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INTRODUCCION

Las |leyes basicas de la herencia fueron enunciadas en
1866 por Mendel basandose en € andlisis de una serie de
cruzamientos genéticos entre cepas de puraraza de gui-
santes de jardin, Pisum sativum, los cuales diferian entre
si en ciertos caracteres bien definidos, como laformade
lasemilla (lisao rugosa), € color de la semilla (amarillo
o verde), el color de laflor (parpura o blanco). Casi 100
afos después, en 1953, Watson y Crick descubrieron la
estructura del DNA abriendo paso ala Biologia Molecu-
lar moderna; tan solo cuatro décadas después el proyecto
Genoma Humano, que pretende cartografiar en un plazo
razonable de tiempo los aproximadamente 100.000
genesy 3.000 millones de pares de bases que componen
nuestros cromosomas, se esta convirtiendo en unareali-
dad. En dichos cromosomas se encuentra toda lainfor-
macién, que en continua interaccion con e medio
ambiente hace, de cada uno de nosotros, personas con
caracteristicas diferencial es précticamente Unicas. Existe
un consenso generalizado acerca de que e conocimiento
adquirido de la cartografia y secuencia del genoma
humano generara en un futuro préximo un gran benefi-
cio paralasaludy € bienestar humanos. Términos como
clonacién, animal transgénico, DNA recombinante o
terapia génicaforman ya parte habitual de nuestro voca-
bulario y nuestrarealidad. En nuestras manos esta que
esarealidad sea cada vez mejor conocida.

La cdula eucaridtica tiene toda su informacion confi-
nada en el nlcleo, en unaestructura quimica conocida
como é&cido desoxirribonucleico (DNA). La composicion
de esta molécula asi como su organizacion en cromatina
(cromosomas durante la mitosis) es fundamental parala
funcionalidad de esta doble hebra de DNA. Esta estructura
informativa tiene que mantenerse invariable entre digtintas
generaciones de cdlulas, por [0 que debe copiar su conteni-
do en un proceso de gran precisién conocido como replica

cion del DNA. Iguamente, e DNA tiene que expresar su
potencial deinformacion para producir aquellas proteinas
caracteristicas de cadatipo celular y en aquel momento del
desarrollo que van agenerar € fenotipo de cadacélula. La
expresién de genes estructurales (agquellos segmentos del
DNA con informacion para proteinas) es un proceso com-
plegjo en e que se tiene que transcribir € gen para dar una
molecular precursoraen € nticleo (un &cido ribonucleico o
RNA), que tras un proceso madurativo también en el
nucleo, originae RNA mensgjero (MRNA), cuya secuen-
ciade nucledtidos dirigiralatraduccion o sintesis de prote-
inas en d citoplasma. Paraque lasintesis de proteinas, diri-
gidapor d mRNA tengalugar, es necesario que participen
los ribosomas (integrados por RNA ribosdmicos o
rRNAS, y proteinas) y los RNAs de transferencia (tRNAS)
que son los que llevan los aminoéacidos a lugar donde ocu-
rre latraduccion. Lainformacion paralasintesis de estos
rRNAsy tRNAstambién esta en e DNA vy los genes que
codifican para ellos deben de transcribirse parala forma-
cion de los mismos. Finamente, los ribosomas, lostRNAS
activados con aminoacidosy € mRNA, dirigidos por fac-
tores proteicos en €l citosol, y mediante un diccionario
conocido como cadigo genético, dirigiran la traduccion de
lainformacion de tripletes de nucledtidos del mRNA a
cadenas polipeptidicas (1). Laregulacién de todos estos
procesos es tremendamente compleja y ateraciones en
cual quiera de estos puntos originan un amplio marco de
enfermedades englobadas en la llamada Patol ogia Mol ecu-
lar. Cuando los genes/proteinas alterados controlan € cre-
cimiento cdular y sedterad equilibrio dd este proceso, se
produce € cancer.

ESTRUCTURA Y ORGANIZACION DEL DNA

El DNA eucariético estd compuesto primariamente por
dos hebras enrolladas helicoidalmente a derechas e interac-
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cionando entre si, en una estructura que se conoce cOMo
hélice Bdel DNA. Cada una de estas hebras es un polide-
soxirribonucledtido con esquel etos azlcar (desoxirribosa)-
fosfato formando enlaces fosfodiester 3-5'y enlaces N-
glicosidicos entre los azlicares (Carbono 1') y las bases
nitrogenadas (Nitrégeno 9 de Adenina, A o Guanina,G y
N1 de Timina T o Citosina,C). Cada hebratiene una pola-
ridad 5-3'y las dos hebras se asocian en lahdlice B de for-
ma antiparaldla, dgjando los esqueletos azlicar-fosfato
haciad exterior en contacto con & medio acuoso fisiol égi-
co Y las bases nitrogenadas hacia d interior, apiladasy per-
pendiculares a ge delahédlice, en un entorno hidrofdébico.
L as bases de una hebra interaccionan con las de la otra
mediante puentes de hidrégeno, de acuerdo con los llama-
dos apareamientos de Watson-Crick, esdecir A con T
mediante dos puentes de hidrégeno y C con G mediante
tres puentes de hidrégeno. Esta hélice B tiene un diametro
de 2 nm, cada par de bases esta girado respecto del anterior
36°y separado en € gjedelahdlice 0.34 nm, siendo etala
formade disposicion dd DNA en condiciones de humedad
(>80%) y en presencia de cationes para apantalar lacarga
negativa de los esquel etos azlcar-fosfato (1). Existen otras
formas helicoidales del DNA, como laZ (hélicelevogira)
olaA (unahélice mas cortay estrecha) pero que no vamos
aentrar adescribir en este capitulo.

Sin embargo, este nivel de organizacién ded DNA no es
suficiente paradar cabidaen lacéulaatodo e contenido
de DNA, ya que el genoma humano tiene aproximada-
mente 3x10° pares de bases (pb) que organizados en doble
hélice tendria una longitud de centimetros, lo que es
incompatible con el tamafio del nuicleo. Se impone por
tanto un nivel de organizacién superior, que tienda a con-
densar el DNA, y este nivel son los superenrrollamientos
negativos. Las superhélices negativas tienen déficit de
vueltas, lo que ademas de condensar permite un féacil
desenrrollamiento del DNA. Esto es muy importante ya
gque el genoma se tiene que desenrollar y relgar en
muchas circunstancias, durantelareplicaciony durantela
expresion de genes, volviéndose después a empaquetar en
superhélices. Los procesos de relgjacion y de formacion
de superhélices negativas son dirigidos por enzimas espe-
cificas |lamadas Topoisomeras. De ellas |a Topoisomera -
sal relajalas superhélices negativas del DNA, mientras
gue las Topoisomerasas |l ayudan ala condensacion y
segregacion de cromosomas durante lamitosisy meiosis
y participan en latopologia del DNA durante la transcrip-
cion (2). Laimportanciadel conocimiento de estas enzi-
mas es grande ya que muchas drogas antitumoral es actlian
sobre las topoisomerasas y su ciclo catalitico, pudiendo
ser utilizadas en tratamientos antineopl &sicos.

El DNA se encuentraen € nlicleo asociado a proteinas
basi cas formando una estructura llamada cromatina (en la
que € DNA esta densamente empaguetado), que en esta-
do de méxima condensacion durante la metafase mitética
dalugar alos cromosomas. Las histonas son una familia
de proteinas bési cas pequefias, de tamafio que oscila entre
11 a 23 kilodaltons (kDa), muy bésicas debido ala pre-
senciade Argininay Lisinay muy conservadas en la
escala evolutiva. Se conocen 5 tipos de Histonas, de las
cualeslaH2A, H2B, H3 y H4 estan presentes en dos
copias formando octameros de histonas, mientras que
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s6lo hay una molécula de H1 por cada dos de las otras
histonas. Sobre |os octameros de histonas se dispone el
DNA de modo que segmentos de aproximadamente 160
pb dan unavueltay tres cuartos de otra sobre cada octa-
mero, conectando uno con otro con fragmentos de DNA
de 40-50 pb, conociéndose esta estructura como nucleo -
somas. Sobre estos fragmentos de conexion entre nucleo-
somas se disponen las histonas H1, que se fosforilan e
interaccionan entre si, condensando |os nucleosomas en
una estructura conocida como fibra de cromatina, visible
al microscopio €electrénico (3). Niveles superiores de
condensacion de la fibra de cromatina que se alcanzan
durante la mitosis, dan lugar al méximo estado de con-
densacion, los cromosomas visibles a microscopio opti-
co, que alcanzan un grado de empaguetamiento de
10.000 veces respecto de la hélice de DNA. Asi, cada
cromatida de un cromosoma gque corresponde auna Unica
molécula de DNA de tamafio cm en doble hélice, esta
condensada en un tamafio de mm durante la metafase
mitdtica. Las dos crométidas de DNA estén unidas por
una zona més o0 menos central, o centrémero, que separa
un brazo corto (p) de un brazo largo (g) en cada cromoso-
ma. El nimero de cromosomas es caracteristico de cada
especie. Las células humanas tienen 46, de los que 44 son
parejas de cromosomas homaologos [lamados autosomas
y los dos cromosomas sexuales que en el caso de las
mujeres son también homaologos (X X), no siendo asi en
losvarones (XY). Todas las células del organismo tienen
en el nlcleo estas 23 pargjas de cromosomas, por €lo se
denominandiploides, aexcepcién de las células germina
les que como consecuencia de lameiosis sdlo contienen
un gemplar de cada pargjay por tanto son haploides. Asi,
su fusién generarg, en la concepcion, un zigoto que sera
diploide, que generara un nuevo individuo. Como cada
célula diploide del organismo contiene 23 pares de cro-
mosomas homélogos, tendré dos copias o alelos de cada
gen. Los alelos estaran localizados en las mismas regio-
nes, locus, de los cromosomas homélogos. Estos datos
estan resumidos en lafigura 1.

Una vez conocida la estructura basica del genoma
humano, vamos a fijarnos en su organizacién. Uno de los
primeros hechos que llaman la atencién es que aunque
por el tamafio del genoma humano seria esperable un
nimero elevadisimo de genes, sin embargo y aungue el
Proyecto Genoma todavia no esta terminado, € nimero
de genes que podemos esperar es mucho mas modesto,
no mas alade 100.000 genes. Esto se debe a que nuestro
genoma no esta totalmente constituido por secuencias
Unicas, muy al contrario, existe una parte del mismo que
esta mediana o altamente repetido. Por gjemplo, existen
mas de 10° copias de secuencias que codifican para el
DNA satélite, aquel que integra los centrémeros de los
cromosomas y por tanto tiene un papel estructural. El
DNA telomérico, que forma los extremos cromosdmicos,
también presenta un alto grado de repeticion alo largo
del genoma (4). Otras secuencias repetitivas muy cortasy
dispuestas en tandem, los microsatélites, son muy abun-
dantes en las cdlulas eucaridticas. Su enorme variabilidad
las convierte en herramientas valiosas para confeccionar
mapas genéticos. Muchos de estos microsatélites estan
alojados cerca o dentro mismo de genes implicados en
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Fig. 1. Organizacion del DNA en el cromosoma eucariotico.

vias reguladoras de procesos fundamental es. |gualmente
los genes que codifican paralos tRNAS, losrRNA, las
histonas 0 los RNAs pequefios nucleares (ShnRNAS) cuya
funcion en la maduracion de mMRNAS es muy importante,
tienen un grado medio de repeticion que oscilaentre 50y
20.000 copias. Por el contrario, 0s genes estructurales
que codifican para proteinas son general mente secuen-
cias Unicas, de tamafio variable, pero que solo aparecen
normalmente unavez alo largo de todo e genoma. Ade-
maés, estos genes estructural es no son totalmente informa-
tivos, ya que gran parte de su contenido son intrones,
secuencias sin informacion, que han de ser eliminadas
paradar mMRNAs madurosy poder dirigir laformacion de
proteinas especificas. Ademas, existe gran cantidad de
DNA espaciador intergénico organizado también como
secuencias Unicas. Todo ello nos hace comprender como
s6lo una parte pequefia del genoma esinformativa.

REPLICACION

Las células eucaridticas replican su genoma, es decir
duplican su material genético, durante lafase S del ciclo
celular, gue dura aproximadamente 8-10 h en un ciclo
celular tipico. Paraello € DNA setiene que desempaque-
tar smulténeamente en muchos puntos llamados origenes
de replicacién, siendo un replicén todo € DNA parental
copiado entre dos origenes de replicacion (5). El proceso
de replicacion es semiconservativo, cada hebra parental
sirve de molde, es decir dala pauta de los nucledtidos que
se tienen que disponer en cada hebra hija, conforme alos
apareamientos de Watson-Crick, de modo que donde en
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lahebra parental haya A, en lanueva habra T, y donde
haya C en la parental, se polimerizara G en la hija. En
cadaorigen de replicacion se produce un desenrrolla-
miento transitorio de la doble hélice del DNA por una
helicasa, y bidireccionamente se replicael genoma. La
magquinaria enzimati ca que se ocupa de lareplicacion es
un dimero asimétrico de DNA polimerasa a y DNA poli-
merasad. La subunidad a es un tetramero que lleva aso-
ciada intrinsecamente una actividad primasa (sintetiza
primers o cebadores, fragmentos de RNA de 12 nucledti-
dos) y se ocupade copiar lahebrarezagadaen forma de
fragmentos de Okazaki de aproximadamente 100-200
nucl edtidos de tamafio. La subunidad d es poco procesiva
salvo cuando se asocia ala proteina PCNA (especificade
fase S) y se encarga de sintetizar e DNA nuevo utilizan-
do como molde la hebra adelantada, haciendo la sintesis
del DNA de forma continua. Las dos polimerasas traba
jan sincrénicamente formando enlaces fosfodiester 3-5'y
avanzando en el sentido 5'-3', siendo ayudadas durante la
elongacién por un tercer tipo de DNA polimerasa e que
junto con a-d podrian rellenar los huecos entre los frag-
mentos de Okazaki (6). En células eucaritticas existen
otros dos tipos de DNA polimerasas, la b encargadas de
los procesos de reparacion del DNA 'y las gque se ocupan
de la replicacion del genoma mitocondria. Como €
DNA eucari6tico no esta desnudo sino asociado con his-
tonas, seglin se vaformando nuevo DNA se va asociando
con nuevas histonas que previamente se han sintetizado.
Un aspecto muy importante asociado a lareplicacion es
el mantenimiento de lalongitud de los extremos de los
cromosomas. En € proceso de replicacion del DNA, tras
laeliminacion del Ultimo cebador en la hebra rezagada,
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gueda un hueco que no puede ser rellenado por las DNA
polimerasas convencionales. Debido a ello, las nuevas
cadenas resultantes son un poco mas cortas por uno de
sus extremos (5"), perdiendo el extremo de un cromoso-
malineal entre 4-6 nuclettidos en cadaciclo de division
celular. Si las células no compensasen ese defecto del
mecanismo de replicacion, 1os cromosomas se acortarian
inexorablemente, provocéndose fusiones entre los mis-
mosy una gran inestabilidad cromosdémica. Por ello, los
extremos de los cromosomas presentan una secuencia de
seis nucledtidos repetida en tandem unas 2000 veces que
constituye € telémero. Dicha secuencia es formada por
una DNA polimerasa RNA dependiente [lamada telome -
rasa, muy activaen lavidaembrionariay fetal, y ausente
en las cdlulas somédticas adultas. Cuando los telémeros se
acortan criticamente en las células sométicas normales,
esta entra en una fase de senescenciay muere (7). Este
mecanismo podria ser de gran importancia para eliminar
células con crecimiento descontrolado. Sin embargo, las
céulas tumorales sortean este mecanismo ya que reacti-
van lacapacidad telomerésica. Lainhibicion de la activi-
dad telomerésica puede ser una aternativa como terapia
antitumoral.

REPARACION

A pesar delafidelidad del proceso dereplicaciony de
la capacidad autocorrectora (por su actividad exonucleasa
3'-5') de las DNA polimerasas tanto eucariéticas como
bacterianas, se pueden producir errores asociados a la
replicacién que deben ser corregidos antes de la ini-
ciacion de un nuevo ciclo de duplicacion. Igualmente, los
agentes externos, radiacionesy productos quimicos, pue-
den dafiar el DNA produciendo sustituciones de bases o
pérdida o ganancias de las mismas. Si estos errores no se
reparan atiempo en el DNA, se originan mutacionesen €
producto, la proteina, que pueden ser tanto puntuales, es
decir afectar a un Unico aminoacido, como alterar com-
pletamente |a pauta de lectura o producir una proteina
truncada. Las lesiones en el DNA se reparan continua-
mente. Los mecanismos de reparacién implican a
muchos genes, que basicamente han de reconocer la
hebra dafiada, eliminar por delante y por detras del nucled-
tido o nucledtidos incorrectos |a zona af ectada con esci-
sidn con nucleasas, rellenar el hueco con una actividad
polimerasica leyendo la hebra molde correctamente y
selldndose con DNA ligasas la hebrareparada (8).

Se ha observado que la inestabilidad de microsatélites
en céulas cancerosas humanas se asocia con alteraciones
en ciertos genes, |os genes de reparacion de los errores de
replicacion del DNA o genes MMR (9). Son mutaciones
gue causan mutaciones, apoyando laidea aportada por
Loeb que propuso paralas células cancerosas un fenotipo
mutador, es decir, que han adquirido una capacidad anor-
mal mente alta de mutar sus genes. Esta hipotesis se ha
estudiado y comprobado en el cancer colorrectal heredi-
tario de tipo no poliposo (10). Un sistema de proteinas
distinto se encarga de lareparacion de las lesiones en el
DNA causadas por laluz ultravioleta, o los carcindgenos
guimicos, un complejo mecanismo denominado repara-
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¢ion por escision de nucledtidos, escinucleasa o NER,
compuesto en el hombre por al menos 17 proteinas. En
sindromes hereditarios como Xeroderma pigmentosum
algunos genes NER estan aterados (11).

TRANSCRIPCION

Transcripcion es el proceso por € que los genes, tan-
to los estructurales (dirigen la sintesis de proteinas)
como los que codifican pararRNA o tRNA, se copian a
cadenas de poalirribonucledtidos (RNAS), siguiendo la
pauta dada por los apareamientos de Watson-Crick.
Como la naturaleza de estos genes es muy distinta, van
aexigtir enzimas especializadas en transcribir los distin-
tos grupos de genes, denominandose respectivamente
RNAs polimerasasll, | y Il (12). Los procesos de trans-
cripcién en si no van a originar directamente RNAs
maduros, Sino precursores que van a madurar en el pro-
pio nucleo, originando RNAs maduros que saldrén al
citoplasma para realizar su funcion en la sintesis protei-
ca. Delostrestipos de RNAs existentes, el ribosomal es
cuantitativamente € maés abundante (80%), frente al
tRNA que supone un 15% del RNA total. Paraddjica
mente, e mMRNA, que dirige la sintesis proteica, repre-
senta apenas entre 1-2% del RNA total celular.

El rRNA de mamiferos se va a transcribir por la
RNA polimerasal en unaregion nuclear conocida como
nucleolo, como una Unica molécula precursora de pre-
rRNA, que después sera procesada en 3 tipos distintos
de RNA, 18S (1900 nucledtidos), 5.8S (160 nucledbti-
dos) y 28S (5100 nucledtidos). El rRNA 18S se asociara
con 30 proteinas para formar la subunidad ribosomal
pequefia eucaridtica 40S. Los rRNAs 28Sy 5.8S junto
con €l rRNA 5S (formado en el nucleoplasma por la
RNA polimerasalll) se asociaradn con aproximadamente
50 proteinas para formar la subunidad ribosomal grande
60S. Ambas subunidades constituyen el ribosoma euca-
ritico de 80S, unidad de sedimentacion indicativa del
tamafio. El ensamblaje de los rRNASs con proteinas para
la formacion de ribosomas tiene lugar en el nucleolo.
Una vez formados, los ribosomas migraran a citoplas-
ma, tanto al lado externo del reticulo endoplasmico
como libres, para posibilitar la sintesis de proteinas.

Los genes que codifican para los precursores de
tRNAs estan organizados en tandem y repetidos, y van a
ser transcritos en el nucleoplasma por |laRNA polimera
sa lll. Una vez transcritos, sufren un proceso de madu-
racién que implica la modificacion de los extremos 5'
(pérdida de una secuencia) y 3' (adicién de CCA, donde
se ligan los aminoacidos), asi como la modificacion de
algunas bases nitrogenadas. Finalmente se produce el
plegamiento de la molécula debido a la formacion de
regiones helicoidales internas que dejan bucles caracte-
risticos, entre ellos €l bucle del anticodén, por donde se
producira el reconocimiento de los codones o tripletes
delos mRNAs durante la sintesis proteica.

Pero evidentemente vamos a describir con més detalle
latranscripcion de los llamados genes de clase 1, que son
aquellos transcritos por |la RNA polimerasall, concreta
mente |os genes estructural es que codifican para protei-
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nasy los genes que controlan laformacién de los llama-
dos RNAs pequefios nucleares (SnRNAS). Estos sSnRNAS
se asocian a proteinas especificas pequefias nucleares y
forman compl g os de ribonucleoproteinas (snRNPs) muy
importantes en la transcripcion de los pre-mRNAS. con-

cretamente en el complejo de terminacion (cortey polia
denilacion) y en la post-transcripcion (eliminacion de
intrones por corte y empalme). En primer lugar vamos a
describir el modelo general de estructura de los genes de
clase Il. Las secuencias inmediatamente anteriores a

lugar donde seinicialatranscripcion tienen todalainfor-
macién paralatranscripcién de ese gen 'y se conocen con
€l nombre de promotores. La secuenciacion de muchos
promotores de diferentes genes ha demostrado la existen-
cia en la mayoria de los genes eucaridticos de unas
secuencias "consenso” entre las que son de destacar la
caaTATA entre 20y 30 pb antes del inicio de transcrip-
cioén (posicion +1), la secuencia GC sobre -50, la secuen-

cia CAAT un poco més algjada en € promotor (13).
Estas secuencias son reconocidas por proteinas especifi-
cas llamadas factores generales de transcripcion, como
el TFIID queseuneaTATA, SP1lohaceaGC, NF1 a
CAAT, y también interaccionan con otros factores como
THIB y THIIF, facilitando launién ala RNA polimerasa
Il'y alahelicasa, 1o que posiciona correctamente al com-

plejo multiprotei co para que empiece atranscribir el gen
en laposicion correcta (14).

Pero ademaés de estos factores general es de transcrip-
€ion gque se unen a cajas 0 secuencias consenso del pro-
motor, existen otros factores proteicos (Activadores
transcripcionales) que se unen a secuencias mas aejadas
del promotor como las SDE (secuencias distales especifi-
cas), y que pueden estar incluso muy aejadas del promo-
tor o detras del gen o incluso dentro del gen, como las
secuencias intensificadoras (15). Sobre estas secuencias
interaccionan proteinas que generalmente se caracterizan
por actuar de forma dimérica, poseer un dominio de
union a DNA (region béasica) y un dominio de transacti-
vacion por el que interaccionan con € complejo proteico
formado por |os factores generaes de transcripcion-RNA
polimerasall y activan latranscripcién (16). A este grupo
de secuencias (que suelen ser repeticiones directas o
palindromes invertidos) pertenecen lamayoriade los ele-
mentos de respuesta a hormonas que se han secuenciado
en los promotores eucariGticos, y sobre ellos acttan los
activadores transcripcionales que en algunos casos pue-
den ser directamente receptores hormonalesy en otros
factores de transcripcion expresados en respuesta a una
determinada hormona o factor de crecimiento.

Los motivos estructurales que tienen estas proteinas
que actllan como activadores transcripcionales y que
interaccionan con e DNA normamente responden a
alguna de las siguientes formas (17):

a) motivo hélice-vuelta-hélice, la primera hélice
reconoce la secuencia del DNA en € surco mayor,
mientras que la otra mantiene a la primera en la posi-
cion correcta. La proteina de unién al DNA c-myc, que
Se activa en respuesta a factores de crecimiento y dife-
renciacién, presenta esta estructura.

b) cremalleras de leucina, que esun dimero en e que 4-
5 leucinas quedan colocadas en una zona de hélice aaun-
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gue en lasecuencialinea cadaunaestabadejada 7 amino-
&cidos de la otra; los mondmeros interaccionan por domi-
nios béasicos con € surco mayor de ladoble hdlice. El com-
plgo fosjun, que esd factor de transcripcion APL que se
activa en respuesta a factores de crecimiento, responde a
esta estructura. Los CREBsy C/EBPs que son factores de
transcripcion que median la respuesta a CAMP también
presentan estructura de cremalleras de leucina

c) dedos de zinc, en los que la cadena polipeptidica
sepliegay enlabase dos pares de cisteinas o un par de
cisteinas-par de histidinas quedan coordinados por un
atomo de zinc. Esta estructura es caracteristica de los
receptores de hormonas tiroideas y de estrogenos, que
ademés de poseer dominios de union a DNA vy de tran-
sactivacion, presentan dominios de union a su ligando
especifico, la hormona agonista (18-20).

Una vez que los factores generales de transcripcion
han reconocido al promotor, interaccionan con laRNA
polimerasall y en su caso, son transactivados por activa-
dores transcripcionales, seiniciael proceso de transcrip-
cion en direccion 5'-3', habiendo un desenrrollamiento
parcial de la doble hebra que permite el copiado de la
hebra antisentido por parte de laRNA polimerasall. Los
nucledtidos recién polimerizados en el RNA naciente
(A,U,Cy G) interaccionan por apareamientos de Watson-
Crick con los complementarios en el molde durante un
trecho, para segiin va desplazéndose la horquilla de trans-
cripcion ir saliendo delamismael RNA naciente (11,12).
Cuando se han transcrito unos cuantos pares de bases, €
extremo 5' del RNA naciente va a ser modificado por un
sistema enzimético que le aflade a primer nucledtido del
RNA (normamente una G) un GTP metilado, interaccio-
nando con un enlace especial 5'ppp5', 10 que le da una
estructura caracteristica conocida como cap, que protege-
rdal RNA naciente del atague de exonucleasas 5 y que
también sera una sefial de reconocimiento paralalectura
de ese mensajero durante la sintesis proteica. Latrans-
cripcion sigue de forma continua hasta que en € gen apa-
rece una secuenciacion de terminacion del tipo
AATAAA. LaRNA polimerasa continua transcribiendo
mas alla de esta secuencia, pero lasecuencia AAUAAA
es un reclamo para el llamado complejo de corte-poliade-
nilacion por el que sevaaformar el extremo 3" delos
precursores de MRNAS. El proceso de corte-poliadenila
cion lo realiza un complejo snRNPs, concretamente el
U11. El snRNA del compleo ribonucleoproteico recono-
ce la secuencia de terminacion y uno de los factores pro-
teicos del complejo corta detras de la secuencia, generan-
do un extremo 3'OH libre parala accién de otra enzima
del complegjo, la poli(A)polimerasa que afade colas de
poli(A) de hasta 200 residuos. Esta sera una caracteristica
de los RNAs mensgjeros eucari6ticos, la poliadenilacion
en su extremo 3, lo cua permite separarlos por cromato-
grafiade afinidad en columnas de oligo-dT-celulosa.

Una vez sintetizado el transcrito primario, con sus
caracteristicas en e extremo 5-cap y sus colas de
poli(A) en el extremo 3', es necesario todavia eliminar
los intrones o secuencias no codificantes, paralaforma-
cion de mRNAs maduros. Este proceso o llevan a cabo
también complejos snRNPs, que incluyen snRNAS para
reconocer secuenciasy proteinas para aportar la activi-
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dad catalitica. Las sefiales que indican la existencia de
un intrén, como no podria ser de otro modo, son secuen-
cias consenso que aparecen en el comienzo y en el final

del intrén, flanqueadas por secuencias que también indi-
can el final y el comienzo de los exones adyacentes.

Normalmente, losintrones en su extremo 5' presentan la
secuencia GU y en su extremo 3' laAG. También existe
una A dentro del intron situada sobre 40 nucledtidos
antes del extremo 3 del intr6n que es importante en el

reconocimiento del intrén y que participa en el proceso
de eliminacion por corte y empalme de ese intrén. Todas
estas secuencias actllan de reclamo para € reconoci-
miento por parte de los snRNas asociados ala maguina-
ria proteica de corte y empalme. El complejo snRNPU1

reconoce el extremo 5' del intrén (G), rompiéndose el

enlace fosfodiester con el exdn que le precede, mientras
gue el complejo U2 reconoce la A del interior del intrén,

formandose un enlace fosfodiester 2'-5' entre Gy A, de
manera que parte del intron formaun lazo. A continua-

cion, el complejo U5 reconoce €l extremo 5™ del intron,

y ayudado por otros complejos ribonucleoproteicos 1o
excinde, asi como sellalos dos exones anterior y poste-
rior al intrén, eliminandose este en forma de lazo (21).

De estaformael transcrito primario de la RNA polime-
rasall queda convertido en un mRNA maduro, con su
extremo5 -cap, su colade poli(A) y sin intrones. Todo
este procesamiento tiene lugar en el nlicleo y unavez
formado e mMRNA saldra por los poros nucleares a cito-
plasma donde tendra lugar |a sintesis de proteinas (22).

Estos datos se resumen en lafigura 2.

Aunque la mayoria de los genes estructurales euca
ri6ticos responden a este model o, algunos como las his-
tonas no son poliadenilados ni presentan intrones,
teniendo un mecanismo de formacion algo distinto.
Igualmente, otros genes distintos de los de la clase Il
presentan en ocasiones intrones, debiendo ser elimina
dos por mecanismos de corte y empame que difieren de
|os mencionados anteriormente.

SINTESIS DE PROTEINAS

LaUltima etapa de laexpresi6n génica esla que conduce
alasintesis de proteinas, que se produce en € citoplasmay
en laque intervienen los MRNAs que llevan lainforma-
cion, lostRNAs activados con sus aminoacidos correspon-
dientes, los ribosomas y una serie de factores proteicos que
dirigen todas | as etapas de la sintesis proteica.

Antes de entrar en e mecanismo de la sintesis de pro-
teinas hay que hacer un pequefio resumen de como se
produce €l flujo de informacién de nucledtidos a amino-
acidos. Los tRNAs poseen tripletes [lamados anticodo-
nes que son complementarios alos tripletes informativos
0 codones de los MRNAs. Como el cadigo genético esta
degenerado, es decir hay més tripletes distintos (64) que
aminoacidos (20), un mismo tRNA puede reconocer
varios codones distintos siempre que sdlo cambien en la
tercera posicion del codon (hipotesis del balanceo). Por
otro lado, es importante también resefiar que el cédigo
genético es un codigo universal paratodas las especies,
gue en él existen codones de iniciacion, como AUG que
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Fig. 2. Procesos de expresion génica en eucariotas.

codifica para Metioninay codones de terminacion de
lectura, como UAA, UAGy UGA, y que unavez que se
empieza aleer un mensgero, se leeininterrumpidamente
hasta que aparece una sefial de terminacion.

L a etapa mas comprometida de la sintesis proteica es
lainiciacién de lamisma. En esta etapaintervienen has-
ta nueve Factores de Iniciacion eucariGticos (el Fs) faci-
litando secuenciamente la interaccion de los distintos
componentes. En primer lugar, el ribosoma 80S se sepa-
ra en sus dos subunidades por la accion del elF3 y el
elF1A. Launion del metionil-tRNA iniciador ala subu-
nidad 40S ribosomal, es mediada por € elF2 en su for-
ma GTP activa, para formar e complejo de preini-
ciacion 43S. Sobre este complejo se posicionael mMRNA
ayudado también por una serie de factores proteicos de
iniciacion, reconociendo €l Met-tRNA dirigido por elF2
al codon deiniciacién AUG més cercano al extremo 5'-
cap. Ahora se produce la interaccion codon-anticodon,
y ya solo falta que se posicione la subunidad ribosdmica
grande 60S (dirigida por el Fs) sobre este complejo, para
gue se complete & complejo deiniciacion 80S de la sin
tesis proteica. De todos los elFs que intervienen en la
iniciacion, e elF2 es una proteina activa en su forma
GTP, que cuando hidroliza este GTP a GDP se inactiva
y se separa del complejo, necesitando un ciclo de inter-
cambio de nucledtidos paravolver a ser activa. Algunas
subunidades proteicas ribosdmicas son las que presen-
tan laactividad GTPasicaimplicadaen lainactivacion y
salida del factor del complejo (23). Otro de los factores
claves de lainiciacion es el complejo el F4F, encargado
del reconocimiento del 5°-cap del mRNA. Dicho com-
plejo consigue unirse al MRNA cuando se disocia de
sus proteinas de union, lo que se produce por mdltiples
fosforilaciones de las mismas en respuesta a activadores
de lasintesis proteica como lainsulina (24).

Una vez situadas las dos subunidades ribosdmicas
sobre el MRNA y colocado €l Met-tRNA sobre el codon
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deiniciacion, se podria decir que se definen dos posicio-
nes en el ribosoma, una ocupada sobre AUG (posicion
peptidilo) y unalibre sobre d triplete adyacente en e sen-
tido 5-3 del mRNA llamada aminoacilo. En este
momento seiniciala etapa de elongacién, cuando factores
especificos proteicos de elongacion EFla conducen aun
nuevo aminoacil-tRNA, que tenga el anticodon comple-
mentario a codon presente en la posicién aminoacilo,
produciéndose su unién al sitio aminoacilo. Este factor
también es una proteina G, con un ciclo de activacion
similar a descrito anteriormente. Por tanto, hay dos ami-
noécidos unidos a su tRNA correspondiente en las posi-
ciones peptidilo y aminoacilo. Estos aminoacidos interac-
cionan entre si por una actividad peptidil transferasadela
subunidad ribosdmica 60S, formando un enlace peptidico
y por tanto un dipéptido sobre la posicion aminoacilo,
quedando € primer tRNA que ocupa la posicion peptidilo
descargado y tras |o cual abandonala misma. Ahora se
produce un avance de todo e complejo, de forma que el
tRNA que cargado con € dipéptido pasa a ocupar laposi-
cion peptidilo, quedando de nuevo laposicién aminoacilo
libre pararecibir aun nuevo aminoacil-tRNA portador del
anticodon complementario a del codon que ocupala posi-
cién aminoacilo. Esta traslocacion de la cadena peptidica
en formacion del sitio aminoacilo a peptidilo lo realizaun
factor EF-2. Asi continliala sintesis proteica, leyéndose el
mMRNA en el sentido 5°-3" y formandose la cadena poli-
peptidica desde el extremo NH2- hasta el -COOH termi-
nal, hasta que en & lugar aminoacilo aparece un codon de
terminacion, que es reconocido por un factor proteico de
terminacion eRF, € cud introduce unamoléculade H20 y
separala cadena polipeptidica del tRNA, liberdndose el
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ribosomay el MRNA. Debido ala poca abundancia de
muchos MRNASsy asu vidamedia, que en ocasiones es
muy corta, varios ribosomas pueden leer a mismo tiempo
un mRNA, lo que se conoce como polisomas. Las protei-
nas nacientes contienen sefiales que determinan su destino
final, pudiendo dirigirse hacialugaresinternos de la célu-
la, tales como lisosomas, mitocondrias o hacia el nicleo
celular, o bien seguir laruta secretora, para ser enviadas a
vesiculas de secrecién 0 alamembrana plasmética. Estas
sefial es forman parte de la propia secuencia proteicay por
tanto vienen predeterminadas en € DNA.

CONSIDERACIONES FUTURAS

Todas | as etapas de |a expresion de genes son extraor-
dinariamente complgas y estan muy reguladas, especial-
mente aguellas de iniciacion de latranscripcién, mecanis-
mo de diminacion de intrones, vida media de los
mensajeros einiciacion delasintesis proteica. Se conocen
muchos genes eucari 6ticos que estan regulados a uno o
varios de esos niveles por factores hormonales, nutricio-
nales, estadio del desarrollo, tipo tisular, etc. Laaparicion
en lineagerminal o somaticamente de ateraciones genéti-
cas tales como mutaciones puntuales, delecciones, ampli-
ficaciones, sobreexpresién de genes etc, conducen en
muchos casos a un crecimiento incontrolado de las células
y asu malignizacion. El conocimiento molecular delos
genesy de sus procesos de expresidn sera muy importante
en el futuro de la Oncologia para el disefio de terapias
génicas que permitan €l tratamiento y control del cancer
en las proximas décadas.
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MARCADORES MOLECULARESEN EL DIAGNOSTICO
DE LINFOMAS

La clasificacion de linfomas estd basada en una mez-
claintegrada de criterios clinicos, morfolégicosy mole-
culares. El peso especifico de los criterios moleculares se
incrementa alo largo del tiempo, de acuerdo a nuevos
hallazgos que informan acerca de eventos genéticos espe-
cificos paratipos singulares de procesos linfoproliferati-
VOs 0 etapas diferentes dentro de un mismo proceso.

El uso de marcadores moleculares ha incrementado
la reproducibilidad y significacion clinica de la clasifi-
cacion de linfomas, llevando a una propuesta unitaria, la
Clasificacion REAL, que esté siendo actualizada como
clasificacion delaOMS.

De hecho, para un alto porcentaje de las neoplasias
linfoides estén siendo descritos marcadores moleculares
especificos, como:

—Linfoma folicular: sobreexpresion de bcl2, deriva-
da de translocacion t(14;18)(g32;921). La proteina bcl2
es un inhibidor universal de apoptosis, que en estos
tumores protege a las células neoplésicas de la muerte
celular.

—Linfoma del manto, sobreexpresion de ciclina D1,
derivada de translocacion t(11;14)(g13;g32). Laciclina
D1 regula progresion en el ciclo celular, estando impli-
cadaen latransicién del punto G1/S.

—Linfoma de Burkitt: sobreexpresion de c-myc,
derivada de translocacion t(8;14) (924;932), t(8;22)
(024;0911), o t(2;8) (p12;g24). La proteina c-myc es un
factor de transcripcion multifuncional implicado en pro-
gresion alo largo del ciclo celular.

—Linfoma B de célula grande: ateracion de bcl6,
derivada de diversas translocaciones y mutaciones af ec-
tando al locus 3g27.

—Linfoma linfoplasmacitico/inmunocitoma: sobre-
expresion de pax5, derivada de translocacion t(9;14)

(p13;032). Pax-5 es un gen homeobox que juega un
papel en la regulacion de la proliferacion y diferen-
ciacion de células B.

—Linfomas MALT: t11;18(g21;g21). También han
sido descritas trandocaciones afectando 1921, lugar
donde ha sido identificado € gen bcl10 (Willis 1999).
Bcl10 es un gen pro-apoptéico (contiene un dominio
CARD), inactivado por mutaciones derivadas de su
translocacién junto con el gen IgH (mutaciones sométi-
cas). Mutaciones del gen Bcl10 son comunes no solo en
linfomas, sino en multitud de neoplasias de diferentes
tipos celulares.

—Leucemia Linfocitica Cronica-B (LLC-B): triso-
miadel cromosoma 12, deleciones del 13q.

—Linfoma esplénico de la zona marginal (LEZM):
La presencia de deleciones de un fragmento comprendi-
do entre 7g31 y 7032 es caracteristica de esta neoplasia,
lo que sugiere lalocalizacion de un gen supresor en esta
localizacion.

—Mieloma: la t(6;14)(p25;032) es un frecuente
hallazgo, que yuxtapone el gen MUM1, en 6p25, con €l
gen IgH.

—Linfoma T anaplasico: la t(2;5)(p23;935) es un
hallazgo caracteristico, que yuxtapone € gen NPM2
(proteina nucleolar), con el gen ALK (tirosin-quinasa).

No obstante, alin subsisten numerosos tipos de enfer-
medades linfoproliferativas para los que carecemos de
marcadores moleculares precisos, 0 alteraciones genéti-
cas de relevancia todavia desconocida.

Los genes implicados en estas translocaciones no
parecen (con excepcion de c-myc) conferir una ventgja
dramética en € crecimiento a las neoplasias, sino per-
mitir la acumulacién de células que posteriormente
sufrirén alteraciones genéticas y estimulos ambientales
adicionales que condicionaran progresién tumoral. En
suma, su papel es quizads similar a que juega €l gen
APC en e cancer colorectal (Tablall).
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TABLA |
CLASIFICACION REAL ACTUALIZADA POR LA OMS

Linfomas de células B

CELULAS PRECUSORAS
Linfoma / leucemia linfoblastico B

CELULAS MADURAS

Leucemia Linfocitica crénica B/ linfoma de linfocitos pequefios
Leucemia Prolinfocitica B

LinfomaB esplénico de lazonamarginal

Leucemia de células peludas

Linfoma linfoplasmacitico

Linfoma de células del manto

Linfoma folicular

Linfoma B de la zona marginal, del Tejido Linfoide asociado
aMucosas

Linfoma ganglionar de la zona marginal

Linfoma B de células grandes difuso

Linfoma de Burkitt

Plasmocitoma

Mieloma mdltiple

Linfomasde células T

CELULAS PRECURSORAS
Linfoma/leucemia linfoblastico T

CELULAS MADURAS

Leucemia Prolinfocitica T

Leucemiade cdlulas T grandes granulares
Sindrome de Sezary

Leucemiade cdulas NK

Linfoma extraganglionar NK/T, tipo nasal
Micosis fungoide

Linfoma T cutaneo primario de células grandes anapl &sico
Linfoma T paniculitico subcutaneo

Linfoma T gd hepatoesplénico

LinfomaT intestinal, tipo asociado a enteropatia
Linfoma T angioinmunoblastico

Linfoma T periférico no especificado
Linfoma/leucemia T del adulto (HTLV-1+)
Linfoma anaplasico de célula grande, sistémico

LINFOMA DE HODGKIN (ENFERMEDAD DE HODGKIN)
Predominio linfocitico, nodular Hodgkin clésico:
Esclerosis nodular
Rico en linfocitos
Celularidad mixta

Pobre en linfocitos
Tipos en cursiva: linfomas mas frecuentes.

REGULACION DEL CICLO CELULAR

El papel protagonista en el entramado de moléculas
que controla el ciclo celular le corresponde a un grupo
de proteinas con actividad serina/treonina quinasa, lla-
madas CDKs (por cyclin dependent kinases: quinasas
dependientes de ciclinas). Estos complejos enzimati-
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TABLA I

ALGUNOS MARCADORES GENETICOS COMUNES
DE LOS LINFOMAS NO-HODGKIN

Linfoma  Tran slocacion Gen Funcién
IMLPL  t(9;14) (p13;032) pax 5 gen homeobox
LF t(14;18) (932;021) bcl-2 inhibe apoptosis
LCM t(11;14) (913,932 bel-1 regulafase GU/S
Burkitt  t(8;14) (024;932) c-myc  factor de
t(2,8) (q11,q24) transcripcion
1(8;22) (g24;q11)
LDBCG  (3;14) (q27;932) bcl-6 factor de
1(3,22) (927;q11) transcripcion
t(2;3) (p12,027)
LACG t(2;5) (p23;035) ak tirosina-quinasa

IM LPL: Inmunocitoma/Linfoma Linfoplasmético; LF: LInfoma Folicu-
lar; LCM: Linfoma de la células del manto; LDBCG: Linfoma Difuso B
de Célula Grande; LACG: Linfoma Anaplésico de Célula Grande.

Ccos estén compuestos por una subunidad con actividad
quinasa, CDK, y una subunidad reguladora, la Ciclina.
La actividad quinasa del complejo esta regulada positi-
vamente por la unién de ambas subunidades, asi como
por lafosforilacion de la subunidad catalitica. Lares-
ponsable de esta fosforilacion es otra proteina-quinasa:
la proteina CAK (quinasa activadora de CDKs), com-
puesta ella misma por una quinasa (CDK7) y por una
ciclina (CiclinaH). En la activacion de las CDK's tam-
bién participa lafosfatasa cdc25A. Ademés, las CDKs
estan reguladas negativamente por su interaccion con
un grupo de proteinas de bajo peso molecular [lamadas
CDKIs (por cyclin dependent kinase inhibitor: inhibi-
dores de las quinasas dependientes de ciclind), que
inhiben su actividad. En los Ultimos afios se ha descri-
to otro mecanismo de regulacion del ciclo celular que
va cobrando cada vez mas importancia: la degradacion
de ciclinasy CDKs por laviade la ubicuitina, por la
cual se eliminan las proteinas que ya han llevado a
cabo su funcién y/o impiden la progresion alo largo
dd ciclo.

En las células de mamifero, se forman y se activan
diferentes complejos Ciclind/CDK en momentos espe-
cificos del ciclo celular. Los complejosimplicadosen el
control del ciclo celular, asi como sus puntos de actua
€ion aparecen esquematizados en lafigura 1.

TABLA I
CDK'Y CICLINAS

Ciclinas CDK asociada Fasede ciclo CDKI

D (1,2,3) CDK4-6 Gl INK4, KIP
E CDK2 G1, GUS KIP
A CDK2-1 S, G2/M KIP
B(1,2) CDK1 G2/M (P21)
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Fig. 1. Complgjos CDK-kinasa a lo largo del ciclo celular.

Una de las dianas principales de las quinasas que
actlian en la fase G1 del ciclo es la proteina Rb, asi
como otras proteinas relacionadas (p107 o p130). La
proteina Rb esta ausente o alterada en el tumor ocular
retinoblastoma (de donde toma su nombre) y en otros
tipos tumorales como son sarcomas, carcinomas de pul -
mon de célula pequefiay carcinomas de vejiga, prostata,
mama, paratiroides e higado. Rb es una proteina supre-
sora de tumores cuyo estado de fosforilacion variaalo
largo del ciclo, determinando su actividad en €l mismo.
Durante la transicion GO/G1 permanece defosforilada,
siendo fosforilada consecutivamente en mdltiples resi-
duos por los complejos CDK s durante la progresién del
ciclo celular desde G1 hasta e final de la mitosis. Su
efecto inhibidor 1o lleva a cabo en laforma defosforila-
da, mediante formacion de complejos con otras protei-
nas, principamente con los miembros de la familia
E2F/DP1. E2F es un factor de transcripcién capaz de
inducir la expresion de multiples genes implicados en €l
desarrollo de la fase S, como son ADN polimerasa-a,
cdc2, c-myc, timidina quinasa, DHFR.

PUNTOSDE CONTROL DEL CICLO CELULAR

Para que una célula pueda finalmente llegar adividir-
se, todo el proceso proliferativo ha de estar sometido a
estrictos controles que aseguren la integridad genémica
y la correcta duplicacion y distribucion de las organelas
celulares. Paraello lacéluladispone de sistemas de con-
trol con capacidad parafrenar €l ciclo celular y asegurar
lareparacion del genoma antes de la progresion del mis-
mo.

Durante la fase G1 se decide s la célula continda
progresando alo largo del ciclo celular, o por e contra-
rio lo abandonay entra en un estado de quiescencia. El
punto de restriccion R define el momento en G1 en €
que la célula puede progresar de forma auténoma a lo
largo del ciclo, independientemente de la presencia de
factores de crecimiento. El control de este punto de res-
triccién lo llevan a cabo las CDKSs, reguladas consecuti-
vamente por lasciclinas D, Ey A. Ladianaprincipal de
este control parece ser la proteina Rb.

La expresion de la Ciclina D depende en mayor
medida de factores externos que de la fase del ciclo en
gue se encuentre la célula. Cuando la célulaabandonael
estado de quiescencia, seinduce la sintesis de CiclinaD
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y sus niveles y los de sus quinasas asociadas, CDK4-6,
Se mantienen mas 0 menos constantes mientras prosiga
el ciclo celular. Su actividad, por tanto, hade estar regu-
lada por otros mecanismos, entre otros su interaccion
con CDKIls, més concretamente con los miembros de la
familiade p16/INK4a. La proteina Rb esfosforilada por
la Ciclina D/CDK4-6. Por tanto, p16/INK4a actuaria
impidiendo la fosforilacion de Rb y bloqueando la pro-
gresion del ciclo celular. Estas cuatro proteinas, Rb-
p16/INK4a-Ciclina D-CDK4, constituyen una ruta de
gran importanciaen €l control de latransicién G1/S. De
hecho, se han encontrado alteraciones en algunade ellas
en una proporcion importante de tumores.

LaCiclinaE, unidaa CDK?2, aceleralafosforilacion
de Rb. El factor de transcripcion E2F activala sintesis
de CiclinaE, con lo quelaciclina E/CDK2 actuariaa
través de un bucle de retroalimentacion positiva fosfo-
rilando Rb y liberando E2F. Es en este momento cuan-
do lafosforilacion de Rb pasa de ser dependiente de
mitégenos u otros estimul os extracel ulares (ciclina D)
a ser independiente (ciclina E). Los complejos ciclina
D, Ey A/CDK, pueden ser inhibidos por los CDKIs de
lafamiliaKIP, siendo p27¢'™ el que estd mas directa-
mente relacionado con el paso por el punto de restric-
cion. (Fig. 2).

p53 TGF-beta

INK4 Ap27 p27
! L | y |

CDK7—> Ciclina-CDK—— = Ciclina-CDK
Ciclina -« P
Rb-E2F— = Rb-P + E2F

Progresion del

ciclo celular
INHIBIDORES DE CDKs

Fig. 2. Papel delos diferentes CDK inhibidores a lo largo de
las diferentes fases del ciclo.

Durante la transicion GL/S entra en juego otra pro-
teina de gran importancia en la oncogénesis: la proteina
p53, una proteina multifuncional involucrada en dife-
renciacion y control del ciclo celular en diversidad de
situaciones. Una de sus funciones principales es la
induccién de parada del ciclo celular en G1 tras dafio a
ADN para facilitar su reparacion. Sus niveles también
se incrementan en respuesta a otras situaciones de estrés
celular como son alteracion en las reservas de nucledti-
dos, hipoxia, etc. De hecho, células que tienen este gen
aterado o ausente son incapaces de parar €l ciclo en G1
en respuesta a radiacion-gamma. p53 funciona como
factor de transcripcion activando varios genes, entre los
gue se encuentran el gen que codifica la proteina
MDM2y €l del inhibidor de quinasas p21*4™ (El-Diery,
1993), siendo este Ultimo responsable, al menos parcial-
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mente, de laparada del ciclo celular provocada por p53.

Lainduccién de la expresion de p21"4™ por p53
tiene como consecuencia la inactivacion de los com-
plejos CDK vy por tanto el bloqueo en lafosforilacién
de Rb (Harper, 1993), manteniendo este Ultimo su
estado activo de represor del crecimiento, al no per-
mitir laliberacién del factor de transcripcion E2F. De
esta forma, indirectamente, lainduccién de p53 impi-
de lafosforilacion de Rb. Larelacion existente entre
p53 y Rb en el control del ciclo celular se basaen la
accion no sblo de p21/*#* (inducida por p53 e inacti-
vadora de Rb), sino también en lade MDM?2. Esta
proteina es inducida por p53 y ambas se regulan
mutuamente por un proceso de retroalimentacion
negativo (p53 induce la expresion de MDM?2 que se
une a p53 y lainactiva induciendo su degradacion)
(Haupt, 1997). Se haidentificado unaregion en su
extremo C-terminal capaz de interaccionar con Rb
(Xiao, 1995), impidiendo su unién a E2F. Ademés,
MDM?2 también se une al factor E2F potenciando su
funcion. De esta forma MDM?2 seria capaz de inacti-
var ambas proteinas (p53 y Rb) (Xiao, 1995) de la
misma forma que algunas proteinas virales. Esto
sugiere la existencia de colaboracion entre Rb y p53
en laregulacion del ciclo celular, apoptosisy progre-
sién tumoral.

INHIBIDORES DE CDKS (CDKIS)

La regulacion negativa €jercida por los CDKIs
(principalmente pl6/™< p21/“WA7 y p27/¥™) se ha
revelado como uno de los mecanismos principales en
el control del ciclo celular. El primer inhibidor de
CDKs que se descubrié fue p21¥4¥, el cual se sabe
que es inducido por la proteina p53 (El-Deiry, 1993).
Posteriormente se describié que un nuevo inhibidor,
pl6™ se encontraba alterado en gran nimero de
lineas celulares (Kamb, 1994), lo cua sugeria que
estos genes podrian actuar como supresores de tumo-
res.

Hay descritas dos familias de CDKIs: la familia
KIPy lafamiliaINK4. Lafamilia KIP esta constitui-
da por p21/%A%, p27/<* y p57/'*, y se caracteriza
porgue sus miembros son inhibidores universales; es
decir se asocian con todos los compleos
Ciclina/lCDK de la fase G1/S. Por € contrario los
miembros de la familia INK4: pl6/™< pl5/™Nke®,
pl8/™Nce y p19'k4 sGlo se unen y actlan sobre los
complejos Ciclina D/CDK4-6. EI mecanismo de
inactivacion de las CDKs también es distinto en
ambas familias. Asl, mientras p21/WA™, p27/<™ vy
p57/¢'* se unen alos complejos Ciclina/CDK, inacti-
vandolos, p16/™“y su familia se unen alas quinasas
CDK4-6 compitiendo con la Ciclina D e impidiendo
de esta forma la activacion de la quinasas. Lainhibi-
cion de las CDKs llevada a cabo por ambas familias
también se debe a que al unirse al complejo quinasa
impiden la fosforilacion de las mismas llevada a
cabo por la proteina CAK (Fig. 3).
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Fig. 3. Variaciones en €l nivel de expresion de CDKIs en €l
ciclocelular.

FAMILIA KIP

p21/var p27/<7 y p57/<72 forman unafamilia de pro-
teinas capaces de unirse e inactivar multiples complejos
Ciclina/lCDKs necesarios para €l inicio de la fase S.
Aunque los tres comparten la capacidad de unirse a las
CDKs, sdlo p21"** puede también unirse a PCNA
(antigeno nuclear de proliferacion celular), inhibiendo
lareplicacion de ADN dependiente de PCNA al impedir
que este factor active la ADN-polimerasa.

Las tres proteinas contienen un dominio de unos 60
aminoécidos similar (36-47% de identidad de secuen-
cia) en laregion N-terminal siendo este dominio nece-
sario y suficiente para la unién e inactivacion de los
complgos Ciclina/CDKs. Estos tres CDKI s tienen tam-
bién una sefial de localizacidn nuclear cercadel extremo
C-terminal. p21/"4* tiene, sin embargo, una zona de
union a PCNA en la region C-terminal, independiente
de lazonade unién aCDKs.

Las proteinas p27/™ y p57/< tienen, ademas una
secuencia consenso de fosforilacion por CDKs (llamada
caja QT). La presencia de esta regién fosforilable por
sus moléculas diana hace suponer la existencia de un
proceso de retro-regulacion entre las quinasas y sus
inhibidores.

P21WAF1

p21"*™ (al que se le han asignado multitud de nom-
bres. CIP1, CAP20, SDI1, MDAG6) se identificd en
fibroblastos humanos a coprecipitar con Ciclina D1 y
CDKs (Xiong, 1992). En este modelo celular, la mayo-
ria de las CDK s estan formando complejos cuaternarios
con ciclinas, PCNA y p21/"47, p21/**" se describid
simultdneamente por varios grupos independientes,
cada uno de los cuales le asigné uno de los multiples
nombres con que se denomina a esta proteina. Harper y
cols. laidentificaron como una proteina que interaccio-
naba con CDK2 (CIP1) usando €l sistema de dos hibri-
dos en levaduras. También se identific6 como un inhibi-
dor de la sintesis de ADN en fibroblastos senescentes
(SDI1). La proteina homéloga murina, CAP20 se aidl6
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a coprecipitar con la quinas CDK2. El-Deiry y cals.
describieron a p21/*4" como una proteina cuya expre-
sion se induce por la proteina p53 normal pero (WAF1)
no por lamutada (El-Deiry, 1993).

En estudios de transformacién de células tumorales
con p21/"47 se consigui6 parar € ciclo celular, asi como
aterar la morfologia y la diferenciacion celular; sin
embargo no se indujo apoptosis. Al introducir p21/7A™
con vectores adenovirales en tumores humanos también
se consigui6 reducir €l crecimiento tumoral. Esto en un
principio hizo suponer que p21/"** se podia comportar
COMO gen supresor de tumores.

A pesar de ser un inhibidor de CDKs, p21/*** se
encuentra unido a complegjos Ciclina/CDK activos.
Parece ser que estos complejos activos contienen una
sola molécula de p21/*4* mientras que los complejos
inactivos requieren la presencia de maltiples moléculas
del inhibidor. Incluso se ha sugerido que niveles bajos
de p21/"#" facilitan la asociacion de la ciclina con su
quinasa.

pP21/M4"  ademas de poseer la capacidad de inhibir la
actividad de las CDKs, también inhibe la replicacion
dependiente de PCNA. De esta forma p21/**™ tienela
capacidad tanto de bloquear la entradaen lafase Simpi-
diendo € inicio de la sintesis de ADN, como de parar
esta sintesis ya en lamisma fase S, a inhibir a factor
PCNA.

La region promotora del gen p21/*“*™ contiene
secuencias consenso de union de la proteina p53. El
hecho de que la proteina p53 nativa, tras producirse
dafio en el ADN induzca la expresion de p21/"* para
permitir su reparacion en lafase G1, ha sido confirmado
en varios estudios, entre otros los que demuestran que
agentes que dafian al ADN y aumentan los niveles de la
proteina p53, también inducen la sintesis de p21M4™. La
induccion de p21/*#™ por p53 para parar €l ciclo celular
ha aportado evidencia conclusiva de larelacion existen-
te entre un gen supresor de tumores (p53) y € control
del ciclo celular.

Esta expresion de p21/Y4*, después de dafio a ADN,
es dependiente del estado funcional de la proteina p53,
y por consiguiente falta en células con p53 alterada o
ausente. Asi, en fibroblastos murinos derivados de rato-
nes deficientes en p21/"", no se conseguia una parada
efectiva del ciclo celular en respuesta a dafio a ADN.
Sin embargo, otras acciones de p53 no parecen media-
das por p21/***, y asi lainduccion de apoptosis por p53
no esta mediada por p21/%A7,

p21/"A7 también se ha relacionado con e proceso de
diferenciacion celular ya que distintos estudios in vitro
parecen demostrar que p21/*A™ podria estar involucrada
en lasalidadel ciclo celular en un programa de diferen-
ciacién celular, al inducir parada del ciclo por mecanis-
mos independientes de p53. Sin embargo, los ratones
p21-/- no presentan ateraciones en el desarrollo, lo que
sugiere que e papel de p21/*** en la diferenciacion
celular durante e desarrollo embrionario debe ser
redundante con otras proteinas.

El gen que codifica p21"4™ se encuentra localizado
en el cromosoma 6p21.2. A pesar del papel crucia que
p21/¥4F parece desempefiar en el control del ciclo celu-
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lar, no se han encontrado ateraciones en dicho gen en
los estudios realizados en varios tipos tumorales. Rato-
nes carentes de p21/"4™ tampoco muestran una predis-
posicion mayor ala aparicion de tumores.

P27K\P1

Esta proteina se identificd por primera vez como un
inhibidor de Ciclina E/CDK?2, unida a dicho complejo
en células que habian parado su proliferacion en lafase
GL1 en respuesta a estimul os extracelulares como son la
adicion de TGF-b a medio de cultivo, o tras contacto
celular (Polyak, 1994). Toyoshimay Hunter la identifi-
caron también como una proteina que interacciona con
el complejo ciclina D-cdk4.

Varios estudios in vitro muestran la capacidad que
tiene p27/“™ de frenar la progresion del ciclo celular en
respuesta a distintos estimulos como son, TGF-b en
células epiteliales, inhibicion del crecimiento por con-
tacto celular, eliminacion del suero del medio de cultivo,
tratamiento con AMPc en macréfagos de ratén y rapami-
cinaen linfocitos T. Los niveles de p27/<™ disminuyen
dréasticamente cuando la cduladeja el estado quiescente.
Sin embargo, la disminucién se detecta solo anivel de
expresion de laproteina, yaque los niveles de ARNm no
varian al estimular la proliferacion celular. Por lo tanto
p27/“™ ha de estar sometida a control post-transcripcio-
nal, como se demuestra también en |os estudios realiza-
dos por Pagano y cols., en los que se detecta una mayor
actividad proteolitica sobre p27/™ llevada a cabo por la
ruta ubiquitina-proteosoma.

Aunque p27/<'™ tiene la capacidad de unirse a distin-
tos complejos CDKs, parece que es sobre e complegjo
Ciclina E/CDK 2 donde gjerce su efecto inhibitorio. En
distintos estudios in vitro se ha observado que aunque la
actividad de la quinasa CDK2 es blogueada por
p27/KIP1, no ocurre lo mismo con CDK4-6, cuya acti-
vidad quinasa no se altera en células cuyo crecimiento
ha sido parado por p27/<™ (Soos, 1996). Se ha sugerido
gue & complgo Ciclina D/CDK®6, que alln es activo
unido a p27/<™, regularia la cantidad de p27/<** unida al
complejo Ciclina E/CDK2, € cud si esinactivo en pre-
senciade p27/<™ (Soos, 1996). En fibroblastos murinos
se ha demostrado que p15 y p27/<™ cooperan en la
induccién de la parada del ciclo celular provocada por
TGF-b. La inducciéon de pl5 provocaria €l desplaza-
miento de las moléculas de p27/“™ unidas a Ciclina
D/CDK4 hacia los complgjos Ciclina E/CDK2 a los
cualesinhibe.

Hay autores que sugieren que p27/<™ es el inhibidor
de CDK's més directamente implicado en €l control del
punto de restriccion ya que esta presente en células
guiescentes y sus niveles disminuyen drasticamente en
latransicién G1/S. Esto es consistente con los hallazgos
efectuados en ratones p27/¢™-/- los cuales presentan un
tamafio mayor debido a un aumento en el tamafio tisular
y en el nimero de células, lo cua indicaque hay un des-
control en la proliferacion.

También se ha asociado la expresion de p27/<™ con
el proceso de diferenciacion. Kranenburg y cols. sugie-
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ren que la sobrexpresién dep27/<™, que provoca lainhi-
bicién de CDKsy € bloqueo en lafosforilacion de Rb,
inducen diferenciacion neuronal en células de neuro-
blastoma de raton.

Diversos estudios realizados por Catzavelos y cols.
(1997) en carcinoma de mamay Loday cols. (1997) en
carcinoma colorrectal muestran una clara relacion entre
ausencia de p27/¢™ y baja supervivencia, proponiéndolo
como factor prondstico.

Las alteraciones en este gen, localizado en laregion
cromosomica 12pl12 son muy raras en tumores, a igual
que ocurre con p27/<®. Unicamente se han detectado
delecciones en un linfoma B-inmunobléstico y en 1
Linfoma T asociado aHTLV-I, y unamutacién stop en
otro caso de Linfoma T asociado aHTLV-I. En el estu-
dio redlizado por Kawamata y cols. en multitud de
tumores de distintos tipos —ovaricos, de pulmén, testi-
culo, endometrio, gastricos, cervicales, sarcomas, neu-
roblastomas, leucemias mieloides agudas, y leucemias
linfobl&sticas agudas— asi como 20 lineas celulares no
se han encontrado alteraciones en p27/¢™ (Kawamata,
1995).

P57KIPZ

p57/KIP2 es la Ultima proteina perteneciente a la
familia KIP descubierta hasta el momento (Lee, 1995).
Se ha descrito que la sobre-expresién de esta proteina
puede provocar un completo bloqueo ddl ciclo celular.

Ladistribucion tisular de p57/4'* (mlscul o esquel éti-
€0, corazon, rifion, pulmén'y cerebro) es més restringida
que la de p21/*™ o p27/“™. Su expresion en células
completamente diferenciadas, sugiere que participa en
lasalidadel ciclo celular.

El gen que codifica para p57/¢'™ se encuentra loca-
lizado en e cromosoma 11pl15.5. Esta region se
encuentra frecuentemente deleccionada en rabdomio-
sarcoma, tumor de Wilms y sufre LOH en varios
tumores humanos, (mama, vejiga, pulmon,...) y reor-
denamientos en pacientes con sindrome de Beckwith-
Wiedemann (BW). Esta enfermedad se caracteriza por
la pérdida especifica del alelo materno, lo que sugiere
gue el iimprintingt gendmico puede jugar un papel en
la apariciodn de alteraciones genéticas en esta enferme-
dad. Por tanto, su papel inhibidor del crecimiento, su
localizacién cromosémica (implicada en tumores) y
su expresion asociada a imprinting genémico, le con-
vierten en un candidato a gen supresor de tumores. El
fenotipo observado en los ratones carentes de p57/4'%,
parecen confirmar larelacion entre p57/<% y el sin-
drome BW, no habiéndose observado sin embargo
una mayor predisposicion al desarrollo de tumores en
estos ratones.

Tampoco se han encontrado mutaciones en e gen
p57/4'% (en la secuencia que codificale regién de unién
aCDKJy), al igual que ocurre con los otros miembros de
lamismafamilia. Ademés, en estudios funcionales rea-
lizados, se ha observado que la expresién de p57/'™no
se correlaciona con la supresion del crecimiento tumo-
ral.
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FAMILIA INK4a

Los miembros de esta familia, pl6M<#4 pl5/nke.
pl8/™4 y p19/™*4. comparten por un lado su propiedad
bioquimica de unién e inactivacion exclusivamente de los
complegos ciclinaD/CDK4-6'y por otro su estructura pro-
teica: todas poseen cuatro repeticiones del dominio de
ankirina. Estos dominios se han identificado en proteinas
gue interaccionan con otras macromoléculas. En estudios
in vitro se ha descrito que alteraciones en regiones fuera
de estos dominios no afectan ala actividad de la proteina.
Parece que son estas regiones las involucradas en su inte-
raccion con las quinasas. p16/™«* y p15/™* tienen un
50% de similitud en laregion N-terminal y un 69% en la
carboxilo terminal.

P16l

La proteina pl16/M<* se describié por primera vez
como “proteina asociada” a CDK4 en células humanas.
Posteriormente se cloné y caracterizd6 como un inhibi-
dor especifico de los complgjos Ciclina D/CDK4-6
(Serrano, 1993). La diana principal de fosforilacion de
este complejo CDK es la proteina supresora de tumores
Rb. Por tanto, p16/"«“ parece ser responsable delainac-
tivacion de las CDKs al final delafase G1, unavez que
Rb se ha fosforilado en determinados residuos, permi-
tiendo de esta forma la entrada de las células en la fase
S. De hecho, la sobre-expresion de pl16/™<“ tiene como
consecuencia la parada en G1 en células con proteina
Rb norma o funcional, pero sin embargo no parece
gjercer ningun efecto en aquellas células en que Rb esta
inactivado. Estudios de transfeccion de p16/M«+ en célu-
|as tanto p16 -/-, como con el promotor hipermetilado e
incluso con & gen p16/"<2 normal, muestran bloqueo en
el crecimiento en lafase GO-G1, lo que confirmasu fun-
cién reguladora negativa de la proliferacion. También
se han detectado altos niveles de p16/* en células epi-
teliales. De acuerdo con esta observacion, Serrano y
cols. han demostrado que la induccién de senescencia
en fibroblastos tanto murinos como humanos, a ser
transfectados con ras, va acompafiada por un incremen-
to en la expresion de p16/™<*, junto con p53. De acuer-
do a estos resultados proponen que la induccidn prema
tura de senescencia podria ser un mecanismo de
supresién tumoral .

La region cromosdmica 9p21 se encuentra deleccio-
nada en melanomas malignos, gliomas, cancer de pul-
mon y en algunas leucemias. Buscando un gen supresor
gue se localizara en esta regién, Kamb, Nobori y Oka-
moto identificaron el locus de p16/™%*, En un principio
se vié que pl6/™= se encontraba alterado (mutado o
deleccionado) en un porcentaje muy alto de lineas celu-
lares tumorales humanas. Sin embargo, €l porcentaje de
alteraciones en tumores primarios era mucho menor.
Esto hizo suponer que la aparicién de mutaciones en
lineas celulares se debia a la seleccidn durante € “esta
blecimiento” de las mismas. Sin embargo, esta contro-
versia parece zanjada por e descubrimiento de la exis-
tencia de mdltiples mecanismos de inactivacion como
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son delecciones, reordenamientos, mutacionesy metila-
cion de novo, dependiendo el tipo concreto de altera-
cion en gran medida del tipo tumoral. Asi, por gemplo,
las mutaciones puntuales y pequefias delecciones son
frecuentes en melanoma y céncer pancredtico familia-
res, carcinomas de esofago, cancer de tracto biliar, y
adenocarcinoma pancreético. La existencia de deleccio-
nes homocigotas de grandes fragmentos que eliminan el
locus INK4a son comunes en carcinoma de célula
pequefia de pulmén, gliomas malignos, carcinomas de
células renales, tumores de cabeza y cuello, tumores de
préstata, carcinomas de vejiga y leucemias linfobl asti-
cas agudas. Por Ultimo, la metilacion de novo parece
gue es comun en cancer de mamay colon y también se
ha encontrado en la transformacion de linfomas.

En € caso de neoplasias hematol 6gicas, p16/"** apa-
rece alterado muy frecuentemente en leucemias linfo-
blésticas agudas, habiéndose descrito delecciones que
van desde un 22% hasta un 86% en leucemias linfoblas
ticas T. En linfomas B, se han encontrado ateraciones
hasta en un 15% de los casos, la mayoriade ellos de alto
grado.

P 15| NK4B

El gen p15/™%* se encuentra localizado muy préximo
al de p16/™“: sflo a 25 Kb, y ambos genes estan estre-
chamente relacionados. La funcién de p15/“es similar
ala de pl16/™“. Sin embargo, p15/M™* se diferencia de
p16/™<*= en que induce parada en €l ciclo celular en res-
puesta a factor TGF-b, por lo que p15/™<* podria estar
involucrada en la parada del ciclo celular inducida por
esta citoquina.

L os estudios realizados hasta la actualidad sobre alte-
raciones de este gen en tumores humanos, demuestran
que dicha alteracién suel e deberse a deleccidn asociada,
en la mayoria de los casos, a p16/™*“ (leucemias, glio-
mas, mesoteliomas). La existencia de alteraciones gené
ticas de p15/™«*, independientes de p16/™«“, no parecen
frecuentes en neoplasias humanas. Por este motivo se
piensa que el gen diana de estas alteraciones es p16/™<“
y no p15/™«,

Sin embargo, se ha detectado hipermetilacion del
promotor de p15 en casi un 90% de AML sin alteracio-
nes en pl6, y es también bastante frecuenteen ALL. De
este estudio se desprende que alguno de los dos genes,
p15 o p16 estainvolucrado en lamayoria delos tumores
hematol 6gicos examinados.

P18|NK4C Y P19INK4D

Se han descrito otras dos proteinas pertenecientes a
lafamilia INK4 de inhibidores de quinasas. Estas prote-
inas son p18Nk+«y p19™k4, | os genes que las codifican
se encuentran localizados en las regiones 1p32 y 19p13
respectivamente. Aunque las alteraciones descritas en
pl6/™4a y p15/™k son frecuentes, no ocurre 10 mismo
con pl8/™4e y pl9/Nk4 ya que muy raramente se han
encontrado mutaciones en estos genes (se ha descrito la
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existencia de deleccion de p18 en un Unico caso de 20
mielomas multiples analizados). Esto hace suponer que
aunque los miembros de esta familia se encuentren evo-
lutivamente relacionados y tengan funciones bioquimi-
casiguales, sus funciones biolégicas tal vez sean distin-
tas.

P19~

Los estudios del locus INK4a han revelado la exis-
tencia de un transcrito con diferencias en el extremo 5,
denominado pl9"¥", y derivado de un primer exén,
(exén 1), centromérico a primer exén de pl6 (exén
1a). Aunque los exones 2 y 3 son comunes para pl6 y
pl19*¥, la secuencia de lectura difiere y consiguiente-
mente ambas proteinas carecen de similitud en la
secuencia de aminoécidos. Estudios recientes por Kami-
joy cals. han mostrado que ratones con fenotipo p19*¥
nulo tienen alteraciones similares a las descritas previa-
mente para los ratones con disrupcién del exén 2,
comun para pl6 y p19*¥. También muestran como la
parada del ciclo por p19*~F actla en relacién con p53, ya
que es abolida por pérdida de p53 (Kamijo, Cell, 1997) .

p19"* no se adhiere a CDK o inhibe complejos for-
mados por ciclina-CDKs, pero su sobreexpresion con-
duce a parada en €l ciclo en G1-Sy G2-M. p19*¥inte-
racciona fisicamente con MDM2 bloqueando la
degradacién de p53 inducida por MDM2, y asi impi-
diendo la neutraizacion de p53 via MDM2. Asi, en un
mismo locus, 9p21, estan presentes y comparten dos
exones dos genes involucrados en la dos rutas supreso-
ras de cancer mas comunes, laruta de p53-ARF y lade
pl6-Rb. Ni mutaciones ni metilacién parecen tener
lugar en p19*¥, pero su expresion puede perderse en
algunas neoplasias como consecuencia de delecciones
gue , comunmente afectan también a p16 y p15. Obser-
vaciones experimentales y modelos tedricos coinciden
en mostrar cdmo lainactivacion de estas dos rutas es un
proceso concertado en el que se asocian de formasigni -
ficativa metilacion de p16 con mutacion de p53 por un

p19/ARF/INK4a
INK4a and ARF pathways

INK4da —» Cyclin D——» pRB

/ CDK 4/6

ARF-INK4a

Locus \

ARF ——» MDM2 ——» p53

Fig. 4. Vias de supresion dependiente del locus 9p21.
lado y deleccion de ambos p16™<“t y p19*~ por € otro.
ALTERACIONESEN LA RUTA DE LOS GENES SUPRESORES

A pesar del gran niUmero de oncogenes existentes, las
rutas controladas por |os genes supresores Rb y p53 son
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las que con més frecuencia se hallan ateradas en tumo-
res humanos. El gen p53 se ha encontrado mutado apro-
ximadamente en la mitad de |os tumores humanos. Pero
existen otros mecanismos diferentes a la existencia de
mutaciones capaces de bloquear la actividad de p53. En
algunos tumores, como sarcomas 'y gliomas, la proteina
p53 es inactivada por amplificacion del gen MDM2,
gue codifica una proteina que se une a p53 bloqueando-
la'y degradandola (Haupt 1997, Kubbutat, 1997). De
igual forma, es bien conocida lainactivacion de p53 por
proteinas virales como € antigeno T de SV40, la pro-
teina E6 dd virus del papiloma humano, €l adenovirus
E1B , EBNA-5 del virus de Epstein-Barr. EI mismo
efecto que producen las mutaciones de p53 se puede
conseguir alterando la funcionalidad de proteinas tran-
sactivadas por p53 y mediadoras de su funcion. Asi ocu-
rre en un grupo de casos de carcinoma colorrectal con
fenotipo mutador en los que no se detectan mutaciones
de p53 y en los que en cambio se encuentran mutacio-
nes frameshift, inserciones y/o deleciones en el gen que
codifica parala proteina bax, proteina transactivada por
p53 y mediadora de su funcién inductora de apoptosis.

L a deteccion de ateraciones en laruta de Rb en tumo-
res humanos es también un fenémeno frecuente. De
hecho, se han encontrado alteraciones de alguna de las
proteinas que participan en esta ruta (Rb-p16-CDK4-
ciclinaD) en multitud de ellos. La consecuenciafina de
todas las alteraciones que ocurren en cualquiera de estos
cuatro genes (la pérdida de p16 provoca el mismo efecto
gue el aumento en la expresion de CiclinaD o CDK4) es
lainactivacion de Rb. El iemplo més claro se daen car-
cinoma de célula pequefia de pulmén donde lainactiva-
cién de Rb es muy frecuente y sin embargo p16/™“*pare-
cenormal . Al contrario delo que ocurre en el de célula
no pequefia donde Rb es norma y pl6/™«* esta fre-
cuentemente deleccionado. En glioblastomas en los que
pl6/™“ y CDK4 no estan alterados, se han encontrado
mutaciones de Rb . En células uroteliales humanas se
han detectado niveles altos de p16/™“ en casos con Rb
alterado. En un grupo de lineas celulares, sin embargo,
se han detectado alteraciones concurrentes de p16/™<“y
ciclinaD lo que sugiere que ambas proteinas pueden
cooperar en latumorigénesis.

Esto sugiere que esta ruta supresora, se comporta
como una Unica diana en €l proceso oncogénico, estan-
do alterado en lamayoria de los tumores humanos.

MODELO MULTIETAPA EN LA GENESISDE LINFOMAS

Hay bastantes evidencias a favor de que, en linfomas
como en otras neoplasias, lasituacion clinicade linfoma
es el resultado de un proceso complejo jalonado por eta-
pas en las que juegan un papel tanto alteraciones genéti-
cas como interaccion entre las células neoplésicas y el
medio en el que se desenvuelven.

Una secuencia posible de acontecimientos es la des-
crita a continuacion:

1.- Translocacion 14;18 u otro evento genético, que
Ileva a la presencia de celular con mayor capacidad de
supervivencia.
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2.- Estimulo antigénico que induce proliferacion. El
papel del medio extracelular es critico en esta fase.
Ejemplos de estimulos proliferativos derivados del
medio estan bien caracterizados en los linfomas MALT
donde la presencia de una bacteria, Helicobacter pylori
induce la activacion de linfocitos T que, a través de la
expresion del ligando para CD40, estimulan € creci-
miento de linfocitos B. El virus de Epstein-Barr aparece
también involucrado en la induccion de proliferacion
tanto de celular B como T.

3.- Inactivacion del control de latransicién entre las
fases G1 y S del ciclo celular. El control de la progre-
sién del ciclo celular mas alla del punto R se gjerce
mediante un bucle complejo en el que participan diver-
S0s genes, como Retinoblastoma, p16, ciclones D y qui-
nasas CDK4-6. Alteraciones de alguno de estos genes
permitirialaprogresion alo largo ddl ciclo.

4.- Inactivacion de la ruta de parada del ciclo en res-
puesta a ateraciones del ADN. Este es un aconteci-
miento que distingue a neoplasias agresivas, y que tiene
lugar a través de mutaciones de p53, anulacién funcio-
nal de p53 o interaccién con lavia p53-p21.

5.- Adquisicion de capacidad de diseminacién, con
expresion de moléculas de adhesién para células endo-
teliales 0 matriz extracelular.

ALTERACIONES EN CDKI EN ENFERMEDAD
LINFOPROLIFERATIVA

La informacion derivada de estudios moleculares
previos sobre los genes inhibidores de kinasas depen-
dientes de ciclinas han mostrado alguna de las ateracio-
nes genéticas que parecen jugar un papel en fases mas
avanzadas de la progresion tumoral, especialmente las
proteinas p21, p16 y p27.

—p21. Alteraciones en €l locus de p21 son excepcio-
nales en linfomas, como en otras neoplasias. Sin embar-
go, diferentes estudios en linfomas no-Hodgkin han
mostrado que mutaciones de p53 bloquean la expresion
de p21, aungue hay también mecanismos independien-
tes de lamutacion de p53 que llevan ala anulacién fun-
cional de este inhibidor de quinasas.

Bloqueo en laruta p53-p21 no es un fendmeno muy
frecuente en neoplasias linfoides, donde se suele ver
en un porcentaje de 5 al 20%. Sin embargo, su fre-
cuencia se incrementa de forma dramatica en linfomas
de alto grado secundarios alinfomas de bajo grado
preexistentes. Ademaés de asociarse a transformacion
agresiva, las mutaciones de p53 parecen inducir resis-
tencia a drogas en diversos tipos de neoplasias linfoi-
des.

SIGNIFICADO DE LA EXPRESION DE P21, EN RELACION
CON EL STATUSDE P53

En linfomas no Hodgkin (LNH), €l estudio simulta-
neo de las proteinas p53 y p21, en casos en los que se
han secuenciado los exones 4 a 8 del gen p53, ha mos-
trado la existencia de diversos fenotipos:
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— p53+, p21- : Casos con mutacion sustitutiva de p53
(2/3). 1/3 sin alteraciones génicas de p53.

— p53+, p21+: Casos con p53 nativa.

—p53-, p21-: Casos con fenotipo silente (excepcio-
nal mente debido a mutaciones sin sentido).

—p53-, p21+: Fenotipo inusual, presente en tumores
diferenciados.

—pl6. Lapérdidaen laexpresion de pl6 eslaconse-
cuencia comun fina de alteraciones genéticas y epige-
néticas diversasy variables de unos model os a otros que
incluyen mutaciones génicas, pérdida de homocigosi-
dad, metilacion y alteraciones en la estabilidad de la
proteina. Sin embargo, €l nivel de expresion de esta pro-
teina puede andizarse fiablemente mediante Inmu-
nohistoquimica (IHQ), dando una medida atamente
informativa, ya que lamayoria de las alteraciones gené-
ticas encontradas llevan a expresion defectuosa de p16
(Villuendas, 1998, Am J Pathol).

El andlisis de la expresién de p16 en LNH muestra
pérdida de la misma en el 37% de los linfomas analiza-
dos, siendo todos ellos de alto grado (el 58% de los lin-
fomas agresivos estudiados presentaban pérdida de
expresion focal o difusa de pl6). Estos cambios, que
Ilevan ala pérdida de p16, no se encuentran mas que de
forma excepcional en linfomas de bajo grado, caracteri-
zados por indice proliferativo bajo, y sin embargo son
un muy frecuente hallazgo en transformacion agresiva
de neoplasias indolentes (por gjemplo, un 75% de los
linfomas B de célula grande secundarios a linfomas
MALT presentan pérdida en laexpresion de pl6, siendo
esta pérdida solo detectable en el componente agresivo
del tumor).

El gen que codificala proteina p16 puede inactivarse
por diferentes mecanismos, lamayoriade los cualestie-
nen como consecuencia final la ausencia de la proteina.
p16 puede sufrir deleccion, mutacion (generalmente sin
sentido y “frameshift” que dan lugar a una proteina
inestable y por tanto no detectable); reordenamientos y
metilacién de novo en las regiones CpG de la zona pro-
motora (Merlo, 1995) (Cairns, 1995). En carcinomas
laringeos, se ha descrito sin embargo la existencia de
mutaciones frameshift que dan lugar a proteinas detec-
tables, con peso molecular diferente.

En el caso de las neoplasias linfoides, se sugiere
gue el mecanismo mas frecuente de inactivacién de
p16 es la metilacion de novo, ya que se ha detectado
en un 25% de los casos estudiados, frente a un 18% de
LOH o 5% de mutaciones (Villuendas, 1998). Otros
autores describen un porcentaje de metilacion en linfo-
mas incluso mayor (48%), que aumenta hasta un 80%
en linfomas de alto grado. La inactivacion por hiper-
metilacion delaregion 5' podria explicar las peculia-
res caracteristicas de los linfomas, en los cuaes se
observa frecuente coexistencia de tipos citol égicos y
velocidades de crecimiento diferentes. Esto reflgja
también la peculiar distribucién de la proteina pl6 en
las secciones analizadas, donde con frecuencia sélo se
observa pérdida parcial de la expresion, tipicamente en
las células grandes dotadas de mayor fraccion de creci-
miento. La metilacién de novo no parece que ocurraen
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un momento puntual, sino que es progresivaalo largo
de multiples divisiones, lo que explicaria la presencia
de pérdida selectiva de la expresion de la proteina p16
en algunas zonas del tumor.

SGNIFICADO DE LA EXPRESION DE P27 EN CASOSCON ALTO
iNDICE DE PROLIFERACION

La mayoria de los linfomas estudiados, tanto de EH
como LNH, muestran una expresion de p27 similar ala
encontrada en tegjido linfoide no tumoral (siendo positi-
vos los linfomas con bajo indice proliferativo y negati-
vos los linfomas con indice proliferativo ato). Sin
embargo, hay un grupo de casos de linfomas de ato gra-
do (7%) que presentan expresion de p27, y por tanto una
estabilizacion anémala de este inhibidor. Esta proteina
p27 detectada andmalamente es probablemente inacti-
Va, ya que esta presente en tumores con ata fraccion de
crecimiento. Incluso, en contra de lo que se ha descrito
en otras neoplasias, e ato nivel de expresion de p27 en
linfomas agresivos (B de célulagrande y Burkitt) apare-
ce estadisticamente asociado con una mas corta proba-
bilidad de supervivencia.
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Fig. 5. En Linfomas B agresivos, la alta expresion de
p27KIP1 se asocia a un curso clinico desfavorable.

El complgio CiclinaCDK a que est4 unido la pro-
teina p27 parece determinar el estado funcional del mis-
mo. Se ha descrito que la proteina p27 unidaa comple-
jo Ciclina D/CDK4 no es activa (Soos, 1996), por lo
gue puede que p27 esté secuestrada por este complejo
impi diéndose por tanto su efecto inhibidor sobre Ciclina
E/CDK2. Por esto, se han analizado |os complejos cicli-
na-CDK alos que esta unido este inhibidor, encontran-
dose que los casos caracterizados por este incremento
anomalo de p27 tiene a su vez sobreexpresion de cicli-
naD3, lo cua puede explicar esta doble situacion de
incremento en la expresiéon de p27 y anulacion funcio-
nal por secuestro de la misma. Esto ha sido confirmado
mediante estudios de colocalizacién y coinmunopreci-
pitacion (Sanchez-Beato, 1999, en prensa).

No obstante, existen otras hipotéticas vias para la
anulacion funcional de p27. Se han descrito algunos
mecanismos de inactivacion de p27, entre otros el lleva
do acabo por laproteinaMyec. Vlach y cols. han demos-
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trado que & complgo Myc-Max supera la parada del
crecimiento celular inducida por p27 a inducir el
secuestro de p27 por una proteina ain no identificada
(Vlach, 1996). También recientemente se ha descrito
gue la expresién de cdc25 es dependiente de c-myc
(Galaktinov, 1996), justificando estos hallazgos €l ana-
lisis de estos casos para sobreexpresién de c-myc y la
posible adhesion entre p27 y cdc25.

Distintas proteinas virales, como son bZIP del VEB,
Ela del Adenovirus y E7 del papilomavirus humano
tipo 16, inactivan p27 estabilizandola, por lo que la
infeccion por VEB podria ser otra posbilidad. Las
mutaciones del gen p27 son muy raras, y, aungue se han
detectado alteraciones aisladas en tumores hematol 4gi-
cos, estas son deleciones que darian lugar a ausencia de
expresion. A pesar de esto y aunque sea un hecho
improbable, no se pueden excluir las mutaciones como
causantes de la estabilizacion de p27. Finamente cabe
también la posibilidad de que esté alterada la degrada-
cion de p27 por la via de la ubicuitina, como se ha
demostrado en casos de carcinoma colorrectal (Loda,
1997).

ANALISISGLOBAL DE CDKIS

La proteina central en las rutas reguladas por los
CDKIlsen latransicién G1/S del ciclo celular esla pro-
teina Rb. La consecuenciafinal de las ateracionesen la
expresion delos CDKIs en linfomas parece ser lainacti-
vacion de Rb.

L os mecanismos implicados son los siguientes:

—Inactivacion de pl6: esta proteina es la mas direc-
tamente implicada en € control de la fosforilacion de
Rb en lafase G1 del ciclo celular. El ato porcentgje de
LNH con ausencia de esta proteina la convierten en la
alteracion més frecuente en los mismos descrita hasta el
momento, estando asociada a transformacion agresiva
de los mismos.
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Tratamiento de | os linfomas con anticuerpos monoclonales

J. GARCIA-CONDE, |. BENET
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El tratamiento del cancer con farmacos requiere que
estos sean especificos, que posean actividad y que se
conozca el mecanismo de su resistencia.

La especificidad establece una accion Unica sobre la
célulatumoral respetando las células normalesy por lo
tanto minimizando la toxicidad. Esta actividad selectiva
debe ser eficaz actuando sobre € sistema celular de todas
las células tumorales que origine su destruccién. Puede
existir especificidad sin que se consiga una accion lesiva
celular. Los farmacos generan o poseen en las células
tumorales mecanismos de resistencia que es necesario
superar pararealizar una actividad antitumoral.

Hace cerca de un siglo, Erlich (1) utiliz6 el sistema
inmuney particularmente la potencia actividad de anti-
cuerpos frente al cancer con e concepto de “magic
bullet” (bala mégica). En 1975 Kobler y Milstein (2)
descubren la técnica del hibridoma con la cual se pue-
den fabricar en cantidades importantes anticuerpos fren-
te aun antigeno determinado.

En 1997, la FDA autorizo €l registro del primer anti-
cuerpo monoclona para su utilizacién en clinica, €l
IDEC-C2B8 0 Rituximab.

El largo periodo de tiempo transcurrido entre la pro-
duccidon de anticuerpos monoclonales en cantidades
suficientes y su aplicacion reciente en clinica se debe a
diversos obstéaculos que se exponen en latablal.

1. - ANTICUERPOS Y ANTIGENOS

Los protagonistas de la actividad antitumoral del sis-
tema inmune estan presentados por los anticuerpos, los
antigenos, el tipo de tumor (Fig. 1) y los mecanismos
celulares que intervienen en el reconocimiento y en los
fendmenos de coestimulacion.

El anticuerpo consiste en una secuencia de aminoéaci-
dos unidos en dos cadenas pesadas y dos ligeras. Cada
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TABLA |

OBSTACULOS PARA LA INTRODUCCION DE ANTICUERPOS
MONOCLONALESEN CLINICA

—Reactividad de los AcMo con los tegjidos normales

—Ausencia de efecto citotoxico potente

—Modulacion, desprendimiento o internalizacion del
antigeno de superficie tras la unién con el anticuerpo
en el caso de los anticuerpos no conjugados.

—Respuesta inmune del huésped frente a anticuerpo
administrado.

cadena ligera ala pesada y las cadenas pesadas entre si
se unen por puentes disulfuro. La separacion quimica
permite obtener fragmentos Fab y Fc. Los anticuerpos
tienen frente a un determinado tumor especificidad y
afinidad variable. En cierto momento se consider6 a
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Fig. 1. Protagonistas del mecanismo inmune antitumoral:
Anticuerpo, antigeno y tumor.
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céncer como una estructura extrafia con antigenos
tumorales especificos. Sin embargo, una parte impor-
tante de estas sustancias se han podido encontrar en teji-
dos normales, 0 como antigenos embrionarios (3).

El tratamiento con anticuerpos se ha realizado bajo
dos formas. a) anticuerpos monoclonales nativos o
modificados no conjugados o b) anticuerpos monoclo-
nales alos que se unen radionucleidos, farmacos o toxi -
nas potencial mente activos frente al tumor.

L os anticuerpos se emplearon en estudios iniciales con
limitada eficacia y alta antigenicidad. Los anticuerpos
guimeéricos de ratén (Fig. 2) tienen secuencias de anti-
cuerpo humano con sélo laregion variable del anticuerpo
original murino. Estos anticuerpos modificados tienen
unavidamediaméslarga in vivo, con menos inmunoge-
nicidad y mayor actividad. En el anticuerpo denominado
humanizado la Unica porciéon que queda de ratén son
secuencias de aminoéacidos que le proporcionan aeste los
tres puentes dimensionales de especificidad.
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Fig. 2. Estructura de los anticuerpos quimérico murino-
humano.

Loslinfocitos By T clonales de las distintas enferme-
dades linfoides expresan antigenos especificos de linea.
Este antigeno tanto en su secuencia como en su estructu-
raen Unico paracadacéluladel clon anormal. En €l tra-
tamiento con anticuerpos anti-idiotipo (4) se emplea esta
caracteristica para su desarrollo y especificidad.

Los antigenos de las células tumoral es son diversos en
especificidad y funciones. La actividad del anticuerpo
depende en gran parte de las funciones que la estimulacién
de antigeno puede redizar en latransmisién transmembra-
nay de su efecto de destruccidn del tumor (Tablall).

Por otra parte, los antigenos tienen propiedades
como la densidad de expresion, presenciaen latotalidad
de las células tumoraes, fendmenos de modulacidn,
mutaciones o la propia funcion bioldgica las cuales tie-
nen una importancia e implicacion variable segin €l
tipo del anticuerpo que se utilice (Tablalll).

El antigeno CD20 (Fig. 3) tiene una particular impor-
tancia como dianapara el tratamiento de ciertostipos de
linfomas que tienen una alta expresion de esta molécula.
La molécula CD20 se encuentra inserta en la membra-
na, atraviesa esta por las regiones hidrofébicas. El
CD20 es un componente del complejo de sefides de
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TABLA II
CARACTERISTICAS DE ANTIGENOS TUMORALES DE
LINFOMAS
Antigeno  Didtribucion ~ Modulacion - Mutacion Funcion
CD20 CéulasB No No CandlesCa
CD19 CéulasB Si No Complgjo de
transduccion sefidles
lgidiotipo  CélulasB S S Receptor Antigeno
CD40 CéulasB S No  Receptor molécular
coestimuladora
CD22 CéulasB S No  Receptor adhesion
CD25 CéulasT S No  Receptordfall-2
HLA-DR  CéulssByT No S Presentacion antigeno
CD5 CéulassT S No  LigandoparaCD72
CéulasBLLC
CD52 CéulasT,B No S Desconocido

Monocitos, plaquetas
CD10 CéulasPre-B S

No  Zinc metaloproteasa

AlgunasBy T
CD4 CéulesT S No  Reconocimiento AgT
enlaclula
Cb2t CéulasB &2 No  Receptor EBN/C3d
encdulasB

transduccién interviniendo en laregulacion de los linfo-
citos B tras su activacion (5).

La expresion del CD20 se extiende a toda linea de
linfocitos B excepto a las células progenitoras iniciales
y alas células plasméticas’.

La estructura del CD20 sugiere una funcion como
transportador de membrana o canales de iones particu-
larmente canales de Ca* transmembrana. Otras activi-
dades se dirigen hacia € ciclo celular y a la partici-
pacion en funcionesinmunes (Tabla V).

_': - Centro
e germinal

|| 11 I -

Fig. 3. Estructura del antigeno CD20 y su situacion en la
linea linfocitaria B.B: linfocito B; T: linfocito T; M: macrdéfa -
go; N: neutréfilo; GR: glébulosrojos; P: plaguetas.

2. MECANISMO DEL EFECTO ANTITUMORAL
Para que la actividad antitumoral de un anticuerpo

seaimportante, las células tumorales deben presentar el
antigeno intensamente.
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TABLA I

CARACTERISTICAS DE ANTIGENOS PARA EL TRATAMIENTO CON ANTICUERPOS MONOCLONALES

Caracteristicas Antigeno

Tipos de Anticuerpo Monoclonal

No Conjugado Radioconjugado Inmunotoxina
Expresion alta densidad Importante Importante Importante
Presente en todas las células tumorales Necesario Importante Necesario
Modulacién o
Internalizacion Inconveniente Inconveniente para . Necesario

Posible ventaja
pararadiometal *Y.

Secrecion o Inconveniente Inconveniente Inconveniente
Desprendimiento del Ag
Mutacion Ag o Inconveniente Inconveniente puede ser Inconveniente

pérdida de variantes

Funcién biolégica
Expresién sobre las células
criticas del huésped

Inconveniente

Muy importante

realizado efecto cruzado

Menos importante
Inconveniente

Menos importante
Inconveniente

TABLA IV
CARACTERISTICAS DEL ANTIGENO CD20

—Componente del complegjo de transduccion de sefiales
implicado en la regulacion del crecimiento de los
linfocitos B tras su activacion.

—Proteina situada en la membrana cuyas regiones
hidrof ébicas la atraviesan.

—La funcién se redliza como un transportador
transmembrana que regulalos canales de calcio.

—Regulala progresion del ciclo celular.

—Induce fosforilacion de proteinas celulares.

—Induce la apoptosis.

—Interviene en la respuestainmune.

—No se encuentra expresado en las células mas
inicialesy en las plasméticas.

—Los linfomas en los que el CD20 se expresa con mas
intensidad son: linfoma folicular, linfoma del manto
y linfoma difuso de células grandes.

L os anticuerpos anti-CD20 presentan respecto aloslin-
fomas de cdlulas B lamayor actividad respecto alamayor
intensidad del antigeno CD20 en las células. El linfoma
folicular, el linfoma de células grandesy € linfoma del
manto, tienen unamayor intensidad de CD20y la eficacia
del anticuerpo es superior aotros linfomas B como son los
linfomas linfociticos y los linfomas MALT, donde la
intensidad del CD20 es mas débil (Fig. 4y 5).

El antigeno de la célula tumoral debe ser especifico,
no expresandose en las células normales.

Las relaciones entre antigeno y anticuerpo para que
este sea eficaz se resume en la tabla V. Otros mecanis-
mos antitumorales estén relacionados con la inmunidad
celular bien mediante € reconocimiento de antigenos
tumorales por células T o através de procesos de coesti-
mulacion.
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Estudios in vitro con e antigeno anti-CD20 han
demostrado que su actividad se realiza mediante dos
mecanismos (Fig. 6):

a) Mecanismo citotoxico mediado por € comple-
mento. Launién del C, seredlizaen el dominio Fc dela
IgG1 humana que coincide con una activacion dela cas-
cada del complemento y a la formacién del “complejo
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Fig. 4. Intensidad de antigeno CD 20 en diversos linfomas.
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Fig. 5. Expresiéon citofluorométrica de la mayor y menor
intensidad del antigeno CD20 en el linfoma linfocitico y en €l
linfoma folicular.
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TABLAV

REQUISITOS DEL SISTEMA ANTIGENO Y ANTICUERPO
PARA QUE ESTE PUEDA SER EFICAZ EN EL TRATAMIENTO
DEL CANCER

—El antigeno diana debe estar expresado en todas las
céulastumorales.

—Laexpresiéon del antigeno diana debe ser intensa.

—El antigeno no debe desprenderse de la superficie
celular o estar inaccesible.

—No debe producirse modulacién de la expresion del
antigeno.

—El anticuerpo no debe poseer antigenicidad y por lo
tanto generar una respuesta anticuerpo.

—Eficaciacitotdxica

atacante de membrana’. La célula se altera de tal forma
gue conduce a la apoptosis de la misma. Para que este
mecanismo sea eficaz, es necesaria la fijacion del com-
plemento en la region Fc del anticuerpo quimérico y
paraello, este debe tener humanizada esa porcion (7,8).

-
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Fig. 6. Mecanismo antitumoral por anticuerpos quimeéricos
dependiente de complemento y mediante citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo.

b) Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(ADCC). El complemento sefijaa lamismaregion Fc
del anticuerpo. En las células tumorales, tanto en uno
como en otro mecanismo, las regiones variables de
ratén se unen especificamente a CD20 presente en la
célula B. Las células que intervienen en este proceso
(células NK) poseen receptores Fc que fijan comple-
mento y permiten interaccionar con ciertas células, las
cuales liberan granulos toxicos tales como granzyme y
perforinas que contienen en su citoplasma. Estas subs-
tancias perforan las células y producen apoptosis.

Los mecanismos antigeno anticuerpo verificados in
vitro no han sido trasladados y comprobados in vivo. Es
dudosa la participacion del complemento ya que en
humanos este no se reduce al administrar el anticuerpo.

REv. CANCER

La participacién del mecanismo celular mediante
células NK con actividad citotéxica es importante ya
que €l bloqueo del receptor Fc de estas células parece
inhibir esta actividad. Por otra parte, se desarrollan
actualmente estudios para estimular a las células NK
con GM-CSF, IFN, IL-2, G-CSF (9), y otras citocinas
gue intentardn aumentar la eficacia activando esta via.

En conclusién, para que la reaccion antigeno-anti-
cuerpo sea eficaz en cuanto a respuestas clinicas, €
desarrollo de sefiales transmembrana representa un
mecanismo fundamental. Este proceso conduce a cam-
bios celulares que originan un mecanismo de apoptosis.

Los anticuerpos anti-idiotipo (10) actlan sobre
receptores antigénicos de las c8ulas B. En la superficie
de estas células hay Ig que son clonales para un tumor
de forma especifica. Ese tratamiento con este tipo de
anticuerpos, es especifico para cada tumor pero, requie-
re fabricar un anticuerpo para cada paciente. La activi-
dad antitumoral de este anticuerpo puede ser directa
sobre las células tumorales junto a acciones dependien-
tes de complemento o mediante citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo. Esta actividad antitumoral
se correlaciona con la induccién de fosforilacion de
tirosina. En esta actividad interviene la funcién biol 6gi-
cadelalgy €l estado de diferenciacion del tumor. Esta
actividad se expresa en términos de induccién de apop-
tosis en tumores con una alta expresion de bcl-2 y por lo
tanto resistencia ala muerte celular por apoptosis.

El tratamiento con anti cuerpos anti-idiotipo tiene una
serie de problemas como la modulacién antigénica, la
secrecion tumoral que bloguea el idiotipo en €l sueroy
genera anticuerpos frente a él. Por otra parte, €l aspecto
mas importante es €l escape o recaida de pacientes con
células tumorales con variantes idiotipos que deriva de
mutaciones sométicos de esta estructura. Esta situacion
limitala actuacion de un solo anticuerpo.

Las vacunas anti-idiotipo (11) inducen una respuesta
inmune especificos frente al tumor. El procedimiento
consiste en aislar la |G (idiotipo) del tumor y utilizarlo
cuando €l paciente esta en remisién tras tratamiento con
quimioterapia. La respuesta inmune requiere una pro-
teinatransportadora (KLH) y un adjuvante (SAF-1).

Esta vacuna idiotipo produce una respuesta inmune
policlonal que implica la mayoria de las mutaciones de
Ig que se detectan en el fendmeno de escape de los tra-
tamientos con anticuerpos anti-idiotipo.

Estos tratamientos tienen el inconveniente de tener
gue confeccionar una vacuna para cada paciente. Sin

TABLA VI

MECANISMO DEL EFECTO ANTITUMORAL MEDIANTE
ANTICUERPOS MONOCLONALES NO CONJUGADOS

—Efectos mediados por mecanismo inmune.
*Lisis dependiente del complemento
*Citotoxicidad celular dependiente de antigeno
—Efecto directo antiproliferativo o apoptosis
* | mitacion de un ligando
*Bloqueo de un ligando
*|nterferencia con funcién
—Interaccién o sensibilizacion con otras modalidades
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embargo, técnicas nuevas permiten aislar genes tumora-
lesidiotipo especificos procedentes del DNA que contie-
nen secuencias aisladas de idiotipo o combinadas con
secuencias inmunomodul adoras que reducen € tiempo de
produccién y aumentan lainmunogenicidad. Ademas del
efecto antitumoral inmune, los anticuerpos monoclonales
pueden tener un efecto directo antitumoral: a) mediante
bloqueo con un ligando como € anti-CD25 con bloqueo
delL-2, b) imitacién de un ligando natural, como e anti-
idiotipo simulando un antigeno, c) interfiriendo con una
molécula de superficie (CD20, CD19) (TablaVl).

3. TRATAMIENTO CON ANTICUERPOS NO CONJUGADOS

Se han aplicado en procesos linfoproliferativosBy T
encontrandose con diversas fases de desarrollo |os ensa
yos y con resultados terapelticos interesantes. La
estructura de estos anticuerpos es diversa; mucina como
en el caso del anti-CD25y Lym-1 (HLA-DR), quiméri-
ca como € anti-CD20, humanizado como €l anti CD52
0 CAMPATH-1H y anti-idiotipo.

El Rituximab o anti-CD20 es €l Unico registrado por
laFDA vy disponible en nuestro pais.

3.1. TRATAMIENTO CON ANTI-CD20. RITUXIMAB

Es un anticuerpo quimérico que contiene |gG1-kappa
murina en region variable y |G,-kappa cadena pesada y
ligera humana en regidn constante.

Ensayos fase I: fueron realizados en dos trabgjos
sucesivos por Maloney (12,13) con la intenciéon de
encontrar la dosis toxica limitante. El primer estudio se
basd en escalar la dosis de Rituximab de forma progre-
siva desde 10mg/m? a 500 mg/m?. El segundo trabajo
valord 4 dosis semanaes desde 125 mg/m?/semanal a
375 mg/m¥semanal. En ninguno de los dos ensayos se
encontré ladosis toxicalimitante y se adopt6 ladosisde
375 mg/m?¥semanal. Con esta dosis se obtenia el mayor
efecto y se reproducian los efectos bioldgicos y farma-
cocinéticos.

Los linfocitos B descienden considerablemente des-
pués de la 12 administracion y se inicia su recuperacién
después del 4°-6° mes (Fig. 7). El descenso de las inmu-
noglobulinas y complemento no es significativo. La
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reduccién de plaquetas ocurrid en casos aislados, de for-
ma particular si previamente habia trombocitopenia.

La farmacocinética de los anticuerpos monoclonales
es diferente ala de la quimioterapia. Los aspectos més
caracteristicos son los siguientes:

a) Lavida media del anticuerpo monoclonal es pro-
longada, aproximadamente de 10 dias y persisten nive-
les durante varios meses cuando el esquema de trata-
miento es de 375 mg/m? x 4 semanas.

b) El nivel del anticuerpo esinicialmente elevado y a
ello sigue un répido descenso y luego persiste por varias
semanas. Lafase de descenso se debe alaunion del anti-
cuerpo con lamoléculaCD20 del linfomay con las céulas
circulantes tanto dd linfoma como con loslinfocitos B.

¢) En e esqguema de 375 mg/m?semanax 4 semanas
el nivel del anticuerpo después de la rgpida elevacion
inicial es mayor en cada una de las semanas siguientes a
la primera. Es posible que este fendbmeno se deba a la
ocupacion por laprimera dosis de una parte de las mol é-
culas CD20 del tumor y de las células CD20 que se
encuentran en los linfocitos B de la sangre periférica
Los niveles del anticuerpo tienen una relacion con la
respuesta y cuando no hay respuesta e clearance de
Rituximab es mas rapido.

d) Los niveles séricos varian ademés de un paciente a
otro y depende de una serie de factores ademés de la
dosis del anticuerpo. La masa tumoral, la esplenomega-
lia, larespuesta del tumor y la presencia de células cir-
culantes se expresan con niveles bajos del anticuerpo
probablemente debido ala unién del farmaco a tumor o
por un clearance rdpido del anticuerpo cuando existe
resistenciaa tumor.

Ensayosfasell y 111 en Linfomas de bajo grado: (Fig
8). El ensayo fase |1 desarrollado por Maloney (14) en
37 pacientes con esguema semana de 375 mg/m2/
semana x 4 semanas en linfoma de bajo grado y folicular
en recaida y que habian recibido una media de 2 trata-
mientos previos de quimioterapia mostré 46% de remi-
siones con 8% de RC. El tiempo medio ala progresion
fue de 10,2 mesesy 5 pacientes superaron 20 meses.

El estudio fase I11 dirigido por McLaughlin (15) con €l
esguema semanal de Rituximab en el que entraron 166
pacientesy en € que participaron 31 centros, aporto6 resul-
tados similares a anterior (Tabla VII). Las respuestas
dependen de varios factores los cuales se exponen en la
tabla VIII.
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Fig. 7. Descenso de linfocitos B con la administracion de anti -
cuerpo anti-CD20.
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Fig. 8. Protocolos con Rituximab en linfomas de bajo grado.
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TABLA VII

ENSAYO CON RITUXIMAB SEMANAL EN LINFOMAS
INDOLENTES EN RECAIDA

REv. CANCER

TABLA IX

MANIFESTACIONES CLINICASEN 3 5% PACIENTES
TRATADOS CON RITUXIMAB (N= 315)

—Respuestas RG: 50% RC: 6%
—Duracion media de seguimiento: 11,8 m
—Medianatiempo alaprogresion: 13m
—47% de los respondedores se proyectan en remision a
los 3 afios

—Administraciéon 12dosis 5,2 horas
—Interrupciones en el 33%
—Administraciones sucesivas 3,5 horas
—Interrupciones. 6%, 2%, 1%
—Toxicidad: 84% de |os pacientes alguna
—Lamayor enla1®infusion

—96% songrado 102

—Anticuerpo antiquimérico < 1%

—No aumento de infecciones

P. McLaughlin J Clin Oncol 1998

Los efectos téxicos (Tabla IX) inciden mayoritaria-
mente en la primera administracion y el 90% son grado
1y 2. Laproduccion de anticuerpos frente a anticuerpo
quimérico (HACA) esinferior al 1%.

El estudio en linfomas B de bajo grado con CHOP y
Rituximab (16) en e que se incluyen un grupo de
pacientes cuyo tratamiento se realiza en primera linea
aporta los resultados que figuran en la tabla X. Es
importante destacar en este estudio la negativizacion de
bcl-2 por PCR en una proporcién importante de pacien-
tesy la duracion prolongada de la respuesta.

Tratamiento con Rituximab en los linfomas agresi -
vos. (Fig. 9). El estudio de tratamiento con Rituximab
de linfomas agresivos (17) en recaida o resistente, fue
realizado por un grupo francés y australiano con un
esguema de 8 administraciones semanaes de 375
mg/m?. Los resultados se exponen en latabla XI.

TABLA VIII
FACTORES QUE INFLUYEN EN LA RESPUESTA A
RITUXIMAB
FACTOR RC + RP (%) P
Linfoma linfocitico 13 0,01
Linfoma folicular 60
Masa Bulky
<5cm 56 NS
>5cm 43
Médula 6sea
Negativa 61 0,03
Positiva 42
bcl-2 en sangre periférica
Positiva 71 0,03
Negativa 52
bcl-2 en médula dsea
Negativa 52 0,05
Positiva 71
2 lugares extraganglionares 39 0,01
Trasplante autélogo
Previo a Rituximab 78 0,01
No T Autédlogo 43

P. McLaughlin J Clin Oncol 1998

Manifestacion Incidencia (todos los grados)
clinica Numero  Porcentaje
Cualquier efecto adverso 275 87%
Generalidades
Fiebre 154 49%
Escalofrios 102 32%
Astenia 49 16%
Cefalea 43 14%
Angioedema 41 13%
Mialgia 21 7%
Mareo/Vértigo 23 7%
Irritaciones garganta 19 6%
Dolor abdominal 18 6%
Cardiovasculares
Hipotension 32 10%
Respiratorios
Rinitis 25 8%
Broncoespasmo 24 8%
Digestivas
Nalseas 55 18%
Vomitos 23 7%
Dermatol 6gicas
Prurito 32 10%
Rash 31 10%
Urticaria 24 8%
Hematol égicas
Leucopenia 33 11%
Trombocitopenia 25 8%
Neutropenia 21 7%

El estudio de Link (18) con 6 ciclosde CHOPy Ritu-
ximab en primeralinea de tratamiento en linfomas agre-
sivos no tratados previamente proporciona 63% de RC
y 33% de RP.

3.2.- ANTI-CD52 CAMPATH 1H

El antigeno CD52 esta compuesto por 12 aminodci-
dos glicosilfosfatidil inositol unido a una glicoproteina
gue se expresa en niveles elevados en linfocitosB y T.

El CAMPATH-1H es un anticuerpo compuesto por
una lg G1 kappa, con regiones hipervariables de ratén
gue se fijan directamente en e antigeno CD52 que no
modula en la superficie celular.

El CAMPATH-1H (19,20) producen una lisis répida
del tumor y su mecanismo de accion se realiza mediante
lafijacion del complemento.

El tratamiento con este anticuerpo demuestra un
efecto importante sobre las células circulantes de LLC
pero, escaso sobre ganglios de linfoma. Ademas, induce
una importante inmunosupresion. La administracion
produce fiebre, escalofrios e hipotension debidos a la
destruccién delinfocitos B y T y alaliberacion de cito-
cinas como TNF afa, IFN gamma e IL-6 a través del
entrecruzamiento de CD16 (receptor Fc de I1G de bgja

24
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TABLA X

TRATAMIENTO CON CHOPY RITUXIMAB EN LINFOMAS DE
BAJO GRADO

—RESPUESTAS RG:95% RC: 55%

—Tiempo medio paralarespuesta 47 dias

—Duracién media de larespuesta 27,8 + meses

—A 10s 29 meses 74% en RC

—Reduccidn de las respuestas en enfermedad bulky
—Conversién en bel-2 PCR- en 7/8 casos

—Rituximab aumenta el efecto antitumoral de CHOP
—Factibilidad de la administracion CHOP y Rituximab
sin aumento de la toxicidad.
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afinidad) sobre células NK. El efecto intenso sobre los
linfocitos normal es producen linfopenia e inmunosupre-
sion habiéndose detectado infeccion por CMV en un
caso.

La administracién del anticuerpo CAMPATH-1H se
realiza por via subcutanea o intravenosa a dosis de
30mg/3 veces por semana.

Diversos estudios permiten comprobar el efecto del
CAMPATH-1H en leucemias linfoides crénicas y sobre
todo la leucemia prolinfocitica, particularmente la for-
maT (LPL-T).

- De 11 entre 15 pacientes con LPL-T, 9 pacientes
obtuvieron RC.

- En 28 pacientes de 29 con LLC-B, desaparecieron
las células tumorales de sangre periférica, 36% obtuvie-
ron remision en médula ésea, en un 32% se resolvio la
esplenomegalia pero, sdlo en 7 casos, el anticuerpo tuvo
efecto sobre los ganglios.

Este anticuerpo puede tener un efecto destacado €li-
minando las células tumorales de la médula previo a
trasplante autdlogo de células hematopoyéticas.

En pacientes con LLC no tratados previamente, las
RC y RP son superiores.

Se puede utilizar paraliberar lasangrey lamédulade
células tumorales, en la enfermedad injerto frente a
huésped y en pacientes con enfermedad autoinmune.

3.3.- OTROS ANTICUERPOS MONOCLONALES NO
CONJUGADOS

- CDs: presenteen clulas T y enlaLLC. Es un anti-
geno que modulay por ello no permite la eficacia de los
anticuerpos. Se estan estudiando inmunoctoxinas que per-
miten actuar modulando e internalizando €l antigeno.

- CD19: se encuentra en las células B. No tiene la
potencia del CD20 debido a su modulacion.

- En los trastornos linfoproliferativos postransplante
el VEB produce un trastorno policlonal que es sensible
alaaccion de anticuerpos.

- HLA-DR y CR2VEB: representa la molécula del
anticuerpo Lym-1 y OKB7. Se observan escasas res-
puestas.

- CD25: se encuentraen laleucemia T del adulto. La
célula puede ser modificada en sus fases iniciales por
IL-2y por un anticuerpo, e anti-TAC frente a receptor
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Fig. 9. Protocolos con Rituximab en linfomas de alto grado

CD25-1L-2.Se realizan estudios con € anticuerpo qui-
meérico administrado en forma de radioconjugado.

- CD4: se expresaen las células T del subtipo helper
(Th2). El anticuerpo quimérico monoclona cMT412
demuestra una actividad antitumoral tanto en lesiones
cutaneas como en ganglios.

- Otros tratamientos con anticuerpos monoclonales
como € anti-IL-6 controla parcialmente manifestacio-
nes clinicas de enfermedad en linfomas de células gran-
des asi como en mieloma.

- El CD30y el CD40 parecen dianas interesantes en
el tratamiento de los linfomas. El CD30 se encuentra en
la enfermedad de Hodgkin y en el linfoma anaplasico.
El CD40 es una molécula clave en los fendmenos de
coestimulacion y comunicacion celular.

TABLA XI

TRATAMIENTO CON RITUXIMAB EN LINFOMAS
AGRESIVOS EN RECAIDA O RESISTENCIA

RESPUESTAS RG:31% RC: 9%
Tiempo medio paralarespuesta: 56 dias
Tiempo medio ala progresién 246 dias +
RESPUESTA
LDCG 37%
L Manto 33%
Recaida 41%
Refractario  22%
RESPUESTA Y TAMANO TUMORAL
<5cm 46%
5-10cm 21%
>10cm 0%
No aumento de infecciones
B. Coiffier Blood 1998

4. ANTICUERPOS CONJUGADOS
4.1. INMUNOTOXINAS

El objetivo del tratamiento con anticuerpos monoclo-
nales (AcMo) ligados a toxinas es aumentar el efecto
antitumoral del anticuerpo. Se utilizan AcMo dirigidos a
antigenos que se expresan en las células tumorales. Al
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unirse alacélula, latoxinaligadaa anticuerpo gjerce su
efecto antitumoral (21). A diferenciadelos AcMo libres,
en los que el anticuerpo permanece unido a antigeno en
lasuperficie de lacélula, los anticuerpos ligados a toxi-
nas precisan de lainternalizacién del complegjo antigeno-
anticuerpo para que latoxina produzca el dafio y muerte
delacélulaneoplésica (22). Dentro de lacélulalas toxi-
nas interrumpen procesos y sefial es necesarios para su
supervivencia. Parallevar a cabo este efecto han sido
utilizados AcMo para el tratamiento de enfermedades
linfoproliferativas frente a antigenos que se expresan en
serie linfoide como CD5, CD10, CD19, CD21, CD22y
CD25. Sin embargo otros como el CD20 ampliamente
utilizado como anticuerpo no conjugado, no es Util para
el tratamiento como inmunoconjugado ligado a toxinas
debido a su incapacidad parainternalizarse.

4.1.1. Caracteristicas de las inmunotoxinas:

Las toxinas utilizadas son procedentes de plantas o
bacterias, las més conocidas son laricinay latoxinadif-
térica (TD). Son sustancias que tienen la capacidad de
impedir la sintesis de proteinas a concentraciones pico-
molares. Estos conjugados poseen un efecto téxico a
menos 3 veces superior alos AcMo libres, que precisan
dosis terapéuticas de miligramos.

Laricinaes unaproteinacon 2 cadenas A y B que se
unen alas moléculas de galactosa de la superficie celu-
lar, facilitandose el paso de la cadena A através de la
membrana endosdmica hasta el citoplasma, donde inac-
tiva el ribosoma 60S. A pesar de la especificidad de los
AcMo para unirse alas células tumorales, los dominios
de unién de las toxinas a unirse a otras células norma-
les producen toxicidades secundarias no deseadas. Por
esto seintenta modificar laestructurade laricina, elimi-
nando los dominios de unién (23). Para evitar los efec-
tos no deseados de la cadena B, se han realizado prue-
bas utilizando la cadena A delaricinasola (dgA), unida
al anticuerpo, o con la molécula completa blogueando
los lugares de unidn de lacadenaB al AcMo (bR). Es el
caso de la ricina RFB4-dgA contra € antigeno CD22
para el tratamiento de los LNH-B o la anti T101-RTA
parael tratamiento delaLLC.

Al disminuir la capacidad de union de la toxina
completa, se disminuye en parte su efecto, por lo que
han sido probadas otras alternativas que sin alterar los
dominios de unién limitan la unién inespecifica. Una
posibilidad es unir las secuencias de DNA que codifi-
can latoxina alos elementos de DNA que codifican los
lugares de reconocimiento antigénico (Fc) del AcMo
(24). Asi se crea una pequefia molécula con capacidad
de union y citotoxica. Es € caso de las toxinas de
fusion DAB 4l1-2 y DAB,lI-2, en las que secuencias
de DNA delall-2 sustituyen el dominio 1 de latoxina
diftérica. Estas moléculas por su menor tamafio tienen
mayor capacidad de penetracion de especial interés en
los tumores "bulky" y menor capacidad inmunogénica
(25). Por el contrario su afinidad de unién es menor y
son menos potentes que los anticuerpos conjugados
completos.

Rev. CANCER
4.1.2. Efectos secundarios:

La mayoria de los estudios realizados han sido tipo
fase |, paradeterminar lamaximadosis tolerable (Tabla
XII). Laricina B4-bloqueada (modificada a partir de la
ricina completa con cadenas A y B) eslamas utilizada.
La mayor toxicidad limitante es la hepatica con eleva-
cién transitoria de las transaminasas (26) y latrombope
nia. La ausencia de cadenas B disminuye la captacion
por los receptores de carbohidratos hepéticos, disminu-
yendo dicha toxicidad. Otra toxicidad limitante es el
sindrome de extravasacion capilar con hipoal bumine-
mia, ganancia de peso, edema periférico, edema pulmo-
nar, hipotension, derrame pericardico (26-29) probable-
mente secundario a dafio tisular provocado por la
toxina . Esta ha sido la primera causa de toxicidad limi-
tante en el uso de las ricinas construidas con la cadena
A adada y unida a los fragmentos Fab' intactos anti
CD19 (HD37) y anti CD22 (RFB4) (30). Laadministra:
cion en bolus (26) o en infusion continua (27,28), no ha
demostrado diferencias.

Otros efectos secundarios son debidos a la respuesta
inmune con la aparicion de anticuerpos frente alaricina
(HARA) o frente a anticuerpo de ratén (HAMA). De
estaformase limitala posibilidad de nuevas administra-
ciones debido a que lainmunotoxina es rapidamente €li-
minada del suero y puede ser eliminada por los anti-
cuerpos del huésped. Sin embargo en estudios con
DAB -2 (31) y DAB.lI-2, se han demostrado res-
puestas clinicas a pesar de la presencia de anticuerpos
HAMA vy titulos de anti-DT detectables, lo cua sugiere
gue no todas las respuestas son neutralizantes.

4.1.3. Resultados clinicos (Tabla XIl1):

L os tratamientos con anti-B4-bR (26,27), HD37-dgA
/(29) 0 RFB4-dgA (25,28) han mostrado bajas respues-
tas 10-25% en pacientes con LNH. De forma similar los
resultados con DAB,ll-1 en LNH y EH también han
demostrado actividad limitada. Probablemente debido a
las dificultades de penetracion en los lugares de enfer-
medad bulky (27).

Seria de esperar que los mejores resultados se obtu-
viesen con enfermedad minima. La anti-B4-bR ha sido
utilizada de forma adyuvante en pacientes con LNH en
RC después de tratamiento intensivo y trasplante (32).
En un estudio fase |-l piloto inicial se mostré mejoria
en la supervivencialibre de enfermedad frente a contro-
les histéricos. Sin embargo un estudio subsiguiente,
fase 11 randomizado no mostr6 beneficio en la supervi-
vencialibre derecaiday laglobal.

4.1.4. Nuevas direcciones:

Enun futuro deberian buscarse toxinas menos inmu-
négenas (33) y que no precisen lainternalizacion. Estu-
dios preclinicos y clinicos se han realizado con nuevas
sustancias maytansinoides (34) y calicheamicinas (35)
gue son 2-3 veces mas potentes que la quimioterapia

26
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TABLA XIlI

ENSAYOS CON INMUNOTOXINAS

Enfermedad ~ Antigeno  Inmunotoxina N°Pts  Esguema Dosis maxima Toxicidad HAMA/ Respueta  Referencia
diana tolerada HARA
LNH-Brecaida  CD22 Fab-RFB4-dga 15 ivendhcadadsh 75mg/m? Fiebre, midgias, 414 5RP.durando 25
X 2 hasta 6 dosis afesiaransitoria, 1-4 meses
rabdomioligis, SEC
LNH-Brecaida  CD22 IgG-RFB4-dgA 18 iv continuo 19,2 mg/m¥ SEC, dfesia, 6/16 4RP 28
durante 8 dia 8 dias hipotension
LNH-Brecaida  CD19  IgG-HD37-dgA 23 iv bolus 16 mg/m¥8dias  SEC, acrocianosis 5/15 1RC,1RP 29
cada48hx 4
LNH-B fasel CD19  Anti-B4-br 12 iv continuo 280pg/Kg  Aumentotransaminasas,  7/12 7libresde 2
adyuvante post x 7 dias trombaopenia, disnea, recalda, mediana
TAMO figbre SEC de seguimiento 4 afios
LNH recaida CD25  DAB,L-2 18 ivbolusdiasl,  01mgKg/dia Aumento 7/18 1RC, 2RP, 3
35,1420 transaminasas, durando de
fiebre, disnea, rash 518 meses

convencional. La combinacion de las mismas toxinas
con quimioterapia es otra posibilidad ya que se ha mos-
trado sinergismo entre ambas (36).

En resumen, hasta e momento la actividad clinica de
las inmunotoxinas es limitada, con efectos secundarios
como € sindrome de extravasacién capilar y larespuesta
inmune (HARA, HAMA), por lo que a pesar del efecto
toxico especifico sobre las células tumorales, son menos
manejablesy con més efectos secundarios que los AcMo
no conjugados y no poseen la capacidad de destruir las
células adyacentes como los radioconjugados.

4.2. RADIOINMUNOCONJUGADOS

Los radioinmunoconjugados (RIC) consisten en
AcMo ligados a radionuclettidos que acttan emitiendo
radiaciones en las células tumorales seleccionadas por
el anticuerpo. Presentan ciertas ventajas respecto a los
otros tratamientos con AcMo, como: @) no precisan ser
internalizados, ni actuar sobre sefiales ni mecanismos
especificos de las células, b) no necesitan que el sistema
inmune del huésped se encuentre inalterado, c) laradia-
cion actlia sobre las células seleccionadas y sobre las
vecinas aunque no hayan captado el RIC, por e "fuego
cruzado" de radiaciones que se produce. Esto supone
una ventaja en casos de dificultad de penetracion en
masas tumorales, o cuando se han desarrollado nuevos
clones tumorales que no expresan el antigeno. Por €
contrario representa una desventaja relativa en cuanto a
la toxicidad especifica e inespecifica sobre las células
no tumorales, lo cual hace que exista unatoxicidad limi-
tante de dosis que precisa ser adecuadamente g ustada.

La eleccion de los radionucledtidos mas adecuados
es critica y debe basarse en: los antigenos diana selec-
cionados, el tamafio del AcMoYy las caracteristicasisoti-
picas del mismo (Tabla XI11).
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4.2.1. Caracteristicas delosRIC:

Los mas conocidos son € yodo™ (1**) y e ytrio90
(Y*), que emiten particulas b- (electrones). El 1*** es €l
més utilizado por ser facilmente accesible, tiene una
radioquimica sencilla, es menos caro y existe experien-
ciaen su manejo en los canceres de tiroides. Como des-
ventgja, se degrada a ser internalizado en las células y
seliberael 1®* en lacirculaciéon. Ademés emite radiacio-
nes g que precisan del ingreso y aislamiento de los
paciente durante el tratamiento y suponen un riesgo
parael personal a cuidado de los mismos.

El Y tiene una penetracién media mayor (5mmvs 0,8
mm), lo cua permite llegar aregiones mas profundas. No
emite radiaciones gy tiene una vida mediamas corta, esto
supone una ventgja en cuanto a que produce mayor dosis
de radiacion con una distribucién mas homogénea, por 1o
que se pueden administrar dosis més altas. Después de la
endocitosis se retiene de forma estable dentro del tumor.
A pesar de ello cuando se libera tiende a acumularse de
forma inespecifica en los huesos y en el higado. Los
métodos de quelacién para radicinmunoterapia (g.
"DOTA": &cido tetracrotico-1,4,7,10-tetraazociclodode-
cano) han disminuido este problema. La vida media corta
y laausencia de radiaciones g, permiten la administracion
a pacientes ambulatorios. Como inconvenientes, la
ausencia de radiaciones g supone un problema parala
radi oinmunoescintigrafia, necesaria antes del tratamien-
to. Esmés caro y menos accesible que e 1+,

El indio** (In*t), ha sido utilizado en pacientes pro-
gramados para Y %, ya que su biodistribucion es similar
alade Y.

Losradionucleotidos astadine-211 (At?*) y bismuto-
212 (Bi#?) emiten radiaciones a y poseen una altaener-
gia lineal transfiriéndose a dianas tumorales, pero su
vida media es muy cortay la dificultad para conseguir-
los limitan su uso. El 1" emite electrones Auger, que
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TABLA XIlI

CARACTERISTICAS DE LOSRADIONUCLEOTIDOS
UTILIZADOS EN RADIOINMUNOTERAPIA

Radioistopo vida Energiadela  Penetracion
media particula (MeV) (mm)*

Emisores beta
Yodo-131 8,1 dias 06 08
Ytrio-90 2,5 dies 2,2 53
Cobre-67 61,5 dias 04-0,6 06
Emisores alfa
Bismuto-212 1hora 6.1 0,04-0,08
Atatine-211 7,2 horas 59 0,04-0,08
Capturadores de electrones
Yodo-125 60,1 dias 75 0,001-0,02

Lapenetracion se define como el radio dela esfera enla que se absorbe un 90% de la energia
Emitida por un radionucleido (X )

teoricamente poseen efecto antitumoral, tiene penetra-
cion cortay solamente son citotOxicos si se depositan en
€l nlcleo o regiones perinucleares.

4.2.2. Consideraciones para el tratamiento con RIC:

Previo al tratamiento con RIC es necesario realizar
dosimetrias con AcMo marcadores, para asegurar que la
radiacion en los lugares tumorales sea superior a la de
los 6rganos normales. Estos estudios de biodistribucion
se realizan en gamacamaras de imagen después de dosis
bajas de radiacion (5-10mCi) con RIC marcadores (37).
Cuando se demuestra que la biodistribucién es adecua-
da se puede redlizar €l tratamiento.

El tamafio del bazo es un problema que descarta el
tratamiento en el 80% de los pacientes con esplenome-
galia (38). Algunos estudios recientes con 1*=-LYM-1
sugieren que solo esplenomegalias masivas impedirian
el tratamiento. Cuando existen masas tumorales grandes
disminuye la eficacia, para que sea efectivo la masa
tumoral debe ser <500g (38,39).

Utilizando AcMo no marcados antes del RIC parece
gue mejora la biodistribucién. De esta forma probable-
mente se saturan los receptores Fc de las células del sis-
tema reticuloendotelial y se disminuyen las uniones
inespecificas a tegjidos normales, mejorando los resulta-
dos terapéuticos.

Los tratamientos con RIC precisan medidas de segu-
ridad en sumanejo en lo que alas radiaciones serefiere.
Los centros necesitan poseer radiofarmacia y posibili-
dad de realizar los célcul os dosimétricos.

A diferencia de las inmunotoxinas y los AcMo no
conjugados, los RIC presentan toxicidad referente a
mielosupresion. Aunque existen diferencias entre
pacientes, en general el nadir se presentaalas 3-4 sema-
nasy puede durar hasta 16 semanas.

Las dosis de radioactividad administrada, guarda
relacion con larapidez , laprofundidad y la duracion del
nadir (40,41). Algunos factores como el haber recibido
radioterapia 0 quimioterapia previa, o que exista infil-
tracién tumoral en médula Gsea, potencian el efecto
miel osupresor.
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Cuando se administran dosis més altas con soporte
de progenitores hematopoyéticos, la toxicidad limitante
es la pulmonar (39). A dosis normales, como con las
inmunotoxinas y los AcMo no conjugados, la adminis-
tracion puede asociarse a fiebre, escalofrios, nauseas y
rash (39,41). Cuando se utilizan RIC con yodo pueden
producir hipotiroidismo (39), el tratamiento previo con
yodo no marcado puede disminuir el riesgo.

Los tratamientos con RIC también pueden producir
HAMA en el 15-25% de los pacientes. Cuando después
del primer tratamiento los HAMA permanecen negati-
vos puede repetirse el tratamiento (38). La utilizacion
de AcMo humanizados disminuye este riesgo pero alte-
ralafarmacocinética, prolongando lavida media, lo que
aumenta la exposicion de los organos normales a la
radiacion.

4.2.3. Ensayos clinicos:

Diferentes ensayos han sido realizados con RIC y se
muestran en latabla XIV.

En un ensayo se trataron 44 pacientes con EH en
recaida y enfermedad avanzada con Y® marcado con
anticuerpos policlonales antiferritina (43). En 39/44 |la
biodistribucién fue adecuada y recibieron de 1-5 ciclos
de 10-50mCi de Y*® y 2-5mg de la antiferritina policlo-
nal conjugada, 51% obtuvieron respuestas objetivas con
10 RC. Latoxicidad limitante fue la hematoldgicay la
mitad recibieron trasplante. Las respuestas son mas fre-
cuentes en tumores pequefios (<30cc) que en los gran-
des (>500cc).

En pacientes con EH de mal prondstico se ha ensaya
do RIC con Y* marcada con antiferritina seguido de
atas dosis de quimioterapia con trasplante autélogo de
médula 6sea en 14 pacientes (44), 5 pacientes fallecie-
ron en relacion con € trasplante, 2 no recibieron el tra-
tamiento completo y 4 sobreviven libres de enfermedad
a los 12 meses. La supervivencia libre de enfermedad
proyectada fue del 36% con una supervivencia libre de
progresion del 21%, lo cual supone resultados mejores
gue los de los programas de trasplante convencional es.

Vriessendorp (45) refiere 134 pacientes de diferentes
ensayos con EH recurrente tratados con Y -antiferriti-
na con respuestas en el 60% de los casos, siendo més
frecuentes en los de larga historia de enfermedad (>3
anos) y masas tumorales peguefias habiendo recibido al
menos 0,4mCi/kg.

En LNH-B se han utilizado conjugados de I*** frente
a antigenos como HLA-DR (46), CD20 (47,48), CD21
(49) y CD22 (50) con RCo RP en e 6y 79% de los
pacientes. La duracién de larespuesta fue més larga que
con las quimioterapias anteriores y algunos pacientes
con supervivencia libre de enfermedad después de 4
afios de seguimiento.

En un estudio de 21 pacientes de LNH-B de bgjo gra-
do queincluia 8 con enfermedad bulky con 1% se obtuvo
un 100% de respuestas con 15 RC (51,52).

Con dosis mieloablativas de RIC y trasplante en 25
pacientes con LNH-B en recaida, 22 mostraron estudios
de biodistribucién adecuados para el tratamiento con |3
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Enfermedad ~ Antigeno  Anticuerpo  Dosis Isotopo NO pts Respuesta Toxicidad HAMA Referencia
diana (mg) (dosis mCi)
LNH-Brecaida HLA-DR LYM-1 8676 (231, 044 57 11IRC20RP Mielosupresidn, I8 46
en 1-16 cursos) fiehre, rash,
naliseas, hipotension
LNH-B CD2L  OKB7 25 11(90-200 18 1RP Midlosupresion, elevacion ~ 12/16 49
en 3-4 dosis) asintométicade TSH
LNH-Brecaida ~ CD22 LL2 2173 (31-102 7 2RP Mielosupresion 3 50
en 1-3dosis)
LNH-B CD20 Bl 2,5kg 1 (345-785) 25 16RC2RP Néuseas, mucositis 45 3B
mieloablativo con DE 18 vaorahles elevacion asintomética
células progenitoras de TSH, cardiomiopatia
autélogas reversible, neumonia
tratadas interdticial en 1 pte
LNH-Brecaida ~ CD20 Bl 15-20 5 (34-161) 59 20RC22RP Leucopeniay 9 4748
duracion mediadela trombaopenia suaves,
respuesta 271 dias fiebre, natisess,
astenia, escalofrios
LNH-B bgjo CD20 Bl 3550 1(58-142) 2 15RC, 6RP 8/13 pts Mielosupresidn, fiebre, 7 BLR2
grado con con enfermedad dolor de cabeza, prurito,
tratamiento previo bulky mialgias, artralgias
LNH-Brecaida  CD20 Bl 25kg 51/(318-840) 3B 78% libres de 4 muertes (3 progresion NR 53
+CPM(100mg/Kg) progresion, mediana de de enfermedad, 1
+VP16 (60 mg/kg) Seguimiento 1,5 afios, infecciosa),
con trasplante 37 ptsvaorables mielosupresidn,
progenitores naliseas, infiltrados
hematopoyéticos pulmonares, enfermedad
venoclusiva
LNH-Brecaida ~ CD20 Blo 103135 “Y(135534 18 6RC 7RP Mielosupresion (2 pts 4 40
C2B8  mCi/mg en 1-2dosis) trasplante progenitores
hematopoyéticos)
fiebre, infeccion
E Hodgkin recaida Antiferritina - 3-10 B|(50-100 37 IRC14RP Trombopenia 0 42
en 1-2 dosis) neutropenia

-anti CD20 (B1). Obtuvieron RC 16 pacientesy 2 més
RP con supervivencia libre de progresion y global de
62% y 93% respectivamente, con un seguimiento de 2
afios. Como toxicidad hubo 1 muerte por sepsis, 2 infec-
ciones severas un caso de cardiomiopatia reversible y
uno de neumonitisintersticial (38).

Combinando quimioterapia convencional (ciclofos
famiday etoposido) con I** -anti-B1 y soporte de tras-
plante hematopoyético en 38 pacientes con LNH-B en
recaida, el 78% de los pacientes se encontraban libres
de enfermedad con un seguimiento de 1,5 afios (53).

Hay menos estudios en LNH-T dada su menor fre-
cuencia (15% de los LNH). Rosen (54) estudia 7 pacien-
tes con LNH cutdneo T con I** -anti CD5 (T101). En 6
pacientes |as dosis tergpéuticas fueron de 100-150mCi |

29

conjugado a 9,9-16 mg de anticuerpo T101. Dos pacien-
tes obtuvieron RP de 2 meses de duracion y los otros 4
pacientes respuestas menores de 3-4 semanas. Todos
sufrieron prurito durante el tratamiento y con lainfusion
fiebre, prurito y disnea en 2 pacientes. Tres pacientes
sufrieron mielosupresion y 1 que habia recibido 150 mCi
preciso transfusi ones plaquetarias. En todos |os pacientes
hubo internalizacion del anti-CD5 después del tratamien-
to con degradacion intracelular (dehalogenizacion) del
radioinmunoconjugado. Todos desarrollaron HAMA con
interferencia en lasinfusiones repetidas.

Waldmann (55) trat6 18 pacientes con leucemiallin-
fomaT del adulto con Y*y anti-Tac frente al receptor a
delall-2. Los primeros 9 pacientes fueron tratados con
escalacion de dosis recibiendo 5,10 y 15 mCi de Y®°
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conjugado a 2-10 mg de anti-Tac. En € segundo grupo
del ensayo fase |l las dosis fueron de 10mCi decon Y% -
anti-Tac. Doce pacientes que respondieron recibieron
de forma repetida hasta 9 ciclos en intervalos de 6
semanas. En 9/16 pacientes evaluables la respuesta fue
del 56% con 2 RC (13%) y 7 RP (44%). Las remisiones
duraron de 1,6-22,4 meses (mediana 9,2 meses). La
limitacién de dosis fue debida a la trombopenia 'y neu-
tropenia, hubo toxicidad hepédtica transitoria a los 3
ciclosy proteinuria en 4 pacientes.

Los RIC han sido ensayados también en leucemias
agudas. En un ensayo de 44 pacientes con LAM, LAL y
sindromes mielodisplésicos, fueron tratados con |** -anti
CD45 con quimioterapia altas dosis, irradiacion corporal
total y trasplante de progenitores hematopoyeéticos auté-
logos o aogénicos. Se obtuvo un 45% de RC (56).

4.2.4. Nuevas per spectivas:

Proximas investigaciones deben mejorar la eficacia
de los RIC, probando dosis fraccionadas en lugar de
altas dosis en bolus, puede reducirse latoxicidad (57) a
pesar de que los HAMA pueden limitar las repeticiones
de tratamiento. Recientemente se ha demostrado el
efecto sinérgico con quimioterapia, especialmente con
andlogos de nucledtidos e inhibidores de la topoisome-
rasa (58). Los radioisdtopos que emiten particulas a
como el bismuto 212 y el bismuto 213 pueden aumentar
la potencia de los RIC por su capacidad de emitir parti-
culas de alta energia a distancias mas cortas 10-80 mm.
Estos radioconjugados pueden ser 2-3 veces mas citoto-
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Alteraciones moleculares en las |eucemias agudas
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CONCEPTO DE LEUCEMIA AGUDA

Las leucemias agudas (LAS) humanas son prolifera-
ciones clonales de células hematopoyéticas inmaduras
de tipo bléstico. La leucemia surge tras la transforma-
cion maligna de un solo progenitor hematopoyético
cuya proliferacion determinalaformacion de un clon de
células leucémicas. La célula en la cua se produce la
transformacion leucémica puede ser un precursor linfoi-
de, un precursor mieloide o una célula madre primitiva
con potencial de diferenciacion multilineal (1-3).

ASPECTOS BASICOS DE GENETICA MOLECULAR DE LAS
LEUCEMIAS AGUDAS

El andlisis de |as alteraciones cromosomicas clonales
en los blastos de los pacientes con leucemia ha permiti-
do hallar translocaciones o inversiones en mas del 65%
de los casos. Estas ateraciones determinan la aparicion
de reordenamientos genéticos que constituyen la mayo-
ria de las anomalias genéticas bien caracterizadas en las
LAs, si bien e nimero de del eciones especificas descu-
biertas se halla en incremento. A diferencia de lo que
ocurre en los tumores solidos, la amplificacion génica, o
aumento del nivel de actividad de un gen normal, esrara
y las mutaciones puntuales parecen ser poco frecuentes.
Estas alteraciones genéticas determinan la aparicion de
oncogenes que son los genes responsables de la apari-
cion de la proliferacion maligna. Los oncogenes se ori-
ginan por la desregulacion de genes “normales’ (genes
silvestres) denominados proto-oncogenes u oncogenes
celulares, los cuales tienen funciones relacionadas con
la regulacién de la division o la diferenciacién celular.
Algunos oncogenes son dominantes. Los oncogenes
dominantes (también denominados simplemente onco-
genes) estan “ activados’ en las células tumorales produ-

ciendo una ganancia de funcion. Otros oncogenes son
recesivos, en este caso la mutacion oncogénica inactiva
un proto-oncogén cuya funcion normal esinhibir lapro-
liferacion celular, son los genes supresores de tumor o
antioncogenes. Se requiere la inactivacion de las dos
copias o aelos de estos Ultimos genes para eliminar €
freno que gjercen sobre e ciclo celular (4,5).

Los oncogenes, como todos los genes, estan com-
puestos por acido desoxirribonucleico (ADN). El ADN
esté formado por 4 moléculas basicas Ilamadas nucl eo-
tidos, idénticas entre si excepto en que cada una contie-
ne una base nitrogenada diferente. Cada nucleétido corn+
tiene fosfato, un azlcar (desoxirribosa) y una de las 4
bases. Las cuatro bases son adenina (A), guanina (G),
citosina(C) y timina(T). Las bases A y G son de estruc-
tura similar y se denominan purinas. Las otras dos
bases, Cy T, también son similares entre si, y se deno-
minan pirimidinas. El hidroxilo 5 del azlcar de un
desoxirribonucledtido se une al hidroxilo 3 del azlcar
adyacente mediante un puente fosfodiéster formando un
“esguel eto de azlcar-fosfato”. Laestructuradel ADN es
una doble hélice en la que dos “esqueletos de azlcar-
fosfato” discurren en direcciones opuestas (antiparale-
las), uno sedenomina5 ® 3 yel otro3 ® 5 segiin el
carbono que queda libre en €l extremo, seael 5 o€l 3.
Las dos hélices se mantienen unidas gracias a puentes
de hidrégeno (enlaces entre domos de hidrégeno con
una pequefia carga negativa y &omos con una pequefia
carga positiva) que se producen entre las bases nitroge-
nadas. La A se une a la T mediante dos puentes de
hidrégeno y laG ala C mediante tres. El ADN se repli-
ca de forma semiconservativa, de modo que una doble
hélice se duplica en dos hélices idénticas. Cada una de
estas dos hélices dobles estd compuesta por una cadena
vigla y otra polimerizada de nuevo. La replicacion se
Ileva a cabo a través de varias enzimas incluyendo las
polimerasas de ADN. Entre las caracteristicas de las
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polimerasas de ADN destaca que solamente actlan en
la direccion 5 ® 3 y que solamente pueden aargar
una cadena, pero no iniciarla, por lo que la sintesis de
ADN debe ser iniciada por un cebador u oligonucleéti-
do que genera un segmento de ADN de doble cadena.
Las polimerasas actlan afiadiendo desoxinucledtidos al
extremo 3’ del cebador.

El ADN codificalainformacion que dirige lasintesis
de las proteinas. Los eucariotas son aquellos organis-
mos cuyas células poseen un nicleo rodeado de una
membrana, como es e caso del humano. Para que la
informacién genética pase del nicleo, donde se localiza
el ADN en las células eucariotas, a citoplasma, donde
se fabrican las proteinas, es necesario que otro acido
nucleico, € &cido ribonucleico (ARN), actie como
intermediario. EIl ARN se diferencia del ADN por ser
siempre una cadena sencilla, poseer en sus nucledtidos
€l azlcar ribosa en lugar de desoxirribosay contener la
base uracilo (U) en lugar de T. Lasintesis de moléculas
de ARN a partir de un molde de ADN se denomina
transcripcion. La transcripcion esta catalizada por una
enzima denominada polimerasa de ARN. Se distinguen
por su valor de sedimentacién (S) en un gradiente de
densidad de sacarosa varios tipos de ARN, los principa-
les son:

1. El ARN ribosdmico (ARNr), forma junto con un
conjunto de proteinas los ribosomas, que son |os orgé-
nulos celulares donde se produce la sintesis de las
proteinas. En los eucariotas existen moléculas de ARNr
de 285-5.8S, 18Sy 5S.

2. El ARN transferente (ARNt), es un conjunto de
mol éculas de 4S cada una, con especificidad de unién a
un aminoé&cido concreto. Es el encargado de transportar
los aminoéacidos a los ribosomas donde se incorporan a
polipéptido en formacion para la sintesis de las protei-
nas.

3. El ARN mensajero (ARNm), contiene la informa-
cién para la sintesis de las proteinas. La secuencia de
bases del ARNm determina la secuencia de aminoaci-
dos. Lasintesis de un polipéptido a partir de una molé-
culade ARNm, mediada por |os ribosomas se denomina
traduccion.

Se ha demostrado en la mayoria de los eucariotas
superiores estudiados que no existe una corresponden-
cia entre los mapas genéticos y las moléculas de
ARNmM. Este fendmeno también se ha observado en el
ARNr y a veces en e ARNLt. Ello es debido a que los
segmentos de ADN que determinan la estructura de la
proteina estan interrumpidos por secuencias intermedias
denominadas intrones. Las regiones que codifican la
informacién para la sintesis de las proteinas se denomi-
nan exones. Antes de su transporte a citoplasma, €l
transcrito primario de ARN producido en € nucleo a
partir de un molde de ADN se somete a diversas trans-
formaciones (procesamiento del ARN). Primero se afia-
de una caperuza consistente en un residuo de 7-metil
guanosina unido al extremo 5’ del transcrito. Luego se
afade una serie de 150 a 200 residuos de adenosina a
extremo 3', son las colas poli(A). Tras estas modifica-
ciones se produce el proceso de cortey empalme o spli -
cing, por €l gue se eliminan los intrones y se unen los
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exones. En algunos casos, un mismo transcrito primario
puede dar lugar a ARNms diferentes, siguiendo proce-
sos de corte y empalme distintos (5).

REORDENAMIENTOS GENETICOSEN LASLEUCEMIAS
AGUDAS

L os reordenamientos genéticos que se han detectado
en las LAs pueden ser de dos tipos principal es:

1. En € mas frecuente se produce la ruptura de los
dos genes afectados y su unién en un gen de fusion, €
cual da lugar a un transcrito de ARN de fusion y a su
traduccién a una proteina quimérica. Este mecanismo
de fusién génica se puede producir en leucemias de
estirpes tanto linfoide como mieloide, y supone un cam-
bio cualitativo que es relativamente tumor especifico.
La ruptura de los dos genes implicados esta limitada a
uno o un numero limitado de intrones (s6lo en escasos
genes se produce en un exdn), por 1o que se produce un
limitado nimero de transcritos de fusion que pueden ser
retrotranscritos en  ADN complementario (ADNCc)
mediante una transcriptasa reversa. Posteriormente, el
ADNc se puede amplificar mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), obteniéndose un pro-
ducto de PCR idéntico en diferentes individuos con dis-
tintos puntos de ruptura en su ADN. La PCR en la que
se realiza una retrotranscripcion previa se conoce Como
RT-PCR.

2. En € segundo tipo de mecanismo se produce la
movilizacion de un proto-oncogén alavecindad del gen
que codifica las inmunoglobulinas 0 a la del gen que
codifica el receptor de células T (RCT), por un error en
el proceso de reordenamiento fisiolégico de estos Ulti-
mos genes. Esto origina un cambio cuantitativo en la
expresion del proto-oncogén translocado. Este proceso
es frecuente en los linfomas, pero en las LAs es poco
frecuente y aparece limitado a casos de leucemia linfo-
blastica (6)

CONCEPTO DE ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL

En el momento del diagndstico los pacientes con LA
pueden tener 102 células malignas. Estos enfermos se
consideran en remision completa hematol6gica (RC)
cuando se detecta menos de un 5% de blastos en la
médula 6sea mediante el microscopio éptico, no obstan
te podrian permanecer alin hasta 10" células neoplési-
cas. Por dlo se intenta detectar la enfermedad minima
resdua (EMR) o aquella que todavia puede existir
cuando las técnicas citoldgicas hacen considerar a un
enfermo en remision completa. Es de gran interésinves
tigar s laEMR es indicativa de una recaida posterior de
la enfermedad seguin |os criterios clasicos (citoldgicos y
clinicos) (7).

L as alteraciones genéticas a diagnosticar un paciente
de LA y la EMR se pueden estudiar mediante los
siguientes métodos:

a) Citogenética: si bien puede revelar la existenciade
diversas ateraciones cromosdémicas, muchas anormali-
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dades genéticas pueden pasar desapercibidas, es un
método poco sensible, se requiere MO como material de
trabajo, y en un alto porcentaje de casos no se obtienen
suficientes metafases para el realizar el estudio.

b) Hibridacion in situ fluorescente (fluorescence in
situ hybridization o FISH): esta técnica consiste en €l
uso de sondas especificas para un cromosoma o un gen
que permiten identificar anomalias cromosomicas
numéricas o estructurales por medio de un marcado
directo o indirecto de la sonda con un fluorocromo. Tie-
ne como ventgja €l hecho de no ser requerida la MO
para hacer e estudio y € que pueda realizarse sobre
células en interfase. Sin embargo, es una técnica poco
sensible (1%) (7) y no siempre de facil interpretacion.

¢) Método de Southern o Southern blot: estatécnica
presenta las ventgjas del método anterior, pero, igual-
mente, su sensibilidad puede ser considerada insuficiern-
te para hacer un estudio de EMR, ya que solo permite
detectar un reordenamiento si esté presente en un 1-5%
de las células analizadas (8,9). No obstante, permite
detectar reordenamientos de un gen con diversas parejas
y redlizar andlisis de deleciones.

d) PCR: es la técnica con mas sensibilidad (puede
detectar 1 célula maligna entre 10°-10° 0 més) (7,10,11)
y tiene ata especificidad (ambas se incrementan
mediante una segunda ronda de amplificacion con el
uso de cebadores internos respecto a los empleados en
la primera, PCR anidada o nested PCR).

GENESDE FUSION EN LASLEUCEMIASAGUDAS

Los genes implicados en la leucemogénesis pueden
afectar distintos niveles del funcionamiento celular,
incluyendo la interaccion receptor-ligando, la transduc-
cion de sefales, localizacion intracelular, regulacion de
la transcripcion, control del ciclo celular y la muerte
celular programada. Sin embargo, la mayoria codifica
factores de transcripcién que pueden regular la funcion
de diversos genes (4,6,12).

Factores de transcripcidn oncogénicos

Aspectos basicos

Todas las moléculas de ARNm son sintetizadas por
laARN polimerasall. Para obtener un méximo nivel de
transcripcion la ARN polimerasa Il se requieren dos
formas de control:

1. Control en cis (que actlia sobre la propia molécu-
[a): depende de los promotores y los intensificadores.
Los promotores son secuencias de ADN situadas
“corriente arriba” (hacia el extremo 5') del sitio de ini-
ciacion del ARNm. Son la region TATA (TATA box)
que indica a la ARN polimerasa que la transcripcion
comienza aproximadamente 30 pares de bases (pb)
corriente abajo (hacia e extremo 3'). La secuencia
TATA funciona mejor si hay otras dos, localizadas a
unos 40 y 110 pb corriente arriba. La secuencia CCMT
esunadeellasy unaregién ricaen GC puede ser laotra.
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Losintensificadores son secuencias de ADN que poten-
cian la tasa de transcripcion a partir de promotores que
estén en la misma molécula de ADN. Se caracterizan
por actuar a distancias de varios miles de pares de bases
(kilobases o kb) y poder funcionar actuar en cualquier
orientacién y corriente arriba o corriente abajo del pro-
motor que potencian.

2) Control en trans de la transcripcién (que actla
sobre otra molécula): se lleva a cabo por los factores de
transcripcion. Actlan uniéndose a elementos del pro-
motor o a regiones intensificadoras. Muchos de ellos
poseen dos dominios separados, uno que reconoce y se
une a las secuencias de ADN que actlan en cisy otro
gue activa la transcripcién. Los dominios de unién a
ADN pueden clasificarse en varias familias segin su
estructura

a) Proteinas que contienen un motivo hélice-giro-
hélice. Estas proteinas contienen tres hélices. Las hédli-
ces 1y 2 interaccionan con otras proteinas y la hélice 3
es la de reconocimiento que realiza la union con €l
ADN.

b) Proteinas con unaregion rica en cisteina e histidi-
na en un dominio de unién al ADN que forma comple-
jos con iones de zinc, dando lugar a unas protuberancias
que parecen dedos, por lo cual estas estructuras se deno-
minan dedos de zinc.

¢) Proteinas con cremalleras de leucina. Pueden for-
mar dimeros a través de una superficie de contacto
hidrofébica formada por varios residuos de leucina
separados por seis aminoécidos. A los lados de la cre-
mallera de leucina se encuentra el dominio de union a
ADN que contiene muchos residuos de lisinay arginina.
Para que se pueda producir la unién a ADN se tienen
gue formar los dimeros, que pueden ser homodimeros o
heterodimeros segun se formen pares de proteinas idén-
ticas o diferentes.

d) Proteinas hélice-bucle-hélice. También forman
dimeros. La estructura de la superficie de contacto son
dos hélices unidas por un bucle. El andlisis de células
progenitoras hematopoyéticas en ratones y humanos ha
generado evidencias que indican que la accion de
muchos factores de transcripcién oncogénicos estarela-
cionada con la regulacion de los denominados comple-
josHOX (12).

En 1894 William Bateson describié un fenémeno
denominado homeosis, por € cual se produce la sustitu-
cion local de una estructura normal por otra cuya ubica-
¢ion anatémica no era aquella (por gjemplo la transfor-
macién en un artrépodo de una anténula en una
mandibula) (4,13,14). Aunque este fendmeno se ha
observado en diversos grupos de animales, ha sido la
mosca del vinagre, Drosophila melanogaster, el orga-
nismo donde se ha estudiado con mayor profundidad.
En estamosca se han caracterizado mutaciones que cau-
san este tipo de transformaciones las cuales se han
denominado mutaciones homedticas. El estudio de estas
mutaciones permitio descubrir dos complejos de genes
homedticos en Drosophila: € complejo génico bithorax
(BX-C) y Antenapedia (ANT-C). Los genes homeo6ticos
en Drosophila se definen por transformar, cuando son
defectivos, un metamero o un grupo de ellos en la apa-
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riencia de otro y por compartir una secuencia de ADN
muy similar de 180 pares de bases denominada secuen-
cia homedtica (homeobox) (4, 13). Esta secuencia codi-
fica un segmento polipeptidico de 60 aminoécidos
denominada homeodominio. EI homeodominio, que tie-
ne una estructura de hélice-giro-hélice, se une al ADN
de una forma especifica de secuenciay activa o reprime
otros genes diana.

Se han descubierto secuencias homedticas homdlo-
gas en muchos animales. En |os vertebrados las agrupa-
ciones de genes homedticos se denominan complejos
HOX, frente a las de Drosophila que se denominan
HOM-C (complejo de genes homedticos). En el hombre
se conocen 39 genes HOX que se agrupan en 4 comple-
jos (HOX-A a HOX-D) cada uno localizado en un cro-
mosoma diferente. Estos genes se dividen en 13 grupos
denominados pardlogos que comparten caracteristicas
estructurales y funcionales con genes HOM-C (12,14).

Los principales datos de la importancia de los genes
HOX en € proceso de diferenciacion de los precursores
hematopoyéticos, € cual se encuentra bloqueado en las
leucemias, asi como de larelacion entre estos genesy la
mayoria de los protooncogenes que son factores de
transcripcién y dan lugar a genes de fusiéon en las LAS,
son los enumerados a continuacion:

1. Laexpresion de los genes HOX en los progenito-
res hematopoyéticos es especifica de lalineay €l esta-
dio del desarrollo de la célula progenitora. Al menos 22
de los 39 genes HOX se expresan en las diferentes sub-
poblaciones de células CD34+ de la médula ésea huma-
na. En las células madre mas primitivas se ha encontra-
do una elevada expresion de los genes de las regiones 3'
delos complejos A y B. Estos genes son posteriormente
inhibidos y pasan a expresarse genes mas préximos a
extremo 5', a medida que las células progenitoras se
diferencian (12).

2. Se han identificado en los vertebrados genes rela
cionados con dos reguladores positivos de HOM-C.
Uno es el gen de Drosophila brahmay el otro es tritho -
rax (trx), lafuncion de ambos se relaciona con la estruc-
tura de lacromatina. El homdélogo en mamiferos del gen
trithorax es el gen MLL que estaimplicado en multiples
genes de fusién tanto en LAM como en LAL (12,14).

3. El gen de Drosophila extradenticle (exd), que con-
tiene una secuencia “ homeobox” , actlia como cofactor
de HOM-C. Los homdlogos de este gen en mamiferos
se conocen como PBX. El gen PBX1 humano forma
complejos con un determinado tipo de proteinas HOX.
PBX1 aparece reordenado con el gen E2A dando lugar
al gen de fusién E2A/PBX1 en LAL, que mantiene la
capacidad de interaccionar con las proteinas HOX.

4. El gen HOXA9 se ha demostrado que forma un
gen de fusion con el gen de la nucleoporina NUP98 en
casos de LAM con t(7;11)(p15;p15) (12).

5. El gen HOX11 aparece reordenado con € RCT*
en la t(10;14)(q24;911) y con € RCT$ en la
t(7;10)(g35;924) en casosde LAL-T.

6. El acido retinoico a través de sus receptores
nucleares (RARS) produce importantes efectos sobre la
expresion de los genes HOX durante la embriogénesis.
Este hecho ha llevado a plantear |a hip6tesis de que €l
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gen de fusién PML/RARa, formado por e gen del
receptor del acido retinoico a en laleucemia aguda pro-
mielocitica, altera el patron normal de expresion de los
genes HOX.

7. El complejo de unidon al ADN CBF (core binding
factor) esta formado por las proteinas codificadas por
los genes AML1 (CBFA2) y CBFB. Ambos participan
en varios genes de fusion presentes en LA, los principa
les son AMLYETO, TEL/AML1 y CBFB/MYH11.
AML1 es homélogo del gen de Drosophila RUNT que
interviene en € patron de expresion de HOM-C. Se ha
planteado la hipétesis de que las proteinas quiméricas
relacionadas con RUNT podrian interferir en lafuncién
de establecer e correcto patron de expresion de los
genes HOX durante la hematopoyesis, que redlizaria €
complgjo CBF en condiciones normales.

Lahomologia entre lafuncién y la estructurade los
complgios HOM-C y HOX, asi como entre diversos
genes de fusion hallados en LAs humanas y genes de
Drosophila que intervienen en laregulacion de los genes
HOM-C, hallevado a esbozar un modelo segin € cual la
mayoria de las oncoproteinas de fusién que son factores
de transcripcion intervendrian en laleucemogénesis alte-
rando laregulacién de los genesHOX (Figura 1).
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Fig. 1. Modelo basado en las vias de accidn de los genes home -
6ticos que integra a los principal es factores de transcripcion
oncogenicos que intervienen en la leucemogénesis. (A) Los
estudios de la embriogénesis de Drosophila han establecido que
la organizacién de los segmentos del cuerpo de esta mosca
depende de la regulacidn de la expresion de los genes homedti -
cos agrupados en el complejo HOM-C. Los genes de “laregla
de los pares” (pair rul€) y gap inician la expresion de genes
HOM-C especificos. La expresion continuada de los genes
HOM-C durante el desarrollo de Drosophila depende de dos
grupos de factores de transcripcién: trithorax (trx-G), como
regulador positivo, y Polycomb (Pc-G), opuesto al anterior.
Los productos de diferentes genes HOM-C forman complejos
con otros factores de transcripcion, como extradenticle (exd),
que modulan la especificidad de sus genes diana. (B) Los genes
HOX, equivalentes a los HOM-C en los vertebrados, también
determinan el patrén corporal durante la embriogénesis. La
mayoria de los genes HOX intervienen en la regulacion de la
hematopoyesis. El gen MLL es homdlogo detrx y PBX o es de
exd. Los genes MLL y PBX1 estén reordenados en determina -
dos pacientes con LA (12).
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Gen MLL

Lainvestigacién sobre la zona de ruptura en la banda
11923 ha dado como fruto € clongje y la caracteriza-
cion de un gen que se ha denominado MLL (mixed line -
age leukemia), ALL1 o gen trithorax humano (Htrx1 o
HTRX) (15,16-18) Este gen esta4 implicado en la gran
mayoria de los reordenamientos que afectan a dicha
banda, si bien se han descrito casos excepcionales de
translocaciones en las que no se reordena, como en la
t(12;17)(g23;021) (15). Al mismo tiempo, se ha comu-
nicado que la mayoria de las deleciones de 11923 y de
las inversiones, inv(11)(p13;923), de las LALS carecen
de reordenamientos de MLL (19).

En la descripcion inicial del gen se detectaron 21
exones (16), en la actualidad se conocen 36-37 exones
con una longitud que varia desde 65 pb en el menor a
4249 en €l mayor (20,21). Los puntos donde se produce
larupturade MLL se acumulan, casi en su totalidad, en
unaregion de 8.3 kb limitada por secuencias de recono-
cimiento de laenzima de restriccion BamH 1. Este frag-
mento se denominabcr (breakpoint cluster region) y se
extiende entre los exones 5y 11 de la nomenclaturaini -
cial odelaparte 3del exdbn 8 ala’b' del 14 enlarevisa-
da (16,21) (Figuras 2 y 3A). Laregion ber contiene 8
secuencias Alu (repeticiones cortas dispersas por €
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genoma que favorecen las recombinaciones) y 7 zonas
con gran homologia con la secuencia consenso de reco-
nocimiento de latopoisomerasall (15 22).

La proteina producto del gen MLL contiene tres
regiones homélogas a secuencias de la proteina codifi-
cada por e gen de Drosophila trithorax. Estas secuen-
cias incluyen dos regiones ricas en cisteinacon 4y 2
dominios como dedos de zinc, respectivamente, y la ter-
ceraes el extremo carboxilo de ambas proteinas. Ambas
proteinas tienen, ademas, similar tamafio (15) (Figura
2). Previamente se ha citado € papel del gen trithorax
en laregulacién de HOM-C (Figura 1). Ademés, €l pro-
ducto de MLL tiene otros dos tipos de regiones que pue-
den estar, directa o indirectamente, relacionadas con €l
control de latranscripcion. Uno es similar ala AT hook
del grupo de proteinas de alta movilidad-1. Existen tres
dominios de MLL con cierta homologia con |a secuen-
cia consenso de los AT hooks (Figura 2) (17). Los AT
hooks son dominios de unién al ADN capaces de unirse
aregionesricasen A 'y T del surco menor de la doble
hélice del ADN (23) que no activan directamente la
transcripcion, pero facilitan la accién de otros factores.
La otra zona que puede estar relacionada con € control
de la transcripcion es una region rica en cisteina homé-
loga de la metiltransferasa de ADN de doble hélice de
mamifero, la cual favorece la produccion de cambios
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Fig. 2. Representacion esquematica de la proteina codificada por el gen MLL. Seindican los tres dominios con homologia con los
motivos de unidn al ADN conocidos como AT hooks o garfios de adenina-timina; las dos regiones de dedos de zinc homdlogas de la
proteina trithorax de Drosophila; ADN MTasa, corresponde al motivo homélogo de la metiltransferasa de ADN de doble hélice de
mamifero; trx seffala la region homdloga de la proteina trithorax del extremo carboxilo. En la parte inferior se muestra la zona
codificada por la region de acumulacion de los puntos de corte o ber.
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Fig. 3. (A) Representacidn esquematica de los primeros exones del gen MLL. |nmediatamente sobre los cuadrados representativos
de los exones se muestra la numeracion “ nueva” y sobre ésta se indica la numeracion inicial, 0 “ clasica” , revisada. Bajo los exo -
nes correspondientes se sefiala la regién de acumulacion de los puntos de corte o breakpoint cluster region (bcr). (B) Representa -
cién parcial esquematica del gen AF4 en la que se muestra su region de acumulacion de los puntos de corte o breakpoint cluster

region entre los exones 3y 6.

36



Vol. 13, N.° 4, 1999

conformacionales en el ADN que facilitan la accién de
otros reguladores. EI dominio del extremo carboxilo
activa latranscripcion y el del extremo amino es repre-
sor (15,18).

—Reordenamientos del gen MLL:

Hasta el momento se han caracterizado a menos 12
genes que se reordenan con MLL (de las, a menos, 35
posibles pargjas) y duplicaciones de este gen (15,18,
24,25). En las trandlocaciones reciprocas se forman, a
menos en principio, dos genes quiméricos localizados
cada uno en un cromosoma derivado (der) originado por
e reordenamiento. En las translocaciones que af ectan al
gen MLL existen evidencias citogenéticas y molecula
resqueindican que €l der(11) esel que codificael trans-
crito leucemogeno (por g emplo, cuando sélo uno de los
derivados esta presente casi siempre es el der(11) y en
las translocaciones complejas es € que conserva la
orientacién correcta) (26). El der(11) contiene un gen de
fusién formado en la parte 5 por MLL y en 3 por su
pareja correspondiente. La parte 5 de MLL retiene €l
AT hook y de ella se pierden los dedos de zinc (figura
2). La porcién 3' (telomérica) de MLL se encuentra
delecionada en un 20-30% de los reordenamientos de
MLL (13).

La mayoria de las pargjas de reordenamiento de
MLL carecen de semejanzas estructurales (con excep-
ciones como AF9 y ENL, AF10 y AF17, y AFX con
AF6021), por lo que probablemente no actdian modulan-
do latranscripcion, en cambio existen datos que apoyan
la posibilidad de que aporten dominios de dimerizacién
(como lapresenciade cremalleras de leucinaen AF17 'y
AF10 o que laduplicacion de MLL de lugar a una pro-
teina que seria equivalente a un dimero del extremo
amino de la proteina codificada por MLL) (18).

La frecuencia de los reordenamientos de MLL adn
debe seguir siendo investigada con métodos molecula-
res. Se han observado frecuentes casos con reordena-
miento de MLL en los que no se habia detectado altera-
cién de 11923 en el cariotipo (27-32). La deteccion con
meétodos citogenéticos de algunas transl ocaciones como
lat(6;11)(g27;0923) (33) y la(11;19) (q23;p13.3) es difi-
cil y la de las duplicaciones de 11023 casi imposible,
aunque pueden ser sospechadas en casos de trisomias
del cromosoma 11. En la actualidad se considera que un
5-10% de los casos de LA presentan translocaciones en
las que interviene e gen MLL (34). El 70-80% de los
nifios menores de un afio (9, 27, 35, 36) y hasta un 10%
de los adultos y nifios mayores de dicha edad con LAL
tienen reordenado MLL (37,38). En la LAM aparece
reordenado en e 23-30% de las M4/M5 (18,39,40) y
hasta en un 20% delas M1 (30). Su frecuencia es mayor
en los pacientes pediétricos con LAM que en los adul-
tos, alcanzando un 20% en aguellos (50-70% en los
menores de 1 afio) (37). En las LAs secundarias de los
pacientes tratados previamente con inhibidores de la
topoisomerasa Il (como las antraciclinas y las epipodo-
filotoxinas (41)) las anormalidades de 11923 pueden
alcanzar el 80% de los casos, muchos de los cuales pre-
sentan reordenamientos de MLL (42,43), a mismo
tiempo que existen casos con reordenamiento molecular
sin alteracion citogenética de 11923 (44).
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En las LAs de novo la mayoria de los puntos de rup-
tura (74%) se localizan en la zona 5 de ber donde se
localizan 5 de las 8 secuencias Alu, mientras que en las
secundarias (75%) y en los nifios menores de 1 afio se
suelen producir en la parte 3' donde se encuentran 6 de
las secuencias de reconocimiento de |la topoisomerasa
I1, incluida la de mayor identidad con la secuencia con-
$enso, y unaregién de unién a esqueleto nuclear (scaf -
fold attachment region o SAR) de ata afinidad (18, 45,
46). También se han descrito roturas sin reordenamiento
del gen MLL en la secuencia de reconocimiento de la
topoisomerasa |l (pseudorreordenamiento) (47-50).

—Influencia de los reordenamientos de MLL, detec-
tados mediante Southern blot, en e prondstico de los
pacientes con LA:

Respecto a pronostico de los pacientes con reorde-
namiento de MLL, solo ha sido claramente establecido
en los nifios con LAL menores de un afio analizados con
Southern blot, en los cuales es muy desfavorable, aln
empleando diferentes protocol os de quimioterapiay con
independencia de otros factores a los que se asocia,
como la hiperleucocitosis (18,27,36,51). De estos casos,
los no reordenados parecen conformar una subpobla-
cion de buen pronéstico (27,28). En los pacientes pedia
tricos mayores de un afio con LAL y reordenamiento de
11923 se ha descrito también un prondstico adverso
(52), incluso excluyendo los que tienen t(4;11) (53). Se
ha descrito que los numerosos casos de LAL en los que
la citogenética sefiala la existencia de delecion de 11923
0 inv(11)(p13g23) carecen de reordenamiento de MLL
y tienen buen prondstico (19).

En los pacientes con LAM M4y M5 algunos estu-
dios no han encontrado diferencias evolutivas entre los
casos con y sin reordenamiento (39,40). No obstante,
también se ha comunicado que los adultos con LAM
con reordenamientos de MLL o translocaciones balan-
ceadas de 11923 tienen mejor prondstico que los casos
con ateraciones no balanceadas de 11g23, pero peor
gue € de los pacientes con cariotipo normal y sin reor-
denamiento de MLL (54).

—Genes de fusién mas frecuentes en los que partici-
paMLL:

1. MLL/AF4: Los genes implicados en la t(4;11)
(g21;923) han sido clonados, identificandose el gen MLL
y asu pargja, € gen AF4 (también conocido como FEL o
MLLT?2), localizado en labanda 4921. AF4 codificauna
proteinarica en prolinay serina que contiene dos secuen-
cias delocalizacion nuclear. Larupturade AF4 se produ-
ce alo largo de una zona de 38 kb localizada entre los
exones 3y 6 (delosa menos 21 que forman e gen) (55)
(Figura 3B). Mediante RT-PCR en un Unico paso no se
ha podido detectar el transcrito quimérico del der(11),
MLL/AF4, en todos los casos portadores de
t(4;11)(921;923). En cambio, mediante nested RT-PCR
se ha podido detectar este gen en todos los casos con
t(4;11)(g21;0923) (32, 56). Sin embargo, aplicando nested
RT-PCR el gen AF4/MLL del der(4) aparece en sblo el
84% de | os casos, aunque presenten dos bandas de reor-
denamiento por Southern blot (56). En algunas t(4;11)
anormales, como (g13;923) y (g35;q14-22), existe reor-
denamiento de MLL sin detectarse MLL/AF4 (28).
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El gen MLL/AF4 aparece en casos de LAL. Se han Se han realizado estudios en los que el seguimiento
descrito 9 tipos de transcritos hibridos de MLL/AF4 con de MLL/AF4 con nested RTPCR ha demostrado utili-
union de la secuencia de los exones 6, 7 u 8 de MLL dad, ya que los pacientes que estaban en remision com-
(denominacion clésica) (16) con ladelos exones4, 50 pleta con PCR positiva recayeron, mientras que los
6 de AF4, seglin la localizacion de la ruptura de los pacientes mantenidamente negativos permanecieron en
genes (que se han localizado en los intrones 3, 4 0 més RC durante € seguimiento (57).
infrecuentemente, 5) y el mecanismo de corte y empal - 2. MLL/AF6: Lat(6;11)(927;923) genera €l gen de
me (Figura 4) (55-57). En algunos pacientes se puede fusién MLL/AF6 (Figura 5) (58). El gen AF6 codifica
detectar més un tipo de transcrito (57). una proteina citoplésmica que interacciona con Ras

Recientemente, se ha descrito un elevado porcentaje (59). La t(6;11)(927;923) se ha detectado mayoritaria-
de casos de LAL sin t(4;11)(g21;923), en los que se ha mente en casos de LAM, principamente M4 y M5, s

detectado MLL/AF4 con nested RT-PCR y no con RT- bien se ha citado en casos de LAL-T y en un lactante
PCR en un paso, algunos de los cuales presentaron con LAL de precursores B. Los pacientes portadores de
reordenamiento de MLL en el Southern blot. En estos lat(6;11) con LAM parecen tener mal prondstico (33).
pacientes las caracteristicas clinicas y la evolucién Sin embargo, ain deben realizarse amplios estudios
fueron similares alas de los casos negativos paralos mediante PCR para evaluar adecuadamente la frecuen-
transcritos de fuson MLL/AF4, E2A/PBX1 vy ciay €l papel en € pronéstico de las LAs del gen hibri-
BCR/ABL. Frente alos que presentan t(4;11) y reor- do MLL/AF®6.

denamiento de MLL, que tienen mayor frecuencia de 3. MLL/AF9: La t(9;11)(p22;g23) produce la fusion
organomegalias e hiperleucocitosis y muy mala evolu- de MLL con € gen AF9 (también llamado MLLT3 y
cion (32). Estos autores también han encontrado LTG9). Se han descrito tres puntos de unién de AF9 con
MLL/AF4 en higadoy MO fetal y en un lactante nor- los exones 6, 7 u 8 de MLL (Figura 6) (30, 60). El gen
mal, con nested RT-PCR, ante un cariotipo y un Sout - AF9, a igua que AF4, codifica una proteina rica en
hern blot normales (32). prolinay serina que contiene una secuencia de localiza-
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Fig. 4. Esguema de los distintos transcritos de fusion derivados del gen MLL/AF4 segln la localizacion de los puntos de ruptura en
ambos genes'y el mecanismo de corte y empal me alter nativo.
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Fig. 5. Esquema del ADNc obtenido a partir del ARNm del gen AF6, que se reordena con MLL en un gen de fusion derivado de la
t(6;11). Por medio flechas verticales se reflejan |os puntos de fusién entre AF6 y MLL. La numeracién de los nucledtidos se inicia
en el primero que interviene en la codificacion de proteina y se termina en €l Ultimo codificante, segin Prasad et al (93). Se mues -
tra ademas la localizacién del oligonucleétido AF6-int utilizado en este trabajo para amplificar el gen MLL/AF6. Ex: exon.
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Fig. 6. Representacion de parte del ADNc de MLL y del ADNc de AF9. Mediante flechas verticales se muestran los posibles puntos
defusion de MLL (traslos exones 6, 7 u 8) y de AF9. Bajo la flecha correspondiente seindica el nucledtido donde se localizan los
puntos de ruptura A, By C de AF9, seguin Poirel et al (67). También se sefiala la localizacion del oligonucledtido AF9-AS3 (flecha

horizontal) utilizado para amplificar el gen MLL/AF9 en este trabajo. Ex: exon.

cion nuclear (61) La t(9;11) se ha detectado fundamen-
talmente en casos de LAM, especialmente monocitjca
(15, 62)

4. MLL/ENL: El gen ENL (eleven-nineteen leuke -
mia), MLLT1 o LTG codifica una proteina rica en seri-
nay prolina de localizacion nuclear que puede actuar
activando la transcripcion mediante un dominio homé-
logo a una zona de AF9 (63).

La t(11;19)(g23;p13.3) determina la formacién del
gen de fusiéon MLL/ENL. Se han detectado ARNmMs
quiméricos producidos por lafusion delos exones 6, 7 u
8 de MLL con dos porciones distintas de ENL (Figura
7) (64). El reordenamiento MLL/ENL ha sido detectado
mediante RT-PCR en casos con t(11;19) diagnosticados
de LAM y LAL (incluidos lactantes) de lineaB y T
(65,66).

5. MLL/ELL: A partir delat(11;19)(g23;p13.1) se ha

clonado € gen de fusion MLL/ELL (Figura 7). El gen
ELL (eleven-nineteen lysine-rich leukemia gene) codifi-
ca una proteina altamente basica, rica en lisina (67). El
reordenamiento MLL/ELL se ha detectado por RT-PCR
en casos de LAM (65).

Si bien ENL y ELL son los dos genes procedentes de
la banda 9p13 que més frecuentemente que se unen a
MLL, se hadescrito un tercer gen, el ENN (68).

6. Duplicacion de MLL: La duplicacién parcial del
gen MLL ha sido encontrada en e 91% de los casos de
LAM con triplicacion del cromosoma 11 (69), ademas
de casos de LAM con cariotipo normal (aproximada-
mente en e 11%), en los que se detectado con RT-PCR
en un paso y se ha relacionado con un mal prondstico
(70). Se han descrito pacientes con duplicacion de MLL
no detectable mediante Southern blot usando una sonda
delazonabcr (69),.

o ENL
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Fig. 7. Esguema de los ADNCcs obtenidos a partir de los ARNms de los genes ENL y ELL que se reordenan con MLL en los genes de

fusion derivados de la t(11;19). Por medio flechas verticales se reflgjan los posibles puntos de fusion de ambos genes con MLL. La

numeracion de los nucledtidos se inicia en € primero que interviene en la codificacion de proteina y se termina en el Gltimo codifi -
cante (98,101). Se muestra ademas la localizacién de los oligonucleétidos ENL-AS? y ENL-AS3 utilizados en este trabajo para

amplificar el gen MLL/ENL y la del cebador ELL-int empleado para amplificar MLL/ELL. Ex: exdn.
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Se ha demostrado que la duplicacion se produce en
un Unico aelo (71). En lamayoria de los casos se dupli-
cadel exdn 2 a 6 u 8 (69, 70).

Recientemente, se ha descrito la presencia de dupli-
caciones de MLL en un 16-100% de la poblacién nor-
mal mediante nested RT-PCR, aunque con un paso de
PCR y con Southern blot fueron negativos. Algunos de
estos Ultimos casos parecen tener uniones de exones no
halladas en LAM y en algunos no se mantiene e marco
de lectura (open reading frame), a diferencia de los
detectados en LA, que codifican una proteina de fusion
(72, 73).

E2A/PBX1

Ciertas zonas del ADN que tienen funcion regulado-
ra se conocen como E box (en honor de su descubridor
Ephrussi). La E box llamada KE2 es importante para la
transcripcién del gen la cadenaligera de las inmunoglo-
bulinas k. La proteina E12 se une especificamente a la
secuenciade KE2 y no a otras E box. Las proteinas E47
y E25 tienen gran homologia con E12. Estas tres protei-
nas son factores de transcripcién que contienen un
dominio hélice-bucle-hélice y estén codificadas por un
mismo gen denominado E2A. Las proteinas de E2A
intervienen, formando heterodimeros con otras protei-
nas con dominios hélice-bucle-hélice, en la regulacion
de la expresién de distintos genes en diversos tegjidos,
pero los homodimeros de E2A so6lo se han encontrado
en linfocitos de linea B. Lainactivacion de E2A en rato-
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nes determina el blogueo de la maduracion de los pro-
genitores de los linfocitos B en un estadio precoz.

Poco después del descubrimiento del gen E2A, se
determind su localizacién en la banda 19p13.3, en la
zona de ruptura de la t(1;19)(g23;p13). Posteriormente,
se descubri6 que esta translocacion, tanto en su variante
balanceada como en la no balanceada, da lugar a la
fusién de E2A con un gen localizado en el cromosoma
1, previamente desconocido, que se denomind PRL y que
actualmente se conoce como PBX1. La citada fusion
produce la formacién del gen E2A/PBX1 en € der(19)
gue se transcribe en ARNm. En cambio, € reciproco
PBX1/E2A del der(1) no produce proteina, ya que E2A
no se transcribe en las células linfoides.

Ya se ha citado previamente que las proteinas PBX
(PBX1, PBX2 y PBX3) tienen una gran homologia en
toda su secuencia con la proteina de Drosophila extra -
denticle. La proteina E2A/PBX1 pierde el extremo car-
boxilo de E2A, que incluye la region hélice-bucle-héli-
ce, gque es sustituido por la porcion de PBX1 que
contiene el homeodominio (Figura 8). Esta proteina qui-
mérica se une alas zonas del ADN que reconoce la pro-
teina PBX1, pero tiene propiedades de regulacion de la
transcripcién  diferentes. Las proteinas PBX 'y
E2A/PBX1 se unen aciertas proteinas HOX con las que
actlan cooperativamente. La minima zona de PBX1
necesaria para la oncogénesis es, precisamente, la que
interacciona con las proteinas HOX. Al parecer, € efec-
to de E2A/PBX1 es, fundamentalmente, € blogueo de
la diferenciacion, y para producir el fenotipo transfor-
mado son necesarias otras alteraciones genéticas (74).
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Fig. 8. Esquema de |a estructura de las proteinas E2A, PBX1 y E2A/PBX1. El punto en el que se produce la fusién entre las protei -
nas E2A y PBX1 se sefiala con una flecha. Las proteinas PBX1a y PBX1b (asi como E2A/PBX1ay E2A/PBX1b) se diferencian sélo
en su extremo carboxilo y su origen estd un mecanismo alternativo de corte y empalme. Abreviaturas: AT1y AT2, dominios activa -
dores delatranscripcion 1y 2, respectivamente; HBH, dominio hélice-bucle-hélice; HD, homeodominio.
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Si bien, se ha observado que E2A/PBX1 induce tanto
proliferacion, como apoptosis (75) .

La ruptura del gen E2A se produce en un intron de
aproximadamente 3.5 kb que se localiza entre los exo-
nes 13y 14. Por su parte, €l gen PBX 1 parece que tam-
bién queda roto en un dnico intrén, ya que repetidamen-
te se detecta la misma porcion de este gen en e ARNm
de fusion. Ademés, se han descrito casos con 27 nucleo-
tidos més entre las secuencias de E2A y de PBX1 en €l
ARN defusion y un caso con un tipo de fusion diferente
del de los demas (76).

El ARNm de E2A/PBX1 se ha detectado en més del
95% de las LALs con t(1;19) (77, 78). Segun los datos
obtenidos hasta e momento, la gran mayoria de las
LALscon t(1;19) poseen el gen E2A/PBX1, son positi-
vas paralas Clg y tienen un inmunofenotipo particular
con una elevada expresién de CD19, CD10y CD9, una
ausencia completa de CD34 y al menos una carencia
parcial de CD20 (78). Mientras que en una peguefia
minoria de casos citogenéticamente idénticos alos ante-
riores, a parecer con mejor pronostico, son negativas las
Clg, carecen de E2A/PBX1 y no presentan el referido
inmunofenotipo (79). No obstante, estos marcadores de
superficie aparecen en e 8% de las LALs de precursores
B, incluyendo casos sin t(1;19) con E2A/PBX 1Yy otros
sin este gen de fusion (78). Y, asu vez, existen casos de
LAL con t(1;19) que expresan el ARNm de E2A/PBX1
y en los que son negativas las Clg (74, 80). Todo ello
hace que sea més (til € estudio molecular que el fenoti-
po en los casos con t(1;19). Ademas, se ha detectado el
ARN de E2A/PBX1 en algun caso de LAM (80). El
estudio de RT-PCR de E2A/PBX1 ha permitido detectar
su ARNm quimérico en casos sin t(1;19) (77-79, 81),
hastael punto de postularse que entre un 25y un 50% de
los casos con E2A/PBX 1 no se detectalat(1;19) (74).

En 74 pacientes con LAL y t(1;19) se harealizado un
estudio de enfermedad minima residual (con un prolon-
gado seguimiento) mediante e andlisis del ARN de
E2A/PBX1 con nested RT-PCR a final de la fase de
consolidacién del tratamiento, que ha concluido que la
deteccién de dicho ARN quimérico en este momento no
predice la evolucién de | os pacientes. Los estudios ante-
riores, realizados sobre un escaso nimero de pacientes,
tampoco han podido establecer una relacion entre la
positividad de la PCR durante el tratamiento y laevolu-
cion de los pacientes (76, 82),
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Complejo del core binding factor (CBF)

Tres de los més frecuentes genes de fusion de las
LAs afectan distintos componentes del CBF. El CBF es
un heterodimero, formado por las subunidades CBFa y
CBb, que se une @ ADN en la secuencia o core
TGT/cGGT. Existen al menos 3 subunidadesa, las cua-
les tienen homologia con el gen RUNT de Drosophila.
La proteina CBFa2 esta codificada por €l gen AML1,
también llamado CBFA2, y la CBF$ por € gen CBFB.
La subunidad CBFa se une al ADN directamente, en
cambio la $ aumenta la afinidad de CBFa modificando
su configuracion, pero no se une a ADN directamente
(Figura 9). El dominio RUNT de la subunidad a esel
responsable tanto de launién al ADN, como de la inte-
raccion con lasubunidad b.

El complejo CBF regula la expresion de una gran
variedad de proteinas que se expresan en las células
hematopoyéticas como la interleucina 3, € factor esti-
mulante de colonias granulomonociticas (GM-CSF), €l
receptor del factor estimulante de colonias monociticas
(M-CSF), e RCT, lamieloperoxidasa, CD3e, HoxB2 'y
la elastasa de los neutrdéfilos (6,83,84).

TEL/AML1

El gen TEL (trandocation ets-like leukemia) o ETV6
fue identificado tras ser clonadalaregion implicadaen la
1(5;12)(g33;p13) que se observaen agunas leucemias
mielomonociticas crénicas. Posteriormente, se caracteri-
z6 la t(12;21)(p13;922) que, como se ha indicado, se
halla excepcionalmenteen laLAL, y se observé que en
esta trand ocacion se produce launion de TEL con AML1
(85,86). TEL esun miembro de lafamilia de factores de
transcripcion llamada ETS. El factor de transcripcidn que
codifica contiene un dominio en el extremo amino de
dimerizacion y transactivacion, a continuacién un domi-
nio hélice-bucle-hélice y en e extremo carboxilo un
dominio de unién a ADN. En € hibrido TEL/AML1, los
dos dominios citados en primer lugar quedan unidos ala
proteina CBFa2 casi completa, incluyendo la zona de
homologiacon RUNT y e dominio de transactivacion de
su extremo carboxilo (Figura 10C) (85, 87). Se ha
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Fig. 9. El heterodimero normal CBF (core binding factor) esta formado por la subunidad § (CBFf) y la subunidad o (CBFa o
AML), a través de esta Ultima se une al ADN en la secuencia core (TGT/cGGT) y regula la expresion de diver sos genes. Este com -
plejo esla diana de tres frecuentes fusiones génicas en leucemias agudas, la subunidad que afecta cada una de ellas se muestra en

lafigura.
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Fig. 10. Representacion esquematica de los dos tipos de transcritos fundamental es del gen de fusion TEL/AML1, en los que el exdn
5 de TEL queda unido al exén 2 (A) o al exén 3 (B) de AML1. Se muestra la posicion de los cebadores B12 y AM3 que se han utili -
zado para la amplificacion de TEL/AML1 en este trabajo. (C) Esquema de la estructura de las proteinas TEL y AML1, en € que se
sefialan los dominios hélice-bucle-hélice (HBH) y de union al ADN (ETS) de TEL y los dominios de homologia con la proteina
RUNT de Drosophila y de transactivacién de AML1, respectivamente. Las flechas verticales debajo de las proteinas indican los

puntos de fusion que se originan por las distintas translocaciones que afectan a los genes que las codifican.

demostrado que la proteina de TEL/AML 1 forma homo-
dimerosy heterodimeros con la proteina TEL normal,
graciasalaporcién de TEL presente en laquimera (118).

El uso de técnicas de FISH y RT-PCR ha permitido
detectar e gen hibrido TEL/AML1 o su ARNm, respecti-
vamente, en @ 10-29% delos casosde LAL de edad pedia
trica (88-96). Sin embargo, en los pacientes adultos con
LAL se ha observado en aproximadamente €l 3% de los
casos (88,90,97,98) y en pacientes menores de un afio 0 con
sindrome de Down parece ser infrecuente (99,110). Sola-
mente en un 45% de los casos con TEL/AML1 se detectadl
reciproco AMLL/TEL (88). También se haobservado que
lamayoria (87,5%) delos casos con TEL/AML1 presentan
d otro aeo de TEL deecionado (90,101), a parecer este es
un fenémeno secundario (101) que no afectaal prondstico
delos pacientes (94). TEL/AML1 se detecta en casos de
LAL de precursores B, en los que acanza, dentro de laedad
pediétrica, un 12-36% (89-91, 93,101,102). Lamaximafre-
cuencia de TEL/AML1 es entre los 2 y 7 afios
(88,90,93,102), no se observa en casos portadores de los
reordenamientos BCR/ABL, E2A/PBX1, ni MLL/AF4 u
otras translocaciones que afecten a gen MLL (90,91, 93)
no suelen tener hiperleucocitosis, ni hiperdiploidia (91,93),
frecuentemente poseen aguin marcador mieloide (CD13
y/o CD33) asociado aloslinfoides B y son con frecuencia
CD10 positivos (90,93,94,103).

Se ha considerado que los nifios portadores de
TEL/AMLL1 tienen un prondstico bueno o incluso exce-
lente (118,123,134-136). Sin embargo, en la actualidad,
este hecho se encuentra en discusion (92,94-96,107).

La amplificacion del ADNc de TEL/AML1 permite
detectar dos productos de PCR fundamentales (89), uno
mayor que derivade launién del nucledtido 1033, extremo
5’ del exdn 5, de TEL con €l exdn 2 de AML1 (Figura

10A) y otro menor en & que d citado punto de TEL seune
a exén 3de AML1 (Figura10B) (90). El transcrito mayor
se suele acompafiar de la coamplificacion del menor con
intensidad inferior alade primero (96). En estos casos se
produce laeliminacion del exén 2 de AML1 (39 pb) por €
mecanismo de corte y empal me alternativo (96).

Los estudios que intentan valorar la utilidad de la
detecciéon del ARNm de TEL/AML1 como indicador de
la existencia de EMR alln son pocos, se han realizado
sobre escasos pacientes y con seguimiento durante un
breve periodo de tiempo. No obstante, existen algunos
datos que parecen indicar que los enfermos que perma-
necen en remision completa de forma prolongada man-
tienen la PCR negativa, mientras que en 1os que recaen
se hace positiva previamente (108,109).

AMLYETO

En la inmensamayoria delos casosde LAM con
t(8;21) larupturadd cromosoma 2122 se produce en el
intron del gen AML1 o CBFA2 que selocaizainmedia-
tamente después del exén que codifica € dominio
RUNT. El der(8) resultante de esta translocacion pasa a
codificar una proteina de fusion que incluye la porcion
del extremo amino de CBFa2, incluyendo el dominio
RUNT, y que conserva, por tanto, la capacidad de unirse
al ADN y deformar dimeros con CBF (Figura10C). La
porcion del extremo carboxilo de AML1, que incluye €l
dominio de transactivacion, queda sustituida por la
secuencia casi completa de la proteina codificada por €l
gen ETO (eight-twenty-one) que se piensa que es un fac-
tor de transcripcién con dos dedos de zinc. El gen ETO
(también llamado MTG8 y CDR) procede del cromoso-
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ma 8q22 (83). La proteinaquimérica CBFa2/ETO se
cree gue actlia por un mecanismo dominante negativo.

El ARNm de AML1/ETO puede ser detectado en la
cas totalidad de las LAMSs portadoras de t(8;21)(022;q22)
cuando son diagnosticadas (83,110), S bien se hadescrito
un caso de LAM tras un sindrome mielodisplasico con
1(8;21)(922;922) en & que & gen AML1 no estaba afecta
do (111). También se ha objetivado e ARNm quimérico
de AML1/ETO en casos en los que no se ha apreciado una
t(8;21) por técnicas citogenéticas clasicas (110,112-114),
El andlisis cariotipico permite demostrar la t(8;21) en
aproximadamente el 7-8% de | os pacientes adultos con
LAM y por RT-PCR se estima que se podria detectar €l
ARNmM de AML1/ETO en un porcentgje, aln no clara-
mente determinado, que podria ser superior a citado para
lat(8;21) en un 5-10% (110, 112).

El andlisis del ARNm de AML1/ETO por RT-PCR ha
permitido detectarlo en pacientes que se hallaban en RC
desde periodos de tiempo muy prologados, con una hema-
topoyesis policlonal y probablemente curados de su LA,
tras ser tratados con quimioterapia convencional, trasplan-
te autélogo o aogénico de médula 6sea (83,113,115,116).
Se ha demostrado que la presenciade AML1/ETO en
estos pacientes se debe ala persistencia residual de pre-
cursores hematopoyéticos multi potentes del mismo origen
clonal quelos blastos leucémicos presentes en e momen-
to del diagnostico (115). El desarrollo de diferentes meto-
dologias de PCR cuantitativa para AML JETO ha permi-
tido observar que un incremento en el nimero de copias
de AMLY/ETO podria preceder alarecaidade algunos de
| os escasos pacientes que se han analizado (117,119).
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CBF/MYH11

Los estudios de genética molecular han demostrado
que lainv(16) y lat(16;16) determinan la formacion de
un gen de fusién en € que participan el gen CBFB, que
se localiza normalmente en €l brazo largo del cromoso-
ma 16 (16g22), y e gen MYH11 que esta en € brazo
corto de dicho cromosoma (16p13). CBFB codifica la
subunidad del CBF, y MYH11 |la cadena pesada de la
miosina del masculo liso. El gen de fusién originado
gue parece tener importancia en la patogénesis de la
leucemia es CBF/MYH11, mientras que e potencial
reciproco MYH11/CBFB, no se forma en todos los
casos con inv(16), por delecion de las secuencias del
extremo 5 de MYH11, y ademés, sus caracteristicas
biolégicas hacen que sea poco probable su implicacién
de forma importante en la leucemogénesis (30). En
algunos casos portadores de del (16)(g22) también se ha
demostrado la presencia del ARNm de fusion de
CBFB/MYH11, si bien estos casos pueden no ser autén-
ticas deleciones (84,114).

Se conocen a menos 11 tipos de transcritos de
fusion  distintos derivados de CBF/MYH11
(84,120,121). De estostranscritos hibridos existen 8
variantes segln los puntos de fusion entre CBF y
MYH11 que se clasifican mediante letrasde la A ala
H, delos cuales el més frecuente es el tipo A (Figura
11) (84), los demas se deben ainserciones o pérdidas
de secuencia (120,121).

Se ha detectado e ARNm de CBFB/MYH11 en
pacientes sin alteraciones evidentes del cariotipo anivel
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Figura 11. Esquema de la clasificacion los transcritos hibridos del gen de fusion CBFB/MYH11 segiin |os puntos de unién origina -
dos. Los nimeros corresponden al nucledtido de CBF y al de MYH11, a la izquierda y derecha respectivamente, que se encuentra
en el punto de fusion. El triangulo indica la posicion de una insercion de 4 pb de origen desconocido que mantiene el marco de lec -

tura de MYH11 (30).
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Fig. 12. (A) Representacion esquematica de los genes PML y RARc. en la que aparecen las regiones de acumulacién de puntos de
corte (bcr) de ambos genes. En el gen PML existen tres regiones: ber3 que se localiza en €l intrén 3, ber2 situada en € exén 6y
ber1 que esta en €l intrén 6. Todos los puntos de corte en RARa se producen en el intrén 2. (B) Esguema de los ARNmMs quiméricos
resultantes seglin se produzca la ruptura en berl (transcrito largo), ber2 (transcrito variable) o ber3 (transcrito corto). Seindicala

localizacion de los oligonucledtidos que se han empleado en este trabajo para la amplificacion de PML/RARa.

del cromosoma 16 (114,122-124). Esto supone que €
ARNm de CBFB/MYH11 podria llegar a detectarse
mediante RT-PCR en aproximadamente un 10% de las
LAMSs, mientras que la inv(16) se podria evidenciar en
aproximadamente el 6% (123).

PML/RARa.

Virtualmente en el 100% de | os casos con morfologia
tipica de LAP se puede detectar mediante RT-PCR o
FISH e reordenamiento PML/RARa. El gen PML
(nombre derivado de promielocito), inicialmente deno-
minado myl, se localiza en la zona de ruptura del cro-
mosoma 15 producida en la t(15;17)(q22;g21). El gen
afectado por esta translocacion en el cromosoma 17
codifica el receptor a del &cido retindico (125). El gen
de fusion PML/RARa también se ha detectado en otras
translocaciones variantes que afectan a la banda 17921
y a otro cromosoma diferente del 15: t(1;17), 1(8;17),
t(14;17), asi como en casos con translocaciones comple-
jas como lat(1;15;17) (126,127),

De manera infrecuente se han observado reordena
mientos del gen RARa con otros genes. Esto ocurre en
lat(11;17) en laque RARa se une aun gen denominado
PLZF (promyelocytic leukemia zinc finger) que codifica
una proteina con dedos de zinc. En los casos portadores

delat(11;17) las células leucémicas presentan caracte-
risticas morfoldgicas intermedias entre una LAM-M2 y
una LAM-M3. Estos casos, a contrario que las LAM-
M3 con t(15;17) y/o reordenamiento PML/RARa, no
responden al tratamiento con &cido todo-trans retinoico
(ATRA, del inglés all-trans retinoic acid) (128). En un
caso se ha descrito lat(5;17), que produce la unién del
gen NPM con RARa (129). También se ha descrito en
un paciente € reordenamiento de RARa con el gen
NuMA que se localiza en e cromosoma 11 (130). En
otro caso, morfolégicamente clasificado como LAM-
M2, se ha descrito una t(15;17)(g24.3;921.1), sin reor-
denamiento PML/RARa y resistente a tratamiento con
ATRA (131).

—Estructura 'y funcion de los genes PML y RARa
normales:

Los retinoides gjercen su accidn a través receptores
nucleares que han sido clasificados en dos clases princi-
pales: los receptores del &cido retindico (RAR) y los
receptores de retinoides X (RXR). Ambos tipos inclu-
yen tres miembros que se denominan a, b y g RARa
esta formado por 6 dominios (A-F). Los dominios A/B
tienen funciones de activacion de la transcripcion, € C
contiene dos dedos de zinc, €l D es un dominio de dime-
rizaciony el E delocalizacion nuclear.

El gen PML esta formado por 9 exones. Por el meca-
nismo de corte y empalme del transcrito primario se
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pueden formar, a menos, 13 variantes de la proteina
PML. Laregion del extremo amino contiene un domi-
nio de transactivacion, un tipo de dedo de zinc denomi-
nado RING, una region en a hélice y un dominio res-
ponsable de homo o heterodimerizacion. El extremo
carboxilo es unaregion ricaen serinay prolina que corr
tiene un lugar de fosforilacidn, este extremo varia en
distintas isoformas originadas por e mecanismo de cor-
te y empame. PML se localiza en e nacleo con un
patron de inmunofluorescencia en grandes manchas
(131,132).

—Gen de fusion PML/RARa:

La t(15;17) da lugar d gen PML/RARa en €
der(159+) y a gen reciproco RARa/PML en €
der(17q). El gen RARa/PML sdlo se expresa en un 70-
80% de las LAPs con t(15;17) (132,134,135), En cam-
bio, & ARNm PML/RARa se detecta mediante RT-
PCR en casi e 100% de éllas y en casos de LAP sin
evidencia citogenética de t(15;17) (114,132,134,136).
El gen PML/RARa dalugar alaproteina PML/RARa y
aunaproteina PML aberrante en laque € extremo ami-
no de PML ha sido sustituido por 10 aminoécidos de
RARa y que se origina por € mecanismo de corte y
empalme (137).

Laruptura del cromosoma 179 se produce siempre
en el intron 2 de RARa (137). En cambio, los puntos
de ruptura en 15q se producen fundamental mente en
tres localizaciones de PML denominadas, respectiva-
mente, berl, que esta situada en el intrén 6; ber2, en el
exon 6; y bcr3, ubicada en el intrén 3 (Figura 12A)
(137). Lavariante mas frecuente es la formada por la
ruptura en laregion berl (conocida como el transcrito
largo), la cual esta presente en el 55-60% de los casos
(132,138). Laforma originada por la ruptura en bcr3
(el transcrito corto) se detecta en el 35-40% de los
casos (132,137-139). El transcrito producido por la
ruptura en ber2 (Ilamado V o variable) se describe en
aproximadamente el 8% de los casos (Figura 12B)
(132,138,140). Se han descrito de manera excepcional
otros puntos de corte, como en el exén 5 de PML (132).
Larelacion existente entre la presencia de | os distintos
transcritosy €l pronéstico de los enfermos es discutida.
Se ha observado una sensibilidad al ATRA in vitro dis-
minuida en algunas variantes de ber2 (140), y una peor
evolucion de los pacientes portadores del transcrito
corto de PML/RARa (134,141). No obstante, reciente-
mente, se ha observado en un numeroso grupo de
pacientes con LAP una asociacion entre la presencia
del transcrito corto y recuentos leucocitarios, porcenta-
je de blastos mas promielocitos en SP, nimero absoluto
de blastos mas promielocitos en SPy porcentaje de
LAM-M3V superiores alos de los casos portadores de
la variante larga; y, sin embargo, no se objetivaron
diferencias significativas en el porcentaje de pacientes
en los que se obtuvo RC, ni en lasupervivencialibre de
enfermedad (138).

—Tratamiento con ATRA:

LosRARs se unen adiversosretinoides. El ATRA se
une con gran afinidad alos RARsy con muy baja afini -
dad alos RXRs, a contrario que otras formas de acido
retindico que se unen a ambos con una afinidad similar
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(125). Se ha demostrado que la proteina PML/RARa
disminuye en respuestaa ATRA (142).

L os resultados obtenidos mediante el tratamiento con
quimioterapia convenciona en la LAP mostraron una
elevada sensibilidad alas antraciclinas, lograndose unos
porcentajes de RC superiores a los de otras LAMs
(125). El fallo para lograr la RC se debia, més que ala
resistencia ala quimioterapia, alamortalidad producida
por los trastornos de la coagulacién presentes en estos
pacientes (125,143). Estas ateraciones de la coagula-
cion se producen por mecanismos complejos que inclu-
yen una actividad procoagulante, fibrinolisis, proteolisis
no especificay liberacién de citoquinas. El ATRA, sin
producir hipoplasia, determina una diferenciacion de lo
promiel ocitos leucémicos, un aumento del porcentaje de
RC, un aumento en la supervivencia libre de enferme-
dad y una resolucién de la coagulopatia. Este ultimo
efecto se logra reduciendo la actividad procoagulante,
mientras que la actividad fibrinolitica no cambia o
mejoray la proteolitica no se modifica; ademas, si bien
el ATRA aumenta la produccién de citoquinas, actda
protegiendo el endotelio frente a estos mediadores
(143). No obstante, e ATRA no es (til en los casos
PML/RARa negativos (128,131,136,138). El efecto
indeseable més importante que origina es € Ilamado
sindrome del ATRA que produce fiebre, dificultad res-
piratoria (distrés), infiltrados pulmonares, derrame
pleuropericardico, hipotension, edema, a veces falo
renal, y puede estar precedido de leucocitosis. Este sin-
drome puede causar la muerte por hipoxemia y fallo
multiorganico, aunque puede responder al tratamiento
precoz con esteroides. Ademés, casi todos |os pacientes
tratados Unicamente con ATRA recaen pocos meses
después de alcanzar la RC (144).

Larecaida extramedular, y concretamente en el siste-
ma nervioso central (SNC), de laLAP que se considera
ba un raro fendmeno antes del tratamiento con ATRA
de esta enfermedad. No obstante, desde la introduccion
de este tratamiento la incidencia parece estar incremen-
tandose (145-150). Se ha postulado que ello es debido al
aumento en la expresion de moléculas de adhesion en
los promielocitos leucémicos y en la secrecion de cito-
quinas, como resultado de la terapia con ATRA
(147,151,152).

Ademés de la forma oral de ATRA habitualmente
empleada, existen formulaciones liposomales que se
pueden administrar por via intravenosa 'y conservan la
capacidad deinducir diferenciacién en las células leucé-
micas (153),

—Mecanismo de accién del gen PML/RARa:

En modelos experimentales PML/RARa inhibe la
apoptosis y la diferenciacion. En todas las proteinas
PML/RARa originadas se conservan los dominios de
dedos de zinc RING y de dimerizacién de PML, y losde
union al ADN vy al &cido retindico de RARa. Estudios
con formas mutantes de PML/RARa han indicado que
laintegridad de los dominios de dimerizacion de PML y
deunién a ADN de RARa escrucia parael blogueo de
la diferenciacion. Se ha postulado que, dado que
PML/RARa puede formar homo o heterodimeros con
PML o RXR, la proteina quimérica PML/RARa podria
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actuar secuestrando los RXRs impidiendo la formacion
de los heterodimeros funcionales RARa/RXR, sin
embargo existen evidencias experimental es que sefialan
gue el secuestro de RXR no contribuye de manera signi-
ficativa a la actividad de PML/RARQ (154). El patrén
norma de inmunofluorescencia de PML en la LAP
cambia a un patron citoplasmatico y/o en microparticu-
las en las que, aparentemente, se localizan PML/RARa
y PML. Sin embargo, la heterodimerizacién con PML
tampoco parece ser crucial en la actividad de blogueo
de la diferenciacion de PML/RARa (154). El cambio
en el patrén de inmunofluorescencia se correlaciona con
lapositividad de PML/RARa en laRT-PCR, por lo que
se ha planteado su uso en e diagnéstico de la LAP
(132,133). No obstante, esta técnica puede no ser infor-
mativa en casos en los que las células estén destruidas
en la muestra objeto del estudio (132) o en los que la
zonade unidn del anticuerpo no forme parte del der(15)
y no se exprese e der(17) (RARa/PML) (159).
Recientemente se ha postulado un mecanismo para la
inhibicién de la transcripcion y la diferenciacion por
parte de la proteina PML/RARa consistente su interac-
¢ion con unas moléculas conocidas como co-represores
nucleares e histona deacetilasa. PML/RARa se uniriad
ADN y formaria complejos con dichas moléculas, atra-
vés de RARa, para inhibir la transcripcion de determi-
nados genes. El ATRA puede interaccionar con secuen-
ciass de RARa y separar € complgo
PML/RARa-co-represor-histona deacetilasa. La pro-
teina PLZF también tiene un sitio de unién a co-repre-
sor, pero resistente al ATRA, lo cual podria explicar la
ausencia de respuesta a ATRA de los pacientes porta-
doresdel gen PLZF/RARa (155,156).

—Estudio de laenfermedad minimaresidual:

Lo Coco et a en 1992 obtuvieron resultados indicati-
vos de que la deteccidon mediante heminested RT-PCR
del ARNm hibrido PML/RARa un mes después de
alcanzar la RC no se correlacionaba con la recaida,
mientras que resultados posteriores positivos o repetida
mente negativos se correlacionaban con la recaida o el
mantenimiento de la RC, respectivamente (157). Otros
estudios obtuvieron resultados similares (141,158,159).
Posteriormente, e grupo italiano GIMEMA desarrollé
un protocolo terapéutico que denominaron AIDA para
el tratamiento de la LAP en el que se realiz6 un segui-
miento molecular de los pacientes. En este protocolo se
administra una induccién con ATRA e idarrubicina
simultdneamente y, tras lograr la RC, tres bloques de
consolidacién (160). El éxito logrado les llevé a aplicar
este protocolo sobre un elevado nimero de pacientes,
cuyo diagnostico debe ser confirmado mediante la pre-
sencia de t(15;17) y/o ARNm de PML/RARa, y a
incluir en é que los pacientes con RT-PCR positiva
para PML/RARa deban tratarse con trasplante alogéni-
co de médula ésea (TMO), si es posible, mientras que
en los negativos se administran al eatoriamente distintos
tipos de tratamiento de mantenimiento o ninguno. Con
este tratamiento se ha observado que un 95% de los
pacientes alcanzaron la RC tras lainduccién, en un 60%
de ellos se obtuvo la remisién molecular, mientras que
un 40% permanecieron con PCR positiva sin aparente
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influencia en su evolucion posterior. Después de la con-
solidacion el PML/RARa fue negativo en un 98%. No
obstante, aunque la positividad de la PCR en este
momento parece ser un buen predictor de la recaida, la
negatividad no es una garantia de cura, ya que algunos
pacientes recaen posteriormente (165). Este grupo tam-
bién ha observado que |os pacientes con LAP en segun-
da RC hematol 6gica sometidos a trasplante autélogo de
médula 6sea (TAMO), que presentaban positivala PCR
inmediatamente pretrasplante, recaen tras el TAMO; en
cambio, lagran mayoria de los que tienen PCR negativa
se mantienen en RC por periodos prolongados (161). La
sensibilidad, medida por dilucién, con la que se han rea-
lizado los estudios de PML/RARa mediante RT-PCR
permite detectar una célula leucémica entre 104 (dilu-
cion entre 10* y 10°) (141,158,159,162,163). Muy
recientemente, se ha desarrollado un método que
aumenta dicha sensibilidad hasta 2x10°, mediante
cual se ha detectado € ARNm de PML/RARa en
pacientes con RC prolongada y cuya PCR aplicando
métodos menos sensibles era negativa. El significado de
la presencia de este ARN de fusion en cantidad tan baja
es desconocido, ya que podria ser debido a células leu-
cémicas residuales sin capacidad de reproducir la enfer-
medad (163).

Transduccién de sefiales
BCR/ABL

—Estructura de los genes de fusion BCR/ABL y de
sus transcritos, correlacion con el fenotipo de la leuce-
mia

La trandocacion t(9;22)(g34;g11) da lugar a dos
genes hibridos, e gen BCR/ABL en el cromosoma 224,
o cromosoma Filadelfia (Ph), y el ABL/BCR en € 9g+.
El gen BCR/ABL se detecta en mas del 95% de los
pacientes con leucemia mieloide cronica (LMC), en
aproximadamente un 3 a5% de los casos de LAL dela
infancia y en arededor de un tercio de los pacientes
adultos con LAL (si bien, su frecuencia aumenta con la
edad de los pacientes), asi como en casos ocasionales de
LAM (7,164-168). Se han descrito casos de LAL
BCR/ABL-positivos en los que no se ha detectado el
cromosoma Ph, en algunos de ellos por ser insuficientes
las metafases obtenidas para redlizar € estudio (167,
169), pero otros casos con estudios citogenéticos ade-
cuados han sido igual mente Ph-negativos (167,168).

Todos los genes de fusién BCR/ABL contienen una
porcion 5' derivada de parte de la secuencia de BCR y
unaporcion 3' que incluye casi todo el gen Abl, excep-
to sus primeros codones. El punto de ruptura del cromo-
soma 9 se produce en un segmento de mas de 300 kb en
el extremo 5' gen Abl: o bien antes (5) del primer exon
aternativo Ib, o entre los exones Ib y 1a, 0 bien después
(3') del ex6n la(Figura13A). En lainmensa mayoriade
los pacientes con LMC, en aproximadamente un tercio
de los casos con LAL dd adulto BCR/ABL-positiva y
en raros casos infantiles, el punto de corte del cromoso-
ma 22 se produce una regién de 5,8 kb [lamada M-bcr
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Fig. 13. (A) Esquema de los genes Abl y BCR, en el que también se incluye el gen 8604Met que se localiza “ corriente arriba” de
Abl. Los exones se representan como rectangulos y los intrones como barras. Los puntos de ruptura del gen Abl en la t(9;22) se
simbolizan mediante flechas inclinadas. Las regiones de acumulacién de los puntos de corte (ber) del gen BCR se sefialan median -
te barras entre flechas. (B) Estructura de los tipos de ARNm formados seguin |a localizacion de la ruptura en el gen BCR.

(major breakpoint cluster region o regién mayor de
agrupacion de los puntos de corte) que contiene 5 exo-
nes conocidos como bl a b5 y que corresponden a los
exones 12 a 16 del gen BCR (Figura 13A). Con inde-
pendencia de la localizacion del punto de corte en Abl,
el procesamiento del transcrito primario da lugar, habi-
tualmente, a dos tipos de ARNm. En un ARNm el exén
2 de M-bcr queda unido a exén 2 de Abl (b2a2) y en el
otro el ex6n 3 de M-bcr se une a exén 2 de Abl (b3a2)
(Figura 13B). Los dos ARNms quiméricos resultantes
codifican una proteina de 210 kD (p210) con sdlo 25
aminoacidos de diferencia (164). En los otros dos ter-
cios de los pacientes de LAL BCR/ABL-positiva del
adulto y en lagran mayoriadelos nifios, junto con casos
excepcionaes de LMC y LAM, la ruptura de BCR se
produce en un intrén de 54.4 Kb situado entre los dos
exones alternativos €2’ y e2, esta zona se conoce como
region menor ber o m-ber (Figura 13A). En estos casos
losexonesel’'y €2’ son eliminados por el mecanismo de
corte y empalme, dando lugar a transcrito ela2 (Figura
13B). Este ARNm se traduce en una proteina de 190 kD
(p190) (164). La mayoria de los pacientes de LMC y
LAL con puntos de ruptura en la region M-BCR coex-
presan los ARNms correspondientes a p210 y p190, s
bien este Ultimo en menor cantidad. Ello es probable-
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mente debido al mecanismo de corte y empalme alter-
nativo (170,171). Existe una tercera regién de ruptura
en e gen BCR conocida como mbcr, entre los exones
el9y e20 (Figura 13A), que se ha descrito en casos de
leucemia neutrofilica crénicay de LMC (172,173). En
estos casos se produce la proteina de 230 kD (p230)
(164).

La presencia del reordenamiento BCR/ABL se aso-
ciaalaLAL de precursores B, si bien se ha detectado en
aislados casos de LAL-T (165-167,174,175).

Mediante métodos de RT-PCR anidada de gran sen-
sibilidad se ha detectado ARNm de BCR/ABL de tipo
p210 en la sangre periférica de un 30% de la poblacién
normal (11,176) y €l tipo p190 en un 69% (176). Este
fendmeno puede ser explicado sin que signifique la pre-
sencia de una leucemia incipiente, porque € gen de
fusion se origine en una célula diferenciada incapaz de
dar lugar a unaleucemiay/o por la necesidad de més de
una alteracion para originar € proceso neoplasico, a
menos en la LMC existen datos que van a favor de esta
posibilidad (177), asi como por la accion del sistema
inmune de los individuos normales sobre estas células.

—Funcion del proto-oncogén c-Abl:

El proto-oncogén c-Abl se localiza en € cromosoma
9. Este gen codifica una proteina que forma parte de las
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guinasas de tirosina no recetoras, que son enzimas que
fosforilan substratos en residuos de tirosina, pero que no
tienen funcion de receptor en lamembrana celular. Esta
proteina se localiza tanto en € nicleo como en €l cito-
plasma en células de diversos tejidos (178).

La porcion del extremo amino de c-Abl es similar a
proto-oncogén c-Src que es la version celular del onco-
gén v-Src del virus del sarcomade Rous, al igual que c-
Abl eslaforma celular del oncogén v-Abl del virus de
laleucemiamurina de Abelson que causaleucemiaB en
ratones (4). Los proto-oncogenes c-Abl y ¢-Src poseen
dominios similares denominados SH3 y SH2 (Scr
homology region 3y 2) (Figura 14). Estos dominios son
sitios de interaccion con proteinas. En e caso de SH3
son proteinas que contienen secuencias especificas ricas
en prolina, pertenecen a este grupo moléculas como Sos
gue convierte proteinas G (como Ras, Rho, Rac) de su
forma inactiva unida a GDP a su forma activa unida a
GTP. La regién SH2 interacciona con proteinas con
fosfotirosinacomo She, Crkl, Nck, Bp-1y Grb2 quetie-
nen dominios SH3 y SH2 y actlian como adaptadores
gue permiten la formacién de compleos que ponen en
contacto enzimas con substratos especificos.

En el extremo carboxilo c-Abl tiene un dominio de
interaccién con F-actina, por lo que interviene en la
fisiologia del citoesqueleto. Ademas, en este extremo
tiene una secuencia que permite la localizacién nuclear
y un dominio de union a ADN (Figura 14). Posible-
mente la funcion nuclear de c-Abl se relaciona con la
regulacion del ciclo celular (179).
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—Estructura de BCR normal y patol 6gico:

El gen BCR selocalizaen el cromosoma 22. La pro-
teina BCR posee en € extremo amino un dominio de
dimerizacion, un lugar de unién de Grb2 y un dominio
rico en fosfo-serina/treonina de unién a SH2, los cuales
pasan a formar parte de la proteina quimérica p190 y
son esenciaesy suficientes parala activacion de la qui -
nasa de tirosina de Abl (Figura 14). A continuacion,
hacia el extremo amino, posee un dominio con homolo-
gia con e proto-oncogén Dbl que codifica un factor
intercambiador de GDP-GTP para € polipéptido seme-
jante a Ras CDC42Hs. Este Ultimo dominio esta inclui-
do, junto con los anteriores, en la proteina p210 (Figura
14). Finalmente, en el extremo amino BCR presenta un
dominio responsable de su funcién de proteina activa-
dora de GTPasa (GAP) para p21=. Dos tercios de este
dominio estan presentes en la proteina p230 (Figura 14)
(164,178).

—Accion de los genes de fusion BCR/ABL :

Todas las variantes oncogénicas de Abl presentan un
elevado incremento de la actividad quinasa de tirosina
en comparacion con el gen Abl normal (178). Laactivar
cion constitutiva de esta quinasa induce la fosforilacion
en tirosina de diversos substratos, incluyendo la
autofosforilacion de BCR/ABL, y laformacidn de com-
plejos con proteinas adaptadoras. Esto dalugar ala acti-
vacion de multiples vias de transmision de sefiales que
incluyen lavia de Ras (178,180) y de fosfatidil inositol
3'-quinasa (PI3-K) (178,181,182). BCR/ABL también
activa la via de c-Myc y las proteinas STATSs (signal
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Fig. 14. Esguema de las proteinas BCR y Abl en €l que se indican sus dominios funcionales. Abreviaturas. F-S'T, dominio rico en
fosfo serina/treonina de union a SH2; dbl, dominio homdlogo al proto-oncogén Dbl; GAP, dominio activador de GTPasa; SLN,
sefial delocalizacion nuclear. Y412 es el principal sitio de autofosforilacion del dominio quinasa de tirosina de Abl. Seindican los
puntos de fusion de ambas proteinas que dan lugar a las proteinas quiméricas BCR/ABL p190, p210 y p230, respectivamente.
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transducers and activators of transciption). Estas acti -
vidades determinan proliferacion celular (Figura 15).
Ademas, BCR/ABL podria actuar como un gen antia-
poptdtico, inhibidor de la muerte celular programada
(183), a través de la induccién de la expresion del gen
Bcl-2 (204). BCR/ABL también atera las propiedades
de adhesi6n celular, posiblemente por lainteraccion con
proteinas de adhesién focal y con actina (178) (Figura
15). BCR/ABL selocaliza solo en € citoplasma, por o
gue otro posible mecanismo que de lugar a su accion
oncogénica puede ser la pérdida de la funcién nuclear
normal de Abl como gen supresor de tumor (179).

—Importancia clinica de BCR/ABL: Prondéstico y
enfermedad minimaresidual:

La presencia del transcrito hibrido BCR/ABL en los
pacientes diagnosticados de LAL se considera de muy
mal pronostico. Tras € tratamiento de induccién el por -
centaje de pacientes que alcanzan la RC es similar entre
los BCR/ABL positivos y negativos, pero en los prime-
ros la duracion de laremision, y por lo tanto la supervi-
vencia, es significativamente mas corta (184).

Respecto a estudio de EMR, todavia no se conoce con
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exactitud s la persigencia del ARNm de BCR/ABL
durantey tras el tratamiento conlleva siempre larecaida
hematoldgica. Se han redlizado estudios en los cuales
todos | os pacientes que en RC hematol 6gica mantuvieron
lapositividad molecular y aquellos en los que reapareci €
ARNmM de BCR/ABL recayeron en breve plazo (185-188).
Sin embargo, también se han descrito pacientes en RC pro-
longada persistentemente BCR/ABL positivos (189).

GENES SUPRESORES DE TUMOR O ANTIONCOGENES
EL CICLO CELULAR

El ciclo celular en los organismos eucariotas se pue-
de dividir en cuatro fases (4):

1. Fase intermedia G1: En ella se determinasi la
célulavaaentrar en el ciclo dedivision. La orden para
proliferar se produce al pasar el denominado punto de
restriccion (R), después del cual laentradaen el ciclo
esirreversible. Las células que no entran en €l ciclo de
divisién pasan a ser quiescentes o en fase GO.

INHIBICION DE
LA APOFTOSIS

ALTERAGION EN

PROLIFERASION

Fig. 15. Representacion de las principales sefiales intracelulares asociadas a BCR/ABL que incluyen la activacion de las vias de
Ras, fosfatidil inositol 3'quinasa (PI3K) y Myc. Las lineas discontinuas sefialan las vias hipotéticas. Ademas BCR/ABL inhibe la
apoptosis y altera la adhesion celular. Abreviaturas: ERK, “ quinasa regulada por sefiales extracelulares’ ; MEKK, quinasa de
MEK; JNK, quinasa N-terminal de Jun; Sos, proteina Son-of-sevenless, STATSs, “transductores de sefiales y activadores de la
transcripcion” ; FAK, “ quinasa de adhesion focal” . Modificado de Gotoh et al (204).
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2. Fase de sintesis (S): En la cual sellevaacabo la
sintesis del ADN.

3. Fase intermedia G2: Las células se preparan para
laentrada en mitosis.

4. Fase de mitosis (M): Los cromosomas se distribu-
yen entre las células hijas.

Este ciclo esta regulado por quinasas dependientes de
ciclinas (CDKs). La activacion secuencial de CDKsy la
subsiguiente fosforilacién de sus substratos estimula la
progresion del ciclo celular. Los complegjos formados
por la quinasa dependiente de ciclina 4 (CDK4) y las
ciclinas de tipo D controlan €l paso de lafase G1 ala
fase S fosforilando la proteina del retinoblastoma
(p105Rb). La proteina del retinoblastoma secuestra fac-
tores de transcripcién que son necesarios para la transi-
cion de lafase G1 ala S, pero su fosforilacion por las
CDKs inhibe este efecto, dando lugar a la progresion
hacialafase S del ciclo celular (190).

p16/p19/pl5

El gen p16, también conocido como CDKN2, MTSL,
INK4A o CDK41, se encuentralocalizado en el cromo-
soma 9p21. Este gen codifica una proteina de 16 kD
inhibidora de la CDK4 y CDKS®, lo cual bloguealafos-
forilacion de la proteina del retinoblastomay detiene el
ciclo celular y la proliferacion (191). El locus del gen
p16, mediante un primer exén alternativo y un marco de
lectura diferente, codifica, ademas, la proteina p19**
(192-194). Junto a gen p16 se localiza un gen denomi-
nado p15, MTS2 0 INK4B con e que comparte un ele-
vado grado de homologia (90% en €l exdn 2) (Figura
16). Laproteina que codificael gen p15 (de 15 kD) tam-
bién inhibe CDK4 y CDKB®6.

Los dos alelos del gen pl16 se encuentran deleciona
dos frecuentemente en lineas celulares de cancer huma-
no. Enlaslineas celularesde LA, la delecion homocigo-
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ta de este gen puede aparecer en el 38% (195). También
se haencontrado delecion homocigota de p16 en lagran
mayoria de los casos de LAL con anomalias de 9p21
(196), s bien frecuentemente los casos de LA con dele-
cion homocigota de p16 y/o pl15 carecen de alteraciones
visibles de 9p21 (195-198).

La delecion homocigota de p16 se detecta en aproxi-
madamente el 25% de los casos de LAL (195,198,199),
en la mayoria de los casos va acompafiada de delecion
de p15. No obstante, existen algunos casos en los que
sblo existe delecion de p16 y otros mas infrecuentes con
delecion de pl5 exclusivamente (197, 198, 200-202).
En laLAL de precursores B la delecién homocigota de
p16 oscilaentre el 8y el 20% de los casos (52,198, 203-
209) y ladepl5entreel 3y e 6%. EnlaLAL delinea
T la delecion homocigota de p16 aparece en el 20-80%
de los pacientes (52, 200, 203-206, 208) y la de p15 del
15 a 67% (203, 205, 208). En las crisis blasticas linfo-
blasticas de LMC se ha detectado la delecién homoci-
gotade pl16 en el 50% de los casos. Sin embargo, en las
LAMs las deleciones homocigotas de p16 y pl15 se han
observado en escasos pacientes (hasta un 2-7%
(197,198), aunque en algunas series no se ha detectado
en ningln paciente) (204,206). Se ha descrito la dele-
cién homocigota de pl16 en algunos casos de LAM aso-
ciada a reordenamiento de MLL (210).

A diferenciade lo que ocurre en otros genes supreso-
res de tumor, las mutaciones puntuales, pequefias dele-
ciones e inserciones, de p16 y p15, en las LAs son muy
infrecuentes (196,199-201, 204-206, 210)

Se ha descrito un caso en el que €l gen pl6 quedd
inactivado por la translocacion t(9;14)(p21-22;g11)
(211), pero la deteccion de reordenamientos de p16 y/o
p15 esinfrecuente (212).

La metilacion de islas CpG (agrupaciones de citosi-
nas y guaninas) en laregion 5° del gen pl16 y del gen
pl5 produce su inactivacion. A diferencia de la dele-
cion, la hipermetilacion es selectivay suele estar limita-
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Fig. 16. Mapa de la zona de la banda cromosdmica 9p21 que contiene el locus INK4a y e gen INK4b (p15). Los rectangulos sim -
bolizan los exones (Ex), los segmentos sobre estos indican que se transcriben en el ARNm que codifica la proteina cuyo nombre
figura sobre ellos, las lineas de puntos entre los segmentos indican zonas de ADN no transcritas. El locus INK4a codifica tanto la
proteina p16™, como la proteina p19*¥. Los ARNms de cada una de estas proteinas tienen un primer exén especifico. El transcri -
to que contiene la secuencia del exon 1o codifica p16™“. En cambio, e ARNm que codifica p19*¥ contiene el exdn 1 y carece del
exén la, pasando al exén 2, que es comin a ambos transcritos, con un marco de lectura diferente al anterior ARNm. El gen INK4b
(p15) selocaliza fisicamente muy préximo al locus INK4a con el que comparte una elevada homologia entre los exones 2 de ambos.
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daa gen pl6 o a pl5. Se ha detectado |lametilacion del
gendepl5ene 88% delasLAMsdelosadultosy en el
67% delas delos nifios, asi como en el 48% delasLAL
de precursores B (202) y en el 38% delasLAL delinea
T (212). Sin embargo, la hipermetilaciéon de pl6 es
infrecuente en las LAs (202,212).

Estos hechos, junto con € desarrollo de tumores espon-
téneos a temprana edad en ratones con delecion de
p16/p19 (213), han apoyado laidea de que p16 'y pl5 son
genes supresores de tumor. En concreto, estos antioncoge-
nes forman parte de aquellos que se buscaban en €l locus
9p21-22, que, como se hacitado, es unaregion frecuente-
mente delecionadaen LALsY en otros tumores. No obs-
tante, hasta en un 29% de los casos en |os que se detecta
pérdida de heterocigosidad (LOH o loss of heterozygosity)
del 9p, los genes de pl6 y pl5 estan sin delecionar y sin
mutaciones puntuales, por 1o que no se puede excluir la
existencia de otro antioncogén en estaregion (201, 214).

La influencia de la delecién-inactivacion de pl6 o
p15 en el prondstico de los pacientes con LA es discuti -
da. Algunos estudios han mostrado una peor evolucion
de los pacientes con delecion homocigota de p16 que la
de los casos sin delecion homocigota de este gen (201,
206, 209). Sin embargo, en otros trabajos no se ha
observado esta diferencia en la evolucién de los pacien-
tes con delecion homocigota de p16 (52, 205).

Recientemente se ha demostrado que la delecion de
pl16 y la hipermetilacion del promotor del gen p15 apare-
cen en algunos pacientes Unicamente en larecaida, indi-
cando que la pérdida de lafuncién de las proteinas codifi-
cadas por estos genes puede relacionarse con la
progresion de la enfermedad en determinados casos de
LA (215).
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El carcinoma de pancreas es la cuarta causa de mor-
talidad por cancer en los paises occidentales (1). La
mayoria de los tumores pancredticos se originan en el
componente exocrino y mas del 90% se clasifican histo-
|6gicamente como “adenocarcinomas ductales’ (2). A
este tipo de tumor haremos referencia en esta revision,
excepto cuando se especifique de otra manera.

Es unade las neoplasias en las que menos avances se
han producido, con respecto a la prevencion, diagndsti-
co y tratamiento, en los Ultimos 30 afios. En la mayoria
de los pacientes se diagnostica en estadios avanzados
debido ala ausencia de sintomas especificos, hasta que
ocurre laobstruccion o invasién de estructuras cercanas,
como € &bol biliar, causando ictericia, o e duodeno
cursando con nauseas y vomitos, que son manifestacio-
nes tardias de la enfermedad (3). Actualmente no sedis
pone de un tratamiento eficaz, pues en lamayoria de los
casos la reseccion quirdrgica del tumor no es factibley,
por otra parte, es un tumor bastante quimio y radiorre-
sistente. La supervivencia global, alos 5 afios, del ade-
nocarcinoma de pancreas (ACP) esinferior a 1% vy la
mediana de supervivencia tras €l diagnéstico es de 6
meses.

Estudios epidemioldgicos evidencian que e consu-
mo de tabaco es € Unico factor claramente implicado,
con un riesgo de 2,5. Otros factores, como la pancreati-
tiscronicao e consumo de alcohol, son motivo de con-
troversia (4).

El mejor conocimiento de |os mecanismos molecula-
res que conducen a ACP, tales como la activacion o
amplificacion de oncogenes e inactivacion de genes
supresores de tumores, puede contribuir a desarrollo de
programas de prevencion, a un diagndstico més precoz
y amejoras en su tratamiento.

I. ALTERACIONES GENETICAS SOMATICAS

En este apartado se incluyen las alteraciones que
ocurren en una célula somatica y solo afectan a su des-
cendencia, permaneciendo libres de €ellas €l resto de las
células de dicho organismo (Tabla I). Uno de los pro-
blemas importantes que encontramos a llevar a cabo
estudios moleculares en el ACP, particularmente cuan-
do se utilizan técnicas para detectar alteraciones genéti-
cas, es la abundante reaccion desmoplésica e inflamato-
ria que acomparia alas células tumorales y que dificulta
su deteccién. El uso de técnicas como el enriquecimien-
to celular en xenoinjertos (células tumorales humanas
creciendo en ratones atimicos) o la utilizacion de cullti-
vos de lineas celulares, podria solucionar € problema
de la contaminacion con células normales. Asi se obtie-
ne una poblacién tumoral pura, aungue se ha visto que
durante la adaptacién a cultivo o la diseminacion en €
ratdn atimico, de tumores de pancreas, se producen pro-
cesos de seleccion y nuevas mutaciones (5). Esta meto-
dologia puede influir en la estimacion de la frecuencia
de mutaciones, como por ejemplo deleciones homoci-
géticas, por 1o que debe ser considerada cuando se eva
|Gan los datos de la literatura.

K-ras

Este proto-oncogén codifica una proteina de mem-
brana de 21.000 Da. con actividad guanosin trifosfatasa
gue participa en la transduccién de sefiadles inducidas
por factores de crecimiento (6). Desde que en 1988
Almogueray cols. descubrieron que méas del 90% de los
casos de ACP presentaban mutaciones en el codon 12
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TABLA |
PERFIL GENETICO DEL ADENOCARCINOMA DE PANCREAS

Gen Locus Alteracion Frecuencia Referencias
K-ras 12p13 Mutacién puntual 55-100% 7-15
p53 17p13 Mutacion puntual 31-70% 10, 25, 26-32
p1eeoKnzA 9p21 Delec. Homocigética 3-48%
Delec. Hemic. (LOH) 50-85% 39-42
Mutaciones puntuales 16-38%
Metilacion 16%
DPC4 18921.1 Delec. homocigética. 30% 50
LOH 90%
FHIT 3p14.2 LOH 64% 55, 57
Pérdida de expresion 38%
RB1 13q14 Deleccion < 10% 59-61
BRCA2 13g12-13 LOH 0-27% 63, 64

Mutacién nonsense

del gen K-ras (7), se han publicado mas de 60 articulos
analizando la prevalenciay/o el espectro de mutaciones
en el oncogén K-ras en diversas series de tumores del
pancreas exocrino.

La mayoria de | os trabajos publicados describen
una prevalencia que oscila entre un 55y un 100% (7-
15), pudiendo considerarse que un 70% es el nimero
global de ACPs que presentan mutaciones en el
cododn 12 de K-ras. La limitacion méas importante de
estos estudios es el nimero de casos analizados, pues
Unicamente en 5 de ellos se superan los 50 casos
(8,12-15).

L as mutaciones en € oncogén K -ras son un aconteci-
miento precoz en la progresion tumoral, que unido a su
alta prevalencia, sugiere un papel importante para este
gen en €l desarrollo del cancer de pancreas.

En una baja proporcion de casos (aproximadamente
el 5%) se han detectado multiples mutaciones, en K-
ras, en el mismo tumor o en diversas lesiones preneo-
plasicas de un mismo paciente (8,15). Se ha propuesto
que, a igual gue ocurre en cancer colorrectal, podrian
coexistir multiples mutaciones en lesiones preneopl asi-
casy que durante la progresién tumoral ocurra un pro-
ceso de seleccion clonal (16). Un estudio en 82 xenoin-
jertos de ACP describe que los ACP con fenotipo de
errores de replicacion del ADN (RER*) no presentan
mutaciones en K-ras, si bien estos resultados no han
sido reproducidos de forma independiente (17). En
Esparia se hallevado a cabo un estudio de epidemiol o-
giamolecular del cancer de pancreas. Se recogieron
muestras biol égicas (tumor fresco, parafinado, sangre,
orina, cabellos, ufas) y los datos clinicosy epidemiol 6-
gicos de 185 pacientes con ACP. El andlisis de los
datos objetivé una prevalencia del 75% de mutaciones
en el gen K-ras en los 121 casos de |os que se dispuso
de tejido tumoral asi como unarelacién directa entre el
consumo de café y la proporcion de tumores con muta-
ciones en K-ras (18), asi como con la exposicion a
organoclorados (19).

59

P53.

El gen supresor de tumores p53 esta alterado en el
50% de |os tumores humanos (20,21). Laregion cromo-
sdmica 17p13, locus de p53, registra una alta frecuencia
de pérdidas aélicas en los tumores. La proteina p53
activa la transcripcion de genes cuyos productos regu-
lan negativamente laprogresion delafase Gl alafase S
del ciclo celular. En caso de dafio en e ADN, actlda
mediante una proteina llamada p21¥4F°™, Si no se pue-
de reparar €l dafio genético, p53 puede inducir muerte
celular programada o apoptosis, activando la transcrip-
cion de genes proapoptoticos, como por g emplo BAX.

La proteina p53 también comprueba el correcto fun-
cionamiento, en la fase G2 del ciclo celular, de la
maquinaria responsable de la correcta segregacién del
material genético durante lamitosis.

La proteina p53 forma tetrdmeros. Las mutaciones en
p53 dan lugar a pérdida de funcién, es decir, incapacidad
deunirse al ADN. Pero las formas de p53 mutadas nor-
malmente no pierden la capacidad de formar tetrameros
con proteinas p53 normales, wild type o salvaje, dando
complejos no funcionales, de esta forma la proteina
mutada inhibe la actividad de la proteina normal. Por lo
que se dice que p53 tiene un caracter dominante negati-
VO 'y por tanto se comporta como un oncogén (20).

Las principales alteraciones que ocurren en p53 son
deleciones (pérdidas de heterocigosidad) y mutaciones
puntuales, especialmente en los exones 5-9 (21). Los
métodos para la deteccion de estas mutaciones se basan
en laamplificacién de &cidos nucleicos mediante PCR y
€l posterior estudio de los productos mediante el andli-
sis de polimorfismos conformacionales de cadena sen-
cilla (SSCP, Single Srand Conformational Polymorp -
hism), electroforesis en geles de gradientes
desnaturalizantes (DGGE, Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis) y secuenciacion directa. Lavidamedia
de la proteina p53 norma es de aproximadamente 30
minutos. Las formas mutadas tienen una vida media
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mucho més larga, de aproximadamente 24 horas. Esto
produce un aumento en los niveles de p53 (20) que pue-
de ser detectado por técnicas de inmunohistoquimica
(IHQ).

La utilizacion de técnicas de IHQ para la deteccion
de mutaciones en p53 tiene ventajas, como €l ser una
metodologia ampliamente implantada y automatizada
gue genera una buena reproducibilidad de los resulta
dos. Sin embargo, se pueden inducir errores de interpre-
tacién, como puede ser la presencia de falsos negativos
en el caso de delecion de ambos alelos del gen o muta-
ciones puntuales que no estabilicen lo suficiente la pro-
teina como para permitir su deteccién. Asimismo, la
interaccién con algunas proteinas viricas puede inducir
una répida degradacion de p53, como ocurre con la pro-
teina E6 del virus del papiloma humano. También
podriamos encontrarnos con la situacién opuesta, cuan-
do la proteina p53 salvaje es inducida en respuesta a
ciertas condiciones, especialmente dafio genotoxico,
que podria ser detectada por IHQ. Otra situacion en la
gue se podria detectar p53 por IHQ en ausencia de
mutaciones en su secuencia, seria por la estabilizacion
producida por proteinas viricas, como el antigeno gran-
de del virus SV40. En este caso, p53 es inactivo a pesar
de no tener mutaciones (22,23).

Aunque son pocos los estudios que han comparado
las diversas técnicas de deteccion de mutaciones en la
misma serie de tumores, se han descrito discrepancias
entre los resultados obtenidos por IHQ y la presencia de
mutaciones sométicas, como la ausencia de mutaciones
descrita por Kennedy y cols. en hepatoblastomas y
hepatocarcinomas, con p53 positiva por IHQ, en nifios
(24). O € estudio de Scarpa y cols. que encuentran
mutaciones en €l ACP, por SSCP'y secuenciacion direc-
taen 14 de 34 casos, y s6lo 9 de estos 14 casos presenta-
ban acumulacion de p53 por IHQ, mientras que en 12
€asos que no presentaban mutaciones en su secuencia,
se detectaba p53 por IHQ (25). Un trabajo més reciente,
expone la discordancia entre los resultados obtenidos
por IHQ y mediante el andlisis de ADN en todos los
exones codificantes de p53, y propone la necesidad de
utilizar ambas técnicas para caracterizar todas las muta-
ciones del gen p53, en los ACPs (26).

La frecuencia de mutaciones en el gen p53 descritas
enel ACP queoscilaentreel 31y e 70%, corresponden
mayoritariamente a mutaciones puntuales que dan lugar
ala sustitucién de un aminoacido, seguida por delecio-
nes o inserciones en la secuencia codificante que oca-
sionan cambios en la pauta de lectura en la traduccion
(10,25,26-32). La mayor prevalencia de mutaciones se
daen los codones 175, 248 y 273 (31).

L as mutaciones més frecuentes son transiciones (sus
tituciéon de una purina por otra o una pirimidina por
otra) (70%), y en la mitad de los casos ocurren en €l
dinucledtido CpG. Este tipo de mutaciones puntuales se
cree gue ocurre de forma esponténea por desaminacion
de una base de metilcitosina.

Se ha descrito que la mayoria de las microdel eciones
(1-2 bp) suceden en las regiones de homocopolimeros
de purinas o pirimidinas de este gen (31). Es una atera-
¢ion poco frecuente en otros tumores y que podria apor-
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tar informacién sobre los mutédgenos enddgenos y/o
ambientales implicados en la génesisdel ACP.

Hoshi y cols. han descrito que la variedad de los
tumores mucinosos intraductales, de mejor prondstico,
Nno se asocia a mutaciones en p53, pero si presenta muta-
ciones en e gen K-ras (33). En otro estudio, Weyrer y
cols. han descrito una asociacion de mutaciones en p53
con un fenotipo metastésico, posiblemente adquirido
durante la progresion (34).

P16 (CDKN2a/INK4a)

El gen CDKN2a (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor
2A) también conocido como INK4a (Inhibitor Kinase
4a) codifica una proteina, p16, que forma parte de una
familia de inhibidores de los complejos proteicos cicli-
na-CDK.

p16 fue identificado y clonado por su interaccién con
CDK4 (35), y se demostrd que es un inhibidor especifico de
CDK4 y CDKG6 (quinasarelacionada con CDK4). Lapro-
teina p16 bloquealafosforilacion dependiente de ciclinaD
del producto proteico del gen retinoblastoma (Rb). De esta
forma, sedetiene d ciclo cdlular enlafase G1 (36).

El gen CDKN2a fue aislado independientemente por
dos grupos como un gen supresor de tumores en la
region 9p21 (37,38). La existencia de un gen supresor
de tumores en esa region se habia sospechado por su
alto indice de pérdidas a élicas en neoplasias humanas y
por su implicacion en el melanoma hereditario. Se han
descrito tres mecanismos predominantes de inactivacion
genética de pl6: deleciones homocigéticas que elimi-
nan ambos alelos del gen, delecion de un alelo (pérdida
de heterocigosidad) y mutacion intragénica del alelo
restante, y delecién de un aelo y silenciamiento trans-
cripcional por metilacion del promotor del alelo restan-
te. No hay que olvidar que las ateraciones en |os genes
supresores de tumores tienen un caracter recesivo y se
deben inactivar ambos alelos para eliminar totalmente
el efecto supresor tumoral.

La inactivacion de pl6 ocurre en muchos tipos de
tumores con un amplio rango de frecuencias. En el caso
del ACP, un estudio reporta que préacticamente en todos
los casos (98%) se inactiva CDKN2A (39). En las dife-
rentes series de ACP analizadas, la inactivacion por
deleciones hemocigéticas ocurre entre un 3%-48% de
los casos, |as deleciones hemicigéticas (pérdida de hete-
rocigosidad) entre 50-85%, mutaciones puntuales en
16-38% y metilacion del promotor en 16% de los casos
(39-42). En otra serie, de 62 ACP, en €l 41,9% de los
casos no se detectaba pl16 por IHQ y la pérdida de
expresion se asociaba, de forma estadisticamente signi-
ficativa, nicamente con el grado histoldgico (43).

Moskaluk y cols. analizaron 10 lesiones intraductales
preneoplésicas, para detectar mutacionesen pl6y K-ras.
L os resultados sugirieron que las mutaciones en pl16 afec-
taban a un subgrupo que también presentaba mutaciones
en K-rasy que podian identificar precursores de alto ries-
go de progresién a malignidad invasiva. Sin embargo, €l
bajo nimero de casos incluidos en este estudio requiere
cautela en lainterpretacion de estos resultados (44).
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En € locus|NK4a ocurre un hecho singular, que con-
siste en la presencia de dos genes superpuestos, cada
uno regulado por su propio promotor (36). Los dos
transcritos que generan estos promotores comparten los
exones 2y 3, pero en diferentes pautas de lectura, y pre-
sentan e primer exén diferente, e ex6n la en
pleeonainkia v oo exdn 1b en pl4**F (Alternative Rea -
ding Frame) en humanos (45) y p19*¥* en €l raton (46)

(Fig. 1).

- = -

Fig. 1. Arquitectura del locus CDKN2A. Los exones estan
representados por rectdngulos y las zonas coloreadas
corresponden a los dominios codificantes. La secuencias
que codifican para p16INK4a estan en gris oscuro y las
de p14ARF en gris claro. Modificado de Scott F.J. et al.
(45)

L as secuencias de aminoacidos de estas proteinas
son completamente diferentes. En el ratén, la expre-
sién ectopica de p19*¥ induce la parada del ciclo
celular en cultivo de fibroblastos (46). p19*%* gjerce
su accion bioldgica en laruta de p53 interaccionan-
do directamente con MDM?2 y evitando de esta for-
ma |la degradacién de p53. (47,48). Scotty cols.
describieron la proteina codificada por el transcrito
beta de CDKN2A/INK4a humano, p14#%¥, que pre-
senta solo el 50% de identidad en su secuencia con
la homdloga de ratén, pero también con capacidad
de inducir parada en el ciclo celular mediante laruta
de p53 (45).

Las mutaciones intragénicas que afectan a las
secuencias de pl6 y pl9, eliminan selectivamente la
actividad inhibitoria del ciclo celular de p16, pero no la
de p19, sugiriendo que el blanco de dichas mutaciones
es pl6®. Sin embargo, deleciones homocigéticas del
locus ARF-INK4a eliminan selectivamente las rutas
INK4a-ciclina, D/ICDK4-Rb y ARF-MDM2-p53, (Fig
2). Este mecanismo de inactivacién es muy frecuente en
dicho locus.

INK4a — Ciclina D —_ pRb

?
ARF-INK4a ~ CDK4/6

Locus r,\\
) ARF — MDM2 — P53

Fig. 2. Comparacion de las rutas en cuya regulacion parti -
cipan las proteinas codificadas por el locus ARF-INK4a. La
regulacion de ARF e INK4a todavia es desconocida. Modi -
ficada de Zhang et al. (48).
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DPC4 (Smadd)

DPC4 (Deleted in Pancreatic Carcinoma, locus 4) es
un gen supresor tumoral identificado en laregion cromo-
sdmica 18¢21.1. Estaregién presenta pérdidas alélicas en
€l 90% de los ACPsy deleciones homocigéticas en €l
30% de los casos (50). DPC4 es un gen gque presenta un
85% de similitud con MAD (Mothers Against Decapen -
taplegic) en Drosophila y con los genes SMA de C. ele -
gans. Derynck y cols. propusieron una homenclatura para
los productos de los genes MAD en humanos. Su pro-
puesta fue concretamente utilizar una combinacion de
ambos genes homodlogos, SMA y MAD, con lo que
DPCA4 seriadesignado como SMAD4 (51). Se piensaque
las pérdidas en el cromosoma18q son una alteracion
genéticatemprana en la carcinogénesis ductal pancredtica
(52).

SMAD4 juega un papel clave en la transduccién de
sefiales, desde la membrana celular a nucleo, de los
miembros de la superfamilia del factor de crecimiento
transformante beta (TGF-b). Shioda y cols. presentan
resultados que demuestran la actividad transcripcional
mediada por heterooligomerizaciéon de SMAD4 con
otras proteinas de lafamilia SMAD (53).

FHIT

El gen FHIT (Fragile Histidine Triad) estalocaliza-
do en 3p14; region cromosdémica en la que se ha descri-
to un punto fragil, el FRA3B (3pl14.2), del que se dice
gue es el mas activo del genoma humano. Un punto fra-
gil es una region cromosdmica en la que se producen
roturas cuando las células son expuestas a ciertas condi-
ciones, como €l tratamiento con afidocolina, un inhibi-
dor especifico de ADN polimerasas, en € caso de
FRA3B, y cuyo efecto se ve potenciado por e inhibidor
de topoisomerasa |, camptotecina, por lo que se piensa
gue la incompleta replicacion del ADN puede ser la
causa de la manifestacién de este punto fragil (54).

Se han descrito pérdidas de heterocigosidad en 16 de
25 (64%) tumores de pancreas en marcadores polimor-
ficos de 3p14.2, y Unicamente en 2 de 25 (8%) tumores
en marcadores de 3p exteriores alaregion FRA3B (55).
Los genes proximos a estos loci, como FHIT para
FRA3B, pueden mutar y contribuir ala progresiéon neo-
plasica, debido a la inestabilidad genémica que ocurre
durante el desarrollo tumoral.

Laproteina FHIT ha sido clasificada como dinucled-
sido 5',5"""-pl,p3-trifosfato (AP,A) hidrolasa, y partici-
pa en el metabolismo de los dinucledtidos. En un estu-
dio con 14 lineas celulares de cancer de pancreas, €l
70% presentaron alteraciones en el ARN mensgjeroy €l
66% también presentaron deleciones homocigéticas en
los exones 3, 4y 5 anivel del ADN gendémico (56). La
complejidad del gen, que comprende 10 pequefios exo-
nes distribuidos en un locus gendmico de aproximada
mente 1 Mb, dificulta su estudio en tumores primarios
de pancreas. No obstante, recientemente se ha publicado
un estudio con 21 ACPy 19 lineas celulares, en € queen
8 delos 21 ACPs se detectala proteina FHIT por IHQ 'y
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en 11 lineas celulares por inmunaoblot. El estudio conclu-
ye que laausenciade FHIT en el cancer pancredtico se
correlaciona con la ausencia o alteracion del trénscrito
con frecuencia asociada a alteraciones en el gen, como
son las deleciones homocigéticas del exén 5 (57).

RB1

El producto proteico del gen RB tiene un papel clave
en laregulacion del ciclo celular por su interaccién con
el factor de transcripcién E2F (ver la representacion
esquemdtica del ciclo celular en la figura 3) (58). Las
evidencias actuales indican que €l gen RB esta alterado
en menos del 10% de los ACP analizados (59-61). En
tgjido tumoral, las ateraciones en pl16 no suelen coexis-
tir con mutaciones en RB. En el ACP, las dteraciones
en p16 son muy comunesy las mutaciones en RB poco
frecuentes (39).
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Fig. 3 Representacion esquematica de los mecanismos
reguladores del ciclo celular.

BRCA2

El gen de predisposicion hereditaria al cancer de
mama, BRCA2, fue identificado en la region cromoso-
mica 13g12-13, ayudado por la presencia de una dele-
cion homocig6ticaen un ACP (62). La secuencia codifi-
cante del gen contiene 26 exonesy se expande 10,4 Kb.

Goggins y cols. han descrito mutaciones en la linea
germinal de pacientes con ACP aparentemente espora-
dico. En un panel de 41 ACPs no seleccionados (30
xenoinjertos y 11 lineas celulares), 15 (27%) presenta
ban LOH y 4 (10%) presentaban inactivacion del segun-
do alelo utilizando €l test de la proteina truncada. Tres
de estas 4 mutaciones tenian su origen en lalinea germi-
nal (63). En otro estudio no se encuentraron mutaciones
en BRCAZ2 tras analizar 36 casos de ACP (64).

INESTABILIDAD GENETICA

Lainestabilidad genética es una situacion producida
por defectos en |os genes que codifican enzimas repara-
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dores del ADN, que provocan que se acumulen errores
ocasionados en lareplicacion del ADN, fendmeno cono-
cido como fenotipo “mutador” (65). Este mecanismo
contribuye al desarrollo de neoplasias, y se describid ini-
cialmente en pacientes con cancer colorrectal hereditario
no polipoide (sindrome de Lynch). Este fendmeno puede
ser detectado facilmente mediante el estudio de secuen-
cias de microsatélites. Estas son secuencias repetitivas
cortas que presentan un elevado grado de polimorfismo
en la poblacion y que tienen una gran tendencia a sufrir
mutaciones. Dichas mutaciones se evidencian, compa-
rando ADN tumoral con el correspondiente ADN auté-
logo normal, como alelos de tamafios diferentes.

Actualmente los trabgj os publicados sobre la partici-
pacion de este mecanismo en € desarrollo del ACP son
contradictorios y no hay argumentos sdlidos que lo
impliguen (18,59,66,67).

ABERRACIONES CROMOSOMICAS

L os estudios mediante citometria de flujo han aporta
do informacién muy relevante sobre pérdidas y ganan-
cias globales de material genético en los tumores pan-
credticos. Laploidiadel ADN es un parametro que hace
referenciaalacantidad de ADN que hay en €l niicleo de
las células. Se considera normal una dotacion diploide,
y cualquier otro contenido de ADN, como aneuploide.
En varios estudios se describe un peor prondstico de los
ACPs aneuploides frente alos diploides (34,68,69).

La identificacion de polimorfismos aélicos, bien
fragmentos de restriccion de longitud variable (RFLP,
Restriction Fragment Lenght Polymorphism) o un
nimero variable de repeticiones en tandem (VNTR,
Variable Number Tandem Repeats) asi como microsaté-
lites, hatenido una gran relevancia en la caracterizacion
de regiones genéticas y en la identificacion de genes
gue se pierden, o se ganan, durante el proceso de trans-
formacion neoplésica. La utilizacion de técnicas de
genética molecular como la reaccion en cadena de la
polimerasa con cebadores arbitrarios (AP-PCR) (70),
gue consiste en la amplificacion aleatoria del ADN, la
hibridacién genémica comparativa (CGH), y la hibrida-
cién in situ fluorescente (FISH) (71), han permitido una
mayor precision en el andlisis molecular de laploidia.

Johansson y cols. han correlacionado, en un estudio
con 29 pacientes con ACP, € patrén citogenético con
parametros clinicohistopatolégicos, como e grado
tumora y la supervivencia (72).

Seymour y cols. han publicado un estudio de pérdi-
das aélicasen ACP (59). Laprincipal limitacion de este
estudio es que s6lo en 7 de las 33 muestras tumorales
analizadas, habia una proporcién de células neoplasicas
mayor del 50%. La fraccién global de pérdidas alélicas
detectada fue de 0,18, un valor semejante a detectado
en cancer colorrectal. La fraccion global de pérdidas
alélicas se define como el cociente entre € nimero de
brazos cromosdmicos que presentan LOH frente al
nimero de brazos cromosdmicos examinados. Los cro-
mosomas gue con mayor frecuencia estaban afectados
por estas pérdidas se muestran en latablall.
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TABLA I

RESUMEN DE LAS ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN
ACP DETECTADAS UTILIZANDO DIFERENTES TECNICAS

TECNICA CARIOTIPO REFERENCIAS
pérdidas ganancias
Citogenética 6,9, 12, 13, 2,7,8,11, 74-80
convencional 15,17, 18, 21, 12,17, 20,
Y, 1p, 3p, 6q, 1q, 3q, 5p, 6p,
8q, 9p, 15q, 17p, 7q, 8q, 11q, 12p,
18q, 19p, 20p. 17q, 19q, 20p.
Andlisis de 7p, 10p, 11q, 59,73
microsatélites 12, 17p, 18g.
Hibridacion 1p32-p34, 120
gendmica 6024, 722,
comparativa 12p13, 22.
(CGH)

Kimura y cols. describieron mediante andlisis de
microsatélites e hibridacion in situ fluorescente (FISH),
dos regiones del cromosoma 12q, 12921 y 12 g22-
023.1, que se delecionaban con mucha frecuencia en
tumores y lineas celulares tumorales de ACP. Estas
regiones son, por tanto, candidatas a contener nuevos
genes supresores de tumores (73).

El perfil citogenético de esta neoplasia se caracteriza
por multiples cambios numéricosy estructurales. Varios
estudios, utilizando técnicas de citogenética, han propor-
cionado informacion adicional sobre regiones cromosé-
micas que pueden estar implicadas en el desarrollo del
ACPy cuyos resultados estan resumidos en latabla |
(74-80).

En algunos de estos cromosomeas, frecuentemente afec-
tados, se han identificado genes importantes implicados
en latransformacion neoplésica, como en 17p13 donde se
localiza p53, en 9p21 donde estd CDKN2A, en 1821
donde estan DPC4/SMAD4 y DCC, en 13q12 donde esta
BRCAZ2, y en otros se ha supuesto la existencia de genes
supresores, como por giemplo en € cromosoma6 (81).

En otros trabajos se valora la utilidad diagnostica y
pronostica de técnicas como FISH y CGH en muestras
de ACP (52,82,83).

OTRAS ALTERACIONES GENETICAS SOMATICAS

En este apartado se muestran algunas alteraciones
genéticas de las que se ha aportado algun indicio sobre
su implicacion, pero cuyo papel en € desarrollo del
ACP todavia no se ha caracterizado total mente.

Algunos estudios describen entre un 10 y un 20% de
amplificaciones de la region cromosdémica 19q13.1,
donde se encuentra el gen AKT2, en lineas celulares y
tumores pancredticos humanos (84-86). AKT2 es un
homdlogo humano del oncogén v-akt, y codifica una
proteina serina-treonina quinasa que participaen el con-
trol de la proliferacion celular. Cheng y cols. lograron
reducir latumorogenicidad y lainvasividad de dosline-
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as celulares tumorales de pancreas que presentaban
sobreexpresion de AKT2, transfectando el ARN antisen
tido de este gen en xenoinjertos en ratones atimicos
(86).

Otro gen localizado en 19g13.1 que también se
encuentra amplificado y su producto génico sobreexpre
sado, es OZF. Codifica para una proteina de localiza-
cion nuclear, con dedos de zinc, que sugiere que esta
implicada en la regulacion de la expresion génica. Un
aumento del nimero de copias del gen se ha detectado
en 3de 12 lineas celularesy en 2 de 12 ACPs. Los ana
lisis de IHQ muestran que la expresion de la proteina
OZF estarestringida alas células tumorales (87).

Wallrapp y cols. en un estudio mediante hibridacion
gendmica comparativa en ACP, detectaron amplifica-
cién en e cromosoma 6g. Mediante técnicas de Southern
blot y captura de exones (exon trapping) se determiné
que c-myb, que se encuentra en dicha regién, estaba
amplificado en & 10% de los ACPsy en lalineacelular
PC2. El oncogén c-myb también estaba sobreexpresado
en otros casos que no presentaban amplificacion génica,
sugiriendo que éste es sdlo uno de los mecanismos que
conducen ala sobrexpresion. Las alteraciones genéticas
en c-myb se encontraron principa mente en tumores de
grado més avanzado, indicando una posible correlacion
con la progresion tumoral y un fenotipo mas agresivo
(88).

La pérdida de la actividad telomerasa en la mayoria
de las células de | os tejidos adultos es la responsable de
la pérdida de la capacidad de estabilizar sus teldmeros.
Se ha visto que la mayoria de tumores de diferentes
tipos que se han analizado, muestran actividad telome-
rasa. Significa que este acontecimiento es necesario
para la inmortalizacién de las células neoplésicas. Un
estudio describe que € 95 % de los ACPs (41/43) pre-
sentan actividad tel omerasa detectable. Sin embargo, no
se observo dicha actividad en ninguno de los 11 tumo-
res pancredticos benignos analizados y solo en 1 de 3
pancretitis. El hecho de que 8/8 extensiones de células
de los ductos pancreéticos de pacientes con ACP pre-
senten actividad telomerasa frente a 0/4 en lesiones
benignas, sugiere que la actividad telomerasa puede ser
utilizada para € diagnéstico diferencial entreel ACPy
las lesiones benignas del pancreas (89).

Existe un estudio que describe la sobreexpresion
nuclear de ciclinaD1 en el 68,4% de los casos de ACP.
LaciclinaD1 es el producto proteico del proto-oncogén
BCL1/PRAD1, localizado en el cromosoma 11913, que
funciona como una subunidad reguladora de CDKs en
€ ciclo celular. También se reporta que la acumulacion
de ciclina D1 se correlaciona significativamente con un
mal prondstico (90,91).

Il. ALTERACIONES EPIGENETICAS

Son aquellas alteraciones que afectan ala expresion de
los genes implicados en la transformacion neoplésicay
en laprogresion tumoral, y que son €l resultado de cam-
bios en laregulacion de la expresidn génica, probable-
mente en ausencia de cambios en la secuenciadel ADN.
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METILACION

Es un mecanismo implicado en el control de la
expresion de los genes, que consiste en la adicién de
grupos metilo (CH,) a las bases nitrogenadas del ADN
en |as regiones reguladoras (promotores), provocando la
inhibicion de la transcripcién de estos genes.

Estas modificaciones por metilacion de las bases no
son consideradas mutaciones ya que no causan cambios
en la secuencia de ADN, aungue si tienen consecuen-
cias funcionales similares a las mutaciones, por lo que
se denominan cambios epigenéticos. Actualmente,
todavia no conocemos bien el papel de la metilacion del
ADN en la carcinogénesis. La hipometilacion del ADN
provoca una expresion génica anormalmente elevada,
pues induce la expresién de genes que no estaban sien-
do expresados. Este fendmeno puede jugar un papel en
la carcinogénesis induciendo, por ejemplo, la expresion
de oncogenes. La hipermetilacion, por e contrario, pue-
de silenciar genes que se estan expresando constitucio-
nalmente, y puede tener un papel oncogénico obvio
cuando el gen afectado es un supresor de tumores. La
hipermetilacion, funcionalmente, tiene el mismo efecto
gue las mutaciones inactivadoras o la deleccién de un
alelo. En tumores humanos, se ha descrito metilacion en
los promotores de genes supresores. En el ACP, e caso
maés llamativo es el de pl6o<iiNke en gl que la metila
cion de islas CpG en su promotor constituye un meca-
nismo de inactivacion representativo (39).

FACTORES DE CRECIMIENTO

Bajo este nombre genérico se agrupa una serie de
agentes, generalmente proteinas presentes en el suero,
gue intervienen en laregulacion de la proliferacion
celular. La mayoria de los factores de crecimiento
conocidos son mitégenosy activan la division celular.
Pero los hay que lainhiben, como los factores inhibi-
dores. Los factores de crecimiento también intervie-
nen en la diferenciacion celular, la movilidad, la adhe-
sividad, etc. Pueden ser producidos por las células
tumorales que, a diferencia de las normales, también
son capaces de proliferar, independientemente de
ellos.

En los ACPsy en la pancregtitis cronica, se sobreex-
presan de forma conjunta el receptor del factor de creci-
miento epidérmico (EGFR) y sus ligandos: €l factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimien-
to transformante afa (TGF a), potencialmente implica-
dos en la progresién del ACP mediante mecanismos
autocrinos/paracrinos (92-94).

El receptor para el factor de crecimiento HER2/neu
(erbB-2), es un proto-oncogén que codifica una glico-
proteina transmembrana de 185,000 Da, con actividad
tirosina quinasa intrinseca. En el ACP se ha descrito la
sobreexpresion de HER2/neu en ausencia de amplifica-
€cion génica en un 20-69% de | os casos (95-98).

El gen erbB-3 codifica para una proteina transmem-
brana relacionada con el EGF y erbB-2. Se expresa en
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las células ductales del pancreas normal, y en €l 47% de
los ACP se sobreexpresa, asocidndose con estadios
avanzados'y menor supervivencia (99).

El HGF (Hepatocyte Growth Factor) es un potente
mitégeno paralas células normales del pancreas exocri-
no (100). En & ACP, e HGF también conocido como
scatter factor o factor de dispersion, pues es capaz de
inducir disociacién celular y movilidad, se expresa prin
cipalmente en las c8ulas del estroma, mientras que su
receptor, Met, es sobreexpresado en las células tumora-
les (101). El HGF también induce motilidad celular in
vitro, mediante la activacion del sistema proteolitico u-
PA/UPAR (urokinase-type Plasminogen Activator) y la
formacién de plasmina, una proteasa de amplio espectro
de accién (101).

Diversos miembros de la familia del factor de creci-
miento fibroblastico (FGF), FGF-1, -2, -5y -7 también
son producidos en exceso en e ACP, asi como sus
receptoresy algunas de sus isoformas, como laisoforma
11, del FGFR-1y € receptor para € factor de creci-
miento de queratinocitos, que es una isoforma del
FGFR-2 (102).

Otros factores de crecimiento y sus receptores tam-
bién implicados en el ACP, son e receptor del factor de
crecimiento del tipo insulina | (103), €l receptor tipo Il
del TGF-b y lastresisoformas del TGF-b (104).

PROTEASAS ASOCIADAS A CANCER DE PANCREAS

Un paso esencial en los procesos de invasion y
metéstasis consiste en la degradacién de la matriz extra-
celular (ME) adyacente, inducida por las células epite-
liales malignas. Uno de los principa es componentes de
la membrana basal es el colégeno tipo IV, con e que se
ensamblan otros componentes de la matriz como las
lamininas, los proteoglicanos, etc. La pérdida de lainte-
gridad de la membrana basal en |os tumores se asocia a
un mayor potencial metastasico y por lo tanto a un peor
prondstico. En el ACP se ha observado ausencia o dis-
continuidad del colégeno tipo IV y de proteoglicanos,
gue sugiere un papel importante de las metal oproteasas
(MMP, Matrix metalloproteinases) en la adquisicion
del fenotipo maligno (105).

Las MMP contituyen una familia de enzimas proteo-
liticas que tienen en comUn la degradacion de un com-
ponente de la ME, que contienen un ién de zinc y que
Son secretadas inactivas como proenzimas que son acti-
vadas por la accion de otras proteasas. Las MMP son
inhibidas especificamente por inhibidores tisulares de
MMP. La actividad de las MMP sobre la ME depende
del fino equilibrio entre los enzimas y sus inhibidores
(105).

El activador tisular del plasminégeno (t-PA) y € acti-
vador tipo uroquinasadel plasmindgeno (u-PA) convier-
ten € plasmindgeno en plasmina, forma activa, que asu
vez actlia como un activador de muchas pro-MMP. Se
ha detectado por IHQ expresion de t-PA en 16/17 ACP,
mientras que estd ausente en el pancreas normal y en la
pancreatitis asociada a tumores. En este estudio también
se describe una asociacion significativa (p=0,04) entre la



Vol. 13. N.°4, 1999

expresion de t-PA y las mutaciones en el codén 12 de K-
ras. Estos datos sugieren que la activacion de t-PA puede
ser un fendmeno asociado especificamente ala transfor-
macion y adquisicion de un fenotipo invasivo (106).

I11. CANCER DE PANCREAS HEREDITARIO

El cancer de pancreas hereditario (CPH) comprende
el 3-10% de todos los ACPs (107). Parte de los CPH
estén asociados a sindromes genéticos definidos, que
pueden ser especificos de érgano, como la pancreatitis
hereditaria, 0 sindromes asociados a desarrollo de
tumores en multiples localizaciones aparte del pancreas,
como el FAMMM, HNPCC, e sindrome de Peutz-Jeg-
hers o la ataxiatelangiectasia.

FAMMM

El sindrome familiar de mdltiples melanomas y
lesiones pigmentadas atipicas (FAMMM, Familial Aty -
pical Mole-Malignant Melanoma) presenta un patrén de
herencia autosdmico dominante y predispone a mutiples
melanomas malignos. Se ha descrito que mutacionesen €
gen pleeknainksaen | g linea germinal de pacientes con
FAMMM. Predispone con un factor de riesgo de 13 al
desarrollo de ACP (108, 109). Esto representa una clara
evidencia del papel directo que juegan las dteraciones en
pl16 en € desarrollo del CPH.

HNPCC

El cancer colorrectal hereditario no polipoide
(HNPCC) es un sindrome heredado de forma autosomi -
ca dominante que predispone a cancer de colon. Los
genes responsables de este sindrome estan ubicados en
los cromosomas 2p y 3p. Mutaciones en estos genes
incrementan el riesgo de desarrollar canceres de mama,
endometrio, ovario y pancreas. El HNPCC esta asocia-
do aerroresen lareplicacion del ADN (65).

ATAXIA TELANGIECTAS A

Es un sindrome de carécter autosdmico recesivo,
Cuyo gen responsable, ATM

(Mutated in Ataxia Telangiectasia), reside en el cro-
mosoma 11q (22-23). Las alteraciones que afectan a
este gen provocan deficiencia en la reparacion del
ADN, y por consiguiente, una predisposicion a acumu-
lar dafio genético. Heredar un alelo mutado de este gen
predispone a diversos canceres, ademés del ACP, como
leucemias, cancer de mamay cancer gastrico.

SINDROME DE PEUTZ-JEGHER'S

Es una alteracion que se hereda de forma autosémica
dominante y cuyo gen responsable, STK1, ha sido
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recientemente localizado en 19p (110,111). Este sindro-
me predispone a desarrollo de tumores del tracto gas-
trointestinal. Giardiello y cols. en un estudio con 31
pacientes, con un seguimiento de 13 afios, describe que
15 (48%) desarrollaron algun cancer gastrointestinal, y
que 4 de ellos eran ACP (112).

PANCREATITISHEREDITARIA

Es una alteracion de cardcter autosdmico dominante,
relacionada con un gen que esté localizado en laregién
cromosdmica 7g35 (113). Los tumores asociados a este
desorden ocurren en edades tardias y con una distribu-
cion similar alos ACPs esporéadicos (107).

También se han reportado ACPs familiares no aso-
ciados a sindromes genéticos especificos. Se han descri-
to familias en las que tres generaciones se han visto
afectadas por ACP. Lynch y cols. han revisado exhaus-
tivamente estos clusters familiares, que muestran una
edad de presentacién comparable ala de los ACP espo-
radicos (114).

Otro aspecto de interés es |la asociacion entre ACP
y cancer de mamay ovario en misma familia. Tulinius
y cols. determinaron un riesgo relativo de 1,66 de
padecer ACP en familiares masculinos de primer gra-
do de pacientes con cancer de mama (115). Kerber y
Slattery estimaron que un 4,8% de |los canceres de
ovario se asociaban con una historia familiar de ACP
(116). En estos casos podria haber una implicacion
del gen BRCA2 (117).

IV. ALTERACIONES GENETICAS EN LESIONES
PRECURSORAS DEL ACP

El hallazgo de mutacionesen K-ras en 19 de 79
lesiones hiperplasicas, en 12 de 38 pacientes sin enfer-
medad en el pancreas (118), junto con los resultados
obtenidos por Littgesy cols. que encuentran mutacio-
nes en K-ras en todos | os tipos de |esiones pancreaticas
y en el epitelio normal, sugiere que las células ductales
pancredticas son muy susceptibles a sufrir mutaciones
en K-ras. Quizéas sea debido a factores locales, pero
también puede que sean necesarios eventos mutaciona-
les adicionales parala progresién en latumorogénesis
pancredtica. Las lesiones ductales que presentan mayor
frecuencia de mutaciones son las de tipo celular con
diferenciacion mucinosa, lo cual parece conferir aestas
mutaciones un papel promotor de este efecto (119).

V. PERSPECTIVAS

A pesar de que e conocimiento de las ateraciones
genéticas del ACP ha aumentado rapidamente en los
ultimos afios, todavia no estamos en condiciones de
aplicar la informacién obtenida para mejorar €l pronés-
tico de estos pacientes.

El conocimiento de las caracteristicas biol égicas del
ACP nos permitird el desarrollo de nuevas estrategias
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terapéuticas que en combinacién con las actuales
(cirugia, radioterapia, quimioterapia), mejoren el pro-
nostico, actualmente tan nefasto, de esta neoplasia
Pueden ser terapias biol dgicas que utilicen como diana
estas alteraciones, como por gemplo, € empleo de
inhibidores del enzima farnesil-transferasa, para blo-
quear el efecto de K-ras activado, o el tratamiento con
anticuerpos anti-HER2/neu, o técnicas de transferencia
génica con moléculas de ADN o ARN antisentido diri-
gidas a bloguear la accion de determinados oncogenes.

En este dltimo caso, laintroduccién de una construc-
cion antisentido del gen K-ras mediante transfeccion
con liposomas, muestra resultados prometedores tanto
invitro como in vivo en esta neoplasia (121).

La prevencién primariay secundaria son también de
vital importancia, particularmente en grupos de alto
riesgo. En el ACP, se ha propuesto recientemente la uti-
lizacion de técnicas como FISH, para € diagnéstico
precoz, empleando sondas dirigidas contra alteraciones
cromosomicas especificas (52,83).

El desarrollo de nuevas tecnol ogias, como la micro-
diseccion con laser Laser Capture Microdissection,
gque permite aislar poblaciones celulares puras por
pequefias que éstas sean, puede solventar el problema
de la contaminacion por células normales, un problema
importante en el estudio molecular de esta neoplasia

Asimismo, el desarrollo de metodologias mas auto-
matizadas nos permitira lograr una mayor reproductibi-
lidad de los resultados y una mejora en la calidad de la
informacién procedente de los andlisis moleculares.
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AP-PCR (arbitrarily primed polymerase chain reac-
tion), reaccion en cadena de la polimerasa utilizando
cebadores arbitrarios;

ATM (mutated in ataxia telangiectasia), mutado en
ataxiatelangiectasia;
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CDKN2A (cyclin dependent kinase inhibitor 29),
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CGH (comparative genomic hybridization), hibrida-
cién gendmica comparativa;
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