3 Resultats

3.1 Revisio de les diferents técniques de citogenética i biologia molecular

utilitzades en el diagnostic de la leucémia mieloide aguda (0)

Aventin A, Casas S. Leucemia mieloide aguda: Caracterizacion genética.
Haematologica 2001;86(Sup I 1):219-26.

En aquest estudi de revisid es descriu la importancia clinica de les
alteracions genétiques pel diagnostic, pronostic i tractament de la LMA.
Tanmateix, es revisen les principals técniques de citogenética i biologia
molecular per la deteccié d’anomalies genétiques associades a la LMA.

Basicament el diagnostic genétic de la LMA es dur a terme mitjancant
ACC junt amb la RT-PCR pels gens de fusido relacionats amb valor
pronostic. L’ACC permet un analisi global dels possibles reordenaments
cromosomics pero, al treballar en metafases, la seva limitacio es troba en la
resolucio, la qual pot ser inferior en casos on s’obtenen cromosomes de mala
qualitat, i en la necessitat d’obtenir cel.lules en divisio. Al basar-se en una
amplificaciéo d’ADN, la RT-PCR ofereix una elevada sensibilitat de deteccio,
pero la principal limitacié del métode és el fet que només és possible
analitzar la seqiiéncia especifica entre els primers utilitzats. Aixi doncs, en
els ultims anys han aparegut diferents técniques per complementar les
limitacions diagnostiques, tant de ’ACC com de la RT-PCR. En el primer
grup s’inclouen la M-FISH i la CGH, mentre que la multiple-PCR i la PCR

circular serien variants de la RT-PCR.
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granulocitica (MPO). Sin embargo, hoy se conoce
que ambos tipos de mieloblasto, con relativa fre-
cuencia, muestran también rasgos fenotipicos di-
ferenciales debido a la existencia de aberraciones
fenotipicas en el mieloblasto patolégico, presumi-
blemente relacionadas con las anomalias genéticas
presentes en él.
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LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA:

CARACTERIZACION GENETICA
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Introduccién

La leucemia mieloide aguda de novo (LMA) es una
hemopatia maligna caracterizada por una gran he-
terogeneidad clinico-biolégica. Fue durante las dé-
cadas de los 70 y 80 cuando se describieron las pri-
meras asociaciones entre determinadas anomalias
cromosémicas y rasgos clinico-citolégicos configu-
randose los llamados “sindromes de leucemia aguda
no linfobldstica” y cuyos ejemplos mas destacables
son: LMA (M2) con t(8;21)(q22;922), leucemia
aguda mielomonocitica (M4) con eosinofilia e
inv(16)/t(16;16)(p13;922), leucemia aguda pro-
mielocitica (M3) con t(15;17)(q22;921), y LMA con
anomalias del cromosoma 11g23. Aunque sin duda
alguna, el bandeo cromosémico fue esencial en la
identificacién de las alteraciones citogenéticas, la in-
troduccién del cultivo a corto término y el método
de sincronizacién celular o bandeo da alta resolu-
cién contribuyeron a mejorar los resultados y aplica-
bilidad del estudio citogenético en la practica clini-
ca. En 1988 se propuso la clasificacién MIC, para la
LMA, la cual combinaba el perfil inmunofenotipico
y citogenético con el morfo-citoquimico cldsico defi-
nido por los criterios del grupo cooperativo FAB;
con ella se ponia de manifiesto el interés y la necesi-
dad de utilizar un abordamiento multidisciplinario
para el diagnéstico y manejo de las LMA. Con el es-
tudio molecular de las regiones cromosémicas
implicadas en las alteraciones citogenéticas se iden-
tificaron los genes, muchos de ellos factores de
transcripcién, que como consecuencia de la relocali-
zacién producian un gen quimérico o gen de fusion,
cuyo producto de transcripcién podia ser facilmente
detectado e incorporado al estudio inicial del diag-
néstico. La combinacién de la citogenética clasica
con las técnicas de biologia molecular y de hibrida-
cién in situ fluorescente, ha sido fundamental no
sélo a nivel diagnéstico sino también para el conoci-
miento de los mecanismos de leucemogénesis. En el
presente trabajo, se comenta como esta informa-
cion contribuye en la préctica clinica al cuidado de
los enfermos con LMA, y como la aplicacién de nue-
vas metodologias configuran actualmente el diag-
néstico genético multidisciplinario.

Importancia clinica de los hallazgos
citogenéticos-moleculares en la leucemia
mieloide aguda

Diagnéstico
El analisis citogenético convencional o merafdsi-
co (ACC) ha permitido la identificacion de una
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Tabla 1. Alteraciones genéticas balanceadas en LMA

Alteracidn cromosémica Genes involucrados
t(8;21)(q22;922) AML1-ETO
t(6;9)(p23;q34) DEK-NUP214
inv(3)/t(3;3)(q21;926) Riboforina-EVI1
t(3;5)(g25;934) MLF1-NPM1
t(15;17)(q22;921) PML-RARa
t(11;17)(923;921) PLZF-RARa
t{11;17)(q13;921) NuMA-RARa
t(5;17)(g35:921) NPM-RARax
inv(16)/t(16;16)(p13;q22) CBFB-MYH11
t{v;11g23) v-MLL
t(6;11)(q27;q23) MLL-AF6
t(9;11)(p22;q23) MLL-AF9
t(11;19)(p13:q23) MLL-ELL,MLL-ENL
t(8;16)(p11;p13) MOZ-CBP
inv(8)(p11q13) MOZ-TIF2
t(8;22)(p11;p13) MOZ-p3000
t(12;15)(p13;q25) TEL-TRKC
t(3;21)(q26;922) AML1-EVIT
t(v;11){v;p15) v-NUP98
t7;11)(p13;p15) HOXA9-NUP98
t(1;11)(q23;p15) NUP98-PMX1

v: cromasoma partner variable.

gran variedad de anomalfas cromosémicas clona-
les, tanto numéricas como estructurales, en las
LMA. Algunas de ellas se asocian de manera carac-
teristica o especifica a determinados rasgos cli-
nico-citoldgicos. Si se utilizan los criterios morfo-ci-
toquimicos del grupo cooperativo FAB -que
distingue ocho subtipos de LMA- se observa que
anomalias citogenéticas como la t(8;21)(q22;q22),
1(6;9)(p23;q34), t(15;17) (q22;921), inv(16)/
t(16;16)(p13;922), t(z;11923) se asocian a los sub-
tipos M2, M2 con basofilia, M3, M4 con eosinofi-
lia y MS5-FAB, respectivamente, sin ello significar
que todas las LMA clasificadas, por ejemplo, como
M2 o M5 presentaran la ¢(8;21) o la t(v;11q23)
(1). En la tabla 1 puede observarse, junto a las al-
teraciones citogenéticas mas cldsicas, otras de mds
reciente descripcién. Aberraciones cromosémicas
como la inv(3)/t(3;3)(q26;q21) asociada a disme-
gacariopoyesis y plaquetas normales o elevadas,
monosomia 5, monosomia 7, del(5q), del(7q) y tri-

Tabla 2. Alteraciones genéticas no balanceadas en LMA

Alteraciones con pérdida
y ganancia simultdnea
Monasomias-Trisomias Deleciones de material
-5 +4 del(5)(qv) i(1){q10)
-7 +8 del(7)(qv) i(11){q10)
-20 +11 del(12)(pv) i(14)(q10)
-2 +13  del(13)(q12q14) i(17)(q10)
-22 +14 del(20)(q12q13) i(21)(q10)
XY +21 i(X)(q13)

v: puntos de rotura variable.
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somfa 8, se han observado en todos los subtipos
FAB sin mostrar una particular asociacién'. Una
gran mayoria de alteraciones tipicas de la LMA son
reordenamientos equilibrados o balanceados y mu-
chas de las citadas alteraciones estan perfectamen-
te caracterizadas a nivel molecular, se conoce su
equivalente molecular o gen de fusién (tabla 1)y
pueden ser detectados mediante la técnica de la
transcriptasa inversa-reaccién en cadena de la po-
limerasa (RT-PCR) de manera rutinaria. Algunas
anomalias cromosémicas numéricas o no balance-
adas se citan en la tabla 2 y en el momento acual su
deteccidn se realiza por ACC.

Aunque muchas de las alteraciones citogenéticas

-descritas en la LMA pueden considerarse caracteris-

ticas de linaje, el diagndstico de primera linea de
LMA vs leucemia linfoblastica aguda se basa en la
morfologfa e inmunofenotipo celular. Sin embargo,
en algunos casos la informacién genética es necesa-
ria obtenerla practicamente al mismo tiempo. Asf, el
paradigma lo constituye la leucemia promielocitica
aguda (LPA). Aunque el perfil morfolégico e inmu-
nofenotipico es muy caracteristico para la mayoria
de LAP, se han descrito algunos casos de LAP cripti-
cacont(15;17)(q22;q21)/PML-RARA’, que no sélo
no presentarian las tipicas células con “astillas” sino
que el perfil inmunofenotipico mostraria positividad
para los antigenos de clase Il y de diferenciacién pre-
coz como el CD34 y TdT?. Asimismo, la existencia
de: a) LMA con fenotipo HLA-DR-, mieloide/“natu-
ral killer”, morfolégicamente subtipo M2-FAB, pre-
sencia de células hipergranulares y blastos de as-
pecto reniforme o lobulado, sin t(15;17)(q22;q921)/
PML-RARA", y b) variantes citogenéticas, es decir,
t(11;17)(q23;921)/PLZ-RARA+y t(5;17)(q34;921)/
NPM-RARA+, con rasgos morfolégicos aunque no
idénticos a los de la LAP definida por la FAB pero
con una gran semejanza®, hace que el acierto diag-
néstico se complique extraordinariamente.

En los actuales protocolos de tratamiento de las
LMA la cifra de blastos para la inclusién es del 30 %.
Sin embargo, se han descrito casos con alteraciones
cromosémicas con gran repercusién clinica como
son la t(8;21)(q22;922)/AMLI-ETO e inv(16)
(p13q22)/CBFB-MYH11, que presentaban cifras in-
feriores al 30 %. Tal como ha sido sefalado, estos
enfermos deben incluirse en los mismos regimenes
terapéuticos y su conocimiento es, por tanto, esen-
cial en el momento del diagnéstico®. En el mismo
sentido, destacar que en los esquemas actuales de
tratamiento se realiza profilaxis del SNC dnicamen-
te en las LMA con componente monocitico, es de-
cir, M4 y M5 FAB; en aquellos casos con una LMA
compatible con M2 FAB cuyos blastos presenten
una positividad focal en la tincién de las esterasas
inespecificas, debemos descartar la presencia de la
£(8;21)(q22;q22) antes de clasificarlos como M4 o
M5 FAB, ya que este patrdn citoquimico ha sido
descrito en este tipo de leucemia®.
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Prondstico

Junto al valor diagnéstico senalado, la identifica-
cién de cambios cariotipicos ha demostrado ser un
elemento importante en la subclasificacién de las
LMA-FAB en grupos mds homogéneos aunque mas
importante atn, ha sido la demostracién por dife-
rentes investigadores, de que el cariotipo posee un
valor prondstico independiente. Asi, es capaz de pre-
decir la tasa de remision, duracién de la misma y
supervivencia libre de enfermedad; los hallazgos ci-
togenéticos-moleculares en el momento del diag-
néstico permiten, pues, la estadificacién de los en-
fermos con LMA en tres subgrupos de pronéstico
favorable, intermedio y desfavorable. Resultados
recientemente publicados muestran que el grupo
de pronéstico favorable -que incluye a los enfer-
mos con t(8;21)/AML1-ETO e inv(16),t(16;16)/
CBFB-MYH11- presenta una tasa de remisién alta y
una supervivencia a los 5 afos de mas del 50%, re-
cibiendo unicamente quimioterapia a dosis alta de
citarabina como tratamiento posremision, frente al
32yel 15% en los enfermos con cariotipo normal
o con otras alteraciones citogenéticas, respec-
tivamente®. Por lo que se refiere a las alteraciones ge-
néticas incluidas en el grupo de prondstico interme-
dio y desfavorable, cabe mencionar que algunas de
ellas como por ejemplo la trisomia 8, flucttian entre
ambos dependiendo de las series. En nuestro centro,
se sigue el protocolo de estudio y tratamiento dise-
fiado por el grupo cooperativo CETLAM, el cual tie-
ne en cuenta en la estratificacién del tratamiento
posremisién la clasificacién genética (tabla 3), ex-
ceptuando en la LAP en la que la informacién gené-
tica es ya esencial para la elecciéon del tratamiento de
induccion y se considera una forma de LMA con
personalidad propia. En el grupo favorable con
t(8;21) (922;q22), se han descrito determinados
signos como la presencia de masa extramedular, ex-
presion positiva de CD56, o cifra alta de leucocitos,
este ultimo también para la inv(16)/t(16;16)
(p13q22) que influirian negativamente en el pronds-
tico'. Dentro del grupo desfavorable, es interesante
destacar la importancia de identificar el cromosoma
partner, de entre los muchos que se asocian a la
translocacién t(11q23) y que involucran al gen MLL,
ya que los enfermos con t(9;11)(p22;q23) presen-
tan un prondstico menos desfavorable que el res-
to', no obstante en otra series no se ha confirmado’.
Dentro de este mismo grupo sefalar los resultados
desalentadores con los tratamientos actuales, espe-
cialmente para los enfermos con inv(3)/t(3;3), ca-
riotipo complejo o con alteraciones de los cromoso-
mas 5y 7, manteniéndose en estas dos dltimas el
mal prondstico incluso con trasplante de progeni-
tores hemopoyéticos®. Sin embargo, en otra serie
posterior se observa que si la anomalia del cromo-
soma 7, se encuentra sola y en forma de delecién
del(7q), tiene un prondstico similar al asignado al
cariotipo normal’. Por tanto, es importante también
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Tabla 3. Alteraciones genéticas y tratamiento
posremisién en la LMA (excepto LAP) segtin protocolo
CETLAM/LMA-99

Prondstico Alteracion genética Tratamiento posremisidn

Favorable t(8;21)/AML1-ETO Qr
(tnica o acompanada) (citarabina a dosis altas)
inv(16)-t(16;16)/
CBFB-MYH11
(tnica o acompafada)

Intermedio Cariotipo normal Auto-TPH

(con o sin dupl MLL o FLT3)

Desfavorable  Cariotipo complejo Alo-TPH (si donante)
inv(3)/t(3;3)
-5, 59-,-7,79-
Trisomia 8
t(v;11923)
1(8:16)
1(6;9)
No mitosis
Misceldnea

dupl: duplicacidn; QT: quimioterapia; TPH: trasplante pr
hematapayéticos.

perfeccionar la caracterizacién de los subgrupos ci-
togenéticos.

En lo que se refiere al grupo de pronéstico interme-
dio con cariotipo normal, destacar la descripcién de
un nuevo reordenamiento del gen MLL, en forma de
duplicacién parcial o fusién del mismo involucrando
habitualmente los exones 2-8; de los 94 pacientes es-
tudiados, un 11 % presentaban esta alteracién mole-
culary en ellos la duracién de la remisidn era signifi-
cativamente mds corta que en los pacientes sin
duplicacién del gen MLL?. Estos resultados han sido,
recientemente, confirmados por otros investigado-
res'?. En el mismo sentido, sefalar la descripcién de
la duplicacién de FLT3, tirosincinasa compuesta
de cuatro dominios estructurales; la microduplica-
cién del dominio yuxtamembrana de FLT3 se encuen-
tra alrededor del 20% de LMA, en muchos casos
corresponden a cariotipo normal y, como la duplica-
cién del gen MLL, se asocia a mal pronéstico'’. Es-
tos hallazgos indicarfan que el grupo de cariotipo
normal es heterogéneo desde el punto de vista mole-
culary es necesario combinar otras metodologias
para profundizar en su estudio. Finalmente, comen-
tar que las anomalias cromosémicas afiadidas a la
t(8;21),t(15;17) e inv(16)/ t(16;16) no influyen en el
prondstico favorable asignado, aunque en una serie',
los enfermos con una del(9q) asociada a t(8;21) pre-
sentaron un supervivencia menor.

“Viejas” y nuevas metodologias
en el diagnéstico citogenético-molecular
de la leucemia mieloide aguda

El diagnéstico genético de la LMA, se realiza me-
diante el ACC y la técnica de RT-PCR. Ambos méto-
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dos tienen ventajas e inconvenientes, por lo que de-
berian ser utilizados de manera complementaria y
no alternativa. Las grandes limitaciones del ACC
contintan siendo la no obtencién de metafases en
un pequefio nimero de casos o la mala calidad mor-
folégica de los cromosomas, produciéndose falsos
negativos para determinados cariotipos. Contraria-
mente al ACC, que detecta todas los cambios cro-
mosémicos en un solo estudio, la RT-PCR descarta
una sola alteracién genética en cada andlisis, tnica-
mente puede utilizarse para aquellas alteraciones
que ya se conozca el gen de fusién y en ocasiones,
debido a su gran sensibilidad, puede producir falsos
positivos auin en condiciones de maximo control.
Con la introduccién de la técnica de hibridacién in
situ fluorescente (FISH), se ha incrementado la preci-
sién diagndstica del ACC tanto para anomalias cro-
mosdmicas sutiles, por ejemplo la inv(16)/t(16;16)
y “masked” inv(16), como para anomalias citoge-
néticas complejas o cromosomas marcadores, in-
descifrables tinicamente con el ACC'?. Ademds, uti-
lizando sondas de secuencia especifica, es capaz de
identificar alteraciones genéticas submicroscépicas
o reordenamientos cripticos que se hallan en el |i-
mite de resolucién del ACC, dilucidando discre-
pancias entre ACC y RT-PCR'. En relacién a ello,
en diferentes series se describe una diferencia entre
la frecuencia de deteccion de transcritos AML1-
ETO y CBFB-MYH11 por RT-PCR y la de la t(8,21)
(122:922) e inv(16)/t(16;16)(p13q22) por ACC, de
=4%'*"5. En nuestra experiencia la diferencia ob-
servada entre ambas metodologias es menor, tan-
to en el protocolo anterior del CETLAM/LMA-94
como en el que actualmente se estd realizando, CE-
TLAM/LMA-99. Resultados recientes publicados en
una serie de 412 casos de LMA, sefialan también
una incidencia menor de reordenamientos cripti-
cos'® que la sugerida con anterioridad en otras se-
ries'*'5. Otros investigadores, han observado que
aquellos enfermos que presentaba una positividad
para el transcrito AML1-ETO pero no se detectaba
la t(8;21)(q22;q22) en el ACC, alcanzaban la remi-
sién completa un 40 frente al 90 % para los casos
con positividad en ambas metodologias'’.

RT-PCR miiltiple

Como ya se ha indicado, ninguno de los dos mé-
todos mencionados, es decir, RT-PCR y FISH, analiza
todo el genoma en un solo experimento y inicamen-
te confirman la presencia o ausencia de la alteracién
genética que queremos determinar. Recientemente se
han desarrollado un tipo de RT-PCR llamada “mul-
tiplex” RT-PCR, que permite en un solo anlisis de-
tectar simultdneamente hasta 29 translocaciones, in-
cluyendo muiltiples cebadores. Se ha aplicado a una
serie de 164 casos de leucemia aguda y en un 33% de
LMA y un 47 % de LLA se han detectado aberraciones
cromosémicas submicroscépicas o translocaciones
“masked” no evidenciadas en el ACC; su gran poten-

cial como técnica de cribaje, la hacen muy interesan-
te en el estudio inicial de leucemias agudas comple-
mentando al ACC'®,

RACE y “Panhandle” PCR

Estas son PCR de nueva generacién, que presen-
tan también un gran interés para estudiar genes
como el MLL o NUP98, que recombinan potencial-
mente con un gran nimero de cromosomas y por
tanto, con gran variedad de puntos de rotura. Re-
quieren un ARN o ADN de buena calidad y un ceba-
dor especifico del gen conocido. Por un procedi-
miento de circulacién, digestién y clonaje se puede
conocer la secuencia problema’.

Hibridacién in situ miiltiple

Esta técnica de hibridacién in situ de maltiples co-
lores incluye tanto el cariotipo espectral (SKY) como
la Multiplex FISH (M-FISH)?°. Ambos consiguen
-mediante la combinacién de cinco fluorocromos
distintos- una tnica combinacién de color y la vi-
sualizacién simultanea de los 24 cromosomas pinta-
dos de diferentes colores, obteniéndose un cariotipo
molecular. Al igual que el ACC, esta técnica requie-
re de células en divisién y explora todo el genoma
de una sola vez, sin conocimiento previo de la alte-
racién citogenética. Sin embargo, no identifica re-
ordenamientos intracromosémicos, como son las
inversiones, sino que fundamentalmente detectaria
las alteraciones citogenéticas que podrian pasar de-
sapercibidas con el bandeo-G convencional, ademas
de poder resolver inequivocamente cariotipos com-
plejos, identificando alteraciones citogenéticas con
gran repercusion clinica que quedarian enmascara-
das por la complejidad del cariotipo®®. En nuestro
laboratorio estamos implementado la M-FISH y
aunque todavia no se dispone de un gran ntimero de
casos, nos ha permitido descifrar con una sola hibri-
dacién casos con gran complejidad (fig. 1).

Hibridacién genémica comparada

La hibridacién genémica comparada (CGH), de-
tecta y localiza regiones cromosémicas que contie-
nen pérdidas o ganancias de secuencias de ADN sin
necesidad de células en divisién. Esta técnica se basa
en comparar el ADN tumoral con el ADN de una
muestra control normal o ADN de referencia, los
cuales al cohibridarlos con una metafase normal se
produce una relacién de intensidad de fluorescencia
a lo largo de todo el cromosomay; las regiones con
ganancias o pérdidas de ADN producen una desvia-
cién en el perfil de fluorescencia a la derechaya la
izquierda, respectivamente. Con este método es po-
sible detectar cambios genémicos cuando el tama-
fio de la region afectada excede a 5 Mb; también es
importante |a representacién del tejido tumoral que
debe exceder al 50% y no detecta alteraciones gené-
ticas balanceadas. La CGH se ha aplicado funda-
mentalmente a tumores sélidos y linfomas. En nues-
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Figura 1. M-FISH de una metafase correspondiente a un caso de LMA con cariotipo complejo. A la derecha cariotipo parcial con bandeo
G y patrén con diferentes colores correspondiendo a los intercambios de material cromosémico.

tro laboratorio la estamos aplicando como técnica
complementaria al ACC en el estudio de las LMA?'.
De los resultados obtenidos hasta el momento, des-
tacar que nos ha permitido corregir anomalias que
afectan, por ejemplo, a cromosomas metacéntricos
como el 19 0 16 con pérdida de todo un brazo y que
técnicas como la M-FISH o FISH con sondas de pin-
tado cromosémico no resolverian (fig. 2); identifica-
cion de material extra, irreconocible por su patrén
de bandas o de cromosomas marcadores. Ademas,
se ha identificado en 3/7 casos con metafases insufi-
cientes para el ACC, un cariotipo anémalo siendo
uno de ellos muy complejo con multiples ganancias,
pérdidas y amplificacién del cromosoma 13q (fig. 3).

Es de esperar que con la combinacién de estas
metodologias se consiga un diagnéstico genético y
una clasificacién pronéstica mds precisa, que permi-
ta un tratamiento mas individualizado de las LMA.

Nuevas lesiones moleculares: mutaciones
puntuales en leucemia mieloide aguda

AML-1

La pérdida de funcién de AML1 por mecanismos
diferentes a las translocaciones cromosémicas es
un hallazgo reciente; se describié en una serie de fa-
milias con trombocitopenia hereditaria y predisposi-
cién a LMA?, Estudios de ligamiento determinaron
la presencia de asociacién en el cromosoma 21y
posteriormente se evidenciaron mutaciones en el do-
minio RUNT de esta proteina. En la actualidad se
han descrito mutaciones de AML1 en pacientes con
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LMA-MO de la clasificaciéon FAB con trisomia adqui-
rida del cromosoma 21%.

CEBPA

CEBPA es una proteina con actividad de factor de
transcripcién que es esencial en la diferenciacion
normal de la serie granulocitica. Se han identificado
10/137 casos con LMA con mutaciones en hetero-
zigosis de CEBPA. La proteina anormal interfiere con
la funcién fisiolégica de CEBPA?; la mayoria de los
casos corresponden al subtipo LMA-M2 de la clasi-
ficacién FAB. No se han establecido ain correlacio-
nes pronosticas.

C-kit

Pertenece al grupo de las tirosincinasa de tipo [l y se
ha encontrado mutado en una serie de 21 pacientes
con inv(16)(p13q22); en 7 casos se detectaron micro-
deleciones de c-kit*®. Estos hallazgos, si son confirma-
dos por otros grupos, pueden servir para estratificar
esta entidad, incluida dentro del grupo de buen pro-
néstico en los esquemas terapéuticos actuales.

Conclusién

El diagndstico genético, mediante la combinacién
de técnicas de citogenética y molecular convencio-
nales, es fundamental para establecer una clasifica-
cién genotipica de las LMA y elegir el tratamiento
més adecuado en cada caso. La incorporacién de
nuevas metodologias en la practica diaria para per-
feccionar los grupos prondsticos actuales y la cola-
boracién entre los diferentes grupos de trabajo para
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Figura 2. Arriba: cariotipo completo con bandeo G. Se sefiala el isocromosoma 1q y la del(16p). Abajo: CGH del mismo enfermo en el
que se observa las desviaciones en el perfil indicando pérdidas y ganancias de matenial cromosémico. Nétese que para el cromosoma 16,
el perfil indica pérdida del brazo largo del(16q).
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Figura 3. Metafase
hibridada con CGH, de

un enfermo con metafases
insuficientes al ACC.
Obsérvese pérdidas,
ganancias en multiples
cromosomas y amplificacion
en el cromosoma 13q.

mejorar |a asistencia de los enfermos, deberfa conti-
nuar siendo uno de nuestros principales objetivos.
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CLASIFICACION DE LAS
LEUCEMIAS MIELOBLASTICAS
AGUDAS

S. WOESSNER ¥ T. VALLESP*

Escuela de Hematologia Soledad W« IMAS. Laboratorio
de Citologia Hematoldgica. Departamento de Patologia.
Hospital del Mar. *Servicio de Hematologia. Unidad de
Citologia-Citogenética. Hospital Vall d’Hebron. Barcelona.

Introduccién

Desde 1976 se han utilizado los criterios del gru-
po FAB' para clasificar las leucemias mieloides agu-
das (LMA). Estos criterios se basan exclusivamente

Tabla 1. Clasificacién WHO (World Health
Organization) o de la OMS para las leucemias mieloides
agudas

I. LMA con alteraciones citogenéticas caracteristicas
 LMA con £(8;21)(q22;922) o AML1(CBFa)/ETO
 Leucemia promielocitica aguda (LMA con

t(15;17)(q22;q11-12)* y variantes, o PML/RARx
® LMA con eosindfilos atipicos en medula ésea con
inv(16)(p13q22) o t(16;16)(p13;q11)** o
CBFB/MYH11
¢ LMA con anomalias en 11q23
Il. LMA con displasia multilineal
¢ Con sindrome mielodisplasico previo
® Sin fase previa de mielodisplasia
lll. LMA secundaria a tratamientos previos
e Agentes alquilantes
¢ Inhibidores de la topoisomerasa Il
® Otros
IV. LMA sin caracteristicas de los grupos anteriores
* L MA escasamente diferenciada
® LMA sin maduracién
* | MA con maduracién
¢ Leucemia mielomonocitica aguda
® L eucemia monocitica aguda
® Leucemia eritroide aguda
® Leucemia megacariocitica aguda
® Leucemia basofilica aguda
 Panmielosis aguda con mielofibrosis
Leucemias agudas bifenotipicas

*Gen RARq ubicado en 17q11-g21; **Probable error tipogrdfico.
Deberia ser (p13;922).

en caracterfsticas morfoldgicas y citoquimicas de las
células hemopoyéticas. A pesar de que la clasifica-
cién MIC? (morfologfa, inmunofenotipo, citogenéti-
ca) potencié un diagndstico que integraba técnicas
que reflejaban la complejidad de la célula maligna, la
clasificacién FAB sigui6 siendo la mas ampliamente
aceptada. Sin embargo, poco a poco, se fueron se-
parando entidades citogenéticas que, o bien deter-
minaban un tratamiento especial (4cido transreti-
noico en la leucemia con t(15;17), o bien definian
grupos de riesgo diferente (t[8;21], inv[16], anoma-
Ifas en 11q23) que permitian adecuar el tratamiento
al riesgo de la leucemia. La aparicién de técnicas
(PCR, FISH), que permiten detectar el equivalente
molecular de las entidades citogenéticas descritas, e
incluso descubrir reordenamientos cripticos, ha per-
mitido correlacionar los hallazgos biolégicos con la
respuesta al tratamiento. Mds recientemente, un
grupo de expertos de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) plantea una clasificacién para las
LMA? mas acorde con el diagnéstico integrado de
las leucemias y que la mayoria de hematélogos esta-
ban ya utilizando.

La clasificacion WHO (World Health Organiza-
tion) o de la OMS para las LMA separa cuatro gru-
pos*:

I. LMA con alteraciones citogenéticas caracteris-
ticas.

Il. LMA con displasia multilineal.

Ill. LMA secundaria a tratamientos previos.

IV. LMA sin caracteristicas de los grupos anteriores.

El primer grupo (tabla 1) recoge las anomalias ci-
togenéticas especificas, en su mayoria translocacio-
nes recfprocas, que originan genes de fusién que
codifican proteinas quiméricas con capacidad onco-
génica. Incluyen cuatro tipos de translocaciones con
relevancia clinica e implicaciones terapéuticas. Esta
ampliamente demostrado que pacientes con LMA y
presencia del gen de fusién PML/RARa se benefician
del uso del 4cido transretinoico®. Los pacientes con
AML1(CBFa)/ETO o presencia de CBFB/MYH11
tienen mejor pronéstico que el resto de LMA. Final-
mente, los pacientes con reordenamientos del gen
MLL (situado en 11q23) tienen un prondstico grave
por lo que, si es posible, pueden beneficiarse de un
trasplante alogénico®.

En este primer grupo, cabe sefialar que, a pesar
de que las caracteristicas morfoldgicas o la citoge-
nética convencional pueden orientar el diagnéstico,
es necesario corroborar la presencia del reordena-
miento genético, que produce o es producido por la
translocacién, mediante técnicas moleculares. Los
genes de fusién son los que condicionan el tipo de
tratamiento y son indispensables para el seguimien-
to de enfermedad residual®.

En el grupo Il se clasifican las LMA con mielodis-
plasia en mds de una linea celular (multilineal). Este
nuevo grupo recoge las LMA con displasia multili-
neal con fase previa de mielodisplasia o sin ella.
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3.2 Analisi d’anomalies cromosomiques mitjancant hibridacié in situ

fluorescent i multiple-FISH (1, 11, 111)

3.2.1 Duplicacio parcial en tandem del gen MLL (I)

Aventin A, La Starza R, Casas S, Nomdedeu J, Queipo de Llano MP,
Cimino G, Lo Coco F, Sierra J, Mecucci C. MLL tandem duplication in two
cases of acute myelocytic leukemia with unbalanced translocations:
der(16)t(11;16)(q23;p13) and der(18)t(11;18)(q22;p11.2). Cancer Genet
Cytogenet 2003;142(1):8-12.

Es van analitzar per FISH dos casos de LMA que presentaven un
cariotip de 46,XY,add(16)(p13) i 46,XX,add(18)(p11.2), respectivament. La
hibridaciéo amb les sondes WCP-11 i WCP-16 en el cas 1, i amb WCP-11 i
WCP-18 en el cas 2, va confirmar la preséncia de material del cromosoma
11 al cromosoma 16 i 18, respectivament. Les sondes LSI-MLL, PAC
980J15, PAC 891P24 i PAC 770G7 es van utilitzar per estudiar la trisomia
parcial del cromosoma 11. En el cas 1, es van observar tres senyals de cada
una de les sondes LSI-MLL, PAC 980J15 i PAC 770G7 localitzades als
cromosomes 11 normals i en el cromosoma der(16), i dues corresponents a
PAC 891P24 localitzades als cromosomes 11 normals (Fig. 1A i C). Aixi, la
trisomia parcial del cromosoma 11 en el cas 1 s’inicia per sota de PAC
891P24 (gen ATM). En el cas 2, es van identificar tres senyals de cada una
de les sondes LSI-MLL, PAC 980J15, PAC 891P24 i PAC 770G7
localitzades en els cromosomes 11 normals i en el cromosoma der(18) (Fig.
1B i D). Aixi, la trisomia parcial del cromosoma 11 en el cas 2 s’inicia per
sobre de PAC 891P24 (gen ATM). Per tant, la trisomia parcial del
cromosoma 11 diagnosticada en ambdos casos era a causa de la translocacio
desequilibrada  der(16)t(11;16)(q23;p13) 1 der(18)t(11;18)(q22;p11.2),
respectivament. En tots dos casos 1’analisi molecular per Southern-blot va
detectar reordenament del gen MLL, amb un patré de bandes suggestiu a
presentar també duplicacié interna (Fig. 2). La DPT del gen MLL es va
confirmar posteriorment mitjangant RT-PCR (Fig. 2).
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