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4 Discussió 
 

4.1 Caracterització d’alteracions genètiques en l’estudi diagnòstic de la 

leucèmia mieloide aguda  

La identificació d’alteracions genètiques és considerat un factor 

diagnòstic i pronòstic important en la LMA, ja que certes anomalies s’han 

associat a determinats trets clínics i biològics, arribant a poder influenciar en 

l’estratègia de tractament del pacient. En aquest sentit, és indicat realitzar un 

diagnòstic genètic combinant l’ACC amb el resultat de tècniques de biologia 

molecular, com la RT-PCR i el Southern-blot, i de citogenètica molecular, 

com la FISH, la CGH i la M-FISH. A continuació es discutiran els aspectes 

metodològics de les tècniques de diagnòstic més destacades, i la seva 

aplicació per l’estudi genètic de la LMA. 

4.1.1 Hibridació in situ fluorescent 

En l’estudi diagnòstic de la LMA, la FISH s’utilitza com a suport de la 

citogenètica convencional en casos indicatius de ser portadors de 

translocacions subtils, així com per a la identificació d’alteracions 

genètiques críptiques a la resolució del cariotip per bandes G. La utilització 

de sondes WCP és útil per confirmar citogenèticament anomalies 

cromosòmiques estructurals o numèriques, destacant que l’anàlisi és només 

informatiu en cèl.lules en metafase. Així mateix, la tècnica de FISH permet 

mapar regions genòmiques concretes mitjançant la combinació de diferents 

sondes LSI. No obstant, la FISH ens servirà per investigar regions 
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cromosòmiques amb sospita prèvia de la seva participació. Per exemple, en 

l’Estudi I es va hibridar amb la sonda WCP-11 utilitzant la informació de 

l’ACC. No obstant, davant una alteració cromosòmica que no ha estat 

caracteritzada per ACC, i per tant, on l’elecció del tipus de sonda a utilitzar 

sigui difícil, l’anàlisi per M-FISH serà l’estratègia diagnòstica més indicada. 

Un exemple n’és el cas 84 de l’Estudi IV que citogenèticament presentava el 

cariotip 46,XY,t(9;11)(p12;q23),add(9)(q32), i on el perfil de CGH era 

normal. Al no disposar d’indicació per tal de realitzar la FISH convencional, 

l’origen del material cromosòmic addicional es va estudiar per M-FISH. 

Alhora, el resultat de CGH permet dirigir en certes ocasions la FISH. Per 

exemple, en el cas 18 de l’Estudi IV es va escollir la sonda WCP-21 en base 

al resultat de CGH, doncs el patró de bandes del cromosoma marcador no 

era informatiu.  

4.1.1.1 Alteracions genètiques identificades mitjançant hibridació in situ 

fluorescent i el seu interès clínic (I a III) 

a) Trisomia pacial del cromosoma 11 associada a duplicació parcial en 

tàndem del gen MLL 

Mitjançant ACC es van descriure dos casos que presentaven material 

cromosòmic addicional al cromosoma 16p i 18p, respectivament. Així, els 

cariotips proposats van ésser 46,XY,add(16)(p13) i 46,XX,add(18)(p11.2). 

El resultat de FISH emprant la sonda WCP-11 va permetre diagnosticar el 

material addicional dels cromosomes der(16) i der(18) com una trisomia 

parcial del cromosoma 11, la qual no s’havia pogut observar mitjançant 

ACC. Així, l’Estudi I mostra com una de les aplicacions de les sondes WCP 

és la caracterització de material cromosòmic addicional. 

Alhora, una aplicació de la FISH és la localització de seqüències en una 

regió cromosòmica, procés que implica majoritàriament la utilització de 

sondes no comercials (de tipus PAC, YAC o BAC) que hibridin 

específicament sobre la regió diana a estudiar [per revisió veure (Wilkinson, 
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1999)]. La precisió del mètode depèn del disseny posicional de sondes, les 

quals poden arribar a ser adjacents. El temps que es requereix per a realitzar 

els diferents experiments d’hibridació fins a l’anàlisi global de la regió a 

mapar, es redueix si s’utilitzen cohibridacions amb sondes marcades 

diferencialment. Malgrat que la FISH és actualment el sistema més directe 

per realitzar un mapatge cromosòmic, la resolució d’aquest mètode és 

inferior a la que s’obté mitjançant sistemes d’anàlisis físics, com el PFGE 

(Pulsed Field Gel Electrophoresis) (Schwart i Cantor, 1984; den Dunnen i 

van Ommen, 1991). L’Estudi I mostra un exemple de l’aplicació del 

mapatge genètic en el diagnòstic d’alteracions cromosòmiques, en els dos 

casos que citogenèticament presentaven trisomia parcial del cromosoma 11, 

mitjançant la combinació de diferents sondes LSI de la regió 11q22-qter, 

majoritàriament de tipus PAC, es va poder definir la regió cromosòmica de 

desequilibri a 11q23-qter en el cas 1, i a 11q22-qter en el cas 2.  

Tanmateix, emprant la sonda dual LSI-MLL en l’Estudi I, la FISH es va 

aplicar per tal d’estudiar els dos casos amb trisomia parcial del cromosoma 

11 i que presentaven reordenament del gen MLL per Southern-blot. En 

ambdós casos es van detectar tres còpies del gen MLL corresponents a les 

tres senyals d’hibridació observades. No obstant, no es va confirmar la fusió 

del gen MLL ja que les tres senyals d’hibridació conservaven el patró normal 

o dual. Així doncs, la FISH va demostrar que el reordenament del gen MLL 

no es donava pel mecanisme de fusió amb un cromosoma partner, suggerint 

la presència de la DPT del gen MLL. 

La DPT del gen MLL es va descriure per primera vegada en pacients de 

LMA que presentaven un cariotip normal, o una trisomia del cromosoma 11 

com a anomalia única (Caligiuri et al., 1994). La presència d’aquesta 

alteració s’ha associat amb un pronòstic desfavorable de la malaltia. Així, 

s’ha observat que els pacients amb DPT presenten una disminució del temps 

en remissió completa en relació als pacients amb cariotip normal (Caligiuri 

et al., 1998). Posteriorment, s’ha confirmat el pronòstic desfavorable de la 

DPT al estudiar una sèrie més extensa, on s’ha pogut observar que aquesta 
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alteració de MLL no tan sols es dóna en cariotips normals o en casos de 

trisomia 11 (Schnittger et al., 2000).  

En l’Estudi I la RT-PCR va confirmar que el reordenament del gen 

MLL observat en el Southern-blot era originat per una DPT del propi gen. 

Així, s’ha identificat la associació entre DPT del gen MLL i trisomia parcial 

del cromosoma 11 (de 11q23-qter i 11q22-qter) originada per una 

translocació desequilibrada. En els casos estudiats, la translocació 

desequilibrada causa alhora deleció de 16p13-pter i 18p11.2-pter, 

respectivament. En general, les translocacions desequilibrades es consideren 

anomalies genètiques secundàries relacionades amb progressió tumoral 

(Johansson et al., 1996). Els dos casos estudiats, junt amb la descripció 

prèvia de dos pacients de LMA que presentaven al diagnòstic la DPT del gen 

MLL associada a anomalies cromosòmiques desequilibrades (Schnittger et 

al., 2000), indiquen que la DPT del gen MLL seria la lesió molecular 

primària, la qual induiria el procés de transformació neoplàsic. A més, 

aquesta observació es troba recolzada pel fet que en els dos casos de l’Estudi 

I es detecta el mateix gen de fusió en el moment del diagnòstic i en la 

recaiguda. 

Si s’analitza la història clínica dels dos pacients es comprova que van 

presentar una evolució crítica, amb un període de remissió inferior als 9 

mesos, resistència al tractament, i mort abans dels 14 mesos des del 

diagnòstic. Així doncs es demostra, que la DPT del gen MLL associada a una 

trisomia parcial del cromosoma 11 és una alteració genètica atribuïda a un 

pronòstic desfavorable, i davant de la qual, el transplantament al.logènic de 

cèl.lules progenitores hematopoètiques s’hauria de considerar com una 

estratègia de tractament important després de la remissió del pacient (per 

protocol terapèutic veure Estudi 0). 

b) Inversió del cromosoma 16 associada a translocació  

La FISH amb sondes LSI s’utilitza per complementar el diagnòstic de la 

citogenètica convencional en casos indicatius de ser portadors de 
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d’alteracions importants en el diagnòstic de la LMA, com la inv(16)(p13q22) 

o t(16;16)(p13;q22). Diversos estudis de FISH en pacients de LMA han 

permès descriure cariotips amb translocació t(v;16)(v;p13) o t(v;16)(v;q22) 

que emmascaraven una inv(16). Com a resultat d’aquesta translocació, i 

segons la grandària del material intercanviat, el cromosoma der(16) recorda 

a una del(16) o a un add(16), i per tant la inv(16) és difícil d’observar per 

ACC (Berger et al., 1995; Dierlamm et al., 1998; Reddy et al., 2000).  

En l’Estudi II es van realitzar hibridacions amb la sonda dual LSI-CBFb 

per complementar el diagnòstic citogenètic de 40 casos suggestius a 

presentar inv(16)(p13q22) o t(16;16)(p13;q22). L’anàlisi de FISH va 

identificar dos casos de inv(16) associades a translocacions, ja que la part 3’ 

del gen CBFb es localitzava a 1p36 i 10p13, respectivament (Fig 1, Estudi 

II). En ambdós casos la grandària del material cromosòmic intercanviat en la 

translocació era similar, i per tant el der(16) recordava a una inv(16). Així 

doncs, ni la t(10;16)(p13;q22) ni la t(1;16)(p36;q22) es van identificar per 

ACC, ja que el der(16) es va diagnosticar com una inv(16) sense translocació 

associada. Cal destacar que aquests són els primers casos de inv(16) 

associada a la translocació de les regions 10p13 i 1p36 (Mitelman Database 

of Chromosome Aberrations in Cancer,     

http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman). 

Els dos pacients es van incloure al protocol de tractament LAM-99, i 

van seguir la pauta terapèutica designada pel subgrup de pacients amb 

alteracions genètiques de bon pronòstic (per protocol terapèutic veure Estudi 

0). Després d’un cicle de tractament, ambdós pacients van assolir la remissió 

completa, i segueixen vius després de 41 i 6 mesos des del diagnòstic, 

respectivament (Taula 1, Estudi II). Així es pot considerar que ambdós 

pacients són de bon pronòstic. No obstant, a causa de la baixa recurrència en 

LMA de les inv(16) associades a translocacions, actualment no es disposa de 

suficient informació per establir la possible diferència de pronòstic respecte 

a les inv(16). El fet que algunes d’elles siguin alteracions subtils per ACC 
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explicaria la baixa freqüència en LMA, la qual cosa justifica la necessitat de 

realitzar sistemàticament experiments de FISH complementaris. 

c) Translocació t(5;11)(q35;p15.5) 

Recentment s’ha descrit la translocació t(5;11)(q35;p15.5) mitjançant 

M-TEL en dos casos d’una sèrie de 30 pacients de LMA pediàtrics que 

presentaven un cariotip aparentment normal (Brown et al., 2002). Aquesta 

translocació havia estat identificada amb anterioritat en casos de LMA 

pediàtrica associada a cariotips amb deleció del cromosoma 5q (Jaju et al., 

2001). El gen de fusió que es produeix en la tranlocació és el resultat de la 

unió del gen NSD1, localitzat a 5q35, amb el gen NUP98, a 11p15.5. La 

t(5;11)(q35;p15.5) es pot considerar una alteració cromosòmica críptica, ja 

que a causa de la grandària del material intercanviat, dóna un patró de 

bandes que pot passar desapercebut mitjançant ACC, i com que es tracten de 

regions subtelomèriques, tampoc es detecta per M-FISH (Brown et al., 

2002). Actualment en les neoplàsies hematològiques s’han descrit almenys 

vuit reordenaments cromosòmics diferents de 11p15.5 que produeixen gens 

de fusió amb NUP98 [per revisió veure (Lam i Aplan, 2001)], totes 

identificades mitjançant ACC excepte la t(5;11)(q35;p15.5) (Brown et al., 

2002). La identificació de reordenaments de 11p15.5 és important en el 

diagnòstic de la LMA ja que és un factor indicador de pronòstic desfavorable 

(Borrow et al., 1996; Nakamura et al., 1996). Inicialment es va suggerir que 

els agents quimioteràpics podien desenvolupar un paper important com 

inductors genotòxics d’aquest tipus d’alteracions, ja que molts dels 

reordenaments de 11p15.5 es detecten en pacients de t-LMA (Nishiyama et 

al., 1999). No obstant, cada vegada existeixen més evidències que demostren 

com els reordenaments de 11p15.5 són crítics en LMA, ja que la presència 

d’aquesta lesió genètica contribuiria en l’origen del procés neoplàsic (Kroon 

et al., 2001). 

Així, l’aplicació de la FISH es va plantejar en l’Estudi III per investigar 

la presència de la traslocació t(5;11)(q35;p15.5) en casos amb cariotips 
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aparentment normals per ACC i M-FISH, mitjançant la cohibridació amb les 

sondes TEL 5q i 11p. En la sèrie de 40 pacients analitzada no es va detectar 

cap cas portador de la translocació. Aquest resultat contrasta amb l’estudi 

realitzat en 30 casos de LMA pediàtriques, on la translocació es va 

identificar en dos pacients amb cariotip normal (Brown et al., 2002). D’altra 

banda, la nostra sèrie corrobora els resultants presentats per Brown et al., on 

tampoc els 39 pacients adults de LMA estudiats eren portadors de la 

t(5;11)(q35;p15.5) (Brown et al., 2002). No obstant, amb els estudis 

realitzats no es pot descartar que la formació del gen de fusió NSD1/NUP98 

es produeixi per un mecanisme independent a la translocació. Queda per tant 

obert l’interès de realitzar l’estudi molecular de la fusió NSD1/NUP98 en el 

subgrup de pacients de LMA amb cariotip normal. 

4.1.2 Hibridació in situ fluorescent múltiple  

La tècnica de M-FISH permet identificar translocacions cromosòmiques 

simples i complexes, monosomies i trisomies, cromosomes dm i marcadors 

en un únic experiment, podent ajudar a l’ACC, principalment en la resolució 

de cariotips complexes (Speicher et al., 1996). En les neoplàsies 

hematològiques, la tècnica de M-FISH s’ha aplicat de manera extensa, degut 

al fet que la detecció de reordenaments cromosòmics condiciona la 

identificació de gens amb importància patogènica (Schrock i Padilla-Nash, 

2000). 

4.1.2.1 Aspectes metodològics 

Un factor determinant per tenir una bona hibridació és la qualitat de les 

extensions. Les extensions s'han d'haver envellit a TA durant el temps 

recomanat en el protocol comercial (3 a 4 dies), sense restes 

citoplasmàtiques a les metafases, amb els cromosomes ben extesos i amb el 

mínim de encreuaments entre cromosomes.  

Les possibles restes citoplasmàtiques en les metafases s’eliminen 

mitjançant el pretractament enzimàtic. No obstant, és molt important 
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controlar el temps d'actuació de la pepsina, ja que existeix el perill de 

degradar també els cromosomes metafàsics i els nuclis interfàsics 

(Wilkinson, 1999). En aquest sentit és aconsellable observar l'aspecte de 

l'extensió, tant alhora de realitzar les extensions, com al localitzar les 

metafases després de l'envelliment, i sobretot després del pretractament.  

Per tal de valorar la influència de l’envelliment de les extensions en la 

M-FISH, es van realitzar simultàniament dues hibridacions utilitzant 

extensions procedents del mateix cas envellides durant 3 i 4 dies, 

respectivament. Comparant ambdós experiments es va observar una certa 

millora en la qualitat de la hibridació en l’extensió de 4 dies en relació a la 

de 3 (resultats no mostrats). Pel què fa a la morfologia dels cromosomes, tant 

en els experiments realitzats amb 3 dies d'envelliment, com en els de 4 dies, 

es van obtenir cromosomes adequats, per poder-los cariotipar per bandes 

DAPI revers. 

Per l’anàlisi de M-FISH es capturen de 5 a 20 metafases que presentin 

el mínim de background de fluorescència i amb una intensitat i especificitat 

d'hibridació adequada. No obstant, s'ha observat que freqüentment no tots els 

fluorocroms marquen al hibridar amb la mateixa intensitat de fluorescència. 

Així, el SpectrumGold™ tendeix a ser fluix, els SpectrumGreen™ (o FITC en 

la sonda 24Xcyte) i SpectrumFRed™ (o Cy™5 en el cas de la sonda 24Xcyte) 

donen hibridació inespecífica, i el SpectumRed™ (o TexasRed® en el cas de 

la sonda 24Xcyte) té a vegades un aspecte granulós. 

És difícil quantificar la sensibilitat del mètode de M-FISH en nombre 

absolut, sobretot perquè és influenciat pel grau de condensació cromosòmica 

i per la composició de fluorescència dels dos cromosomes implicats en la 

translocació (Uhrig et al., 1999). En aquest sentit, per tal de tenir una 

primera aproximació de la sensibilitat de detecció de la tècnica de M-FISH, 

es van incloure com a controls positius dos casos que citogenèticament 

presentaven la t(6;11)(q27;q23) i la t(9;11)(p22;q23), respectivament (casos 

51 i 52, Estudi IV). La hibridació M-FISH va detectar sense dificultats la 

t(9;11)(p22;q23), no obstant, el diagnòstic de la t(6;11)(q27;q23) no era tant 
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evident. Destacar, que en certes metafases on els cromosomes presentaven 

un índex mitòtic inferior, en la t(6;11)(q27;q23) no es detectava canvi de 

color en el der(11). Si es compara la grandària dels dos fragments 

cromosòmics intercanviats s’observa que 6q27 és quantitativament inferior a 

11q23-qter, i alhora correspon a una banda terminal. Per tant, es podria 

considerar la grandària de 6q27 com la sensibilitat màxima de detecció de la 

M-FISH.  

Alhora es va tenir en compte que, petites delecions i duplicacions no es 

poden detectar per M-FISH (Law i Jalal, 2000). Aquesta limitació 

diagnòstica s’observa per exemple en el cas 28 de l’Estudi IV, el cariotip del 

qual és 46,XY,del(6)(q15q22),der(11)del(11)(p11p14)del(11)(q11q22),del( 

13)(q12q22),del(16)(p13), on la del(16)(p13) es va identificar per CGH però 

no per M-FISH (Taula 1). De manera semblant, mitjançant CGH en el cas 19 

es van identificar guanys i pèrdues cromosòmiques no observades per M-

FISH (Taula 1). Aquest fet demostra la major sensibilitat de la CGH respecte 

a la M-FISH en la detecció de delecions i duplicacions. 

Tanmateix, com a control positiu de la tècnica es va utilitzar la línia 

cel.lular KIS I que presenta un cariotip complex. Es va observar que al 

analitzar cromosomes amb un grau de condensació elevada pot aparèixer un 

color addicional al punt on es dóna la translocació. La falsa inserció es dóna 

com a conseqüència de la barreja de colors per interferència de fluorescència 

en la unió dels cromosomes implicats (Fig. 14). Aquest color desapareix al 

analitzar cromosomes més estesos, o quan la composició de fluorescència de 

les dues parts implicades en la translocació només difereixen en un 

fluorocrom. El mateix problema apareix quan dos cromosomes s’encreuen o 

els seus extrems es toquen, fet que es considera una limitació de la tècnica 

(Speicher et al., 1996).  
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Figura 14.  La línia cel.lular KIS I presenta un der(9)t(9;15). La M-FISH 
detecta la translocació, però en el punt de fusió apareix un color addicional 
corresponent al cromosoma 21. En aquest punt la composició del cromosoma 9 
(SpectrumOrange/Cy5) es suma amb la del cromosoma 15 
(SpectrumOrange/TexasRed) donant una falsa insersió del cromosoma 21 
(SpectrumOrange/Cy5/TexasRed). 

 

Alhora, davant d’una translocació subtil es poden donar confusions 

d’assignació, per exemple, classificar com a cromosoma-a-b-c el 

cromosoma-a translocat en el cromosoma-b-c. Tanmateix, amb la línia 

cel.lular KIS I es va comprovar que s’han d’analitzar amb cura petites 

translocacions ja que poden ser indetectables, sobretot en els casos on la 

composició de fluorescència del cromosoma derivatiu contingui tots els 

fluorocroms dels cromosomes translocats. Un exemple d’aquest fet es 

donaria quan un cromosoma marcat amb el fluorocrom a (per exemple 

SpectrumOrange™, en el cas del cromosoma 5) es transloqués a un 

cromosoma marcat amb els fluorocroms a i b (per exemple 

SpectrumOrange™ i FITC, en el cas del cromosoma 12) (Fig. 15). Tal i com 

ha estat proposat amb anterioritat (Law and Jalal, 2000), en aquests casos és 

indicat la comprovació per FISH amb sondes WCP específiques (Fig. 15).  

 
 
 
 
 



192 

 
Figura 15.  La línia cel.lular KIS I presenta dos cromosomes 5 normals, 
un der(12)t(5;12) i un der(17)t(5;17). Tant per bandes-G com per FISH 
amb sonda WCP-5 es detecten ambdues translocacions desequilibrades. 
No obstant, per M-FISH només s’observa canvi de color en el 
der(17)t(5;17). El cromosoma 5 és marcat amb SpectrumOrange™ i el 
cromosoma 12 amb FITC/SpectrumOrange™, i per tant, en el 
der(12)t(5;12) no es detecta canvi de composició de fluorescència. Aixó 
no passa en el der(17)t(5;17), ja que el cromosoma 17 té una composició 
diferent de fluorocroms. 

 

Finalment destacar que la tècnica de M-FISH no és prou sensitiva per 

les translocacions subtelomèriques (Jalal et al., 2001), les quals poden ser 

presents en cariotips normals, com la t(5;11)(q35;p15.5) (Brown et al., 

2002). 
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4.1.2.2 Alteracions genètiques identificades mitjançant hibridació in situ 

fluorescent múltiple (III i IV) 

a) Pacients amb cariotip normal 

Els pacients de LMA amb cariotip normal s’inclouen en el subgrup de 

pacients amb pronòstic mitjà, el qual és més heterogeni i menys definit 

respecte als altres subgrups. Una hipòtesis àmpliament acceptada que 

explicaria aquest fet és que cariotips diagnosticats com a normals siguin 

portadors d'alteracions genètiques subtils o críptiques per la resolució de 

l’ACC, les quals determinarien de diferent manera l’evolució de cada 

pacient. En aquest sentit, els avantatges que presenten les tècniques de 

multicolor-FISH, com la M-FISH i el SKY, respecte de l’ACC es poden 

utilitzar per recaracteritzar citogenèticament cariotips normals (Kakazu et 

al., 1999; Uhrig et al., 1999).  

En LMA, la M-FISH i el SKY han permès la identificació d’alteracions 

cromosòmiques no detectades prèviament per citogenètica convencional, 

algunes d’elles recurrents, com la translocació t(11;19)(q23;p13) (Zhang et 

al., 2000; Hilgenfeld et al., 2001; Brown et al., 2002). No obstant, en 

l’Estudi III on es van estudiar 40 casos amb cariotip normal mitjançant M-

FISH no s’han identificat intercanvis cromosòmics, coincidint així amb el 

diagnòstic previ de citogenètica. Alhora, aquest resultat concorda també amb 

l’Estudi IV, on en la sèrie de 45 pacients amb cariotip normal analitzada per 

CGH només es va detectar el guany de 9p23 en un pacient (Taula 1). 

Malgrat tot, davant la limitació diagnòstica de la M-FISH i la CGH en la 

detecció d’alteracions cromosòmiques que afectin a bandes subtelomèriques, 

no es pot descartar la presència d’aquest tipus de reordenament en els 

pacients estudiats, on l’anàlisi per M-TEL seria l'adequada (Brown et al., 

2001).  
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b) Pacients amb cariotip complex 

Cariotips complexes s’identifiquen en el 10 i 30 % de pacients de LMA 

i SMD, repectivament, així com en el 50 % de casos de t-LMA i t-SMD 

(Fenaux et al., 1996; Grimwade et al., 1998), i suposa un factor de pronòstic 

desfavorable (Grimwade et al., 1998; Schoch et al., 2001). El diagnòstic 

citogenètic de cariotips complexes mitjançant l’ACC és en molts casos 

difícil, ja sigui per la qualitat de les metafases, el baix índex mitòtic o la 

complexitat dels reordenaments cromosòmics. En aquests casos la FISH com 

a tècnica complementària no és un mètode viable, ja que es fonamenta en un 

anàlisis dirigit per regions cromosòmiques que prèviament es coneix la seva 

implicació en el reordenament. A més, en un cariotip complex són moltes les 

regions cromosòmiques afectades, i per tant s’haurien de combinar masses 

hibridacions per arribar a resoldre el cariotip. En aquests casos l’estudi per 

M-FISH seria l’indicat. Concretament, els estudis realitzats de SKY i M-

FISH en LMA han permès la caracterització detallada de cariotips anormals i 

complexes (Stark et al., 2000; Miyagi et al., 2002; Schoch et al., 2002a). En 

aquests pacients, s’han detectat un gran nombre de translocacions 

cromosòmiques críptiques que ha portat a la identificació de nous 

reordenaments cromosòmics recurrents associats a LMA (Mohr et al., 2000; 

Hilgenfeld et al., 2001; Kerndrup i Kjeldsen, 2001; van Limbergen et al., 

2002). Destacar també, que d’entre l’heterogenitat a nivell d’alteracions 

cromosòmiques que presenten els cariotips complexes, s’han pogut definir 

subclasses citogenètiques emprant la M-FISH (van Limbergen et al., 2002). 

En l’Estudi IV es va aplicar la M-FISH com a tècnica complementària a 

l’ACC i a la CGH, en sis pacients amb cariotip anormal o complex, on en 

general s’ha observat una bona correlació entre ambdues tècniques. En la 

majoria dels casos es van identificar les alteracions cromosòmiques 

proposades per ACC, ajudant alhora a caracteritzar cromosomes derivatius, 

cromosomes marcadors i material cromosòmic addicional (Taula 1). Així 

mateix, en certs casos la M-FISH va ésser més informativa que l’ACC. Per 

exemple, en el cas 84 que presentava el cariotip 
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46,XY,t(9;11)(p12;q23),add(9)(q32), la M-FISH va identificar una 

t(9;11)(q21∼q22;q23) i no la t(9;11)(p12;q23) prèviament proposada, mentre 

que el suposat add(9)(q32) era en realitat una t(9;17)(?p;q?). Al tractar-se de 

dues translocacions equilibrades el resultat de M-FISH va confirmar el perfil 

normal de la CGH, ajudant alhora al diagnòstic citogenètic d’ambdues 

alteracions subtils.  

4.1.3 Hibridació genòmica comparada 

La CGH detecta guanys i pèrdues de material genòmic alhora que mapa 

la seva localització exacta mitjançant el càlcul de la proporció d’intensitat de 

fluorescència entre els dos ADN cohibridats al llarg de l’eix dels 

cromosomes (Kallionemi et al., 1992).  

4.1.3.1 Aspectes metodològics 

Una de les avantatges de la tècnica de CGH ha estat obtenir informació 

d’alteracions cromosòmiques processant material biològic sense necessitat 

d’estimular-lo a la divisió, podent utilitzar així indiferentment ADN genòmic 

extret de mostra fresca, congelada o fixada. Així, el resultat de CGH en 

l’Estudi IV ha estat important en els casos on no s’havien pogut observar 

mitosis en l’ACC, on ha permès descriure alteracions importants pel 

pronòstic de la LMA, com la deleció a 7q, la monosomia 7 o el guany de 8q. 

En els casos 33, 35 i 36, les alteracions identificades per CGH al diagnòstic 

es van confirmar per ACC en un estudi posterior durant el seguiment de la 

malaltia. L’avantatge d’estudiar casos sense necessitat d’obtenir cèl.lules en 

divisió és compartida per la FISH interfàsica. No obstant, mentre la CGH 

permet un anàlisi global de les possibles alteracions desequilibrades, la FISH 

interfàsica serà un anàlisi dirigit proporcionant només informació de 

l‘alteració genètica específica a estudiar. 

Una limitació de la tècnica de CGH, és que no detecta alteracions 

presents en una proporció baixa de cèl.lules a la mostra. El percentatge 

mínim de cèl.lules portadores necessari per identificar l’alteració depèn dels 
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límits dels llindars de detecció que s’estableixin. En general, per una 

població cel.lular diploide on el 50 % de cèl.lules presenten l’anomalia 

s’estableix que els llindars de detecció per guanys i pèrdues són 1,25 i 0,75, 

respectivament (du Manoir et al., 1995). Per aquest motiu, subclones 

cel.lulars portadores d’alteracions generades per evolució clonal no es 

detectarien per aquest mètode. En l’Estudi IV, al analitzar els casos on el 

resultat de la CGH ha estat menys informatiu que l’ACC (casos 75 a 83, 

Taula 2) s’observa que la majoria de discrepàncies es relacionen amb 

l’esmentada limitació de la tècnica de CGH. Per exemple, el percentatge de 

blastes a MO en els casos 82 i 83 era inferior al 28 % (Taula 2), i en els 

casos 75 a 80 (Taula 2), la proporció de cèl.lules portadores de l’alteració 

genètica desequilibrada respecte la població cel.lular total era inferior al 50 

% (Taula 2).  

Així, per poblacions neoplàsiques amb >50 % de cèl.lules portadores de 

l’anomalia, el límit de detecció per guanys i pèrdues de material genètic 

mitjançant CGH s’estima que és de 5-10 Mb (Kallionemi et al, 1994b; Bentz 

et al., 1998), tot i que delecions de 3 Mb s’han detectat utilitzant intervals de 

referència estàndards (Kirchhoff et al., 1999). D’altra banda, el límit de 

sensibilitat de l’ACC es considera la grandària equivalent a una banda 

cromosòmica, tot i que varia en funció de la morfologia cromosòmica que 

s’aconsegueixi i de la regió cromosòmica on es localitzi l’alteració. Així, 

amb l’aplicació de la CGH complementària a l’ACC s’esperaria poder 

arribar a caracteritzar alteracions genètiques críptiques, entre les quals es 

troben les microduplicacions i les microdelecions. Aquest fet s’ha confirmat 

en la sèrie analitzada (Estudi IV), on mitjançant CGH es van identificar 

alteracions genètiques críptiques i subtils ocultes en el cariotip. 

En quan a l’assignació de punts de reordenament cromosòmic, la 

sensibilitat de la CGH és semblant a la que presenta l’ACC. No obstant, la 

falta de precisió entre ambdós mètodes pot ser deguda a la variació en el 

grau de condensació en certes regions cromosòmiques (du Manoir et al., 

1995). En aquest sentit, els experiments de CGH es van dur a terme 
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mitjançant la utilització d’extensions comercials, les quals garanteixen una 

densitat de mitosis adequada amb un grau òptim de condensació 

cromosòmica. A més, durant l’anàlisi es va tenir en compte d’incloure 

metafases que presentessin un grau similar de condensació cromosòmica.  

En els casos on la clona cel.lular anòmala evoluciona en subclones amb 

alteracions genètiques diferents, per CGH es detectaran només aquelles 

canvis genètics més representats. Per exemple, el cas 28 de l’Estudi IV 

presenta una subclona menys nombrosa que es diferencia de la primària per 

presentar un cromosoma marcador addicional diagnosticat com a 

+del(22)(q?) per M-FISH. En aquest cas la CGH va permetre identificar les 

alteracions genètiques associades a la subclona principal, com la deleció dels 

cromosomes 6 i 11 entre altres, mentre que no va detectar el guany del 

cromosoma 22 associat al +del(22)(q?) de la subclona secundària. Una 

situació semblant es va plantejar en el cas 25 per la detecció del cromosoma 

dm, així com en el cas 30 per la identificació de la monosomia 13 i el 

cromosoma der(3) (Taula 1). Aquest fet s’accentua al incrementar-se el 

nombre de subclones diferents, per exemple, en el cas 31 (Taula 1). En 

aquests casos el resultat de CGH proporciona informació sobre els guanys i 

pèrdues de material genètic en el conjunt de la població cel.lular. En aquest 

sentit, la CGH ha estat una tècnica àmpliament aplicada en neoplàsies 

hematològiques per complementar el diagnòstic citogenètic de cariotips 

complexes (Kim et al., 2001; Lindvall et al., 2001; Verdorfer et al., 2001). 

No obstant, per tal de definir el cariotip final serà interessant, com es 

demostra en l’Estudi IV, de complementar l’estudi mitjançant M-FISH. 

4.1.3.2 Identificació de guanys i pèrdues de material genètic mitjançant 

hibridació genòmica comparada (IV) 

En els casos on s’ha aplicat la CGH com a tècnica complementària a 

l’ACC pel diagnòstic d’alteracions genètiques associades a la LMA (Bentz 

et al., 1995; Wilkens et al., 1998; Castuma et al., 2000; Lichter et al., 2000; 

Kim et al., 2001; Verdorfer et al., 2001) la concordança entre ambdues 
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tècniques és elevada (Bentz et al., 1995; Wilkens et al., 1998; Castuma et al., 

2000). En l’Estudi IV, on s’han estudiat un total de 121 pacients mitjançant 

ambdós mètodes, s’observa una correlació de resultats del 62,8 %. En els 

casos restants, la CGH va aportar informació addicional respecte l’ACC en 

un 17,3 %, mentre que en un 9,1 % va ésser menys informativa.  

En l’Estudi IV mitjançant CGH s’han diagnosticat cromosomes 

marcadors (indicats en subratllat, Taula 1), cromosomes derivatius (indicats 

en cursiva, Taula 1) i materials cromosòmics addicionals en cariotips 

patològics (indicats en gris, Taula 1), que per la seva morfologia, no havien 

pogut classificar-se mitjançant ACC. El resultat de CGH en aquest casos ha 

estat útil per resoldre el cariotip prèviament proposat. Cal assenyalar que a 

diferència de la FISH, l’aplicació de la CGH és independent del resultat 

previ d’ACC. En la sèrie analitzada en l’Estudi IV es va obtenir una bona 

correlació en l’assignació de bandes per CGH respecte l’ACC. Alhora, en 

certes ocasions el resultat de CGH va complementar el cariotip proposat per 

ACC, ajudant així a de definir punts de trencament.  

Per altra banda, una limitació que presenta la tècnica de CGH és la no 

detecció d’alteracions cromosòmiques equilibrades, com la majoria de 

translocacions i inversions, ja que no causen alteracions en el nombre de 

còpies d’ADN. Aquest fet s’observa en l’Estudi IV, on es va observar un 

perfil normal en l’estudi de CGH dels casos 41 a 55 que presentaven 

cariotips amb alteracions cromosòmiques equilibrades, descartant alhora la 

presència d’alteracions desequilibrades afegides (Taula 2). 

En l’Estudi IV la CGH ha permès detectar alteracions subtils no 

caracteritzades completament per ACC, com les corresponents a les 

delecions associades a translocacions múltiples, per exemple les que afecten 

a 5q13-q33 i 13q14-q21 identificades en els casos 18 i 19, respectivament 

(Taula 1). Alhora, en els casos 26 i 27 que presentaven cariotip complex, el 

resultat de CGH va ser útil per caracteritzar translocacions desequilibrades, 

les quals havien estat diagnosticades com a simples delecions o cromosomes 

derivatius (Taula 1). D’altra banda, les alteracions cromosòmiques 
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desequilibrades proposades per l’ACC en els casos 23, 24 i 84, no es van 

observar per CGH, fet que va permetre identificar la presència de 

translocacions equilibrades subtils, les quals van ser comprovades 

posteriorment per FISH o M-FISH (Taula 1). Finalment destacar la detecció 

de la pèrdua de 16p13 observada per CGH en el cas 28 (Taula 1), la qual no 

s’havia identificat per ACC ni per M-FISH, i la qual es podria considerar 

críptica. 

En la sèrie de 45 pacients amb cariotip normal, la CGH ha identificat un 

cas amb un guany a 9p23, no diagnosticat prèviament per ACC (cas 40, 

Taula 2). Aquesta observació, junt amb la detecció de la deleció 16p13 del 

cas 28, recalquen les limitacions de les tècniques de diagnòstic genètic 

basades en l’anàlisi en metafase, com és l’ACC o la M-FISH. La baixa 

freqüència de guanys i pèrdues en el subgrup de pacients amb cariotip 

normal concorda amb el resultat d’altres treballs publicats en LMA (Bentz et 

al., 1995; El-Rifai et al., 1997; Wilkens et al., 1998; Huhta et al., 1999; 

Dalley et al., 2003). No obstant, cal assenyalar que desequilibris 

cromosòmics inferiors a 3~10 Mb, o els que afectin a regions 

subtelomèriques, no es poden detectar per CGH (Kallionemi et al, 1994b; 

Bentz et al., 1998; Kirchhoff et al., 1999). En aquest sentit, la possibilitat que 

aquests tipus d’alteracions subtils siguin presents en la nostra sèrie s’hauria 

d’estudiar mitjançant tècniques complementàries, com la M-TEL (Brown et 

al., 2001) o la CGH-array (Solinas-Toldo et al., 1997). 

Al igual que la FISH, la tècnica de CGH permet també mapar regions 

genòmiques per tal de caracteritzar alteracions genètiques específiques. Tot i 

això, mentre que per CGH s’analitza pràcticament la totalitat del genoma, 

l’estudi de FISH s’acostuma a aplicar per tal d’analitzar una regió 

cromosòmica concreta. Per exemple, la trisomia parcial del cromosoma 11 

en el cas 2 de l’Estudi I, es va mapar mitjançant FISH i CGH en l’Estudi I i 

IV, respectivament. Cal assenyalar que en diversos treballs on s’han 

combinat ambdues tècniques pel mapatge del nombre de còpies de regions 

genètiques desequilibrades es demostra una major resolució de la FISH en 
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relació a la CGH. Per exemple, l’anàlisi mitjançant FISH posicional de la 

deleció de la regió 11q22~23, en casos de limfomes de cèl.lules del mantell i 

en leucèmies cròniques limfoblàstiques, demostra una discontinuïtat de 

pèrdues de còpies de seqüències d’ADN, les quals no havien estat detectades 

per CGH (Monni et al., 1998; Zhu et al., 1999). Així doncs, en l’Estudi 

s’hauria de considerar la possibilitat que les alteracions genètiques 

observades per CGH siguin discontinues. 

Alhora, la tècnica de CGH s’ha aplicat per detectar guanys i pèrdues de 

material genètic recurrents associats a la LMA. Els resultats de CGH en la 

sèrie de 128 pacients analitzada mostren que la pèrdua parcial de regions 

cromosòmiques és l’alteració genètica més característica de LMA (Estudi 

IV, Fig. 1). Aquesta observació és en concordança amb els resultats 

presentats amb anterioritat per El-Rifai et al. en una sèrie de 25 casos de 

LMA refractaris (El-Rifai et al., 1997).  

Monosomies del cromosoma 7 i delecions a 7q/5q, són alteracions 

recurrents en LMA que, tot i que es donen en una certa freqüència, no 

s’associen significativament a cap subgrup morfològic de LMA (Second 

MIC Cooperative Study Group, 1988). Recentment s’ha descrit una major 

freqüència d’aquestes anomalies cromosòmiques desequilibrades en pacients 

de LMA que presentaven cariotip complex (Lindvall et al., 2001; Verdorfer 

et al., 2001). En la sèrie de 128 pacients de LMA analitzada per CGH les 

pèrdues més freqüents es localitzen a 5q (9 casos), 7 (9 casos), 7q (6 casos) i 

17p (5 casos) (Fig. 1, Estudi IV), i en la majoria dels casos, es detecten 

acompanyades d’altres canvis cromosòmics. Així mateix, en la nostra sèrie 

aquestes pèrdues s’han observat majoritàriament en pacients refractaris al 

tractament o amb una evolució clínica desfavorable, fet que confirma la 

importància d’aquestes alteracions com a factors indicadors de pronòstic 

desfavorable en LMA (Grimwade et al., 1998; Mrozek i Bloomfield, 1998).  

En la LMA, la pèrdua típica de 16q afecta a la regió 16q22-qter, la qual 

s’associa a un pronòstic menys favorable en relació a altres alteracions de 

16q22 freqüents en LMA, com són la inv(16)(p13q22) o la 
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t(16;16)(p13;q22) (Betts et al., 1992; Marlton et al., 1995). Tot i que no es 

coneix amb tant de detall la implicació d’altres anomalies de 16q, la 

del(16)(q11) s’ha descrit recentment com una nova alteració genètica 

recurrent en LMA, la qual podria presentar un paper important en l’evolució 

clonal, i per tant en la progressió tumoral (Yamamoto et al., 2001). En 

l’estudi IV, 3 dels 5 casos amb deleció a 16q presentaven pèrdua de 16q11-

qter (Fig. 1, Estudi IV), fet que confirmaria la seva recurrència en LMA. Les 

anomalies genètiques associades a evolució clonal en LMA són típicament 

reordenaments desequilibrats que en general es detecten com a alteracions 

secundàries a reordenaments equilibrats (Johansson et al., 1996). En aquest 

sentit, la possible implicació en l’evolució clonal de les delecions a 16q 

estaria en concordança amb els nostres resultats, ja que aquestes s’han 

identificat acompanyades d’altres anomalies o en cariotips complexes, 

destacant un cas on es va detectar junt a una t(10;11)(p15;q22∼q23).  

En l’Estudi IV s’han caracteritzat guanys freqüents dels cromosomes 8 i 

22. La trisomia del cromosoma 8 i 22 són alteracions secundàries associades 

a la LMA (Langerbeer et al., 1998) fet que explicaria els nostres resultats. 

Així, el guany del cromosoma 22 s’observa majoritàriament associat a 

l’inv(16)(p13q22), però també s’ha detectat en cariotips complexes (Taula 

1). A més, cal destacar l’evident diferència en com el guany del cromosoma 

22 detectat per CGH es manifesta, en els cariotips amb inv(16)(p13q22) 

s’identifica com una trisomia 22, i en els cariotips complexes s’observa com 

a una dup(22q). 

Diferents alteracions del cromosoma 21 (Roumier et al., 2003) que 

impliquin amplificació del locus 21q22.3 poden donar l’activació de 

l’oncogen AML1(RUNX1) (Avramopoulos et al., 1992; Erickson et al., 

1992). La amplificació de AML1 s’ha descrit en un cert nombre de casos de 

LLA (Larramendy et al., 1998b; Niini et al., 2000; Alvarez et al., 2003; 

Harewood et al., 2003) i de LMA (Streubel et al., 2001). En el cas 18, el 

guany de vàries còpies del cromosoma marcador caracteritzat com a 

tas(21;21)(q22;q22) podria ser un mecanisme d’activació de l’oncogen 
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AML1, destacant que les associacions telomèriques s’han descrit com un 

mecanisme d’inestabilitat cromosòmica (Riboni et al., 1997). 

Les amplificacions en canvi són lesions genètiques poc freqüents en 

LMA (Bentz et al., 1995; El-Rifai et al., 1997; Huhta et al., 1999), però la 

seva caracterització per CGH permet delimitar una regió de desequilibri més 

estreta, la qual pot localitzar un oncogen (Mohamed et al., 1993; Crossen et 

al., 1999). D’entre les escasses amplificacions descrites en pacients de LMA, 

algunes s’han relacionat amb episodis previs de teràpia antineoplàsica o amb 

exposició a agents potencialment carcinogènics (Cooperman i Klinger, 1981; 

Rechavi et al., 1990). En l’Estudi IV és de destacar la identificació d’un cas 

amb amplificació de 13q12-q21 (Taula 1, cas 32).  

Al examinar l’amplificació de 13q12-q21 es van diferenciar en l’imatge 

d’hibridació dues zones separades d’amplificació, una a 13q12 i l’altra a 

13q21.1 (Fig. 2A, Estudi IV), mentre que el perfil de CGH indicava una 

amplificació global de 13q13-q21.1 (Fig. 2B, Estudi IV). Mitjançant FISH 

amb la sonda LSI-D13S25 que hibrida sobre el locus 13q14.3 es va 

investigar si el perfil d’amplificació d’aquesta zona era causada per la suma 

del perfil de les dues amplificacions, o en realitat era una amplificació. El 17 

% i el 83 % de cèl.lules amb 3 i 2 senyals d’hibridació respectivament, va 

confirmar la primera hipòtesis plantejada (Fig. 2C, Estudi IV). Casos 

d’amplificacions independents s’han descrit també a 17q (Barlund et al., 

1997) i a 20q (Tanner et al., 1996), tot i que inicialment Kallionemi et al. 

havien considerat aquesta última com a una única amplificació (Kallionemi 

et al., 1994a).  

Tant 13q12 com 13q21.1 són bandes cromosòmiques que presenten una 

elevada densitat gènica, i per tant, és difícil proposar l’efecte molecular de 

les amplificacions detectades. Si s’examinen els gens localitzats a 13q12 o a 

13q21.1 és de destacar FLT3, gen que la seva alteració molecular s’ha 

associat recentment al desenvolupament de la LMA (Kiyoi et al., 1998). 

Malgrat tot, no es va disposar d’ADN suficient per confirmar la possible 

amplificació de FLT3. Així mateix, no es pot descartar la participació 
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d’altres oncogens localitzats tant a 13q12 com a 13q21.1. És per tant 

necessari identificar casos semblant de LMA per tal de poder definir la base 

molecular d’aquestes amplificacions, i així establir el seu paper pronòstic i 

diagnòstic en la LMA. 

4.2 Caracterització de perfils de desregulació de l’expressió gènica en la 

leucèmia mieloide aguda 

La tècnica d’ADN array permet l’anàlisi d’expressió d’un elevat 

nombre de gens en un sol experiment, generant un llistat de gens d’interès en 

funció del disseny experimental, mentre que en una reacció de QRT-PCR a 

tems real s’avalua l’expressió d’un únic gen en diverses mostres biològiques. 

Així doncs, partint del resultat previ d’ADN array, és interessant aplicar la 

QRT-PCR a temps real per estudiar l’expressió de gens concrets en una sèrie 

més extensa de mostres, a la vegada que s’obté una quantificació més 

precisa. Aquest tipus d’anàlisis permet classificar els pacients en funció dels 

nivells d’expressió, que podran ser utilitzats en estudis comparatius per a la 

identificació d’associacions entre expressió gènica i paràmetres clínic-

biològics. A continuació es discuteixen els aspectes metodològics d’ambdues 

metodologies i la seva aplicació en l’anàlisi de l’expressió gènica en la 

LMA. 

4.2.1 cADN array 

L’avantatge principal de la metodologia de cADN array és l’anàlisi 

ràpid de l’expressió de centenars a milers de gens en un únic experiment 

(Schena et al., 1995). Si es treballa en array de filtre de niló, l’ARN s’extreu 

de les mostres test i de la referència, i es marca radioactivament alhora que 

es transcriu reversament a cADN. A continuació, cada sonda s’hibrida per 

separat amb un array idèntic, que conté una sèrie extensa de diferents gens 

representats per fragments de cADN. Al comparar el senyal d’hibridació de 

cada fragment de cADN de l’array es determina si el gen corresponent 
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presenta diferents nivells d’expressió en la mostra test respecte a la mostra 

de referència (Fig. 10). 

4.2.1.1 Aspectes metodològics 

 Tècnicament la metodologia de cADN array inclou una sèrie de passos 

que poden ésser susceptibles a variabilitat, com la fabricació de l’array, la 

transcripció inversa o diferències en la hibridació. En aquest sentit, 

metodològicament es duen a terme una sèrie de passos i existeixen diversos 

controls per assegurar que els resultats de l’array reflexin els propis canvis 

en els perfils d’expressió gènic, i reduir la possible variabilitat introduïda. 

Així, cada array inclou fragments de cADN de gens no humans com a 

controls negatius, els quals són utilitzats per controlar els nivells de 

background en la hibridació. Alhora, els fragments de cADN de gens 

housekeeping permeten mesurar la variabilitat entre mostres, i són controls 

positius per la normalització dels valors d’expressió, la qual anul.la les 

possibles diferències de quantitat i puresa entre els cADN estudiats.  Pel què 

fa al tractament dels arrays, és important utilitzar-los del mateix lot de 

fabricació, reutilitzar un màxim de tres vegades el mateix filtre i comprovar 

en cada cas que la petjada anterior d’hibridació desaparegui completament. 

En quan a l’exposició dels filtres hibridats a la placa d’imatge, és 

aconsellable escanejar-los passat el mateix temps, i les imatges obtingudes 

s’escalen per tal d’igualar el contrast i el soroll de fons.  

Per l’anàlisi de les dades, no existeix encara un consens general en els 

paràmetres per definir quan un gen es troba sobre- o sotaexpressat. Així, 

alguns treballs han establert una diferència en el nivell d’expressió de dos 

ordres com a significativa, mentre que d’altres utilitzen com a criteri de 

representació una diferència de 4 ordres [per revisió veure (Tefferi et al., 

2002)]. Concretament, en l’Estudi V es va establir el nivell de significació en 

2,5 ordres de diferència (-1,32 i +1,32 en base log2), considerant només 

aquells gens que es trobaven desregulats almenys en tres pacients. 
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El resultat de cADN array de la població cel.lular de la MO és diferent 

si s’analitza l’expressió de cèl.lules mieloides purificades. Diferències de 

llinatge donarien canvis d’expressió a causa de diferències en la proporció o 

quantitat absoluta de cèl.lules entre mostra de MO sana i patològica. Per 

exemple, la sotaexpressió de determinats gens es relacionaria amb una 

menor quantitat relativa de cèl.lules no mieloides en la MO dels pacients de 

LMA, més que per la pròpia neoplàsia (Larramendy et al., 2002). Així, es 

podria donar el cas d’una pseudosotaexpressió de gens específics de llinatge 

limfoide, o una pseudosobreexpressió de gens específics de llinatge mieloide 

(Miyazato et al., 2001).  

En aquest sentit, la purificació de cèl.lules mieloides CD34+ (Virtaneva 

et al., 2001) o CD133+ (Miyazato et al., 2001) és aconsellable per l’anàlisi 

de l’expressió gènica en neoplàsies mieloides. No obstant, aquest procés 

requereix partir d’una gran quantitat de mostra per tal d’extreure quantitats 

suficients d’ARN sense necessitat d’una amplificació posterior. Aquesta 

limitació es fa més evident en el cas de mostres de MO d’individus sans. En 

el disseny de l’Estudi V es va proposar la utilització de cèl.lules 

mononucleades aïllades de la mostra de MO sense un pas posterior de 

purificació. Per aquest motiu, es va comprovar que els canvis identificats en 

l’expressió dels gens no es relacionessin amb diferències de llinatge o d’estat 

de diferenciació de la població hematopoètica entre les mostres de MO 

procedents de pacients de LMA o d’individus sans.  

Els fragments de cADN immobilitzats en l’array comercial estan 

dissenyats per tal de reduir problemes d’hibridacions no específiques ja que 

són seqüències curtes de 200 a 600 pb que s’han amplificat d’un segment del 

mARN fora de la regió poli-A, d’elements repetitius o de seqüències 

homòlogues. Així, al hibridar el filtre de niló amb la sonda de cADN 

marcada amb P32, s’aconsegueixen poques hibridacions inespecífiques que 

permeten la detecció de gens amb expressió mínima a la mostra. En concret, 

la casa comercial estableix el limit de sensibilitat en 10-20 còpies d’un 
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mARN per cèl.lula, abundància equivalent al 0,0025 % (The Atlas cDNA 

Expression Array’s User Manual, Clontech Laboratories Inc.). 

Tot i que la intensitat del senyal d’hibridació es relaciona linealment 

amb els nivells d’expressió gènica de la mostra analitzada, una mateixa 

concentració d’ARN pot mostrar senyals amb una certa variació en quan a 

ordres d’intensitat (The Atlas cDNA Expression Array’s User Manual, 

Clontech Laboratories Inc.). En aquest sentit, els resultats d’hibridació es 

consideren semiquantitatius, ja que la intensitat del senyal permet només 

realitzar una aproximació del nivell d’abundància d’un cADN. Una 

estimació aproximada s’obté al comparar els senyals d’hibridació de cada 

cADN amb la senyal corresponent a gens housekeeping de concentració 

coneguda i que s’inclouen com a controls positius en cada filtre (Fig. 15). No 

obstant, per tal d’obtenir una valoració quantitativa es calculen les intensitats 

dels cADN utilitzant un programa informàtic específic segons la imatge 

obtinguda en l’escàner Phosphorimager. 

Quan es treballa amb cADN array de filtre de niló, en el marcatge de la 

sonda es pot utilitzar el P32 o el P33. El mètode més indicat dependrà del tipus 

de disseny experimental que es vagi a dur a terme. El P32 és el més utilitzat 

ja que presenta una major sensibilitat. D’altra banda, amb el P33 

s’aconsegueix una major resolució en el senyal d’hibridació, i per tant 

assegura que no existeixi interferència entre les intensitats de dos pouets 

pròxims. Aquest isòtop s’utilitza quan es pretén evaluar gens sobreexpressats 

a la mostra. En el nostre cas es va decidir utilitzar el P32 ja que presenta un 

75 % de sensibilitat de detecció més elevada en relació al P33. 

El temps d’aparició del senyal d’hibridació del filtre en la placa 

d’imatge durant l’exposició és inversament proporcional a la qualitat de 

l’ARN. Al cap de poques hores d’exposició apareix el marcatge dels cADN 

d’expressió normal o abundant, i els cADN poc representats després 

d’exposicions més llargues. Així, es va establir que el temps mínim per 

aparèixer la marca d’hibridació era d’un dia, destacant que es poden realitzar 

exposicions de 7 dies. 
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4.2.1.2 Anàlisi del perfil d’expressió genètica d’apoptosi en la leucèmia 

mieloide aguda (V) 

La biologia de la LMA està associada a l’alteració de la funció de gens 

relacionats amb el control de la proliferació, diferenciació i apoptosi d’una 

cèl.lula immadura de llinatge mieloide (Alcalay et al., 2001; Scandura et al., 

2002). La implicació de l’apoptosi en la patogènesis de la LMA és un fet 

àmpliament documentat (Klampfer et al., 1996; Britos-Bray et al., 1998; 

Pandolfi, 2001). No obstant, es coneix poc sobre els gens apoptòtics o sobre 

les vies de senyalització relacionades amb l’apoptosi associats al 

desenvolupament de la LMA. L’anàlisi de l’apoptosi és interessant en LMA, 

ja que alteracions en la funció cel.lular d’apoptosi s’han relacionat amb 

resistència al tractament (Smith et al., 1998; Marie, 2001). Així mateix, els 

resultats dels estudis a nivell de regulació de l’apoptosi en LMA seran 

importants per identificar noves dianes terapèutiques i podran contribuir al 

disseny de tractaments alternatius. 

 La regulació de l’apoptosi però, és una funció complexa, que inclou un 

gran nombre de proteïnes i vies de senyalització cel.lular. En aquest sentit, al 

analitzar-se l’expressió de varis gens en un sol experiment, la utilització de 

la tècnica de cADN array permet l’estudi de gens o de perfils d’expressió 

gènica associats a canvis en les vies de senyalització cel.lular (Zhao et al., 

2000). Així, en l’Estudi V s’ha aplicat la tècnica de cADN array per l’estudi 

de la funció d’apoptosi en 10 pacients de LMA utilitzant el filtre AtlasTM 

Human Apoptosis Array (Clontech Laboratories Inc.). Cada filtre de niló 

conté fragments de cADN de 217 gens per duplicat, que inclou nou gens 

humans housekeeping, tres gens no humans i 205 gens amb relacionats amb 

el cicle cel.lular i l’apoptosi. Posteriorment els resultats es van validar 

mitjançant QRT-PCR a temps real allargant la sèrie a 15 pacients (veure 

4.2.2.2). Donat el baix nombre de mostres, els resultats de l’Estudi V no ens 

van permetre realitzar correlacions clíniques. 

Dels 205 gens inclosos en l’array es van identificar 34 gens amb una 

expressió anòmala, dels quals 22 eren sotaexpressats i 12 sobreexpressats 
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(Taula 3 i Fig. 2, Estudi V). D’aquests, es van excloure de l’anàlisi 7 gens ja 

que la seva desregulació podia estar relacionada amb diferències de llinatge 

cel.lular entre la mostra de referència i la leucèmica. El gen NF-ATC1 

(Horsley i Pavlath, 2002), el qual s’expressa majoritàriament en limfòcits i 

que en l’anàlisi s’identificava com a sotaexpressat. De manera semblant, tot i 

que la via de senyalització de TNF indueix apoptosi en d’altres tipus 

cel.lulars (Ashkenazi i Dixit, 1998), aquesta s’expressa majoritàriament en 

macròfags i en cèl.lules T activades davant de respostes immunològiques, i 

per tant els gens relacionats amb aquesta via, com ADAM17, RIPK1, 

TNFSF5, TNFA, NSMAF i LTB, es van considerar pseudoexpressats (Fig. 3, 

Estudi V). 

Després d’excloure els gens pseudoexpressats, 27 van ser els gens 

apoptòtics amb una expressió significativament diferent en els pacients de 

LMA en relació a les mostres procedents d’individus sans. Aquests eren els 

gens suggestius a representar un paper important en la regulació de 

l’apoptosi, i conseqüentment, en la patogènesi de la LMA. Al agrupar els 27 

gens apoptòtics segons la seva funció es van identificar diverses alteracions 

en les vies de senyalització de l’apoptosi i del cicle cel.lular en relació a la 

LMA. 

∗ Via de senyalització de IGF (insulin-like growth factor) 

Pel què fa a les vies de senyalització extrínseques, destacar la via de 

IGF (Fig. 4, Estudi V), la qual regula la proliferació i diferenciació de les 

cèl.lules hematopoètiques, induint una senyal mitogènica i de protecció 

contra l’apoptosi (Baserga, 2000; Valentis i Baserga, 2001; Zumkeller, 

2002).  

� IGF2 i IGF1R 

En les mostres analitzades, es va observar desregulació d’aquesta via 

per sotaexpressió tant del lligand IGF2, com del receptor IGF1R. Destacar 

que prèviament en LMA s’han descrit casos de pèrdua d’imprinting en IGF2 

(Wu et al., 1997), mentre que casos de leucèmies agudes infantils s’han 

associat a nivells baixos d’expressió de IGF1R (Eshet et al., 2000).  



 

209 

� GRB10 

Alhora, es va detectar sobreexpresió de GRB10, la qual cosa indicaria 

una activació d’aquest oncogen. GRB10 és una proteïna de senyalització 

citoplasmàtica que interfereix en la senyal proliferativa de IGF al 

interaccionar amb IGF1R, i que presenta funció antiapoptòtica al 

interaccionar amb proteïnes BCL2 (Han et al., 2001). GRB10 s’havia 

relacionat anteriorment amb les neoplàsies hematològiques ja que es va 

observar que interaccionava amb la proteïna de fusió BCR/ABL1 (Nantel et 

al., 1998; Han et al., 2001).  

� IBFBP3 i IGFBP5 

Tant IBFBP3 com IGFBP5 estan significativament sotaexpressats en 

les mostres estudiades. Les IGFBPs són transportadors de IGFs a la 

circulació, mentre que a nivell cel.lular passen a nucli on modulen la 

senyalització de IGF (Baxter, 2001). Destacar que IGFBP3 actua com a 

inhibidor mentre que IGFBP5 és un activador. A part de la seva funció en la 

regulació de la via de senyalització de IGF, IGFBP3 exerceix efectes 

antiproliferatius a través de la via de senyalització de P53, o 

independentment de P53 a través de la interacció amb proteïnes de tipus 

BCL2 (Baxter, 2001). És important d’assenyalar que els resultats obtinguts 

relacionen per primera vegada l’alteració d’ambdós gens amb la LMA. Els 

estudis d’aquests gens en LLA mostren, una sobreexpressió de IGFBP5 

(Vorwerk et al., 2002), mentre que la sotaexpressió de IGFBP3 s’ha 

identificat com un factor associat a bon pronòstic (Petridou et al., 2001). 

Així doncs, els resultats obtinguts en LLA indicarien la necessitat en LMA 

d’estudis d’expressió de IGFBP3 més extensos, ja que podria ser un nou 

factor amb valor pronòstic. Així mateix, l’expressió diferencial que presenta 

IGFBP5 en LMA respecte en LLA suggeriria la consideració d’aquest gen 

com a factor associat a llinatge no descrit fins ara (Golub et al., 1999).   

∗ Via de destoxificació per GSH (glutathione) 

S’ha identificat sotaexpressió de GPX1, GSR, GSTM1, GSTP1 i 

MGST1, els quals són gens codificants per enzims de la via de destoxificació 
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de GSH (Fig. 5, Estudi V). Aquesta via és necessària per eliminar els 

xenobiòtics que entren a la cèl.lula i que d’altra banda podrien ser tòxics, 

contribuint així a reduir l’estrès cel.lular. La sotaexpressió dels gens 

mencionats anteriorment, podrien donar una reducció dels nivells cel.lulars 

de GHS, i per tant, una menor resposta en LMA davant de xenobiòtics. 

Aquesta hipòtesis estaria recolzada pel fet que alteracions en la via de GSH 

s’han relacionat amb una major susceptibilitat a t-AML després d’un període 

de quimioteràpia citotòxica (Rollinson et al., 2000; Allan et al., 2001). Atès 

que l’estrès cel.lular es considera un inhibidor de supervivència, la reducció 

dels nivells de GSH incrementaria la sensibilitat cel.lular a l’apoptosi 

(Voehinger et al., 2000).  

∗ Vies de senyalització mitocondrials 

� Caspases 

Pel què fa a les vies de senyalització intrínseques, s’ha detectat 

sobreexpressió de CASP8, un inductor essencial en la reacció de les caspases 

i el destí final de diferents vies de senyalització de receptors de membrana 

(Fig. 6, Estudi V).  

� Gens de la família BCL2 

Alhora, s’ha observat l’expressió anòmala de diversos gens codificadors 

per proteïnes de la família BCL2, les quals regulen la reacció de les caspases 

(Gross et al., 1999) (Fig. 6, Estudi V). L’estudi del balanç entre els senyals 

proapoptòtics i antiapoptòtics a nivell de mitocòndria és important ja que 

s’ha identificat com un factor pronòstic i condicionant de tractament en 

LMA (Kornblau et al., 1999b; Del Poeta et al., 2003). Els resultats obtingus 

destaquen una senyalització general a inhibir l’apoptosi a mitocòndia per 

sobreexpressió dels gens antiapoptòtics BCL2A1 (Lin et al., 1993) i BAG-1 

(Takayama et al., 1995), i per la sotaexpressió del gen proapoptòtic NIP3 

(Boyd et al., 1994).  

� DAD1 

Finalment esmentar la sotaexpressió del gen antiapoptòtic DAD1, el 

qual codifica per una proteïna que interacciona amb una proteïna de la 
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família BCL2, MCL1 (Nakashima et al., 1993). L’expressió alterada de 

DAD1 en LMA es correlaciona amb els resultats per ADN array 

anteriorment publicats (Virtaneva et al., 2001). 

∗ Vies de senyalització de reticle endoplàsmic 

Els resultats mostren també la desregulació de l’apoptosi en LMA a 

nivell de reticle endoplàsmic. En aquest cas en detecta sotaexpressió de 

POR, gen que és també deficient en diversos tipus cel.lulars tumorals 

(Bustamante et al., 2002). Alhora cal esmentar el fet que POR s’ha 

considerat com a possible candidat per teràpia gènica en càncer (Waxman et 

al., 1999).   

∗ Vies de senyalització per mantenir la integritat de l’ADN 

Un resultat a destacar és la identificació d’alteracions en la via de 

senyalització que assegura la integritat del genoma, per sotaexpressió de P53 

i CSE1L, i per sobreexpressió de GADD45A (Fig. 7A, Estudi V).  

� P53 

En la majoria de càncers el supressor de tumors P53 té inhibida la seva 

funció, la qual assegura que es reparin les possibles lesions a l’ADN abans 

que la cèl.lula continuï en cicle cel.lular o indueix l’apoptosi (Levine et al., 

1991; Harris i Hollstein, 1993). Delecions de 17p així com mutacions de P53 

són menys freqüents en LMA en comparació en tumors sòlids (Fenaux et al., 

1991; Hu et al., 1992). Mencionar per exemple el 4 % de deleció de 17p 

identificat per CGH en la sèrie de LMA de l’Estudi IV (Fig. 1, Estudi IV). 

No obstant, en l’Estudi V, on en només un pacient s’havia observat pèrdua 

de 17p (cas nº5), observem una sotaexpressió generalitzada de P53 en totes 

les mostres analitzades (Fig 1., Estudi V). Aquest tipus d’observació, la qual 

ja ha estat descrita amb anterioritat (Schottelius et al., 1994), es podria 

explicar per la presència de mutacions en P53, per canvis en el patró de 

metilació del gen o per alteracions en els seus factors de transcripció. 

� CSE1L 

CSE1L, transportador nuclear, té una funció relacionada amb el control 

de la progressió del cicle cel.lular i apoptosi, ja que s’ha vist que importa a 
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nucli proteïnes importants com P53 i RB1 (Brinkmann et al., 1995). 

Assenyalar que l’Estudi V és el primer treball on es relaciona l’alteració de 

l’expressió de CSE1L amb la LMA.  

� GADD45A 

Finalment destacar la sobreexpressió de GADD45A, gen que actua en 

la via de P53 com a proteïna amb funció pont entre el punt de control de 

cicle cel.lular i la reparació de lesions en l’ADN (Smith et al., 1994). A més, 

també actua induint apoptosi en resposta a estrès cel.lular a través de la via 

de senyalització MAPK14/JNK (Takekawa i Saito, 1998). Fins al moment, 

l’associació de GADD45A amb la LMA només s’havia descrit en línies 

cel.lulars (Chin et al., 1997; Santucci et al., 1999).  

∗ Vies de senyalització en relació al cicle cel.lular 

En relació a la progressió del cicle cel.lular els resultats mostren 

sobreexpressió de RBBP4 (Fig. 7B, Estudi V). Alhora, s’observa alteració en 

el punt de control de cicle cel.lular G1/M per sobreexpressió de CDC37 i 

sotaexpressió de CDKN2A, així com en G2/M per sobreexpressió de 

NEDD5.  

∗ Via de senyalització a través de proteïnes MAP quinases i factors de 

transcripció  

� MAPK 

El destí de la major part de les vies de senyalització és l’activació de la 

trancripció de determinats gens (Figs. 3 a 5, Estudi V). La via de 

senyalització a través de proteïnes MAP quinases s’activa per diferents 

factors externs i transdueix l’estímul fins a factors de transcripció que 

regulen, per exemple, proliferació o apoptosi (Chang i Karin, 2001). En 

l’anàlisi de cADN array s’ha detectat sotaexpressió de MAPK7, la qual cosa 

suggeriria una supressió parcial de la transducció de senyal a través de MAP 

quinases que podria influenciar en l’aplicació de noves teràpies de 

tractament en LMA (Milella et al., 2001).  
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� Factors de transcripció 

Pel què fa als factors de transcripció, es va observar sobreexpressió de 

JUN i E2F5. En aquest sentit mencionar, els efectes proapoptòtics de JUN a 

través de  la via de senyalització de TNF (Fig. 3, Estudi V) (Ashkenazi i 

Dixit, 1998), i la funció de E2F5 com a regulador de la transcripció de gens 

implicats en progressió i transformació tumoral a partir de la transducció de 

TGF (Chen et al., 2002). 

∗ Desregulació de CLU (clusterin) 

Finalment, en l’anàlisi de cADN array es va observar sotaexpressió de 

CLU en la majoria de mostres analitzades (Fig.1, Estudi V). Cal assenyalar, 

que tot i que el descobriment de la funció proapoptòtica de CLU és molt 

recent (Jones i Jomary, 2002; Trougakos i Gonos, 2002), la desregulació en 

l’expressió d’aquest gen s’ha detectat mitjançant ADN array com un factor 

important en LMA (Schoch et al., 2002b). Els resultats de l’Estudi V 

confirmen doncs que la sotaexpressió de CLU durant l’hematopoesi podria 

contribuir al desenvolupament d’una població neoplàsica amb resistència a 

l’apoptosi. 

4.2.2 Transcriptasa inversa quantitativa-reacció en cadena de la 

polimerasa a temps real 

Per estudis d’expressió, la QRT-PCR a temps real representa la tècnica 

quantitativa disponible més sensible per determinar canvis de concentracions 

de mRNA d'una manera ràpida i reproduïble. Aquestes característiques fan 

de la QRT-PCR a temps real una tècnica eficaç per la validació de l'anàlisi 

d’expressió obtingut a partir dels estudis de cADN array. Així, alhora que es 

realitza la validació del cADN array, un pot confirmar la desregulació en 

l’expressió dels gens candidats (Welsh et al., 2001). 

4.2.2.1 Aspectes metodològics 

L’aplicació de les metodologies de biologia molecular basades en 

l’anàlisi d’expressió gènica, com la QRT-PCR depenen de l’obtenció 
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d’ARN de qualitat. L’ARN que s’utilitza ha de ser totalment lliure de 

contaminació d’ADN genòmic. En cas contrari, es podrien generar durant 

la PCR amplificacions de producte corresponents a falsos positius, les 

quals es poden evitar purificant l’ARN de restes d’ADN amb ADNasa I 

lliure d’ARNasa. 

La RT és un pas important en la QRT-PCR que determina en gran part 

la sensibilitat del mètode, ja que la síntesi del cADN ha de representar 

acuradament la població d’ARN (Bustin, 2002). Existeixen dues estratègies 

per dur a terme la RT-PCR, en una es realitza una única reacció que inclou 

dues ADN polimerases, ARN- i ADN-depenents, reduint el temps 

experimental, manipulació i risc de contaminació (Bustin, 2000). En l’altra, 

les reaccions de RT i PCR es realitzen per separat, donant un cADN més 

estable (Bustin, 2000) i una major sensibilitat (Battaglia et al., 1998). Per 

aquest motiu, la RT-PCR de l’Estudi I i la QRT-PCR a temps real de 

l’Estudi V i VI es van dur a terme en dues reaccions.  

Les dues transcriptases inverses més utilitzades són la AMV-RT i la 

MMLV-RT. La RT-PCR (Estudi I) i la QRT-PCR (Estudis V i VI) es van 

dur a terme amb kits comercials que incorporaven l’AMV-RT. En relació a 

la MMLV-RT, l’AMV-RT és un enzim més eficient, el qual manté la 

síntesi a temperatures superiors a 55ºC, eliminant així els problemes 

associats a les estructures secundàries (Brooks et al., 1995; Freeman et al., 

1996). D’altra banda, la MMLV-RT presenta una activitat ARNasa H 

menor i per tant conserva més intacte l’ARN (Gerard et al., 1997).  

Un aspecte important a considerar és l’elecció dels primers per dur a 

terme la RT, els quals poden ser primers específics, primers random 

hexanucleòtids [p(dN)6] o primers oligo-p(dT)15. Els primers específics es 

solen utilitzar en experiments diagnòstics ja que la reacció es dóna només 

per la seqüència d’interès. Una avantatge afegida és que produeixen nivells 

de background mínims. Els primers random s’uneixen a varis llocs 

complementaris de l’ARN i donen cADN parcials. Els primers oligo-

p(dT)15 s’uneixen a la regió 3’ poli-A+ de l’ARN generant cADN 
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complerts. Aquest fet permet augmentar el nombre de mARN que 

s’analitzen a partir de quantitats reduïdes d’ARN. En la RT-PCR (Estudi I) 

i la QRT-PCR (Estudis V i VI) es van utilitzar primers random ja que 

redueixen els problemes associats a la presència d’estructures secundàries 

dels ARN, alhora que transcriuen més eficientment la part 5’ de l’ARN. No 

obstant, cal assenyalar que l’utilització de qualsevol dels primers 

introdueix variació alhora de quantificar els nivells d’ARN. Per exemple, 

els primers random poden sobrevalorar 10 vegades més la quantitat de 

mARN respecte al valor que s’obtindria mitjançant primers específics 

(Zhang i Byrne, 1999). 

En el pas d’amplificació de la RT-PCR intervé l’enzim termoestable 

ADN polimerasa ADN-depenent. En la RT-PCR (Estudi I) i la QRT-PCR 

(Estudis V i VI) es va utilitzar la Taq polimerasa, la qual té activitat 

nucleasa 5’-3’ i carència d’activitat exonucleasa 3’-5’. Aquestes 

característiques fan que sigui un enzim amb una polimerització menys fidel 

en relació a polimerases que conserven l’activitat exonucleasa 3’-5’ (Cline 

et al., 1996), però d’altra banda presenta una major eficiència en la 

temperatura d’unió del primer (Bustin, 2000). 

L’especificitat del pas de PCR depèn majoritàriament dels primers 

utilitzats (Zhang i Byrne, 1999), i per tant és important aconseguir-ne un 

disseny òptim. La llargada, la seqüència, la proporció de bases G/C i la Tm 

són factors a tenir en compte per tal d’escollir la parella de primers més 

adient. Tot i que el disseny es pot dur a terme manualment, existeixen 

programes informàtics que per una seqüència donada llisten els primers 

més preferents. Per exemple, els primers utilitzats en la QRT-PCR (Estudis 

V i VI) van ser dissenyats i sintetitzats per la casa comercial TIB MolBiol 

(Berlin, Germany), mentre que els primers pel gen MLL en la RT-PCR 

(Estudi I) van ésser els publicats amb anterioritat (Schnittger et al., 2000). 

Tanmateix, un factor que influeix en l’especificitat i eficiència de la 

reacció de PCR és la concentració de Mg2+ i dNTP. El Mg2+ és el cofactor 

de l’enzim Taq polimerasa i per tant influeix directament en l’activitat de 
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l’enzim, mentre que desajusts en la proporció dels dNTP redueix el grau de 

fidelitat en la polimerització (Eckert i Kunkel, 1991). De fet, el MgCl2 

genera complexes solubles amb dNTP que és el substrat que reconeix 

l’enzim. Així, concentracions elevades de MgCl2 estabilitzen les cadenes 

dobles d’ADN, la qual cosa evita hibridacions entre primers i dóna 

desnaturalitzacions incompletes de la seqüència d’ADN durant la reacció 

(augment de Tm). D’altra banda, una concentració elevada de dNTP 

interfereix l’activitat polimerasa ja que redueix la proporció de Mg2+ lliure 

i afecte la unió dels primers amb la seqüència diana (Bustin, 2000). En 

aquest sentit, es va optimitzar específicament per cada parella de primers la 

concentració de MgCl2 i dNTP en funció del rang recomanat pels kits 

comercials utilitzats (Estudi I, V i VI).  

El seguiment de la fluorescència en cada cicle de PCR és el principi de 

la quantificació del nombre inicial de còpies d’una seqüència d’àcid nucleic. 

En funció de cada experiment existeixen diferents estratègies per dur a terme 

l’anàlisi quantitatiu (Meuer et al., 2001; Gloffke, 2003). La majoria 

d’aplicacions requereixen només la utilització de molècules fluorescents 

d’unió a ADN de doble cadena, com el SYBR Green I. Alhora, la utilització 

d’una molècula fluorescent redueix els costos i problemes associats a la 

síntesi de sondes. No obstant, d’altres aplicacions on es busca una 

especificitat de seqüència elevada, per exemple en anàlisis mutacionals, 

requereixen la utilització de sondes marcades fluorescentment pel seguiment 

de la reacció de PCR. Entre aquestes s’inclouen sondes exonucleases 

(anomenades Taqman) i sondes d’hibridació, les quals permeten detectar el 

canvi en la seqüència d’un únic nucleòtid. L’estratègia seguida en l’Estudi V 

i VI ha estat la utilització de SYBR Green I ja que l’objectiu principal era la 

quantificació dels nivells d’expressió més que l’anàlisi de la seqüència en 

concret. 

La llargada òptima de producte de QRT-PCR és de menys de 200 pb, 

tot i que en l’Estudi V i VI es demostra que mitjançant el sistema 

LightCycler (Roche Diagnostics) s’han arribat a amplificar seqüències de 
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fins a 291 pb. No obstant, s’ha observat que les seqüències curtes 

s’amplifiquen més fàcilment que seqüències llargues alhora que presenten 

una major adaptació a diferents condicions de reacció. Aquest fet és degut a 

que les seqüències curtes es desnatualitzen més fàcilment durant la fase de 

90-95ºC de la PCR, i per tant permeten que els primers hibridin millor 

(Bustin, 2000). A més, com que l’extensió de la Taq polimerasa és de 30 a 

70 bases per segon, per una seqüència curta serà suficient polimeritzacions 

inferiors als 15 segons que alhora reduiran la possibilitat de contaminacions 

per amplificació d’ADN genòmic (Bustin, 2000).  

En cada experiment de QRT-PCR a temps real s’introdueixen dilucions 

seriades d’una mostra anomenada calibrador, de la qual se’n coneix la 

concentració. Així, durant la reacció de PCR es compara el punt de 

encreuament de la mostra problema amb els corresponents de la recta de 

referència, obtenint així per extrapolació la concentració inicial a la mostra 

(veure 1.3.2.1a). La recta de referència es va construir amb quatre dilucions 

del gen de la beta-globulina entre 0,015 i 15 ng/µl. Una estratègia diferent és 

l’anomenada quantificació absoluta, on la recta de referència és específica 

pel gen que es vol quantificar. Aquest sistema presenta una sensibilitat de 

detecció de 50-500 còpies de mARN (Bustin, 2000), i s’aplica en estudis 

diagnòstics d’alteracions genètiques conegudes. 

4.2.2.2 Anàlisi d’expressió dels gens apoptòtics MCL1, MYC, BAX i 

DAPK1 (V) 

En l’Estudi V es comparen els resultats obtinguts mitjançant les 

tècniques de cADN array i QRT-PCR a temps real per l’expressió de 4 gens 

relacionats amb l’apoptosi (MCL1, MYC, BAX i DAPK1). Els valors de 

QRT-PCR es correlacionaven amb els obtinguts mitjançant cADN array 

(Fig. 8, Estudi V). Aquest fet s’observa també en diversos treballs publicats, 

on amb una freqüència d’entre el 70 i el 100 % es confirmen els nivells 

d’expressió (Rajeevan et al., 2001; Virtaneva et al., 2001; Niini et al., 2002). 

Rajeevan et al. demostren com el percentatge de confirmació de nivells 
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d’expressió per QRT-PCR a temps real augmenta al augmentar el valor de 

significació que s’estableix en l’anàlisi de cADN array. Així, s’obté una 

correlació del 71 % per una diferència d’expressió de dos ordres, mentre que 

al utilitzar una diferència de quatre ordres, la freqüència augmenta fins a un 

88 % (Rajeevan et al., 2001). S’ha suggerit que les discordances observades 

entre ambdós mètodes són majoritàriament a causa de la major sensibilitat de 

detecció de la QRT-PCR a temps real en relació al cADN array. Per 

exemple, es poden donar casos on en una mostra s’identifiqui un nivell 

d’expressió normal per un gen determinat, mentre que per QRT-PCR aquest 

mateix gen es detecti sobreexpressat. Tanmateix, és freqüent observar nivells 

majors de desregulació mitjançant QRT-PCR respecte als determinats per 

cADN array (Rajeevan et al., 2001; Niini et al., 2002). Aquest últim fet es 

demostra també en l’Estudi VI, on els gens MCL1, MYC, BAX i DAPK1 

presentaven nivells d’expressió no superiors a 1,32 en escala log2 mitjançant 

cADN array, mentre que per QRT-PCR a temps real superaven nivells 

d’expressió de 3 en escala log2. 

4.2.2.3 Anàlisi d’expressió dels gens relacionats amb la leucèmia mieloide 

aguda (HOXA9, DEK, CBL i CSF1R ) (VI) 

En l’Estudi VI es va quantificar en una sèrie de 41 pacients l’expressió 

de gens suggestius a tenir un paper important en la LMA, escollits en funció 

d'estudis anteriors d’ADN array (Golub et al., 1999; Larramendy et al., 

2002). Concretament es va realitzar l'estudi d’oncogens i proteïnes quinases 

associats a cèl.lules hematopoètiques (CBL i CSF1R), de gens per proteïnes 

de desordre sanguini (DEK) i gens per factors de transcripció (HOXA9) 

(Taula 1).  

HOXA9 és un factor de transcripció associat a la diferenciació 

mieloide. En la t(7;11)(p15;p15) es produeix la fusió entre els gens HOXA9 i 

NUP98, la qual inactiva la funció de HOXA9. La t(7;11)(p15;p15) 

s’identifica en un subgrup reduït de pacients de LMA i és indicativa d’un 

pronòstic desfavorable (Borrow et al., 1996; Nakamura et al., 1996).  
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DEK és una proteïna nuclear que s’expressa en diferents teixits i 

presenta propietats d’unió tant a ARN com a ADN (McGarvey et al., 2000; 

Kappes et al., 2001). Aquest gen s’ha relacionat amb el subgrup de pacients 

de LMA amb pronòstic desfavorable que presenten la translocació 

t(6;9)(p23;q34) on es dóna la fusió entre els gens DEK i CAN(NUP214) 

(Soekarman et al., 1992; von Lindern et al., 1992).  

Pel què fa a CBL, aquesta és una proteïna de senyalització intracel.lular 

que s‘expressa en les cèl.lules hematopoètiques (Langdon et al., 1989). CBL 

és alhora un inhibidor de la senyal que indueix CSF-1 a les cèl.lules ja que 

s‘uneix al receptor CSF1R i n‘estimula la seva degradació per 

ubiquitinització. La seva acció genera doncs un increment de la 

vacuolització endocítica de CSF1R i una reducció de la proporció de 

receptor activat a membrana cel.lular (Lee et al., 1999).  

a) Quantificació dels nivells d’expressió 

La detecció de sobreexpressió de HOXA9 en un 80 % dels casos 

assenyala, tal i com han demostrat també altres estudis previs, un augment 

característic de l’expressió d’aquest gen en mostres de MO de pacients de 

LMA (Golub et al., 1999; Kawagoe et al., 1999; Lawrence et al., 1999; 

Drabkin et al., 2002). Donat que aquest fet no s’ha observat en LLA (Ninni 

et al., 2002), la sobreexpressió de HOXA9 es podria considerar un factor 

indicador de LMA. Així mateix, la desregulació de HOXA9 s’ha de 

considerar independent a la presència de t(7;11)(p15;p15), ja que cap del 41 

pacients inclosos presentaven aquesta translocació al cariotip. Aquest seria 

també el cas de DEK, ja que la majoria de casos analitzats presentaven 

sobreexpressió del gen (97,6 %) sense identificar-se la t(6;9)(p23;q34).  

D’altra banda, la inactivació de CBL o l’activació de CSF1R s’ha 

relacionat amb la patologia de la LMA, ja que incrementen la proporció de 

receptor CSF1R actiu a la membrana del mieloblast (Lee et al., 1999). 

Sotaexpressió de CBL o sobreexpressió de CSF1R s’ha observat en el 34 % 
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dels casos. Aquest grup de pacients presentarien un increment del senyal 

proliferatiu induït per CSF1R (Roth i Stanley, 1992).  

b) Anàlisi d’associació entre expressió gènica i paràmetres d’interès 

La importància de la identificació de desregulació de l’expressió gènica 

es basa en el fet que certes alteracions genètiques es troben associades a 

determinats trets morfològics. A més, la detecció d’anomalies genètiques en 

pacients de LMA és també un factor indicador del pronòstic de la malaltia 

(Fourth International Workshop on Chromosomes in Leukemia 1982, 1984). 

L’associació clínica i morfològica de les diferents alteracions genètiques es 

dur a terme mitjançant l’estudi estadístic de sèries llargues de pacients. Els 

anàlisis estadístics aplicats en la sèrie de 41 pacients adults de LMA va 

permetre identificar certes associacions entre expressió gènica i paràmetres 

d’interès. 

� Immunofenotip 

Cal destacar la major sobreexpressió de HOXA9 en mostres CD34- 

respecte a les que expressen el marcador. Sauvageau et al. al estudiar 

mostres de MO normals va observar que els gens de classe homeobox A 

s’expressaven en cèl.lules CD34+ i que se sotaexpressaven en cèl.lules 

CD34- (Sauvageau et al., 1994).  Aquestes observacions es van confirmar 

anys més tard, però en canvi no es va poder comprovar una diferència 

d’expressió en mostres de pacients de LMA al comparar cèl.lules CD34+ i 

CD34- (Kawagoe et al., 1999). Davant aquests estudis, els resultats mostren 

per primera vegada una diferència d’expressió de HOXA9 entre mostres de 

pacients de LMA CD34- i CD34+ (p=0,005). D’altra banda, mentre es té 

menys informació sobre l’expressió de DEK en relació al marcador CD34, 

els resultats mostren una associació d’expressió semblant a HOXA9 

(p=0,01). Així doncs, la major expressió de HOXA9 i DEK en mostres 

CD34- assenyala un augment de l’expressió dels gens en relació al grau de 

diferenciació de les cèl.lules leucèmiques.  
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� Cariotip 

En la sèrie estudiada s’ha identificat una menor expressió de HOXA9 en 

pacients amb t(8;21)(q22;q22) al cariotip (p=0,004). En aquest sentit 

destacar que nivells inferiors de gens homeobox s’han relacionat recentment 

amb trets citogenètics de pronòstic favorable (Drabkin et al., 2002). Aquesta 

associació reafirmaria el fet que proteïnes oncogèniques produïdes per un 

reordenament cromosòmic, com la proteïna de fusió AML1(RUNX1)/ETO 

en la t(8;21)(q22;q22), modulen l’expressió de gens homeobox, alterant la 

seva funció normal en la transcripció, i per tant, afectant a la diferenciació 

mieloide en diferents llinatges (Look, 1997).  

� Edat i subtipus FAB 

Es va identificar associació entre nivells inferiors d’expressió de CBL i 

pacients majors de 60 anys (p=0,034). Finalment destacar la sobreexpressió 

de CBL (p=0,012) i CSF1R (p=0,021) en les LMA de tipus M5, ja que els 

nivells d’aquests gens es van detectar normals en M4, i significativament 

inferiors en M2 (p=0,034).  

� Pronòstic 

D’altra banda, la sobreexpressió de HOXA9 s’ha descrit en LMA com 

un factor indicador de pronòstic desfavorable (Golub et al., 1999). No 

obstant, en la sèrie estudiada no s’ha identificat una associació prou 

significativa (p>0,05) entre sobreexpressió del gen i taxes de remissió 

completa o temps lliure de malaltia (resultats no mostrats). Així doncs, 

s’espera confirmar el valor pronòstic de HOXA9 al realitzar l’estudi 

d’associació passat un temps més llarg de seguiment dels pacients. 

El fet que la sotaexpressió de CBL o la sobreexpressió de CSF1R es 

relacioni amb un increment de la proliferació de les cèl.lules leucèmiques, 

ens va portar a realitzar estudis d’associació clínica. Així, es va comparar la 

supervivència entre pacients que presentessin tant sotaexpressió de CBL com 

sobreexpressió de CSF1R, pacients amb sotaexpressió de CBL o 

sobreexpressió de CSF1R i pacients que no presentessin ni sotaexpressió de 

CBL ni sobreexpressió de CSF1R. Malgrat que s’observava una tendència a 
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menor supervivència dels primers dos grups respecte el tercer, aquesta no va 

ser significativa (p>0,05) (resultats no mostrats).  
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5 Conclusions 

 

 La trisomia parcial del cromosoma 11, produïda per una translocació 

desequilibrada de la regió 11q22~23-qter, s’ha identificat com una nova 

alteració cromosòmica recurrent associada a la duplicació parcial en 

tàndem del gen MLL, la qual induiria el procés de transformació 

neoplàsic i és de pronòstic desfavorable. 

 

 En el subgrup de pacients de LMA amb inv(16)(p13q22) s’han 

identificat mitjançant FISH dues translocacions emmascarades 

associades a la inv(16), no descrites prèviament:  

t(10;16)(p13;q22)inv(16)(p13q22) i t(1;16)(p36;q22)inv(16)(p13q22). 

 

 En les sèrie de 40 pacients adults amb cariotip normal estudiada no s’ha 

observat per FISH la presència de la t(5;11)(q35;p15.5) a diferència de 

les sèries de LMA pediàtriques.  

 

 Els resultats de CGH i M-FISH suggereixen que el subgrup de LMA de 

≤60 anys i cariotip normal no es caracteritza per la presència 

significativa d’anomalies genètiques. 

 
 En el subgrup de pacients de LMA amb cariotip anòmal, l’anàlisi de 

CGH ha proporcionat informació complementària a la citogenètica 

convencional: 

� Identificant alteracions genètiques més complexes 
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� Caracteritzant l’origen de cromosomes marcadors, derivatius, dm i 

materials cromosòmics afegits 

� Demostrant que l’alteració genètica desequilibrada més freqüent és 

la pèrdua parcial de regions cromosòmiques (54 %), les quals es 

localitzen majoritàriament als cromosomes 5q, 7q, 7, 16q i 17p, 

essent també recurrents els guanys dels cromosomes 8 i 22.  

 

 L’anàlisi del perfil d’expressió per cADN array ha identificat 27/205 

gens apoptòtics desregulats. Es destaquen IGFBP3, IGFBP5, CLU, 

GADD45A i gens codificants per enzims de detoxificació per glutatió, 

com nous gens implicats en l’alteració de les vies de senyalització de 

l’apoptosi en LMA.   

 

 L’estudi de quantificació de l’expressió, mitjançant QRT-PCR a temps 

real, dels gens implicats en la LMA -HOXA9, DEK, CSF1R i CBL- ha 

demostrat les següents associacions significatives:  

� Sotaexpressió de HOXA9 en LMA amb t(8;21)(q22;q22) (p=0,004) 

� Sobreexpressió de DEK i HOXA9 en LMA sense expressió de 

l’antigen CD34 (p=0,001; p=0,005) 

� Sotaexpressió de CSF1R i HOXA9 en LMA-M2 (p=0,034, p=0,045) 

� Sobreexpressió de CBL i CSF1R en LMA-M5 (p=0,012, p=0,021) 

� Sotaexpressió de CBL en pacients amb LMA de >60 anys (p=0,034). 
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