reproducen un perfil de expresion sin-
gular facilmente identificable mediante microarrays de
expresién’. Por tanto, puede no ser aventurado decir
que los microarrays de expresién podrian convertirse en
la plataforma ideal para detectar la mayoria de las alte-
raciones genéticas relevantes y, al mismo tiempo, ofre-
cer informacién sobre otros aspectos bioldgicos de la
célula mielomatosa que no son asequibles a las técni-
cas citogenéticas modernas.

Translocaciones del gen de la cadena pesada
de las inmunoglobulinas

En muchos de los sindromes linfoproliferativos B un
acontecimiento primario en su patogenia es la des-
regulacién de un oncogén que, como resultado de su
translocacién al locus del gen (14g32) o, con menor fre-

cuencia, al locus de los genes de las cadenas ligeras de
las inmunoglobulinas -IGL- (k, 2p11, o A, 22q11), es
yuxtapuesto al lado de un potente enhancer de IGH. En
el MM las translocaciones (Tx) de [GH pueden clasifi-
carse en primarias o secundarias. Las Tx primarias se
consideran un suceso inicial durante la patogénesis del
MM, mientras que las Tx secundarias estan implicadas
en la progresién. La mayoria de las Tx primarias son
la consecuencia de errores en los procesos de remode-
lacién del ADN especificos de las células B, especial-
mente durante el cambio de clase de las inmunoglobu-
linas y menos frecuentemente durante el proceso de
hipermutacién somadtica. Los puntos de ruptura ocu-
rren sobre todo dentro o inmediatamente adyacentes
a las regiones de cambio de /GH o a regiones JH. Por
el contrario, las Tx secundarias podrian estar media-
das por otros tipos de mecanismos de recombinacién
que no van dirigidos especificamente a los procesos de
modificacién del ADN propios de las células B°.

A diferencia de otros sindromes linfoproliferati-
vos B, en el MM hay una marcada diversidad de Joci
cromosémicos implicados en las Tx de IGH (presen-
tes hasta en un 60% de los MM). En torno a un 40%
de los MM tienen Tx de IGH que implican una de las
siguientes parejas cromosémicas (Figura 1): 11q13
(CCND1), 4p16 (FGFR3/MAMSET), 16q23 (c-MAF),
6p21 (CCND3) y 20q11 (MAFB). Aproximadamente,
el 20% de los MM tienen Tx de IGH, que no implican
aninguna de estas regiones y que afectan a una amplio
abanico de regiones cromosémicas'’.

t(11,14)

La prevalencia de esta translocacién en los estudios
de HISF es del 15-20% y es facilmente detectable me-
diante cariotipo convencional. Los puntos de ruptura
en 14q32 se sitdan dentro de la regién JH o en la re-
gién de cambio. En 11q13, los puntos de ruptura es-
tan dispersos en un espacio de 330 kb centromérico
al gen CCND1, sin evidencia de un agrupamiento en
el “Major Translocation Cluster” (MTC) descrito pa-
ra el linfoma de células del manto®. Como resultado
de esta translocacién, CCND1 se yuxtapone al poten-
te enhancer 3’ de IGH en el derivativo 14, lo que motiva
un aumento de su expresion, como se ha observado en
los estudios de expresién génica y de RT-PCR en todos
los MM con t(11,14). Se ha encontrado una correlacién
entre la t(11,14) y los MM oligosecretores con morfo-
logia linfoplasmocitoide y expresién de CD20. Aun-
que en un principio los resultados en cuanto a la re-
percusién de esta Tx en el prondstico fueron un tanto
controvertidos, en la actualidad la mayoria de los tra-
bajos coinciden en que los pacientes con la t(11;14) tie-
nen una supervivencia similar o superior a los pacien-
tes sin esta alteracion.
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Figura 1. Translocaciones del

gen IGH en el MM.
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Aparece en aproximadamente el 15% de los mielomas
mediante técnicas de HISE sin embargo, esta translo-
cacién no se detecta en el cariotipo. En el locus de IGH
todos los puntos de ruptura ocurren en la regién de
cambio y se produce una disociacién entre el enhan-
cer intrénico y el enhancer 3. Esta translocacién tiene
como resultado la desregulacién simultanea de 2 ge-
nes, el receptor 3 del factor de crecimiento fibroblés-
tico (FGFR3), en el derivativo 14 y el myeloma SET do-
main (MMSET), en el derivativo 4°. FGFR3 es uno de
los receptores tirosincinasa de alta afinidad para la fa-
milia de ligandos FGF (factores de crecimiento fibro-
blastico). El aumento de expresién de FGFR3 y de
MMSET se produce como consecuencia de la t(4;14),
ya que en CP normales no se expresan. No obstan-
te, el perfil de expresién génica y la RT-PCR han de-
mostrado que sélo el 75% de los MM con t(4;14) pre-
sentan una sobreexpresion simultdnea de MAMSET y
FGFR3. En el 25% de los casos restantes sélo se obser-
va un aumento en la expresion de MAISET, y la ausen-
cia de expresién de FGFR3 suele ir unida generalmen-
te a la pérdida del derivativo 14°. Estos datos apuntan
a que MMSET puede ser critico en la transformacién
tumoral de las CP que tienen la t(4;14), mientras que
FGFR3 puede ser prescindible. Aproximadamente en
el 10% de los casos el gen FGFR3 que se transloca tie-
ne mutaciones activantes que pueden estar implicadas
en la progresién del MM. El pronéstico desfavorable
que acarrea esta Tx se ha comprobado en varias series
amplias de enfermos independientemente de la mo-
dalidad de tratamiento, y en muchos de estos trabajos,
la t(4;14) se muestra como uno de los factores pronds-
ticos independientes de mayor peso. Este impacto ne-
gativo en la supervivencia se debe fundamentalmente
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a las recaidas precoces y no a una reduccién en la tasa
de respuestas.

t(14;16)

La frecuencia de esta Tx es de 5-10% y al igual que
la t(4;14) no se detecta en el cariotipo. La t(14;16)
provoca un aumento en la expresién de c-VAF, que
es un factor de transcripcién bZIP'. Mediante mi-
croarrays de expresion y técnicas de RT-PCR cuanti-
tativa se ha observado que la expresién aumentada
de ¢-/MAF esta presente en la mitad de los MM. Esta
proporcién es mucho mdés frecuente que la esperada
como consecuencia de la prevalencia de la t(14;16).
El mecanismo por el cual se produce un aumento en
la expresién de c-MAF en casos en los que no hay
t(14;16) se desconoce. Los datos en cuanto a la in-
fluencia de esta Tx en el prondstico son mucho mds
escasos que los disponibles de las t(11,14) y t(4;14),
pero parece que su presencia produce un acortamien-
to en la supervivencia.

1(6;14)

Esta Tx aparece en una pequefa proporcion (3%) de
los MM. Mediante andlisis de microarrays se han vis-
to altos niveles de ARNm de ciclina D3 en los pacien-
tes con t(6;14)'2.

t(14;20)

NAFB es un factor de transcripcién bZIP como c-MAF
pero a diferencia de la t(14;16), las Tx de AAFB tienen
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caracteristicas estructurales que indican que son Tx se-
cundarias®.

Aneuploidia

Casi todos los MM y la mayoria de las gammapa-
tias monoclonales de significado incierto (GMSI) son
aneuploides, como lo demuestran la medida del con-
tenido de ADN por citometria de flujo™® y las técni-
cas citogenéticas!’. De acuerdo con el estatus de ploi-
dia evaluado mediante cariotipo, los pacientes con
MM pueden agruparse en dos grandes categorias: gru-
po hiperdiploide (més de 46/47 cromosomas) y grupo
no hiperdiploide, compuesto de casos hipodiploides
(hasta 44/45 chromosomas), pseudodiploides (44/45 a
46/47) y casos casi tetraploides (mds de 74)!. Los MM
no hiperdiploides se caracterizan por una prevalencia
muy elevada de Tx de IGH y de monosomia/delecién
del cromosoma 13. Por el contrario, el grupo hiper-
diploide estd asociado con trisomias recurrentes que
afectan especialmente a los cromosomas impares (3,
5,7,9,11,15 y 19), y con una frecuencia baja de alte-
raciones cromosémicas estructurales. Los MM hipodi-
ploides se relacionan con una supervivencia mas corta.
Sin embargo, puesto que esta categoria de MM com-
prende anomalias genéticas de mal pronédstico es difi-
cil concluir que la hipodiploidia sea un factor pronéds-
tico independiente.

Monosomia/delecion del cromosoma 13

Se trata de la pérdida de material genético mas frecuen-
te en el MM tanto si se utilizan técnicas de citogené-
tica convencional'® como de HISF!®. Aproximadamen-
te aparece en el 40-50% de los MM, Esta alteracion
presenta una fuerte asociacién con otras anomalias ge-
néticas: més del 80% de los MM con t(4,14) o t(14;16),
en torno al 65% de los casos con ganancias de 1q, el
70% de los que tienen pérdida de P53 y el 65% de
los MM hipodiploides, tienen monosomia/delecién
del 13. La variabilidad importante que existe en la pro-
porcién de CP clonales que portan la monosomia/de-
lecién del cromosoma 13, con un rango que va des-
de el 20 al 100%, irfa a favor de que esta alteracién
fuera un evento secundario. Los estudios de HISF des-
tinados a mapear la regién minima cominmente de-
lecionada han puesto de manifiesto que en la mayo-
ria de los casos la pérdida de material del cromosoma
13 es el reflejo de una monosomia y que las delecio-
nes intersticiales son muy raras (10-20% de los casos)'.
Clasicamente la monosomia del 13 se ha asociado con
prondstico adverso independientemente de la técni-

ca utilizada para su deteccién (cariotipo o HISF) y de
la modalidad de tratamiento (quimioterapia conven-
cional o quimioterapia a altas dosis). No obstante, se-
gun algunos autores la influencia negativa de la mono-
somia/delecién del cromosoma 13 no es tan marcada
cuando se detecta Unicamente por HISF en compara-
cién a cuando se visualiza por citogenética. Estudios
mas recientes en los que se ha tenido en cuenta la pre-
sencia de las Tx de IGH y de las deleciones de P53 no
encuentran una disminucién en la supervivencia de los
pacientes que Unicamente tienen monosomia 13 sin
otras alteraciones concomitantes!:6.

Delecién de 17p (P53)

La frecuencia de esta delecién es considerablemente
mads baja (5-10%) que la monosomia/delecién del cro-
mosoma 13, lo que no ha impedido que en la mayoria
de los estudios se perfile como una alteracién de pro-
néstico desfavorable®?. En los pacientes con MM en
estadios avanzados y en progresién la proporcién de
las deleciones de P53 es bastante mas elevada.

Ganancias de 1q

Las ganancias de 1q es una de las alteraciones cromo-
sémicas mds recurrentes en el MM, como lo demues-
tran tanto los estudios de citogenética como de HGC?.
En la mayoria de los casos son el producto de isocro-
mosomas, duplicaciones y translocaciones jumping®.
El impacto en la supervivencia de esta alteracién no
se habia explorado en profundidad hasta que los es-
tudios de expresién génica mediante microarrays, rea-
lizados por el grupo de Arkansas, demostraron que el
aumento de expresién del gen CKS1B, localizado en
1q21, imparte mayor agresividad al curso clinico del
MM, lo que desemboca en una reduccién significati-
va de la supervivencia. Esto llevé a explorar si la sobre-
expresion de CKS1B podria estar relacionada con un
incremento en el nimero de copias de este gen, y se
comprobé mediante HISF que habia una correlacién
significativa entre las ganancias y amplificaciones del
BAC (bacterial artificial chromosome) que contiene el gen
CKS1By el alto nivel de expresién de dicho gen. A su
vez se demostré que las ganancias de 1q21 detectadas
mediante HISF también constitufan un factor indepen-
diente de mal prondstico®’. Posteriormente, otros gru-
pos no han reproducido este hallazgo ni cuando han
analizado las ganancias de 1q mediante HISF ni cuan-
do han estudiado el nivel de expresién de CKS715%. En
estos trabajos el impacto negativo en la supervivencia
desaparece cuando se introducen en el analisis multi-
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Crecimiento agresivo
Inmortalizacion Transformacion independiente del Proliferacion
Acumulacién no maligna maligna estroma medular in vitro
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11q13, 4p16 Figura 2. Patogenia del MM en
16923, 6p21 miultiples etapas. Las lineas
< > horizontales indican la posible
Trisomias/del13 secuencia de los sucesos oncogénicos
< > (modificacion de Bergsagel et al.”).

Metilacion de P15y P16

GMSI: gammapatia monoclonal de
significado incierto; MM: mieloma

A

Mutaciones de N, K-RAS, FGFR3, P53

Y

miiltiple; LCP: leucemia de células
plasmaticas.

variente otras variables de mayor peso, lo que indica
que su influencia en el prondstico podria estar media-
da probablemente por la estrecha asociacién que exis-
te entre las ganancias de 1q y otras variables de alto
riesgo como la t(4;14) y el alto indice proliferativo.

Cambios genéticos en las gammapatias
monoclonales de significado incierto (GMSI).
Patogenia del MM en etapas

Al menos entre el 30-50% de los pacientes con MM
parecen surgir de una GMSI previa. La posibilidad de
realizar estudios de HISF en interfase sobre CP selec-
cionadas ha permitido eludir las dificultades de rea-
lizar analisis genéticos en las GMSI, donde el ni-
mero de CP clonales en la MO es muy bajo. Varios
estudios de HISF han demostrado la presencia de ano-
malifas numeéricas y estructurales en las GMSI®. Asi,
se ha observado que la prevalencia de translocaciones
de IGH en las GMSI es similar a la detectada en los
MM, lo cual apoya la hipétesis de que los reordena-
mientos de IGH son sucesos genéticos tempranos en
el proceso de tumorogénesis que conduce al MM. Si
bien la t(11;14) se ha observado en GMSI con una fre-
cuencia similar a la presente en el MM, la prevalencia
de la t(4;14) en GMSI que ha descrito el grupo francés
es mucho mds baja que en el MM?%. Curiosamente, la
existencia de casos de GMSI con la t(4;14) que perma-
necen estables a lo largo de los afios apunta que esta
anomalia cromosémica podria ser insuficiente para la
progresién a MM. Respecto a la prevalencia de mono-
somia/delecién del cromosoma 13 en las GMSI hay re-
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sultados controvertidos: algunos de ellos? sefialan una
incidencia de monosomia/delecién del cromosoma 13
en las GMSI comparable a la vista en los MM, mien-
tras que otros* encuentran una proporcién de mono-
somia/delecion del 13 significativamente mads baja en
las GMSI. Esto tltimo estaria a favor de la hipétesis de
que la pérdida del cromosoma 13 puede tener una fun-
cién relevante en la transicién de GMSI a MM. De he-
cho, la monosomia/delecién del 13 se encuentra con
mas frecuencia en pacientes con MM que han tenido
una historia previa de GMSI que en pacientes con MM
de novo*. Respecto a la ploidia, el porcentaje de GMSI
hiperdiploides es similar al observado en los MM. Esto
ilustra que la dicotomia de pacientes hiperdiploides
y no hiperdiploides también aparece en las GMSI, y
plantea la cuestién de si la inestabilidad cromosémica
con o sin translocaciones de IGH podria ser un suceso
inicial en el desarrollo del MM® (Figura 2).

Determinadas anomalias genéticas que incluyen des-
de translocaciones, mutaciones, deleciones y cam-
bios epigenéticos, se han asociado con la progresion
del MM (Figura 2). Un ejemplo son los reordenamien-
tos de c-MYC que estan mediados por translocaciones
secundarias y que con frecuencia implican a mdas de
dos cromosomas y, en ocasiones, a secuencias diferen-
tes del gen IGH®. Las mutaciones activantes de RAS y
FGFR3 se consideran marcadores moleculares de pro-
gresién tumoral, ya que la frecuencia de estas muta-
ciones es rara en las GMSI. La desactivacién de P53
tanto por delecién como por mutacién es infrecuente
en el MM y se asocia con estadios avanzados de la en-
fermedad. La metilacién de los genes P15y P16 se ha
detectado en GMSI, pero su frecuencia es mucho mds
alta en los MM avanzados y en las formas extrame-
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Tabla 1. Clasificacion molecular del mieloma muiltiple

Grupo* Translocacion especifica Frecuencia  Expresion de
ciclinas D
1) PR Ninguna 12% CCND2
2) B Ninguna 11% CCND2
3) MS t(4;14): FGFR3/MMSET 18% CCND2
4) HY Ninguna 26% CCND1
5) CD-1 t(11;14): CCND1 o t(6;14): CCND3 8% CCND1 o
CCND3
6) CD-2 t(11;14): CCND1 o t(6;14): CCND3 17% CCND1 o
CCND3
7) MF t(14;16): c-MAF o t(14;20): MAFB 8% CCND2

Firma genética** Prondstico Otros rasgos
de interés
1CCNB1, CCNB2, MCM2, BUB1  Desfavorable Alta frecuencia de
1 MAGEA6, MAGEA3, GAGE1 cariotipos anormales
TEDN1, IL6R Favorable Baja incidencia de
\ DKK1, FRZB lesiones Gseas
1 FGFR3, MMSET, PBX1 PAX5 Desfavorable
1 TRAIL, DKK1, FRZB Favorable Cariotipos
J CKS1B hiperdiploides
Lesiones dseas
1 CEBPB, NID2, SET7 Favorable
1€D20, PAX5, CD27, CXCR4 Favorable

1 c-MAF, MAFB, CXCR1, ITGB7
| DKK1

Desfavorable Baja incidencia de

lesiones dseas

*PR: proliferacion; LB: low bone disease; MS: MMSET; HY: hyperdiploid; CD-1: CCND1/CCND3; CD-2: CCND1/CCND3; MF: MAE/MAEB. **Las flechas hacia arriba y hacia abajo

indican aumento y descenso de expresion, respectivamente.

dulares de la enfermedad®. No obstante, la secuencia
temporal de los numerosos eventos genéticos descri-
tos en el MM estd atn por definir.

Clasificacion molecular del MM basada
en los perfiles de expresion génica

Los analisis de la expresién génica del MM mediante
microarrays han venido a confirmar la enorme diversi-
dad genética que manifiesta esta neoplasia. Reciente-
mente, se ha propuesto una clasificacién del MM en
siete grupos diferentes, cada uno de los cuales posee
una firma genética especifica que, a su vez, se asocia
con un comportamiento clinico caracteristico”. Ade-
mas, varios de estos grupos estan marcados por una
de las Tx de IGH o por el estatus de ploidia, con lo
que se consigue una conexién importante entre las al-
teraciones genéticas, el transcriptoma celular y los ras-
gos clinicos y evolutivos de los pacientes con MM. En
la Tabla 1 se resume esta clasificacién que debe inter-
pretarse como un intento de distinguir las entidades
genéticas y clinicas que se agrupan bajo la neoplasia
MM, pero con la precaucién de que necesita todavia
una amplia validacién.

Desregulacion de los genes de las
ciclinas D: posible suceso comiin
en la patogénesis del MM

Como hemos visto, el MM se caracteriza por una mar-
cada inestabilidad cariotipica y por no tener una altera-

cién cromosémica especifica. Aparentemente no hay
un mecanismo genético comun que explique la pato-
génesis del MM. Sin embargo, se ha especulado que
aunque las diferentes Tx de IGH que se observan en
el MM inducen la sobreexpresién de oncogenes dife-
rentes, es posible que todas las Tx de /GH implicadas
en el MM converjan en una via patogénica comin que
resulte en el bloqueo de la diferenciacién y en un au-
mento de la supervivencia y de la proliferacién celular.
Asi, el anélisis de expresién génica ha demostrado que
la expresidn de los genes CCND1, CCND2 y CCND3
estd incrementada en practicamente todos los pacien-
tes con MM. Este hecho podria considerarse como un
potencial evento comun en la patogénesis del MMZ.
Aproximadamente el 25% de los MM expresan ni-
veles elevados de una de estas ciclinas como conse-
cuencia directa de una Tx de IGH como la t(11;14)
y la t(6;14), que directamente desregulan CCND1 y
CCND3 respectivamente, o como efecto indirecto de
una de las Tx de IGH con los genes MAF (c-MAF en
16423 y MAFB en 20¢23), que codifican factores de
transcripcién que actian sobre la ciclina D2.

Casi el 40% de los MM sobreexpresan ciclina D1 a
través de una desregulacién bialélica de CCND1 y
sin una aparente t(11;14), y la mayoria de los restan-
tes MM, incluidos aquellos con la t(4;14), muestran un
aumento de expresién de la ciclina D2. La expresion
aumentada de una de estas ciclinas D facilitaria la ac-
tivacién de las cinasas dependientes de ciclinas CDK4
(o CDK®), las cuales subsecuentemente fosforilan e in-
activan a RB con lo que el factor de transcripcién E2F
se libera e induce la progresién del ciclo celular. Los ni-
veles de expresién de las ciclinas D también se han in-
corporado a la clasificacién molecular antes menciona-

da (Tabla 1)77.
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Conclusiones

En los Gltimos afios el desarrollo de la metodologia de
andlisis genético ha sido espectacular, pero al mismo
tiempo se ha diversificado de tal manera que los da-
tos generados se hacen en numerosas ocasiones ina-
barcables y de dificil integracién. Resulta inviable es-
tudiar genéticamente los MM con todas las técnicas
disponibles en la actualidad, fundamentalmente por-
que la muestra tumoral en el MM es particularmente
escasa y también porque muchas de estas tecnologias
son lo suficientemente sofisticadas como para reque-
rir personal cualificado, lo cual no es operativo para la
mayoria de los laboratorios. Por tanto, y puesto que
no se dispone de una técnica que suministre toda la
informacién genética relevante, no hay otra alterna-
tiva que optar por aquellas que nos puedan reportar
una mejor categorizacién del MM en clases con un
comportamiento y evolucién predecibles, y asi po-
der abordar su tratamiento de una forma mas racio-
nal. En este sentido, la HISF cumple una serie de re-
quisitos, como se ha sefialado en esta revisidn, que
la convierten en la técnica de eleccién para el estudio
genético del MM en la mayoria de los laboratorios.
La posibilidad de que haya pacientes con MM que
presenten cariotipos complejos sin la presencia de las
alteraciones de mal prondstico habitualmente explo-
radas mediante HISE como son la t(4;14), t(14;16) y
la delecién de P53, es tan escasa que en nuestra opi-
nién no resulta rentable realizar estudios citogenéti-
cas convencionales en todos los pacientes con MM.

En estos momentos, la técnica de HISF en inter-
fase es la metodologia que aporta més rendimien-
to en el estudio genético sistematico del MM por su
facilidad de ejecucidn e interpretacién, su rapidez y
la posibilidad de llevarla a cabo en casos con muy
poca muestra. Si la cantidad de muestra lo permite,
la realizacién de estudios cariotipicos podria consi-
derarse como un abordaje complementario a la HISE
Pero mas bien, el papel de la citogenética convencio-
nal deberia reconducirse a la aplicacién de sus ver-
siones mas modernas (citogenética multicolor) en la
basqueda de nuevas alteraciones o puntos de ruptu-
ra recurrentes. En un futuro es posible que la tecno-
logia de los microarrays permita explorar las alteracio-
nes genéticas mas importantes del MM en un Gnico
experimento.

Por otro lado, no hay que olvidar que la aparicién
de nuevos farmacos para el tratamiento del MM obli-
ga a revaluar si el valor prondstico de las alteracio-
nes genéticas mas frecuentes se mantiene. Esto sig-
nifica que la posicién de muchos de los marcadores
genéticos en el ranking de factores prondsticos puede
verse modificada con la aparicién de nuevos agentes
terapéuticos que consigan revertir su influencia per-
niciosa.
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In 1976, Lore Zech and collaborators described the
first recurrent chromosomal change in lymphomas,
the translocation t(8;14) associated to Burkitt lympho-
ma'. Twenty-five years later, a comment to the World
Health Organization (WHO) of hematological disor-
ders states that the detection of the t(8;14)(q24;q32)
or variants is the “gold standard” to diagnose a Burkitt
lymphoma?. This example underlines not only the his-

torical but also the actual importance of cytogenetics
in the diagnosis of lymphomas. The WHO classifica-
tion also highlights that specialists who undertake the
diagnosis of hematological malignancies should be fa-
miliar with the types and significance of the different
cytogenetic markers that can be detected?. In the pres-
ent short review, a summary of the most common
chromosomal changes associated with lymphoid dis-
orders is provided along with an outline of currently
used techniques and a prospect for future directions.

Many lymphoma subtypes are associated with
characteristic  chromosomal —abnormalities, e.g.,
t(8;14)(q24;q32) and variants t(2;8) and t(8;22) with
Burkitt lymphoma/leukemia (BL), t(11;14)(q13;q32)
with mantle cell [ymphoma (MCL), t(14;18)(q32;q21)
with follicular lymphoma (FL), t(11;18)(q21;q21) with
MALT lymphoma or t(2;5)(p23;q35) with anaplastic
large cell lymphoma (ALCL)? (Table 1). Consequently,
these alterations constitute powerful diagnostic mark-
ers. The pathogenetic effect of these rearrangements
depends on genes located in their respective chromo-
somal breakpoints, which become deregulated, or less
frequently chimerized (e.g. fusion genes), as a result of
the chromosomal change. These genes, like MYC or
BCL2, play prominent roles in cell differentiation, pro-
liferation or apoptosis, and thus, their deregulated ex-
pression leads to aberrant cell growth and transforma-
tion®.

In addition to the diagnostic role of chromosomal
changes in lymphomas, it is also known that certain
chromosomal aberrations are associated with clini-
cal outcome. These frequently comprise copy number
changes, like deletions of the TP53 gene in chromo-
somal band 17p13, but also balanced rearrangements
like the t(8;14)(q24;q32) as secondary change in dif-
fuse large B-cell lymphoma®®.

Current methods for the routine detection of chro-
mosomal changes in lymphomas are based on conven-
tional cytogenetic, molecular cytogenetic and molecu-
lar genetic techniques. A summary of the cytogenetic
diagnostic process is shown in (Figure 1).

Conventional cytogenetic methods

Conventional cytogenetic analysis is based on the
study of metaphase chromosomes by staining tech-
niques, like R or G banding. Since it needs tumor meta-
phases to be performed, viable tumor cells have to be
obtained from fresh material and cultured in vitro.
Suitable mitogens can be applied to stimulate growth
of the tumor cells and yield tumor metaphases. In con-
trast to hematological tumors of the myeloid lineage,
obtaining high-quality metaphases from lymphopro-
liferative disorders is often difficult, particularly from
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Table 1. Examples of the most recurrent cytogenetic markers associated with the diagnosis of lymphoid malignancies

Hematological malignancy Chromosomal aberration(s) Gene(s) involved

B-cell neoplasms

Precursor B lymphoblastic leukemia (B-ALL) t(1;19)(q23;p13) PBX1/TCF3
t(12;21)(p13;q22) TEL(ETV6)/AML1
t(9;22)(q34;q11) ABL/BCR
t(4;11)(921;923) AF4/MLL

B-cell chronic lymphocytic leukemia (B-CLL) del(13q14), +12/+12q unknown
del(1122-23) ATM (others?)
del(17p13) TP53 (others?)

Follicular lymphoma (FL) t(14;18)(932;921) and variants IGH/BCL2
t(2;18) and (18;22) IGK/BCL2 and BCL2/1GL

Diffuse large B-cell lymphoma t(14932) IGH

(DLBCL) t(3q27) BCL6

Mantle cell lymphoma (MCL) t(11;14)(q13;932) CCND1/IGH

MALT lymphoma (MALT) t(11;18)(q21;921) API2/MALT1
t(14;18)(g32;q21) IGH/MALT1
t(1;14)(p22;932) BCL10/1GH

Burkitt lymphoma/leukemia (BL) t(8;14)(q24;q32) and variants MYC/IGH
t(2;8) and 1(8;22) IGK/MYC and MYC/IGL

Plasma cell myeloma (PCM) t(11;14)(q13;q32) CCND1/IGH
t(4;14)(p16;932) FGFR3/IGH
t(14;16)(q32;923) IGH/MAF
t(8;14)(q24;q932) MYC/IGH
del(13q14) unknown

Classical Hodgkin lymphoma Amplifications in 2p13-16 REL

(cHL) Amplifications in 9p24 JAK2 and others
t(14932) IGH

T-cell neoplasms

Precursor T lymphablastic leukemia (T-ALL) Rearrangements in 14q11 TCRA-D
Rearrangements in 7935 TCRB

T-cell prolymphocytic leukemia (T-PLL) inv(14)(q11932) and t(14;14) TCRA-D/TCL1

Anaplastic large cell lymphoma (ALCL) Rearrangements of 2p23, ALK
commonly £(2;5)(p23;q35) ALK/NPM

low-grade malignancies. Banding analysis is a screen-
ing method that allows both numerical and structural
abnormalities to be detected. Nevertheless, the com-
plete resolution of the karyotype can be hampered by
chromosomal complexity or cryptic cytogenetic rear-
rangements, e.g. a reciprocal translocation involving
subtelomeric regions or small imbalances.

Molecular genetic methods

Molecular genetic methods for the detection of chro-
mosomal changes in hematological neoplasms are
mainly based on the polymerase chain reaction (PCR).
These approaches are predominantly used for the de-
tection of recurrent translocations leading to fusion-
genes. The main advantage of PCR-assays is their
high sensitivity. Nevertheless, the reliability of PCR-
based methods for the detection of lymphoma-as-
sociated translocations is heavily influenced by the
spreading of chromosomal breakpoints over large
genomic regions. This can lead to a high proportion
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of false negative results, like in the t(8;14)(q24;q32)
or t(11;14)(q13;G32) translocations®”. Furthermore,
changes such as t(14;18)(q32;q21) and t(2;5)(p23;q35)
translocations can be found in healthy individuals, so
that the high sensitivity of the PCR technique can re-
sult in a degree of false-positive findings®.

FISH-based methods

Molecular cytogenetics comprises a number of tech-
niques based on fluorescence in situ hybridization
(FISH). Basically, a fragment of labeled single stranded
(ss) DNA called “probe” is hybridized onto a ssDNA
sample, where the probe will find its complementary
sequence called “target”. As the probe is labeled with
a fluorescent substance, it will produce fluorescent sig-
nals at the place where the target is located within the
nucleus. Molecular cytogenetic methods have evolved
dramatically during the last years leading to the de-
velopment of multiple variants. Among those, single-
and double-color FISH using satellite and locus-specif-
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Figure 1. Simplified workflow for the detection of chromosomal changes in the lymphoma diagnostic setting.

ic probes have special diagnostic applications. These
probes can be applied to both metaphase and inter-
phase cells and can detect various types of numerical
or structural chromosomal aberrations. For the detec-
tion of lymphoma-associated translocations by con-
ventional interphase FISH, there are two main strat-
egies. On the one hand, two differentially labeled
probes spanning the respective breakpoints in both
translocation partners (i.e. double-fusion probes) can
be applied to detect a specific translocation with high
sensitivity. On the other hand, two-color probes flank-
ing the chromosomal breakpoints in one specific lo-
cus (i.e. break-apart probes) allow the detection of all
the rearrangements of one gene with several translo-
cation partners (e.g. the IGH locus). Genomic imbal-
ances can be detected simply by comparing the num-
ber of signals of a locus-specific probe with that of a
differentially labeled control probe hybridized simul-
taneously”’.

An important aspect of interphase FISH is its suit-
ability to study material embedded in paraffin. This

is particularly important in the context of surgical bi-
opsies (e.g. lymph nodes), which reach the laborato-
ry in an unfixed state only in few diagnostic centers.
Therefore, the application of FISH in paraffin-embed-
ded material widely increases the application range of
this technique in the lymphoma diagnostic setting®.

Advanced FISH-based methods

Commercially available as well as other widely used
conventional FISH assays are restricted to two, sel-
dom three differently labeled probes. Thus, a maxi-
mum of three genetic loci or two chromosomal ab-
errations can be targeted simultaneously. To enhance
informativity, multicolor interphase FISH approach-
es have been developed, which allow the detection
of multiple lymphoma-related rearrangements simul-
taneously!'%. Other FISH-based techniques, such as
multicolor karyotyping (M-FISH and SKY) allow to
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visualize each metaphase chromosome in a differ-
ent color®®. Although multiple studies using multicol-
or karyotyping were published in the late nineties and
early in this decade, they are rarely used in the lym-
phoma diagnostic process today. Its main application
is the characterization of complex karyotypes in the
research setting.

As the FISH technique does not destroy cell and tis-
sue structure, FISH can be combined with assessment
of morphology, and furthermore, also with fluores-
cence immunophenotyping. A technique combining
these three features was developed in the early nine-
ties and was coined FICTION (Fluorescence Immun-
ophenotyping and Interphase Cytogenetics as a Tool
for Investigation of Neoplasms)'?!*. This technique
allows the detection of genetic aberrations in immu-
nologically characterized cell populations, even if
they present a minority in the tissue studied. Using
this approach, the sensitivity of interphase FISH can
be even enhanced because only certain cell subpop-
ulations are targeted. For example, this technique is
especially suited to study Hodgkin lymphomas (HL),
in which the percentage of tumor cells in patient bi-

opsies is certainly very low (ranging mostly between
1-0,1%)"77.

Array-based methods

There are currently two main strategies to detect
chromosomal changes with microarrays: array-
based comparative genomic hybridization (CGH)
and SNP-chips. The former is based on the competi-
tive hybridization of differentially labeled tumor and
normal DNA onto microarrays containing spotted
DNA fragments (frequently BAC clones or oligonu-
cletides) and allows to obtain a comprehensive over-
view of chromosomal imbalances in a given lympho-
ma sample. Several array-CGH studies have been
published in lymphomas, which have lead to a better
characterization of chromosomal imbalances and the
identification of novel lymphoma-related genes'®".
SNP-chip analyses are usually based on a one-col-
or microarray hybridization, and the fluorescence
intensities are then compared to those obtained in
normal controls with a dedicated software, so that
an overview of chromosomal imbalances can be ob-
tained. Furthermore, SNP-chips are also able to de-
tect the so called “partial uniparental disomies”, e.g.
loss of heterozygosity without loss of genetic mate-
rial, which is a novel type of chromosomal change in
lymphomas®.

In spite of the great advantages of microarray-based
genomic profiling in terms of resolution and genom-
ic coverage, they cannot detect balanced chromosom-
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al changes and the proportion of aberrant cells in the
sample has to be over 30-50% to obtain reliable re-
sults.

Technical comparison

Several lines of evidence from different groups sug-
gest that, among the methods described above, inter-
phase FISH is one of the most advantageous for the
routine diagnosis and follow-up of lymphoma pa-
tients, like the routine detection of e.g. t(8;14) and
t(11;14) translocations®”. The main virtues of the
FISH technique are: a) does not require tumor meta-
phases and therefore both archived and fresh ma-
terial can be used, b) nuclear morphology is main-
tained, ¢) depending on the probe design and type of
alteration detected, the diagnostic cut-off can be up
to <1%, d) allows quantification of the tumor clone,
e) is not highly influenced by spreading of chromo-
somal breakpoints, f) rapidity of the analysis, g) low
labor-intensiveness, and h) suitability for automa-
tion’. However, a major disadvantage of FISH is that
only the chromosomal changes that are searched for
can be detected whereas the rest of the genome re-
mains not investigated. Therefore, it is important not
to rule out screening techniques, especially conven-
tional cytogenetics, which is still the “gold standard”
for obtaining an overview of chromosomal changes.
Eventually, array-CGH can also be applied in the di-
agnostic setting to obtain a high resolution picture of
chromosomal imbalances.

Future directions

In our opinion, the future of the detection of chromo-
somal changes in lymphomas will be two-fold. On the
one hand, it will be characterized by the application of
current methods (i.e. conventional cytogenetics, FISH,
arrayCGH and PCR) in combination with more and
more advanced upcoming techniques. For instance,
the development of the next generation of in depth
sequencers will allow to sequence complete lympho-
ma genomes in the near future. This will certainly lead
to the detection of novel genetic changes beyond the
power of any of the current methods. On the other
hand, the application of highly advanced screening
methods will lead to the discovery of few highly in-
formative genetic markers that will be studied in the
clinical setting with more accessible and cheaper tech-
niques (e.g. FISH or PCR) for a better diagnosis, pre-
diction of prognosis and therapy stratification accord-
ing to risk groups in lymphoma patients.
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Introduccion

Los hallazgos citogenéticos al momento del diagndsti-
co en la leucemia mielobldstica aguda (LMA) son con-
siderados en la actualidad como uno de los factores
prondsticos mds importantes en esta patologia. Diver-
sos estudios llevados a cabo en series amplias asi lo
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Figura 1. Principales alteraciones citogenéticas en la LMA de
novo.

demuestran y, con algunas variaciones, han permitido
estratificar a los pacientes en tres grupos de riesgo (fa-
vorable, intermedio y desfavorable) en funcién de las
alteraciones encontradas en el cariotipo’*.

Sin embargo, el grupo de riesgo citogenético inter-
medio, que comprende a la mayoria de pacientes con
LMA, es un grupo altamente heterogéneo en el que,
con toda probabilidad, se agrupan entidades diferen-
tes en cuanto a etiopatogenia, prondstico y respuesta
al tratamiento. Dentro de este grupo destacan por su
frecuencia aquellos pacientes que no presentan ningu-
na anomalia cromosdmica detectable al microscopio.
Asi, entre el 40 y 50% de los pacientes con LMA (25%
en el caso de los nifios) tienen un cariotipo normal en
el momento del diagnéstico' (Figura 1).

Los avances recientes en la caracterizacién molecu-
lar de estos pacientes han permitido la identificacién
de diversas alteraciones moleculares que pudieran des-
empefiar un papel determinante en la leucemogénesis
y que han ayudado a delimitar diversos subgrupos de

riesgo dentro del grupo de pacientes con cariotipo nor-
mal (Tabla 1). En este articulo se revisarédn las principa-
les alteraciones moleculares descritas en los pacientes
con cariotipo normal, con especial énfasis en su rele-
vancia prondstica y terapéutica.

Mutaciones

Mutaciones de FLT3

La diferenciacién y crecimiento de las células hemato-
poyéticas es el resultado de la interaccién de diversos
factores de crecimiento y sus respectivos receptores.
Entre estos ultimos se encuentra el receptor tirosin-
cinasa FMS-like (FLT3) que pertenece a la familia de
los receptores tirosincinasa de clase III. FLT3 se expre-
sa normalmente en las células hematopoyéticas pro-
genitoras y media la diferenciacién y proliferacién de
las mismas. La interaccién de FLT3 con su ligando da
como resultado la activacién del receptor a través de
su dimerizacién y posterior autofosforilacién de los
residuos tirosincinasa’®. Esta activacién induce vias de
seflalizacién celular que intervienen en la proliferacion
y apoptosis, que incluyen STATS, RAS o MAPK, y se
ha comprobado que es capaz de aumentar la capaci-
dad proliferativa de las células de LMA in vitro®.

El gen que codifica FLT3 se encuentra en el cromoso-
ma 13q12 y comprende 24 exones. Al igual que otros
receptores tirosincinasa de clase III, FL'T3 estd com-
puesto por cinco dominios extracelulares inmunog-
lobulina like: un dominio transmembrana, un domino
yuxtamembrana, dos dominios tirosincinasa intrace-
lulares y un dominio C-terminal intracelular. Se han
descrito mutaciones asociadas a LMA que dan como
resultado una activacién constitutiva del receptor. En-
tre las alteraciones mas importantes destacan por su
frecuencia e implicacién prondstica las duplicaciones

Tabla 1. Genes con alteraciones recurrentes en LMA con cariotipo normal

Simbolo Nombre del gen Localizacién cromosémica Alteracion Impacto prondstico
FLT3 Fms-related tyrosine kinase 3 13q12 Duplicaciones en tandem Adverso
NPM1 Nucleophosmin 5q35 Mutacion Favorable
CEBPA CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha 19913.1 Mutacion Favorable
MLL Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 11923 Duplicaciones en tAndem Adverso
EVI1 Ecotropic viral integration site 3026 Sobreexpresion Adverso
BAALC Brain and acute leukemia gene, cytoplasmic 8022.3 Sobreexpresion Adverso
W11 Wilms’ tumor gene 11p13 Sobreexpresion Adverso
ERG v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene-like (avian) 21q22.3 Sobreexpresion Adverso
MN1 meningioma 1 22q11 Sobreexpresion Adverso
ABCG2 ATP-binding cassette, sub-family G, member 2 4922 Sobreexpresion Adverso
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internas en tdndem de FLT3 (FLT3-ITD). ELT3-ITD se
observa en la LMA con un prevalencia entre el 20 y
27 %51, siendo especialmente frecuentes en los pa-
cientes con t(15;17) o con cariotipo normal. Entre es-
tos dltimos FLT3-ITD se encuentra entre el 28 y 33%
de los casos®™. La duplicacién afecta a un segmento
de la secuencia codificadora del dominio yuxtamem-
brana (exones 14 y 15), la longitud puede variar entre
3 y 400 nucledtidos y, aunque en ocasiones se acom-
pana de la insercién de algunos nucleétidos, no suele
afectar a la pauta de lectura’’. El otro tipo de alteracio-
nes encontradas son las mutaciones puntuales, entre
las que destaca la mutacién Asp 835 (FLT3-D835) que
afecta al dominio tirosincinasa de FLT3. Esta sucede
con una frecuencia de en torno al 7% en los pacien-
tes con LMA, aunque puede alcanzar hasta el 14% de
los pacientes con cariotipo normal®’!!, y su relacién
con el prondstico estd mucho mds cuestionada®®. Fi-
nalmente, también se han descrito mutaciones pun-
tuales localizadas en el dominio yuxtamembrana,
cuya incidencia global en la LMA se sitda en torno al
2%, no habiendo sido establecida para los casos con
cariotipo normal.

Existe una relacién entre la presencia de mutaciones
de FLT3 y determinadas caracteristicas bioldgicas de la
LMA al diagnéstico. Asi, los pacientes con FLT3-ITD
suelen debutar con una cifra mayor de leucocitos tota-
les y con un porcentaje de blastos, tanto en sangre pe-
riférica como en médula ésea, mayor que el de los pa-
cientes FLT3-ITD negativos. Asimismo, la incidencia
de FLTS-ITD parece ser menor en los pacientes con
LMA secundaria®.

Si bien existen algunas discrepancias, casi todos los
estudios coinciden en otorgar un papel prondstico ad-
verso a la presencia de FLT3-ITD5%!°. Aunque, en ge-
neral, la tasa de remisiones completas (RC) es inferior
en los pacientes con FLT3-ITD, ningin estudio ha de-
mostrado que tales diferencias sean significativas®®10.
Por el contrario, la peor evolucién de los pacientes
con mutaciones de FLT3 parece determinada funda-
mentalmente por un mayor riesgo de recaida (RR) y
una menor supervivencia libre de enfermedad (SLE).

Sin embargo, resultados recientes sugieren que la
mera presencia de FLT3-ITD no es suficiente para de-
terminar un prondstico adverso. Asi, Thiede et al” es-
tablecieron una relacién o ratio entre la cantidad del
alelo mutado y el alelo wild-type. La mediana de esta
ratio fue de 0,78, con extremos entre 0,03 y 32,56, y se
observé una peor SLE y supervivencia global (SG) de
los pacientes con una ratio superior a 0,78 con respec-
to a los pacientes sin mutaciones de FLT3. Para los pa-
cientes con una ratio inferior a 0,78, la SLE y SG fue
similar a la observada en pacientes sin mutaciones de
FLT3. De forma significativa, todos los pacientes estu-
diados con leucemia promielocitica aguda (LPA) y mu-
taciones FLT3-ITD mostraron una ratio baja. Por otra

parte, 15 pacientes presentaron un cociente superior
a 2. De ellos, 14 fallecieron durante el primer afio de
diagnéstico. Una ratio mds elevada se asocid con un
mayor nimero de leucocitos totales y de blastos en
médula ésea. En el anélisis multivariante, el cociente
entre el alelo mutado y el wild-type resulté un factor
pronéstico independiente para SLE y SG. En conso-
nancia con estos resultados, en un estudio del CALGB
(Cancer and Leukemia Group B) se ha demostrado el
caracter especialmente peyorativo de la ausencia del
alelo wild-type en los pacientes con FLT3-ITD, cuya in-
cidencia se sitda en torno al 10%, siendo éste el prin-
cipal factor prondstico independiente'?. Finalmente,
algunos estudios han sugerido que el nimero de mu-
taciones encontradas en cada paciente® o la longitud
de los segmentos duplicados® podrian asimismo tener
influencia prondstica.

En contraste con las FLT3-ITD, y a pesar que los
datos son en ocasiones contradictorios y el anali-
sis dificultoso por su baja incidencia, las mutaciones
FLT3-D835 no aparecen acompafarse de un prondsti-
co adverso en los pacientes de riesgo citogenético in-
termedio o cariotipo normal®®. De hecho, existen evi-
dencias de que aunque ambas alteraciones suponen
una activacién constitutiva del receptor, la cascada de
sefales que originan y, por tanto, las vias sobre las que
actGian no son equivalentes!!.

Mutaciones de NPM1

La nucleofosmina (NPM) es una fosfoproteina que
constantemente se traslada entre el nicleo y el cito-
plasma y que, en condiciones normales, tiene una lo-
calizacién predominantemente nucleolar. Entre las
funciones que se le atribuyen estdn la regulacién de
la duplicacién del centrosoma, el ensamblaje y trans-
porte de particulas preribosémicas a través de la mem-
brana nuclear o la prevencién de la agregacién de pro-
teinas en el nucleolo. Pero, ademads, la NPM regula
la estabilidad y actividad transcripcional de pS3 des-
pués de diferentes tipos de estrés, como la exposi-
cién a citostaticos, uniéndose a distintas proteinas, ta-
les como el propio p53 o aquellas que interaccionan
con p53 o lo regulan, como pueden ser Rb, P194% o
HDM2. Por tanto, dado que la NPM puede tener una
funcién potencial como supresor de tumores, las alte-
raciones en su movimiento entre ndicleo y citoplasma
pueden desempefiar un papel critico en la transforma-
cién maligna“.

El gen NP1 se encuentra en el cromosoma 5g35 y
se sabia de su implicacién en diversas translocaciones
cromosdmicas asociadas a linfomas o leucemias que
dan como resultado proteinas de fusién que retienen la
porcién amino terminal de NPM. Entre ellas destacan

NPM-ALK (t[2;5][p23;q35]) en el linfoma anapldsico
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de células grandes, NPM-RARa (t[5;17][q35;q21]) en
algunas formas poco frecuentes de LPA y NPM-MLF1
(t[3;5][q25;q35]) descrita en algunos casos de LMA.

Falini et al. estudiaron la localizacién subcelular de
la proteina NPM mediante métodos inmunohistoqui-
micos en 591 pacientes con LMA de novo'. En 208 pa-
cientes (35%) se detecté NPM citoplasmatica que no
se observaba en pacientes con LMA secundaria ni en
otros tumores, incluyendo otras neoplasias hematolé-
gicas. La NPM citoplasmatica se encontrd en el mo-
mento del diagnéstico y de la recaida en 25 pacientes
analizados en estos dos momentos y aparecié en to-
dos los subtipos FAB excepto M3, M4Eo y M7, aso-
cidndose a una baja expresién de los antigenos CD34
y CD138. La presencia de NPM citoplasmatica fue es-
pecialmente frecuente en los pacientes con cariotipo
normal (142 de 230 pacientes; 62%), no se observd
en los casos de anomalias citogenéticas especificas y
mostré una clara asociacién con las FLT3-ITD que se
presentaron con el doble de prevalencia con respecto
a las otras LMA.

Ademads, Falini e al. demostraron que, exceptuando
sélo un paciente, en todos los casos en los que se ob-
servaba un patrén de NPM citoplasmatica se encontra-
ban mutaciones en el exén 12 de NP1, dando como
consecuencia un cambio en la pauta de lectura y una
proteina anormalmente alargada que era retenida en
el citoplasma'®. En principio se describieron 6 muta-
ciones distintas de NPA1, aunque en trabajos poste-
riores se han descrito otras con frecuencias inferiores.
Practicamente todas las mutaciones consisten en la in-
sercién de 4 bases bien entre los nucleétidos 960-961 o
964-965. La mutacién A que consiste en la duplicacién
de 4 bases TCTG es el cambio mas comun. EI 97% de
todas las mutaciones ocurren en el nucleétido en posi-
cién 960 y suponen la pérdida de dos residuos triptd-
fano en las posiciones 288 y 290 (o sélo 290), los cua-
les son esenciales para la translocacién nuclear de la
proteina. El estado de la mutacion es heterocigoto en
casi todos los casos. Existen evidencias de que las mu-
taciones de NPAI1 son un evento anterior a la adqui-
sicién de mutaciones de FLT3, sugiriendo que las mu-
taciones de NPM1 pudieran ser un evento primario en
la leucemogénesis®.

Varios trabajos han analizado el impacto de las mu-
taciones de NPM1 en el prondstico de los pacientes
con LMA asi como su relacién con las distintas carac-
teristicas clinico-biolégicas'®?!. La incidencia de muta-
ciones de NPM1 oscila entre 25 y 53% de las LMA,
siendo significativamente mds frecuente en los pacien-
tes con cariotipo normal (entre 46 y 67 %)'*?!. Las mu-
taciones de NPM1 se asocian con los subtipos FAB
M4 y M5 fundamentalmente, sin que se observen en
la LMA M83. Suelen tener una cifra de leucocitos mas
alta, son mas frecuentes en mujeres, se asocian a una
cifra de plaquetas mas elevada, muestran una cifra ma-
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yor de blastos en médula ésea y una expresién menor
de CD34'%2!, Como se ha comentado anteriormen-
te, existe una clara asociacién entre las mutaciones de
FLT3 y las de NPM1. Las mutaciones de CEBPA ocu-
rren con una incidencia similar en pacientes con y sin
mutaciones de NPAI1, mientras que la asociacién con
duplicaciones parciales en tindem de MLL (MLL-PTD)
es extremadamente rara'l.

En el trabajo original de Falini et al. se demostré la
influencia pronéstica favorable de la localizacién cito-
plasmatica de NPM1 para la obtencién de remisién
completa. Desde el punto de vista de la evolucién
de los pacientes, la mayoria de trabajos otorgan un
papel favorable a las mutaciones de NPA1. No obs-
tante, ese prondstico favorable se observa fundamen-
talmente en los pacientes con mutaciones de NP/NI1
pero sin FLT3-ITD, que alcanzan tasas de RC, SLE y
SG!¥ netamente superiores a las observadas en pa-
cientes con mutaciones concomitantes de NPM1 y
FLTS-ITD. De hecho, sélo dos trabajos no han de-
mostrado un pronéstico favorable de las mutacio-
nes de NPM1 y ambos tienen en comin que el gru-
po de pacientes con mutaciones de NPA1 pero sin
FLT3-ITD no fue analizado como tal**?!. Por tanto, las
mutaciones de NPM1 definirfan un grupo de mejor
prondstico dentro de los pacientes con LMA con ca-
riotipo normal, siempre que no se asocien a duplica-
ciones en tindem de FLT3.

Mutaciones en CEBPA

Los factores de transcripcién pertenecientes a la fa-
milia CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) parti-
cipan en el equilibrio entre proliferacién celular y
detencién mitética del crecimiento durante la dife-
renciacién terminal. Dentro de esta familia de pro-
teinas destaca CEBPA?*?. CEBPA esta formada por
un dominio de unién al ADN compuesto por una re-
gién basica (b) positivamente cargada y en contac-
to con el ADN y una cremallera de leucina (ZIP) en
su extremo C-terminal que media en la dimeriza-
cién???, La regién terminal N estd menos conserva-
da y contiene dos dominios reguladores y de tran-
sactivacién, TAD1 y TAD2, ambos incluidos en una
proteina de 42 kDa. Otra proteina mas corta, de 30
kDa, que se inicia en el coddén 120, contiene sélo el
dominio TAD2%%,

CEBPA ejerce una regulacién positiva durante la di-
ferenciacién granulocitica, produciendo su expresion
la diferenciacién de los neutréfilos. De hecho, en ra-
tones transgénicos con CEBPA mutado no se obser-
van granulocitos maduros, mientras que el resto de
células hematopoyéticas se encuentran en las pro-
porciones habituales®»?. Al parecer, ejerce una regu-
lacién negativa de c-Myc que permite a los precurso-
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res entrar en la via de diferenciacién granulocitica, a
la vez que activa transcripcionalmente a los promo-
tores de diversos factores de crecimiento granulomo-
nociticos?%.

El gen CEBPA se localiza en el cromosoma 19q13.1.
Se han descrito mutaciones de este gen en pacien-
tes con LMA con una frecuencia de entre el 7 y el
11% (15-19% en pacientes con cariotipo normal) y
que resultan en una inactivacién de CEBPA?*?. Estas
mutaciones se pueden dividir en tres grupos depen-
diendo de sus efectos sobre la expresién y estructura
de CEBPA. El primer grupo comprende mutaciones
“sin sentido” del extremo N-terminal que generan la
ausencia de la proteina de 42 kDa y que dan como
resultado una pérdida del potencial de transactiva-
cién de CEBPA. Mientras, la proteina de 30kDa es
normalmente expresada ejerciendo un efecto domi-
nante negativo y ocasionando un bloqueo madura-
tivo de los granulocitos?*?. El segundo grupo inclu-
ye mutaciones localizadas en el dominio bZIP de la
regién C-terminal que también generan una pérdi-
da de la capacidad de transactivacién del gen pero
no son responsables de un efecto dominante negati-
vo ni ocasionan un bloqueo en la maduracién®. Fi-
nalmente, un tercer grupo comprende dos grandes
deleciones en la parte media de la secuencia codi-
ficadora induciendo un codén de parada antes del
dominio bZIP%. Algunos pacientes presentan muta-
ciones heterocigotas, mientras que otros presentan
mutaciones bialélicas del extremo C-terminal o in-
cluso mutaciones concomitantes de los extremos C-
y N-terminal'’.

Las mutaciones de CEBPA parecen relacionarse con
una menor proporcién de blastos en sangre periféri-
ca al diagnéstico, recuentos mds bajos de plaquetas,
menor afectacién extramedular, menor incidencia de
mutaciones de FLT3 y MLL-PTD, y cariotipo de ries-
go intermedio®. Respecto a las tasas de RC no pare-
ce que difieran entre los pacientes con y sin mutacio-
nes de CEBPA**. Por el contrario, los pacientes con
mutaciones de CEBPA tienen un curso clinico favora-
ble con mejores porcentajes de SG, SLEV y SLE a los
5 afios que el resto de pacientes del grupo de riesgo
citogenético intermedio® o con cariotipo normal?*.
Mediante anélisis multivariante se ha demostrado el
valor pronédstico independiente de las mutaciones de
CEBPA*%_ Sin embargo, al igual que ocurre con las
mutaciones de NP1, parece que el valor prondsti-
co favorable de las mutaciones de CEBPA se pierde
cuando éstas se acomparfian de FLT3-ITD en un mis-
mo paciente?*?. Por Gltimo, se ha sugerido que el va-
lor pronéstico de los distintos tipos de mutaciones de
CEBPA podria ser distinto, siendo més favorable en
aquellos casos con mutaciones del extremo N-termi-
nal® si bien estos hallazgos precisan de confirmacién
en series independientes.

Duplicaciones parciales en tandem de MLL (MLL-DPT)

El gen MLL/ALL1/HRX esta localizado en la banda
1123, presenta un tamafio aproximado de 100 kb y
codifica una proteina que regula de forma positiva el
mantenimiento de la expresién de los genes HOX, ne-
cesarios para la formacién de los patrones de desa-
rrollo y diferenciacién celular. El gen consta de tres
dominios de funcién conocida, uno de ellos induce re-
presién transcripcional, otro codifica para una protei-
na de tipo “dedos de Zinc”, mientras que el tercero es
un dominio de activacién transcripcional.

Las duplicaciones en tandem de AILL fueron las pri-
meras alteraciones moleculares descritas en la LMA con
citogenética normal". La mayor parte de estos reorde-
namientos se detectan en una regién de 8,3 kb situada
entre los exones 5 y 11. Menos frecuentemente la re-
gién duplicada se extiende entre los exones 5 y 12. Las
DPT siempre suponen la duplicacién del extremo N-ter-
minal de la proteina MLL y, a diferencia de los reorde-
namientos con otros genes que suponen la creacion de
distintas proteinas quiméricas de fusion, las MLL-DPT
retienen todos los dominios funcionales de la proteina
MLL silvestre!l. Se ha sugerido que el mecanismo leu-
cemogénico inducido por este gen podria ser el resul-
tado de la actuacién simultdnea de un efecto de ganan-
cia de funcién y pérdida concomitante de funcién del
otro alelo de MLL (haploinsuficiencia). El silenciamien-
to de este tltimo parece estar mediado por mecanismos
epigenéticos (metilacién y modificacién de histonas) y
puede ser revertido farmacolégicamente, lo que pudiera
tener implicaciones terapéuticas®. Las MLL-DPT se de-
tectan aproximadamente entre el 5 y 10% de las LMA
con citogenética normal y en el 90% de las LMA que
presentan trisomia del 11 como anomalia cromosémi-
ca Unica. No parece que existan diferencias significati-
vas en la forma de presentacién de los pacientes con o
sin MLL-DPT#?. Entre el 30 y el 40% de los pacientes
con MLL-DPT presentan ademas FLT3-ITD asociadas,
mientras que las mutaciones concomitantes de NPM o
CEBPA son raras. En dos estudios recientes realizados en
81y 221 LMA se ha observado una menor SLE?*® en los
pacientes con MLL-DPT. Sin embargo, ningin estudio
ha incluido otras alteraciones moleculares en los analisis
multivariantes de supervivencia y, por tanto, el cardcter
pronéstico independiente de la presencia de MLL-DPT,
en particular frente a FLT3-ITD, estd por determinar.

Sobreexpresion de genes
Expresion de EVI1

El gen EVI1 (Ecotropic viral integration site) es un proto-
oncogén que se encuentra localizado en 3q26 y codifi-
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ca una proteina nuclear de 145 kDa que tiene dominios
en dedo de zinc, semejantes a los de los reguladores
transcripcionales. EVI1 estd implicado en la patoge-
nia de la LMA y SMD con reordenamientos de 3q26.
Los reordenamientos de 3q26 se caracterizan por estar
asociados a un pésimo prondstico con muy mala res-
puesta a la quimioterapia. El papel que EVI1 desempe-
fa en el proceso de la leucemogénesis es desconocido,
aunque diversos estudios han demostrado que una ex-
presién inadecuada de EVI1 en las células hematopo-
yéticas inmaduras interfiere con el desarrollo normal
de la serie eritroide y granulocitica.

Actualmente se sabe que EVI1 puede formar me-
diante splicing alternativo un transcrito de fusién con
el gen MDS1. MDS1-EVI1 codifica una proteina lar-
ga que contiene la proteina EVI1 completa con una
extension N terminal Unica adicional. Aunque ambas
proteinas, EVI1 y EVI1-MDS1, estan relacionadas, po-
drian tener funciones opuestas®.

Diversos estudios han descrito una expresién abe-
rrante de EVI1 sin que exista evidencia de alteraciones
de 3q26, lo que sugiere la existencia de mecanismos al-
ternativos para la activacién de este gen. Entre estos es-
tudios destaca un andlisis realizado sobre 319 pacien-
tes con LMA de novo, en el que se buscé la expresion
de EVI1 mediante técnicas de PCR en tiempo real uti-
lizando sondas que permitian diferenciar entre EVI1 y
NMDS1-EVI1*. De los 319 pacientes, 44 (14%) expresa-
ron niveles altos de EVI1, MDS1-EVI1 o ambos. De es-
tos 44 pacientes, sélo 6 (14%) expresaron Unicamen-
te EVI1, 26 (59 %) expresaron EVI{ y MDS1-EVI1 y 12
(27 %) MDS1-EVI1 solamente. De los 44 pacientes con
expresion de EVI1 y/o MDS1-EVI1 sélo 4 (9%) tenfan
alteraciones de 3q26. Ninguno de los 275 pacientes ne-
gativos para EVI1 o MDS1-EVI1 presenté alteraciones
de 3q26. Quince de 32 pacientes (47 %) con expresion
de EVI1 (EVI1 solo o EVI1 y MDS1-EVI1) presentaron
anomalias cromosémicas de mal prondstico frente al
8% de los pacientes que sélo expresaron MDS1-EVI1 y
el 12% de los que no expresaron EVI1 ni MIDS1-EVI1.
No se observaron casos de t(15;17), t(8;21) o inv(16)
en los pacientes que expresaron EVI1, lo que contras-
ta con una prevalencia de estas anomalias del 33% en
los pacientes con MDS1-EVI1 y del 19% en los que
no expresaban tampoco MDS1-EVI1. Respecto al gru-
po de riesgo citogenético intermedio, sélo 16 pacientes
de 212 (8%) presentaron expresién de EVI1, y de ellos
tan sélo 5 tenfan un cariotipo normal. Se observé una
frecuencia especialmente alta de casos de expresion
de EVI1 y MDS1-EVI1 en los pacientes con reordena-
mientos de MLL (57 %), raramente se observé coinci-
dencia con alteraciones de FLT3 y tampoco se encontrd
una correlacién significativa con la edad, sexo, cifra to-
tal de leucocitos o plaquetas y otras variables®.

La expresién de EVI4, solo o en combinacién con
MDS1-EVI4, se asocié con un mal prondstico, con ta-
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sas de SG, SLEV y SLE claramente inferiores, significa-
cién prondstica que también se mantuvo en el grupo
de cariotipo de riesgo intermedio. Sin embargo, el por-
centaje de pacientes con expresién aberrante de EVI1
y cariotipo normal parece ser reducido®.

Expresion de BAALC

El gen BAALC (brain and acute leukemia, cytoplasmic) se
localiza en 8q22.3 y se expresa fundamentalmente en
tejidos derivados del neuroectodermo y en los precur-
sores hematopoyéticos. En neoplasias hematolégicas
la hiperexpresién de BAALC se ha observado en LMA,
leucemia linfobléstica aguda, crisis blasticas de leu-
cemia mieloide crénica (LMC), pero no en LMC en
fase crénica o en leucemia linfoide crénica. Aunque
con algunas diferencias metodoldgicas, diversos estu-
dios han mostrado que en la LMA la hiperexpresion
de BAALC en médula ésea o sangre periférica de pa-
cientes de novo menores de 60 afios y cariotipo normal
es un factor prondstico independiente en cuanto a la
resistencia a la terapia de induccién, SG y RR'*#.

Expresion de WT1

El gen del tumor de Wilms (WT+), originalmente rela-
cionado con la patogénesis del tumor renal de Wilms,
se localiza en 11p13 y codifica un factor de transcrip-
cién. Este gen tiene una expresion tejido-dependien-
te asociada principalmente al sistema genitourinario,
siendo practicamente indetectable en las células de
médula ésea normal, sangre periférica y en otros te-
jidos normales. Ademas, W11 se ha relacionado con
la regulacién de la diferenciacién y proliferacién de las
células sanguineas durante la hematopoyesis.

El gen WT1 se expresa en un 80-93% de las LMA.
Por ello, diversos estudios han abordado la evaluacién
cuantitativa de W7/ como un marcador “panleucémi-
co” de enfermedad residual. En un reciente estudio se
ha mostrado mediante un analisis multivariante el des-
favorable impacto de la hiperexpresién de WT4 en la
probabilidad de recaida en pacientes adultos con LMA
de novo. A pesar de la asociacién con FLT3-ITD, la hi-
perexpresién de WT4 ha mostrado un valor prondstico
independiente®!. Estos estudios, sin embargo, precisan
de confirmacién en series independientes.

Otros genes

La expresién aberrante de algunos genes, como
ERG (ETS-related gene)®, MN1 (meningioma 1)* o
ABCG2 (que codifica la proteina de resistencia del
céancer de mama, BCRP)* ha mostrado en estudios
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se sumaran nuevos genes, asi como diversas alteracio-
nes epigenéticas o determinados perfiles de expresién
molecular.

El conocimiento mds profundo de las alteraciones
moleculares que subyacen en la LMA con cariotipo
normal sin duda tendrd un impacto importante en el
tratamiento de estos pacientes, no sélo en cuanto a
una mejor estimacién del prondstico individual sino
también con el desarrollo de nuevas terapias dirigidas
contra dianas moleculares especificas.

Figura 2. Mutaciones aisladas de NPM, FLT3-ITD, CEBPA
y MLL-DPT, y sus distintas combinaciones en 245 pacientes con
cariotipo normal. Déhner et al.*’.

relativamente pequefios tener un significado pronds-
tico adverso. Estos resultados, sin embargo, requie-
ren de validacién en otras series. En contraste, re-
cientemente se ha demostrado la ausencia de valor
pronéstico de las mutaciones de NRAS en la LMA
con cariotipo normal®.

Conclusiones

Desde el punto de vista citogenético, los pacientes con
cariotipo normal constituyen el grupo mas numeroso
dentro de la LMA. La ausencia de otros factores pro-
nésticos clinicamente relevantes en este subgrupo de
pacientes ha motivado en los Gltimos afios una exten-
sa busqueda de nuevas alteraciones moleculares que
pudieran ayudar a profundizar en los mecanismos de
la leucemogénesis y, al mismo tiempo, ofrecer una es-
timacién mas precisa del prondstico. Todo ello ha per-
mitido constatar que la LMA con cariotipo normal pre-
senta una notable heterogeneidad molecular. Asi, se
han descrito mutaciones de genes como FLT3, NP1,
CEBPA o MLL, entre otros, o la expresioén aberran-
te de algunos genes como EVI1, BAALC, WT1, ERG,
MN1 o ABCG2. Ademas, estas alteraciones no siem-
pre son excluyentes entre si, pudiendo coexistir varias
de ellas en un mismo individuo (Figura 2). En este sen-
tido, son necesarios estudios que permitan conocer el
peso prondstico relativo que cada una de estas alte-
raciones representa para una mejor estratificacién del
riesgo. Por otra parte, aunque la mayoria de los pa-
cientes con LMA y cariotipo normal presentan al me-
nos una de las alteraciones genéticas que se han men-
cionado, casi una cuarta parte de los mismos carece de
mutaciones de FLT3, NAVIP1, CEBPA o MLLY . Ello vie-
ne a subrayar la enorme tarea todavia pendiente en la
caracterizacién molecular de la LMA, a la que sin duda
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Introduccion

Hace 15 afios una persona que tuviera una leucemia
promielocitica aguda (LPA) estaba practicamente con-
denada a muerte. Hoy, la tasa de curacion de este ti-
po de leucemia es superior al 90%?*. Este enorme salto
se debe a la conjuncién de varios elementos, entre los
que destacan los primeros ensayos clinicos con bio-
moléculas que inducian la diferenciacién, en este caso
la administracién de acido retinoico y, de forma espe-
cial, la identificacién de un marcador citogenético, la
translocacién entre los cromosomas 15 y 17, que se
asociaba de forma especifica con este tipo de leuce-
mia. Asi, de forma casi simultdnea se vio que uno de
los genes afectados por esta translocacién codifica el
receptor celular para el acido retinoico y que la admi-
nistracién de altas dosis de este farmaco, cuya via en
los precursores mieloides de la médula ésea estaba al-
terada debido a esa misma translocacién, solucionaba
el problema de forma mas satisfactoria para la super-
vivencia del paciente’.

De manera similar, el diagnéstico de una leucemia
mieloide crénica (LMC), cuyas células hematopoyé-
ticas presentaban el marcador cromosémico Philade-
phia (Ph+) conllevaba, hasta el reciente afio 2000, un
pronéstico fatal dilatado en un periodo de no més de 5
afios. Esta situacién también cambi6 radicalmente tras
la rdpida inclusién del inhibidor especifico de la activi-
dad tirosincinasa (imatinib mestilato) como terapia de
primera linea en pacientes con LMC Ph+?3. Ahora ya
pertenece al dominio de conversacién comdn entre los
profesionales y entre los pacientes que las leucemias
tienen casi siempre alteraciones genéticas y que estas
alteraciones pueden emplearse para dirigir u orientar
el tratamiento.

En los dltimos afos, la utilizacién de nuevas técni-
cas de citogenética y genética molecular ha permitido
la caracterizacién de muchas de las alteraciones gené-
ticas recurrentes identificadas en casi todas las neo-
plasias hematoldgicas, permitiéndonos un mayor en-
tendimiento de su patofisologia. Esto ha sido posible
gracias al desarrollo de técnicas como las bandas G,
la hibridacién in situ con fluorescencia (FISH), el cario-
tipo espectral (SKY), la hibridacién genémica compa-
rativa (CGH), los analisis de pérdida de heterocigosi-
dad (LOH), la secuenciacién automatica y los estudios
de expresién. Avances tecnoldgicos como el proyecto
Genoma, nuevas técnicas de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), el desarrollo de modelos animales
y la mayor disponibilidad de la informacién biolégica
en bases de datos publicas han facilitado la identifica-
cién y caracterizacién de genes implicados en el desa-
rrollo leucémico. Estos avances no sélo han permitido
una mayor capacidad para predecir el pronédstico y la
respuesta al tratamiento de estos pacientes, sino para
el desarrollo de terapias dirigidas frente a estas dianas

moleculares. En concreto, en el simposio del que for-
ma parte esta ponencia, se ha hablado de las altera-
ciones cromosémicas y moleculares que tienen lugar
en el mieloma mdltiple, los linfomas y las leucemias
mieloides agudas. Esta tltima ponencia se ocupara de
resumir brevemente los datos genéticos actualizados
correspondientes a los sindromes mieloproliferativos
crénicos (SMP) con el objetivo mds general de indicar
o sugerir los pasos futuros a dénde nos conduce la in-
tegracion de la genética, ya sea citogenética, molecular
o0 epigenética, en el diagnéstico y manejo terapéutico
de las neoplasias hematoldgicas.

Sindromes mieloproliferativos cronicos
BCR-ABL negativos

Los sindromes mieloproliferativos crénicos son un
grupo heterogéneo de enfermedades caracterizadas
por la proliferacién clonal en la médula de uno o mas
linajes mieloides. Como consecuencia, se acumulan
células maduras (granulocitos, eritrocitos y/o plaque-
tas) en sangre periférica y, frecuentemente, se asocian
con esplenomegalia y hepatomegalia. Al margen de la
LMC, cuya patologia molecular es conocida y con una
terapia molecular ya definida, el resto de SMP consti-
tuyen el grupo de SMP BCR-ABL (-) segun la clasifi-
cacién propuesta por la Organizacién Mundial de la
Salud*. Estan subdivididos en SMP clasicos, donde se
incluye a la trombocitemia esencial, la mielofibrosis
con metaplasia mieloide o mielofibrosis crénica idio-
pética y la policitemia vera, y SMP atipicos, donde se
incluyen las enfermedades eosinofilicas, la mastocito-
sis sistémica, leucemia mieloide crénica atipica, leuce-
mia mielomonocitica crénica, leucemia mielomonoci-
tica juvenil y leucemia neutrofilica crénica, entre otros.
Basado en cuanto se conoce de alteraciones citogené-
ticas y moleculares® es posible reordenar o completar
esa clasificacion tal como presentamos en la Tabla 1. El
mensaje de este resumen es claro. En SMP hay muta-
ciones de diferente etiologia (translocaciones que ori-
ginan fusiones, cambios de secuencia, deleciones, etc.)
que tienen como resultado la activacién de oncogenes.
Surgen entonces alguna preguntas: scémo las detecta-
mos¢ scudntas hay¢

¢Queé tipo de diagnéstico genético
ha de emplearse en hematologia?

Esta es una pregunta antigua cuya respuesta ha enfren-
tado de forma tradicional a los profesionales implica-
dos en el diagndstico genético de las neoplasias hema-
tolégicas. Empefiados histéricamente en la defensa y la
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Tabla 1. Clasificacion molecular de los SMP

Clasicos

Genes implicados Alteracion molecular Técnica de deteccion Frec.
Leucemia mieloide crénica ABL1 Fusion BCR-ABL1 RT-PCR, FISH, cariotipo 100%
Policitemia vera JAK2 Mutacién V617F Secuenciacion 100%
Trombocitemia esencial JAK2 Mutacion V617F Secuenciacion 50%
Mielofibrosis idiopatica JAK2 Mutacién V617F Secuenciacion 55%

Atipicos

Definidos molecularmente

Genes implicados Alteracion molecular Técnica de deteccion Frec.
MS y LEC con reordenamiento PDGFRA PDGFRA Fusiones: PDGFRA RT-PCR, FISH 100%
LEC y SMP conreordenamiento PDGFRB PDGFRB Fusion: PDGFRB Cariotipo, FISH 100%
MS con mutacion C-KIT CKIT Mutacion D816V Secuenciacion 100%
SMP asociado a 8p11/FGFR18 FGFR1 Fusiones: FGFR1 Cariotipo, FISH 100%
Definidos por clinica y patologia

Genes implicados Alteracion molecular Técnica de deteccion Frec.
Leucemia neutrofilica cronica JAK2 Mutacion V617F Secuenciacion 20%
Leucemia mielomonocitica crénica JAK2 Mutacién V617F Secuenciacion 3%
Leucemia mielomonocitica juvenil PTPN11 Mutaciones 30%

NF1 15%
RAS 15%

L. basofilica crénica =
Sindrome hipereosinofilico -
LEC sin definicion molecular =
MS sin definicion molecular -

SMP no clasificado -

MS: mastocitosis sistémica; LEC: leucemia eosinofilica crdnica; SMP: sindrome mieloproliferativo; FISH: hibridacidn in situ con fluorescencia.

busqueda de la mejor técnica genética para su empleo
diagnéstico, ahora todos convenimos en que las técni-
cas, en si mismas, no son una respuesta sino una herra-
mienta. La pregunta adecuada es scdmo se diagnosti-
ca mejor y mas precozmente una mutacién en nuestro
campo¢ Para clarificar esta respuesta se han manteni-
do reuniones de los Grupos de Citogenética y Biologia
Molecular de la Asociacién Espafiola de Hematologia y
Hemoterapia y se ha elaborado una guia consensuada
y adaptada a la clinica que serd pronto editada. Como
ejemplo, en la Tabla 1 se sugieren las técnicas de detec-
cién mas adecuadas para tipo de mutacién en SMP.

En general, en términos de deteccién de mutacio-
nes, se aprecia en la literatura reciente una tenden-
cia a las secuenciaciones masivas de genes o regio-
nes gendémicas de interés. Thomas et al.® investigaron
la presencia de 238 mutaciones conocidas que afec-
tan a 17 oncogenes en 1.000 muestras tumorales co-
rrespondientes a 17 tipos de cancer. Catorce de los
17 oncogenes estaban mutados en al menos un caso
y el 30% de las muestras analizadas presentaron al
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menos una de las mutaciones. Estos autores identifi-
caron nuevas mutaciones en nuevos tipos de tumo-
res y observaron un inesperado y elevado numero
de mutaciones coincidentes. Greenman et al.” estu-
diaron 1.000 mutaciones somadticas en los exones de
518 proteinquinasas en 210 muestras de varios tipos
de tumores. Encontraron una gran variabilidad en el
numero y el patrén de mutaciones en cada muestra
individual y han introducido los conceptos de mu-
taciones “pasajero” y mutaciones “conductoras”. Las
primeras van “acompafando” al cdncer y tienen su
origen mds probable en la inestabilidad gendmica
y las segundas se centran en Unicamente 120 genes y
son las que contribuyen de forma mds decisiva al de-
sarrollo tumoral. Finalmente, Sjéblom er 4l.® han rea-
lizado un analisis sistemdtico y exhaustivo de un ele-
vado nimero de genes (ellos estudian 13.023) en un
reducido grupo de tumores (11 muestras de mama y
11 de colon) y han demostrado que 189 genes (el 2%
del total estudiado) aparecen mutados y que cada tu-
mor acumula una media de 11 mutaciones.
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Respondiendo a la pregunta, aunque la secuenciacién
completa es, probablemente, el camino mas seguro, no
estd al alcance de un laboratorio clinico, por ello nece-
sitamos alimentarnos intelectualmente de los trabajos
gendmicos a gran escala y trasladar a la rutina aquellas
mutaciones cuya incidencia o relevancia biolégica esté
contrastada. La espera de “noticias” no debe ser con-
templativa. En los laboratorios deben seguir incorpo-
randose datos de determinaciones del cariotipo (la ma-
yoria de las fusiones descritas en SMP se descubrieron
por translocaciones cromosémicas) y de genética mole-
cular (secuenciacién, metilacion, etc.). No nos podemos
permitir el lujo de prescindir de ninguna de ellas.

¢Cuantas alteraciones genéticas son esenciales
para desarrollar un tumor?

Existen modelos celulares donde un Unico evento ge-
nético (como la fusién del gen MLL con el gen ENL,
resultado de la translocacion t[11;19][q23;p13]) recapi-
tula todo el proceso biolégico y patolédgico de la leu-
cemia mieloide aguda (LMA)’. Sin embargo, como se
ha visto a lo largo de las anteriores ponencias, acepta-
mos que existen diferentes mecanismos de oncogene-
sis y hay, de hecho, més evidencias que indican que
son mas de uno los mecanismos responsables del es-
tablecimiento y desarrollo del clon tumoral. En el caso
concreto de las LMA estd bastante aceptada la hipé-

tesis de los dos hits propuesta por D. Gary Gilliland™.
Esta teoria propone que para el desarrollo del fenoti-
po leucémico es necesaria la cooperacién de mutacio-
nes que confieren a la célula una ventaja proliferativa
(mutaciones tipo I, como la activacién constitutiva de
RAS o de genes con actividad tirosincinasa) (Figura 1),
con mutaciones que alteran la actividad de los facto-
res de transcripcién y bloquean los procesos de dife-
renciaciéon (mutaciones tipo II) (Figura 1). Las muta-
ciones en RAS o de las tirosincinasas conferirian una
ventaja proliferativa y de supervivencia a las células
y las proteinas de fusién, como AML1/ETO, PML/
RARa o mutaciones puntuales en AML1 o C/EBPa al-
terarian la diferenciacion. A favor de esta hipétesis es-
taria la frecuente observacién de FLT-ITD en pacientes
con reordenamientos como la t(8;21), t(15;17), inv(16)
o mutaciones de MLL (translocaciones o duplicacio-
nes). Estos resultados no excluyen la necesidad de mu-
taciones adicionales. Incluso es posible que, la presen-
cia de mutaciones adquiridas, o constitutivas, en las
vias de reparacién de ADN o del TP53-Rb, contribu-
yan al desarrollo de estos dos hits.

Ademads de esta hipétesis, y reflejando al menos par-
cialmente los hallazgos del gran ndmero de mutacio-
nes detectadas de forma simultdnea en un solo tumor,
hemos de tener en cuenta la aparicién de la inestabi-
lidad gendémica como un rasgo caracteristico del de-
sarrollo tumoral. Nuestros grupos!!? han demostrado
que las células leucémicas en LMA son afectadas por
una inestabilidad gendmica generalizada que resulta

Célula Normal Célula Pre-Neoplasica

Célula Neoplasica

Mutaciones que favorecen la
proliferacién y la supervivencia celular

B (Mutaciones Clase )
Genoma integro

Mutaciones que bloquean
la diferenciacién (Mutaciones Clase Il)

>

Mutaciones que bloquean la diferenciacion
(Mutaciones Clase l)

—>

Mutaciones que favorecen la
_) proliferacion y la supervivencia celular
(Mutaciones Clase 1)

Figura 1. Representacion esquematica de la hipétesis de los dos hits como mecanismo oncogénico en la leucemia mieloide aguda.
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en la pérdida y/o ganancia de regiones cromosémicas.
Estas regiones cromosémicas no son muy recurrentes
pero su ndmero nos indica el dafio gendmico que car-
ga el clon tumoral y tiene un valor prondstico inde-
pendiente, al margen de la existencia de mutaciones
tipo I o II". Si es posible encontrar algunas regiones
alteradas recurrentemente en los casos con gran ines-
tabilidad, en concreto hemos identificado el gen de la
neurofibromatosis tipo I (NF1) como el objetivo prefe-
rente de las alteraciones gendmicas y genéticas en este
subgrupo de pacientes de LMA™.

En este escenario, por lo tanto, no es posible respon-
der a la pregunta sobre el nimero de mutaciones nece-
sarias pero si podemos avanzar que son mas de las es-
peradas y la foto final serd mas compleja de la prevista.
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