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De los conocimientos actuales sobre el
céncer y su tratamiento podemos afirmar
que, por el momento y en el futuro inme-
diato, el éxito de las distintas terapias
depende en gran medida de un diagndsti-
co lo mas temprano posible. Ello nos lleva
a insistir en la necesidad de poner en
marcha tests de despistaje de la enferme-
dad cada vez mas sensibles y especifi-
cos.

La investigacién basica que en estos
momentos se realiza en este campo de la
Medicina esta principalmente dirigida al
estudio de los mecanismos genéticos in-
volucrados en el proceso de malignizacion
celular y de los productos que dictan di-
chos genes modificados.

El presente trabajo pretende proporcio-
nar una visién actualizada de este tipo de
investigacion, a la vez que mostrar las
aplicaciones practicas en el terreno clini-
co.

Al iniciar una revisién de este tipo
surgen siempre las mismas preguntas:

-;,Coémo podemos conseguir diagnosti-
car el cancer en fases iniciales de su
desarrollo en orden a favorecer al maximo
las posibilidades de supervivencia del
enfermo?

(*) Servicio de Hematologia, Hemoterapia
Hospital Son Dureta
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Numero de células leucémicas (LOG10)

-;,Como podemos determinar si el en-
fermo esta respondiendo de manera efec-
tiva al tratamiento?

-¢,Por cuanto tiempo aquel enfermo en
aparente estado de remision clinica debe
seguir siendo tratado, y de qué manera?

En la actualidad contamos con una serie
de métodos que nos permiten detectar
canceres de masa celular de entre 108-10°
células. Con estos tests se pretende, entre
otros, conseguir los siguientes objetivos:

- Chequear la poblacion en general y/o
poblaciéon de alto riesgo de sufrir determi-
nado tipo de cancer para diagnosticar la
presencia o ausencia del mismo.

- Contribuir al diagnéstico diferencial y
mas exacto

- Realizar el seguimiento de la evolu-
cioén clinica del enfermo.

- Evaluar la respuesta a la terapia
establecida

En el siguiente grafico (grafica 1) se
representa el nimero de células cancero-
sas versus el tiempo de inicio del trata-
miento, y se observa que un enfermo esta
en remisién clinica cuando el tamafo
aparente del tumor de 10'2 células es
reducido con tratamiento del orden de dos
logaritmos. Cuando el tumor es de menos
de 10° células, lo que equivale a 1 cm de
masa tumoral, éste se torna clinicamente
indetectable.
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Es facil por tanto deducir, que a un
enfermo que tras el tratamiento se mantie-
ne con 10° células tumorales se le aplica-
rd la misma terapia que a aquellos enfer-
mos que habiendo respondido mucho
mejor tengan del orden de 0-108 células
tumorales. De ello se deduce la importan-
cia de conocer lo mas exactamente posi-
ble el nimero de estas células tumorales
residuales o lo que conocemos como
Enfermedad Minima Residual (EMR).

Para realizar dicho estudio nos centra-
remos en el andlisis de discrasias hema-
tolégicas linfo y mielo proliferativas.

En el caso de las leucemias, el término
de EMR se emplea para designar a la
poblacién de células malignas persisten-
tes en aquellas leucemias que han entra-
do en remisién completa tras la instaura-
cién de la terapia. Los criterios que defi-
nen la EMR son morfoldgicos: masa tumo-
ral igual o menor de 2 cm y una infiltracién
en médula ésea inferior al 20% del espa-
cio intertrabecular (1).

Las células leucémicas pueden distin-
guirse de los progenitores hematopoyéti-
cos en base a propiedades morfoldgicas y
citoquimicas, cariotipo, requerimiento de
factores de crecimiento in vitro e inmuno-
fenotipo. Puesto que la recaida del pa-
ciente se origina a partir de células leucé-
micas que escapan al tratamiento, es un
objetivo prioritario conocer la cantidad de
células leucémicas que persisten, ya que

en teoria, la intensificacion de la terapia
cuando el tumor es de tamafno reducido
incrementa la probabilidad de curacion.

La aplicacion de técnicas de biologia
molecular al estudio de procesos leucémi-
cos ha modificado considerablemente las
posibilidades de abordaje de la EMR. En
la actualidad existen diferentes métodos
que han incrementado extraordinariamen-
te la sensibilidad de los primeros métodos
de estudio morfolégicos (1 célula leucémi-
ca de cada 100 normales) hasta alcanzar
dinteles de 1 célula leucémica por millén
de células normales. (Tabla 1).

En los procesos de cancerinizacion las
células adquieren anomalias genéticas,
numéricas y estructurales, de diversa
indole, lo cual permite su distincién del
resto de la poblacion celular normal. En
las anomalias numéricas o aneuploidias
se produce un exceso o defecto (hiper-
ploidias o aneupleploidias respectivamen-
te) en el nimero de cromosomas de un
determinado par. Las anomalias estructu-
rales implican delecciones o translocacio-
nes de un gen o fragmento de cromoso-
ma. La diferencia de magnitud entre las
aberraciones genéticas numéricas y es-
tructurales explica que sean necesarios
distintos métodos en funcion del poder de
resoluciéon de estos.

El cariotipo es el estudio del nimero y
estructura de los cromosomas. Las técni-
cas convencionales permiten la tincion en

TABLA 1
Método Marcador Sensibilidad
Examen microscopico Morfologia celular 10" - 10?2
Cariotipo | Morfologia cromosémica 10" - 10
FISH Estructura cromosoémica 102
Reordenamientos genéticos Configuraciéon del DNA 102 - 103
Citometria Perfil antigénico 103 - 10
Cultivo clonogénico Crecimiento in vitro 10
PCR Estructura DNA/RNA 105 - 10°®

FISH: Hibridacién in situ con fluorescencia. PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.



bandas de los cromosomas. Dicha tincién
se lleva a cabo cuando la célula entra en
divisién y los cromosomas se separan.

En diversos estudios de enfermos de
leucemia linfoide aguda (LLA) y leucemia
mieloide aguda (LMA) se observa que la
desaparicion del cariotipo anormal coinci-
de con la induccién de la remision clinica
(morfolégica). Mas aun, Hart et al (2)
observan que aquellos pacientes que
recidivan después de la remision, presen-
tan de nuevo la anomalia cromosdémica
detectada al inicio. Sin embargo, en un
nimero considerable de pacientes con
cariotipos normales también aparece la
recidiva, lo que indica que la no deteccion
de cariotipo anémalo no garantiza la
remision.

Estos analisis de bandeo convencional
resultan muy laboriosos y con gran incon-
veniente de ser imprescindible la obten-
cion de células en divisién, lo cual en
general obliga a realizar cultivos celula-
res. La sensibilidad de la técnica depende
del niumero de metafases obtenidas para
proceder a su estudio, y hay que tener en
cuenta que la tasa de proliferaciéon de
células leucémicas es muy variable.

Esta situacién propicia que se desarro-
llen técnicas que permitan el estudio de
las anomalias cromosomicas prescindien-
do del cultivo celular. La hibridacién por
fluorescencia in situ (FISH) aborda el
estudio celular con herramientas molecu-
lares. Posibilita la identificacion de un gen
0 una zona cromosémica con la utilizacién
de sondas especificas, que pueden ser
aplicadas tanto a la célula en divisién como
a aquellas que se hallan en interfase. El
uso de sondas permite ademas un estudio
mas especifico, a la vez que aumenta la
sensibilidad ya que un mayor nimero de
células podran ser objeto de estudio.

Anastasi et al(3) detectan trisonomia del
cromosoma X en un 1,6% de las células
interfasicas de médula ésea en un pacien-
te con LLA que presentaba dicha trisono-
mia en el momento del diagnéstico, y que
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en este momento se hallaba en remisién
morfolégica. Heerema et al (4) establecen
la sensibilidad del FISH en estudios de
pacientes en remision que presentan tri-
sonomias de cromosomas X, 10 17, 18. la
sensibilidad del FISH sdélo alcanza el 1%
debido a que esta limitado por la presen-
cia de células aneuploides (pero no leucé-
micas) y por ciertos artefactos inherentes
a la propia técnica.

El FISH no sélo es de aplicacién en el
estudio de anomalias numéricas sino
también en el de las estructurales. Se ha
analizado la presencia del cromosoma
Filadelfia asociado principalmente a la
LMC. Dicho cromosoma resulta de la unién
del gen BCL con el gen ABL, normalmente
localizados en cromosomas diferentes.

La citometria de flujo con doble y triple
marcaje y la posibilidad ahadida de selec-
cion positiva de clonales celulares con
ayuda del FACS (fluorescente activated
cell sorter) ha significado un importante
avance en este campo. La citometria de
flujo constituye una técnica mediante la
cual cada célula o particula se hace pasar
individualmente en una corriente de fluido
de una sola fila, entre un haz de luz y uno
0 mas sensores que miden determinadas
caracteristicas fisicas o quimicas. El estu-
dio individual de un gran numero de célu-
las permite que las poblaciones y/o sub-
poblaciones celulares puedan diferenciar-
se por caracteristicas fisicas como tama-
fo y estructura interna, y/o por el nimero
y tipo de antigenos de superficie.

Los estudios de EMR con citofluorime-
tria de flujo se basan en que uno o mas
antigenos celulares se expresan simulta-
neamente de forma anémala. hay eviden-
cias que indican la existencia de fenotipos
leucémicos que son distintos de la proge-
nia celular sana.

El inmunofenotipo correspondiente a la
diferenciacion linfoide B sana sigue un
ordenado esquema madurativo en el que
los marcadores de estadios mas maduros
no se expresan hasta que desaparecen
los marcadores mas inmaduros.



Se ha observado que en algunas LLA
de linea B se expresan simultdneamente
antigenos y de estadios maduros. Dicho
asincronismo antigénico se traduce en la
expresion de antigenos caracteristicos de
estadios inmaduros como TdT, CD10 o
CD43, junto a antigenos que en condicio-
nes normales se expresan en células
maduras como CD22 y/o Cd20. Se ha
demostrado la existencia de porcentajes
muy bajos de células sanas que coexpre-
saran CD34/CD22, CD34/CD20 y CD10/
CD22.

Se ha descrito, aunque con menor fre-
cuencia que en los asincronismos antigé-
nicos, la expresion inadecuada de antige-
nos caracteristicos de otras lineas celula-
res como son los marcadores de la linea
mieloide CD13, CD33 y CD11b, o de linea
T CD2 y CD7 en casos, que por otras
caracteristicas, se han considerado leuce-
mias linfoblasticas de linea B.

La citometria de flujo que utiliza marca-
dores inmunofenotipicos de diferenciacion
celular consigue resultados relativamente
mejores en cuanto a la sensibilidad, lle-
gando a un dintel de 10° - 10*. Esta
sensibilidad puede mejorarse alcanzando
niveles 10 - 105, en caso de poder con-
tar con un marcador tumoral caracteristi-
co.

Otra posible aplicacion de la citometria
de flujo permite la identificacion de las
aneuploidias basandose en citometria
laser de células marcadas con fluorocro-
mos dirigidos contra el DNA. Esta técnica
permite monitorizar la EMR en la mayoria
de aneuploidias.

La combinacion del estudio de las
aneuploidias del DNA y marcadores per-
mite un examen mas selectivo de células
progenitoras.

Biologia molecular

El primer abordaje del estudio de EMR
por tecnologia molecular se realiz6 me-
diante la técnica Southern Blot: electrofo-
resis de fragmentos de DNA obtenidos por
digestion con restrictasas y posterior iden-
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tificacion usando sondas especificas con
las que se identifica el tipo de linea celular
tumoral. La técnica es medianamente
sensible, con un nivel de deteccién de 5-
10% (5).

Aplicacion de la Reaccion
en cadena de la Polimerasa
(PCR) al Estudio de la
Enfermedad Minima
Residual

La PCR (Polymerase Chain Reaction)
contituye la tecnologia mas avanzada de
la que se dispone actualmente en el labo-
ratorio. Dicha técnica se basa en la sinte-
sis en cadena y permite obtener millones
de copias de fragmentos de DNA caracte-
risticos de la célula tumoral, constituyén-
dose éste en el marcador molecular de
aquella. Las principales caracteristicas de
la PCR: elevada sensibilidad(deteccion de
una célula leucémica entre un millon),
elevada especificidad y un poder de reso-
lucion sustancialmente alto, la convierten
en una herramienta clave en el estudio y
seguimiento de los enfermos que han
entrado en remisién completa.

Se han estudiado numerosos marcado-
res moleculares relacionados con enfer-
medades malignas hematolégicas que se
exponen en la tabla 2.

A continuaciéon pasamos a desarrollar
algunos de los marcadores que aparecen
mas frecuentemente relacionados con
algun proceso proliferativo determinado.

Marcador molecular ABL-BCR

La Leucemia Mieloide Crénica (LMC)
es una proliferacién clonal de una célula
madre pluripotencial que puede diferen-
ciarse en las series granulociticas, mega-
cariocitica, linfocitos B y posiblemente
linfocitos T. Un 90-95% de los pacientes
con leucemia mieloide crénica presentan
en las preparaciones directas de médula



TABLA 2

Ciertos linfomas
Marcador clonal

t(15:17) (g22:q11-22)
inv(16) (p13q22)/t(16:16)
t(9:11) (p21-22:923)
t(9:22) (q34:q11)

t(6:9) (p23:q34)

t(14:18)

ninguna

ninguna

Enfermedad Alteracion Marcador molecular
LLA

Linaje-B t(9;22) (q34:q11) BCR-ABL (RNA)
t(1;19) (g23:p13.3) E2A-PBX (RNA)
t(17;19) (q22:p13) E2A-HLF (RNA)
t(4:11) (9q21:923) MLL-AF4 (RNA)
t(15:14) (Q31:Q32) IL3-IgH (DNA)
t(11:19) (923:p13) MLL-ENL (RNA)
t(9:11) (p21-22:923) MLL-AF9 (RNA)
t(8:14) (p24:q32.3) MIC-IgH (DNA)

Linage-T t(11:14) (p13:q11) RHOM2-TCRS (DNA)
Deleccion TAL1 (DNA)
t(1:14) (p34:q11) Tal1-TCRo (DNA)
t(10:14) (q24:q11) HOX11-TCRa (DNA)

LMA t(8:21) (q22:q22) AML1-ETO (RNA)

PML-RARA (RNA)
CBFB-MYH1 (RNA)
MLL-AF9 (RNA)
BCR-ABL (RNA)
DEK-CAN (RNA)
BCL2-IGH (DNA)
CDRIlI

TCR

Tabla 2: Se exponen distintos tipos de alteraciones cromosdmicas y material genético que
pueden ser amplificados por PCR.

La traslocacion t(9:22) que da origen al llamado cromosoma Philadelphia se encuentra en
el 3-5% de LLA infantil y en mayor proporcion (50%) en adultos. También se halla, aunque
en menor proporcioén, en los pacientes con LMA. En ambos casos se puede amplificar in
vitro el marcador molecular abl-bcr. Actualmente se han realizado estudios de enfermedad
minima residual por PCR en los casos cuya causa es la translocacion t(17:19)(q22:p13).
En LLA de linaje B, los resultados obtenidos tras la amplificacion in vitro de las mutaciones
t(11:14) y t(1:14), que representan aproximadamente un 5-10% de los casos, son acepta-
bles. El 10-30% de los casos de LLA de linaje T son causados porla deleccion de un
fragmento de 90 kb en el cromosoma 1p32, que afecta al gen TAL. Dicha anomalia es
detectable por PCR y se empieza a utilizar como marcador en estudios de EMR.

La translocacion reciproca de los cromosomas 15 y 17 se encuentra en muchos de los
casos de leucemia promielocitica aguda (LPA: M3 LMA). Dicha translocacién afecta al gen
del receptor-a de dcido retinoico (RARA) del cromosoma 17 y al factor de transcripcion del
cromosoma 15 PML. Los marcadores moleculares AMLI-ETO, DEK-CAN y MLL-AF9 se
han utilizado en estudios recientes(6).
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6sea y en las metafases de sangre perifé-
rica cultivada, un cromosoma acrocéntrico
anormalmente pequeno; el llamado cromo-
soma Philadelphia. Se trata de un cromo-
soma 22 de menor tamafo que se produ-
ce como resultado de la translocacion
t(9;22) (q34;q11). ElI cromosoma 9 trans-
fiere al cromosoma 22 un pequeio frag-
mento de sus brazos largos, en el cual se
transporta el denominado protooncogen
abl, que parece ser el factor clave de la
aparicion de la LMC. La translocacién a la
regiéon M-bcr da lugar a la formacién del
oncogen bcr-abl que transcribe en un
mRNA quimérico bcr-abl, que codifica una
proteina con actividad tirosinquinasa
aumentada (p210,210kda)(7). El mecanis-
mo exacto por el cual este nuevo factor de
crecimiento estimula la proliferaciéon mie-
loide se desconoce, pero si sabemos que
la fosforilaciéon de tirosinas es de impor-
tancia capital en la regulacién de distintos
procesos celulares basicos. Como se
observa esquematicamente en la figura 1,
la translocacion que origina dicha enfer-
medad posee los puntos de ruptura (break-

Cromosoma 9

[==1
ABL pYe R Cromosoma 27 Db A
e
J Traslocacién Crotnosdmica
— =T/ (=== DT
J Transcriprién
RIIA
iTranscrite 1°)
'l Frocesarntents
—A=<B=8 - A

Figura 1: La translocacién cromosdmica
t(9:22)(q34,;q11) proporciona un transcrito
primario que tras su procesamiento facilita
un material adecuado para ser amplifica-
do enzimdticamente in vitro por PCR
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points) separados por un segmento de
DNA excesivamente largo para ser ampli-
ficado enzimaticamente in vitro. Sin em-
bargo, gracias a que los puntos de ruptura
se encuentran a menudo en las mismas
unidades de transcripcion, se puede ana-
lizar el RNA mensajero tras el procesa-
miento del transcrito primario.

Citogenéticamente, el cromosoma Ph
hallado en LLA y en LMC no son distingui-
bles, sin embargo, se diferencian a nivel
molecular pues todos los pacientes que
cursan con LMC Ph (+) poseen el punto
de ruptura en la region major breakpoint
cluster (M-bcr) del gen BCR, mientras que
los enfermos con LLa Ph (+) mantienen el
punto de ruptura en la regién minor break-
point cluster del mismo gen(8). No obstan-
te, ambos proporcionan un transcrito bcr-
abl RNA mensajero, adecuado para que la
transcriptasa inversa sintetice el DNA
complementario necesario para su poste-
rior la amplificacion in vitro.

Cabe anadir, que trabajar con RNA
mensajero en lugar de DNA conlleva a un
problema de cuantificacién de la amplia-
cion, por cuanto los RNA mensajeros se
expresan en distintas cantidades en dife-
rentes leucemias.

Marcador molecular BCL-2

El marcador molecular bcl-2 /JH se ha
encontrado en las muestras analizadas de
un 85% de pacientes con linfoma folicular
no Hodgkin y en un 40% de pacientes con
linfoma no Hodgkin (NHL) de células gran-
des. Los linfomas no Hodgkin representan
un grupo de linfomas heterogéneo segun
el curso clinico de la enfermedad, la res-
puesta a la terapia aplicada y el tiempo de
vida del paciente. Aproximadamente el
40% de los enfermos tratados no entraran
en remision completa tras la induccion con
quimioterapia, a lo cual se suma que un
25-30% de los pacientes recaeran tras la
remision completa inicial(9).

Recientemente se ha utilizado con
éxito, en el tratamiento de diversas pato-



logias, incluyendo NHL, el aumento de la
dosis de quimioterapia con y sin irradia-
cion del cuerpo entero, seguido de trans-
plante autélogo de stem-cells de sangre
periférica. Diversos estudios han intenta-
do identificar factores de prondstico para
ayudar a la seleccion de pacientes que se
tratardn con dicho procedimiento. La
mayoria de los casos de NHL de células
B, presentan como marcadores molecula-
res el bcl-2 o los reordenamientos del gen
de las inmunoglobulinas, mientras que el
marcador molecular mas frecuente en los
linfomas de células T lo constituyen los
reordenamientos a nivel de los genes que
dictan el receptor celular(TCR).

El marcador molecular bcl-2 es el pro-
ducto de la translocacién reciproca
t(14:18)(q32; g21).

En tal translocacion, el protooncogen
bcl-2 del cromosoma 18 se sitia en la
regiéon de transcripcién activa de la cade-
na pesada de las inmunoglobulinas en el
cromosoma 14. Puesto que los genes que
codifican la produccién de anticuerpos
deben expresarse en un alto nivel, hay
una secuencias genéticas que aumentan
la actividad de dichos genes. Al producir-
se la translocacién, el protooncogen se
sitta en una posicion proxima a una de
las secuencias que exaltan la variabilidad
de produccion de anticuerpos, con lo que
la transformacién maligna pasa a consti-
tuir una parte fundamental de la funcién
de la célula. Existen dos puntos de ruptu-
ra en el extremo 3 de la region que codi-
fica bcl-2: la regiéon de punto de ruptura
mayor o mayor breakpoint regiéon (MBR)
se localiza en la regién no codificada 3 y
la regién menor o minor cluster regién
(mcr) se localiza a 20 Kb de la primera .
Utilizando oligonucleétidos complernenta-
rios a las regiones MBR o mcr y a la region
J conservada de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas, se puede detectar el
reordenamiento mediante PCR.

Se han realizado estudios en animales
transgénicos que sugieren que la translo-
cacién que incluye al oncogen bcl-2 es
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necesaria pero no suficiente para desa-
rrollar la enfermedad (10). Por tanto, se
realizan investigaciones para averiguar
qué numero de células son potencialmen-
te suficientes para inducir la recidiva y
estudiar los pacientes con alto riesgo de
recaida. Estudios recientes demuestran la
importante relevancia clinica de los anali-
sis moleculares en neoplasias de células
B:

Marcador molecular: reordenamientos

Diversos estudios se han basado en la
ampliacién por PCR de los reordenamien-
tos de los genes de las inmunoglobulinas
(lg) y receptores de las células T (TCR)
que resultan durante la diferenciacion
normal de las células linfoides. La detec-
cion de altos niveles de monoclonalidad
en una poblacién celular es un indicador
muy sugerente de enfermedad maligna.
Dichos marcadores no estan asociados
directamente con un proceso neoplasico
como los marcadores expuestos anterior-
mente, sino que sirven como marcadores
de linfocitos individuales y de su progenie
clonal. El método de PCR puede también
servir de complemento de los métodos
convencionales citolégicos e inmunolégi-
cos para el diagnostico de enfermedades
hematoldgicas.

La aspiracion de nodulos linfaticos se
utiliza corrientemente en citopatologia cli-
nica para el diagnéstico de linfoma, carci-
noma secundario, y desordenes reactivos.
Los problemas de cantidad y calidad del
material aspirado y las dificultades inhe-
rentes del diagnédstico, pueden ser solven-
tados utilizando métodos adicionales.
Puesto que la deteccion de monoclonali-
dad de poblacién celular sugiere que el
paciente cursa con enfermedad, la detec-
cion de los reordenamientos de los genes
de las Ig o del TCR constituyen un marca-
dor valioso en desordenes hematoldgicos
neoplasicos.

La técnica convencional de Southern
Blotting, utilizada en la deteccion de reor-



denamientos de los genes, requiere una
determinada cantidad de DNA que no
obtiene normalmente en los aspirados de
noédulos linfaticos. Es por ello que la PCR,
desarrollada para detectar la monoclonali-
dad en desordenes linfoproliferativos, es
de gran utilidad en el estudio de la enfer-
medad partiendo de un pequefo nimero
de células.

Reordenamientos del gen de las
inmunoglobulinas

Durante la ontogenia de las células B,
la diversidad de las pesadas de las inmu-
noglobulinas (IgH) se genera por recombi-
nacion de los segmentos VH (variabilidad),
JH (unién) y DH (diversidad), este ultimo
proporciona una diversidad adicional. Tal
reordenamiento origina la tercera regién
determinante de complementariedad, que
forma parte esencial del sitio de union al
antigeno. el enzima transferasa terminal
incrementa la variabilidad, incorporando
nucleétidos en la secuencia de DNA en
los puntos de unién entre estos segmen-
tos, produciendo DNA de distinta longitud
que se traducira en diferentes anticuer-
pos. Al ser esta zona un punto hipervaria-
ble de la cadena pesada de las inmuno-
globulinas, se puede utilizar como marca-
dor clonal de linfocitos, pudiéndose ampli-
ficar in vitro haciendo uso de los cebado-
res (primers) complementarios a lasa
zonas mas conservadas de las regiones V
y J (figura 2)

Usando primers complementarios a las
regiones mas conservadas de los segmen-
tos VH y JH se amplifica el fragmento
donde reside la hipervariabilidad en la
longitud del DNA (11). Cuando se aplica
al estudio de un poblacién de linfocitos B
policlonal aparecera una multitud de frag-
mentos de DNA de distinto tamano, mien-
tras que si existe una poblacién monoclo-
nal se revela un fragmento mucho mas
destacado que el resto.

Debido a la gran variabilidad de los
segmentos VH y JH, ha sido necesario el
disefo de un grupo de primers dirigidos
contra las cuatro regiones mas conserva-
das, los llamados framework regions.
Combinado algunos de estos primers en
cada estudio es posible obtener una tasa
de detecciéon del90% de las proliferacio-
nes linfoides de linaje B.

Marcador molecular: reordenamientos del
receptor de células T (TCR)

Los genes del TCR tan solo se expre-
san en las células T y al igual que los
genes de las inmunoglobulinas, los genes
funcionales TCR sufren reordenamientos
durante el desarrollo de las células T. Los
genes de TCR comprenden también diver-
sos segmentos de variabilidad (V), diver-
sidad (D) y unién (J), que junto con la
transcriptasa terminal, y por un mecanis-
mo idéntico al utilizado en los genes de
las IgH, son los causantes de la gran
diversidad de dicho receptor. Los genes
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Figura 2: Representacion esquemadtica de los genes de la cadena pesada de las inmuno-

globulinas. FR: Framework, zonas mds conservadas;, CDR: Region determinante de
complementariedad, zonas hipervariables. Las regiones CDR2 y CDR1 estdn codificadas
por la regién del gen V. La region CDR3 esta formada por el extremo 3’ del segmento V,
todo el fragmento D y el extremo 5’ de la region del gen J.

15



TCRo. y TCRB poseen un potencial de
diversidad mayor que los genes TCRy y
TCR& ya que los primeros poseen un
mayor repertorio de segmentos V y J. Los
reordenamientos de los genes TCRy TCR§
y TCRp se encuentran en un 91%, 68% y
89% de los casos de T-LLA. También se
han encontrado en leucemias de linaje B
en menor proporcion : 55%, 54% y 33%
respectivamente, sin embargo, estos Uulti-
mos son reordenamientos incompletos que
abarcan solo los segmentos V y D.

Diferentes estudios de enfermedad
minima residual por PCR, se basan en la
utilizacién de marcadores de neoplasias
junto con marcadores de progenie clonal
como los reordenamientos de la cadena
pesada de las inmunoglobulinas y del
receptor de células T. Tal es el caso de la
ampliaciéon del gen N-RAS junto con los
reordenamientos de las IgH(12).

El campo de deteccion de células resi-
duales por la técnica de reaccién en cade-
na de la polimerasa es un amplio camino,
pues son muchos los estudios que se
realizan para mejorar las técnicas asi como
ampliar sus aplicaciones. En un futuro no
muy lejano, las anomalias moleculares de
las enfermedades hematoldgicas seran
utilizadas de forma rutinaria como marca-
dores para el estudio de la EMR utilizando
PCR o técnicas similares. Los analisis de
EMR tienen una aplicacién importante en
el campo de trasplante de médula ésea
que incluyen la seleccion del candidato
para el trasplante, el estudio del purgado,
y el estudio de los pacientes con alto ries-
go de recidiva. Recientes estudios mues-
tran que pacientes con un elevado nivel
de células residuales detectadas por
analisis de PCR, recayeron en un tiempo
relativamente corto(13).

Enfermedad Minima
Residual y Transplante de
Médula Osea

El trasplante de médula ésea se clasi-

fica en dos modalidades fundamentales
segun la procedencia de la médula inocu-
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lada: autélogo (TAMO) si proviene del
propio paciente, y alogénico (TMO) si
procede de un donante humano HLA
compatible.

En el TAMO la potencia erradicativa
radica exclusivamente en la quimioterapia
mieloablativa. En el TMO se afiade ade-
mas un efecto inmuno-alogénico del injer-
to medular contra la leucemia, que mejora
considerablemente la capacidad curativa
de esta modalidad.

En el TMO, el problema basico es la
enfermedad injerto contra huésped (EICH),
responsable de un importante nimero de
mortalidad. La infusién de médulas deplec-
cionadas de linfocitos T, en un intento de
disminuir la EICH ha conllevado un au-
mento paralelo del nimero de recaidas.

Por otro lado, las recaidas en el TAMO
pueden estar en relacién con la reinfusién
de células tumorales, por lo que se han
utilizado métodos de purgado ex-vivo
(Mafosfamida y 4 OH-Ciclofosfamida). Si
bien, parece ser que el motivo fundamen-
tal para las recaidas en TAMO es debido
a la ausencia de efecto injerto contra
leucemia (EICL).

El transplante de células pluripotencia-
les (stem cells) de médula ésea alogénica
o autéloga, o bien de las obtenidas a partir
de sangre periférica, es cada vez mas
utilizado en el tratamiento de tumores
sélidos.

Es dificil definir el concepto de stem
cells humanas. Se las considera células
con capacidad de autorrenovacién, proli-
feracion y diferenciacién a las células
maduras que encontramos en la sangre
periférica.

El transplante autélogo de células
hematopoyéticas periféricas presenta una
serie de desventas adicionales sobre el
transplante autélogo de médula ésea.

Los métodos actuales de separacion y
purificacion de células han permitido la
obtencién de buenos rendimientos en la
separacion de stem cells a partir de sangre
periférica mediante leucoféresis, lo que



ademas de hacer innecesaria la anestesia
del paciente permite la obtencién de estas
células pluripotenciales, incluso en enfer-
mos cuyas pelvis han sido anteriormente
irradiadas o en aquellos en los que la
médula dsea esta invadida por el tumor.
No obstante, la principal ventaja radica en
el menor tiempo necesario para que pren-
da e material transplantado, lo que se
traduce en aplasias significativas mas
cortas.

La constatacion de que la concentra-
cion de precursores hematopoyéticos en
sangre de cordén es muy elevada, casi
comparada a la médula ésea del adulto,
ha hecho que muchos grupos se plantea-
ran su utilizaciéon en transplante alogéni-
co.

Desde hace tiempo es conocido que la
sangre de corddn es rica en precursores
hematopoyéticos, probablemente resulta-
do de las diferentes migraciones entre los
6rganos hematopoyéticos, probablemente
resultado de las diferentes migraciones
entre los 6rganos hematopoyéticos fetales
con intencion colonizadora.

En 1985 se sugirié por vez primera la
posibilidad de utilizar sangre de cordén
como material hematopoyético para trans-
plante. Sin embargo no fue hasta 1988, en
que gracias al transplante de sangre de
cordon HLA idéntica procedente de un
hermano, pudo demostrarse su utilidad en
un nifo afectado de anemia de Falconi(14).
Existen experiencias posteriores que con-
firman la viabilidad de este tipo de trans-
plantes. Asi, en el Registro Internacional
de Sangre de Cordén se han recogido en
todo el mundo 35 transplantes siendo la
media de células nucleadas transplanta-
das de 40M/Kg de peso, cifra baja compa-
rada con las utilizadas en el transplante
alogénico de médula ésea.

Tanto la médula ésea del adulto como
la sangre de cordén, poseen un numero
significativamente mayor de precursores
que la sangre periférica del adulto. Ade-
mas, a pesar de que la sangre de corddn
contenga sélo alrededor del 70% de los
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precursores que contiene la médula ésea,
la sangre de corddn es mas rica en pre-
cursores mas primitivos, lo que le confiere
un interés adicional. Si se estimula a
donantes sanos voluntarios con factores
de crecimiento hematopoyéticos, se incre-
menta el nUmero de precursores en unas
40 veces las cifras basales, con lo que se
llegan a superar las de médula ésea.

Esto dltimo puede tener en un préximo
futuro implicaciones clinicas importantes
de cara a la utilizacion de sangre perifé-
rica de adulto en transplantes alogénicos.
Ello haria la utilizacién de sangre de cor-
dén innecesaria si no fuera porque ésta
presenta una ventaja adicional. En efecto,
parece ser que los linfocitos T de sangre
de cordén son fenotipicamente naives y
funcionalmente inmaduros y por tanto,
menos alorreactivos, lo que se traduciria
en una menor incidencia de reacciones de
injerto contra huésped.

Existen estudios experimentales que
indican que la mayoria de stem cells se
hallan en fase Go y una minoria en ciclo
celular. Estas células son de tamano irre-
gular, heterogéneas en densidad, antige-
nos de membrana y propiedades tinciona-
les. Sin embargo, se han identificado una
serie de caracteristicas que pueden defi-
nirlas: son CD43+, CD33-, HLA DR-, re-
sistentes a la 4HC y sin marcadores mie-
loides ni linfoides (linaje negativo= lin-).

Una pequefa proporcién de stem cells
son capaces de iniciar cultivos a largo
término y se han denominado LTC-IC
(Long Term Culture Initiating Cells), es-
tando presentes en la fracciéon celular
CD34+, lin-.

Se han realizado con éxito transplan-
tes en primates con un pequefo numero
de células CD34+ purificadas.

Por todo lo expuesto, en la actualidad
se piensa que a partir de un solo espéci-
men la sangre de corddn, existe un nime-
ro suficiente de células hematopoyéticas
capaces de reconstituir la hematopoyesis
de un adulto.



Sin embargo, debido a la variabilidad
existente entre distintas sangres de cor-
dén, el concepto de expansiéon del mate-
rial hematopoyético, es un tema de actua-
lidad permanente. En este sentido presen-

tamos a continuacién el resumen del tra-
bajo de Carosella, Gluckman et al. que
fue objeto del Premio Europeo 1994 de la
Fundacién Balear Transplant.

Premio 1994 Fundaciéon “Balear Transplant”

FUNTIONAL ROLE PECAM-1/CD31 MOLECULE EXPRESSED ON HUMAN
CORD PROGENITORS

Edgardo Carosella*, Armand Bensussan** and Eliane Gluckman*

Inserm U93 Hopital Saint-Louis and * Unité de Recherces sur la Biologie des
Cellules Souches-L.I.R.B. -C.E.A, 75475 Paris Cedex 10, France

** Institut d’Hematologie, Centre Hayem, Hopital St Louis, 1 Avenue Claude
Vellefaux 75475 Paris Cedex 10, France.

Resumen

La molécula CD31/PECAM-1 (platelet
endothelial cell adhesiéon molecule-1) es
una proteina de membrana de 130Kd de
peso molecular, perteneciente a la super-
familia que dictan los genes de las inmu-
noglobulinas, con la particularidad de que
se expresa en distintos tipos de células
asociados con el compartimiento vascu-
lar.

En el presente estudio presentamos el
anticuerpo monoclonal (mAb) anti CD31
denominado IP28A que reacciona con
células que expresan la molécula CD34,
progenitores hematopoyéticos y subclases
de linfocitos T, B y NK de sangre humana
de cordén.
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Son de resefar los datos que presen-
tamos en el sentido de que el numero de
CFU-GM y BFU-E en el cultivo de células
progenitoras, se ha visto sensiblemente
aumentado al anadir el mAb IP28A purifi-
cado a rhSCF mas rhGM-CSF y rhEPO
respectivamente. Estos resultados son por
tanto de gran interés en lo que atafe al
transplante de células de sangre de cor-
don, ya que demuestran que in vitro puede
conseguirse con ayuda del mAb CD31 un
cierto grado de expansién de células pro-
genitoras de sangre de corddn.





