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1 TRASPLANTE DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS.

1.1. CONCEPTO Y ANTECEDENTES HISTORICOS

El trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) consiste en la administracion
de un tratamiento citotéxico con dosis altas de quimioterapia Yy/o radioterapia, como
tratamiento efectivo en pacientes con enfermedades hematolégicas malignas, que tiene
como efecto secundario letal la destruccion de la médula 6sea. La recuperacion de la
actividad hematopoyética e inmunologica sé consigue al suministrar progenitores
hematopoyéticos de un donante compatible o del propio paciente previamente extraidos.
Como inmunoterapia el TPH proporciona un conjunto de células inmunocompetentes que
ejercen un potente efecto injerto contra tumor o leucemia independiente de los efectos de
la terapia a altas dosis.

El desarrollo del TPH se inicia tras la Segunda Guerra Mundial. Los efectos
hematoldgicos producidos por la irradiacion en los supervivientes de las explosiones
atdmicas de Hirosima y Nagasaki, estimularon la investigacion del potencial
radioprotector de la médula osea en animales de experimentaciéon. En 1957 Thomas ED
demostré en humanos que se podian infundir con seguridad grandes cantidades de
células hematopoyéticas obteniendo un injerto medular transitorio. Este autor junto con
Mathé, son los pioneros en el desarrollo clinico inicial del TPH, en 1959 realizaron el
orimer alo-trasplante. En 1963, Mathé describid por primera vez el cuadro clinico de
enfermedad injerto contra huésped (EICH) agudo y aporto la primera evidencia de
supervivencia duradera con prendimiento completo del injerto en un paciente con
leucemia aguda. En 1964, Dausset y cols describen el primer antigeno HLA (HLA-A2) y
caracterizan el sistema de histocompatibilidad, basico para seleccion del donante de
médula 6sea (Santos, 1983; Korbling M y Fliedner TM, 1994). En 1976 se realizan oS

primeros iso y alo-TPH en Espafia. En 1991 se creo el Registro Espariol de Donantes de

MO (REDMO).
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Tabla 1: Datos de la ONT (organizacion nacional de trasplantes) sobre la actividad

de TPH alogénico en Espana.

Diagndstico 1998 1999 2000
LMA 86 115 133
LLA 111 106 o8
LMC 88 113 102
LLC 6 13 13
MM 18 31 24
EH 1 13 10
LNH 28 26 39

AM + F 24 27 35
E.C. 15 12 18

Tumores solidos 0 0 2
Otros 13 6 10
Total 423 503 523

LMA: leucemia mieloide cronica; LLA: leucemia linfoide aguda; LMC: leucemia

mieloide aguda; LLC: leucemia linfoide cronica; M: mieloma multiple; EH: enfermedad de

Hodgkin; LNH: linfoma no Hodgkin; AM: aplasia medular; F: Fanconi; E.C.: enfermedades

congenitas.

Tabla 2: Actividad de TPH dependiendo del tipo de progenitores hematopoyeticos

utilizados.

Trasplantes alogenicos en el ano 2000

MO SP SCU

TOTAL

158 333 32

523

MO: médula 6sea; SP: sangre periférica; SCU: sangre de cordon umbilical
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Tabla 3: Distribucion de los trasplantes alogénicos realizados en el ano 2000

dependiendo de la relacion entre donante y receptor

Emparentados No emparentados
HLA HLA HLA HLA
Singénicos
idénticos no idénticos idénticos no idénticos
388 37 7 58 33

1.2. TIPOS DE TRASPLANTE
La definicion del tipo de trasplante se relaciona con el tipo de donante, con la

procedencia de los progenitores hematopoyéticos o con el tipo de acondicionamiento.

1.2.1. CLASIFICACION DEPENDIENDO DEL TIPO DE DONANTE

TMO singénico. La médula 6sea procede de gemelos univitelinos u homocigotos,

por lo tanto idéntica a la del receptor desde un punto de vista genético e inmunoldgico.
(Hess 1997)

TMO autdlogo. La médula procede del propio paciente. Su extraccion vy

conservacion permite administrar un tratamiento a altas dosis con intencion erradicativa
del tumor, para injertarla después como rescate hematopoyético. La situacion biologica

es similar al TMO singénico. (Simmett 2000)

TMO alogénico. La médula 6sea procede habitualmente de un hermano genética

e inmunolbgicamente diferente al receptor pero con compatibilidad del sistema HLA.
Tienen identidad para los antigenos de histocompatibilidad clase | y clase Il, los cuales se
heredan con caracter mendeliano simple, un haplotipo de cada progenitor, por lo que la
probabilidad de disponer de un hermano HLA idéntico es de aproximadamente un 25%.
La utilizacion de médula ésea no idéntica, procedente de la misma familia, es posible si |la
diferencia es soélo en un antigeno, de un haplotipo y el otro es igual. La posibilidad de
encontrar un donante con estas caracteristicas es de un 10%. También es posible el uso
de médula compatible de donantes no relacionados, la posibilidad de encontrar un

donante compatible en los bancos internacionales es de un 35%. (Revisado por

Bensinger y Storb 2001)
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1.2.2. CLASIFICACION DEPENDIENDO DE LA PROCEDENCIA DE LOS
PROGENITORES HEMATOPOYETICOS

Médula Osea. Se obtienen mediante punciones multiples de las crestas iliacas

posteriores, anteriores y, ocasionalmente, esternon o meseta tibial.

Progenitores de Sangre Periférica (PSP). La observacion por primera vez en

1951 de que las células mononucleadas de sangre periférica podian proteger a ratones
irradiados de una aplasia medular mortal, confirmo la existencia de células germinales

hematopoyéticas circulantes en sangre. La presencia de estas celulas en el hombre se

demostré en 1971 por Chervenick y Boggs. Son obtenidos mediante aferesis, despues de
movilizaciéon de los progenitores hematopoyéticos (PH) hacia la sangre periferica con
factores estimuladores de colonias, quimioterapia o ambos (Craig y cols, 1992).
Actualmente el 90% de los auto-TMO se realizan empleando PSP, ya que estos se
obtienen de forma sencilla y la recuperaciéon de neutrdfilos y plaquetas despues del TMO

es muy rapida. El uso de PSP para alo-TMO es de un 30% en Europa y de un 64% en

Espana.

Sangre de corddn umbilical (SCU). Se recogen por puncion de la vena umbilical
iInmediatamente después del parto. Se obtienen 70-120 ml de sangre que contiene los
PH. Las dos grandes ventajas de la SCU y de la placenta del recién nacido son la

disponibilidad de un gran numero de unidades que en condiciones normales se

desechan, y que los progenitores de SCU tienen una mayor capacidad de proliferacion y

menor capacidad inmunogénica que los de MO y SP (Laughlin, 2001; Hows JM, 2001).

Higado Fetal. Se disgrega el higado de fetos procedentes de abortos hasta

obtener suspensiones celulares que incluyen los PH (Pschera, 2000).

1.2.3. CLASIFICACION DEPENDIENDO DEL TIPO DE
ACONDICIONAMIENTO

Existen numerosos esquemas de acondicionamiento. El diseno de los mismos

suele ser empirico y se han publicado muy pocos estudios randomizados que definan la

superioridad de un régimen frente a otro. El tratamiento ideal debe ser capaz de erradicar

UNIVERSIDAD DE GRANADA S
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la enfermedad, tener una morbilidad aceptable, sin mortalidad relacionada con el
tratamiento y, en el receptor alogénico, un efecto inmunosupresor suficiente para evitar el
rechazo del implante. En el alo-trasplante se distinguen dos modalidades de
acondicionamiento, mieloablativo y no-mieloablativo en funcion de la intensidad y

finalidad del mismo.

Tabla 4. Caracteristicas de los acondicionamientos mieloablativo y no-

mieloablativo

alo-TPH mieloablativo alo-TPH no mieloablativo

1.Erradicacion del a clona maligna 1.Menor capacidad erradicatoria

2.Inmunosupresion suficiente para permitir | 2.Intensa inmunosupresion post-TPH para
el implante funcional y permanente lograr un quimerismo mixto o completo

3.Aceptable mortalidad relacionada con el | 3.Nula o minima mortalidad relacionada con

trasplante el trasplante

Acondicionamiento mieloablativo

Dependiendo de la composicion del inéculo se subdivide en:

Trasplante Estandar: inéculo completo;

Seleccion +: indculo con deficiencia parcial de celularidad T. Los linfocitos T del
donante son los responsables de la EICH, su eliminacion evitaria esta complicacion pero
no mejora los resultados clinicos ya que en trasplantes con eliminacion de linfocitos T
existe un mayor riesgo de fallo de implante y de recaida leucémica. Por ello, cuando se
trata de trasplantes entre hermanos HLA idénticos se realiza una eliminacion de linfocitos
T parcial, quedando una cierta cantidad de linfocitos T en el indculo con objeto de facilitar
el implante y mantener, al menos en parte, el efecto antileucémico de los linfocitos T.
(Martin-Henao, 2001)

Acondicionamiento no mieloablativo

La posibilidad de alcanzar un quimerismo mixto o completo si se administran
progenitores hematopoyéticos tras un tratamiento inmunosupresor no mieloablativo, asi
como |la demostracion de que estos progenitores implantados pueden originar reaccion

de injerto contra tumor, ha abierto un nuevo campo de investigacion. Este tipo de

UNIVERSIDAD DE GRANADA 6
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trasplante estaria indicado en pacientes de edad avanzada (mayores de 50 anos) y con
problemas meédicos que impidan la administracion de un tratamiento de
acondicionamiento clasico. Este acondicionamiento retrasa y mitiga la severidad del dano

de la EICH sobre los tejidos.
Cuando tras el acondicionamiento se administra el inéculo completo se denomina

mini-trasplante. (revisado por Maris My cols, 2001)

1.3. INDICACIONES DEL TPH

Desde el punto de vista terapéutico un trasplante puede ser utilizado para:

aportar células con capacidad de autorrenovacién, como en la aplasia medular,
las inmunodeficiencias severas y las alteraciones de celulas fagocitarias,;

erradicar la poblacion hematopoyética anormal tumoral (leucemias) o con
alteracion genética (talasemia) y sustituirla por médula ésea normal

en tumores solidos quimiosensibles con médula ésea normal, intentar la
erradicacion de |la neoplasia con altas dosis de quimioterapia.

La utilizacién de uno u otro tipo de trasplante se basa en:

la existencia de un donante HLA compatible;

la contaminacion de la médula 6sea por células tumorales;

el efecto injerto contra leucemia;

el uso de médulas alogénicas en los defectos cuantitativos o cualitativos de la
hematopoyesis e inmunopoyesis,

la realizacion de trasplante autdélogo en tumores sodlidos y linfomas sin afectacion
de la hematopoyesis medular.

La intencion en la indicacion del TMO es curativa. Para que sea eficaz es
importante y en ocasiones necesario que el tumor sea quimiosensible, que la masa
tumoral sea reducida y que la situacién clinica del enfermo sea buena. La edad del
paciente es un factor importante, sobre todo en el TMO alogénico, en donde por encima

de 45-55 anos se origina una mortalidad importante.
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Tabla 5: Indicaciones del trasplante alogénico

_INTRODUCCION

Enfermedades Congeénitas

Enfermedades Adquiridas

Neoplasicas

No Neoplasicas

e |Inmunodeficiencia
congénita combinada

e Aplasia medular de
Fanconi

e Talasemia Mayor

e Drepanocitosis

e Eritroblastopenia de
Blackfan-Diamond

e Neutropenia de
Kostmann

e Sindrome de Wiskott-
Aldrich

e (Osteopetrosis juvenil
e T[esaurismosis

e Enfermedad

granulomatosa cronica

e |eucemias agudas
e |[eucemia mieloide
cronica

e |eucemia linfatica

cronica

e Linfomas no-

hodgkinianos

e Enfermedad de Hodgkin

e Mieloma multiple
e Histiocitosis

e Amiloidosis

e Sindromes

mielodisplasicos.

e Aplasia medular grave
e Hemoglobinuria

paroxistica nocturna

1.4. COMPLICACIONES
1.4.1. COMPLICACIONES PRECOCES

Constituyen un grupo heterogéneo, las mas comunes son nauseas y vomitos,

mucositis orofaringea, dolor abdominal, cistitis hemorragica, y con una menor incidencia

sindrome de hiperpermeabilidad capilar, sindrome del implante, hemorragia alveolar

difusa, microangiopatia trombdtica, sindrome de neumonia idiopatica, sindrome de

disfuncion multiorganica.

1.4.2. ENFERMEDAD DE INJERTO CONTRA HUESPED (EICH)

Enfermedad resultante del reconocimiento como extranos de antigenos del

receptor por parte de los linfocitos T del donante. Para que ocurra deben cumplirse las

siguientes condiciones: el implante debe contener células inmunocompetentes, el
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receptor debe tener aloantigenos que difieran de los del donante vy el receptor debe ser

incapaz de producir respuesta inmune contra el injerto.

Aparece en mas del 60% de los pacientes sometidos a TPH alogéenico de
hermano compatible a pesar de la identidad HLA. Desde el punto de vista clinico y
evolutivo se distingue una forma aguda y otra crénica. La EICH que aparece antes del dia
100 post-trasplante se considera aguda y, si aparece mas tarde cronica. Sin embargo,

estos tiempos no son estrictos y es preferible usar criterios clinicos par la definicion del

tipo de EICH (revisado por Cuttler y cols, 2001).

EICH aguda.
Aparece habitualmente entre el dia 20 y el 60 post-trasplante en pacientes que

han recibido médula ésea HLA idéntica de un hermano y reciben algun tipo de profilaxis

de EICH. En pacientes que no han recibido profilaxis o han recibido trasplante de donante

HLA no idéntico puede aparecer una forma hiperaguda de EICH en una o dos semanas.

En el hombre se manifiesta en tres érganos diana: piel, tracto gastrointestinal, higado.

En el 40% de los pacientes que desarrollan EICH aguda, esta es de intensidad

moderada a grave (grados 2-4) y precisa tratamiento, siendo causante directa o

Indirectamente de un 20% de mortalidad.

Entre los factores que influyen en el desarrollo de la EICH se incluyen:

Factor Mayor riesgo de EICH aguda si:
Compatibilidad donante /receptor Diferencias HLA o DnE
Alosensibilizacion de donantes Mujeres con embarazos previos o transfusiones
Edad del paciente y del donante Mayor edad
Relacion sexo donante/receptor Donante mujer — receptor varon
Régimen de acondicionamiento Mayor Intensidad
Cantidad de linfocitos T del indculo Sin DLT>deplecion parcial>depleccion total
Tipo de profilaxis de la EICH No profilaxis>CyA o MTX>CyA+MTX>DLT
Grado de cumplimiento profilaxis No administracion de las dosis previstas
Medidas de aislamiento Aislamiento LAF (solo demostrado en AM)
Descontaminacién intestinal Ninguna>parcial>total
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HLA: antigenos leucocitarios humanos; DnE: donante no emparentado; DLT:

eliminacion de linfocitos T; CyA: ciclosporina A; MTX: metotrexato; LAF: habitacién con

flujo laminar de aire filtrado.

EICH cronica.

Clasicamente es aquella que aparece despues del dia +100 pero, si para el
diagnostico se emplean las caracteristicas clinicas puede observarse con anterioridad. Su
iIncidencia es muy variable (30-80%) dependiendo de los factores de riesgo como son la
compatibilidad HLA, la EICH aguda previa, la edad, el tipo y duracién de la p'rofilaxis para
EICH, |la infeccion de virus grupo herpes o la infusion de linfocitos del donante. (Revisado
por Margolis y Vogelsang, 2000)

Puede originarse de Novo (sin EICH aguda), de forma quiescente (tras EICH
aguda aparentemente resuelta) y progresiva (evolucion de EICH aguda sin resolucion).
Los tejidos diana son el conjuntivo y el inmune. Se observan dos formas, la limitada o
localizada, definida como la afectacion cutanea circunscrita con o sin disfuncion hepatica,
y la forma extendida, en la cual existe una afectacion cutanea generalizada o localizada
pero asociada a histologia hepatica de hepatitis crénica o cirrosis, o a la afectacion de
cualquier otro érgano. Clinicamente, el sindrome seco y la afectacion cutanea se

- presentan en mas del 60% de los casos. En el 80% de los casos se observa disfuncion

hepatica. (Przepiorka D, 2001).

1.4.3. ENFERMEDAD VENOOCLUSIVA HEPATICA
Obstruccién fibrosa de las vénulas centrolobulillares del higado secundaria a la

quimiorradioterapia de preparacion para el TMO. Aparece en el 15-20% de los TPH

alogenicos.

1.4.4. RECHAZO DEL INJERTO

El rechazo de injerto se define como un fallo de implante (cifra de neutrofilos

menor a 200/ul en el dia +21 6 +28) con evidencia celular o seroldgica de reaparicion de
celulas linfoides del huésped, generalmente de estirpe T, con o sin reaccion concomitante

del resto de |la hematopoyesis del huésped (maligna o normal). Ocurre en menos de un
2% de los trasplantes alogénicos de hermano HLA idéntico, cuando existe

Incompatibilidad en un locus esta frecuencia aumenta al 10% y a un 20% si la
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HLA: antigenos leucocitarios humanos; DnE: donante no emparentado; DLT:

eliminacion de linfocitos T; CyA: ciclosporina A; MTX: metotrexato; LAF: habitacion con

flujo laminar de aire filtrado.

EICH cronica.

Clasicamente es aquella que aparece después del dia +100 pero, si para el

diagnostico se emplean las caracteristicas clinicas puede observarse con anterioridad. Su
incidencia es muy variable (30-80%) dependiendo de los factores de riesgo como son la
compatibilidad HLA, la EICH aguda previa, la edad, el tipo y duraciéon de la profilaxis para
EICH, la infeccidon de virus grupo herpes o la infusion de linfocitos del donante. (Revisado
por Margolis y Vogelsang, 2000)

Puede originarse de Novo (sin EICH aguda), de forma quiescente (tras EICH
aguda aparentemente resuelta) y progresiva (evolucion de EICH aguda sin resolucion).
Los tejidos diana son el conjuntivo y el inmune. Se observan dos formas, la limitada o
localizada, definida como la afectacion cutanea circunscrita con o sin disfuncion hepatica,
y la forma extendida, en la cual existe una afectacion cutanea generalizada o localizada
pero asociada a histologia hepatica de hepatitis crénica o cirrosis, o a la afectacién de
cualquier otro organo. Clinicamente, el sindrome seco y la afectacion cutanea se

presentan en mas del 60% de los casos. En el 80% de los casos se observa disfuncion

hepatica. (Przepiorka D, 2001).

1.4.3. ENFERMEDAD VENOOCLUSIVA HEPATICA
Obstruccion fibrosa de las vénulas centrolobulillares del higado secundaria a la

quimiorradioterapia de preparacion para el TMO. Aparece en el 15-20% de los TPH

alogénicos.

1.4.4. RECHAZO DEL INJERTO

El rechazo de injerto se define como un fallo de implante (cifra de neutroéfilos
menor a 200/ul en el dia +21 6 +28) con evidencia celular o seroldégica de reaparicion de
ceélulas linfoides del huésped, generalmente de estirpe T, con o sin reaccion concomitante

del resto de la hematopoyesis del huésped (maligna o normal). Ocurre en menos de un

2% de los trasplantes alogénicos de hermano HLA idéntico, cuando existe

Incompatibilidad en un locus esta frecuencia aumenta al 10% y a un 20% si la
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Incompatibilidad es de 2-3 loci, en trasplantes con depleccidon de linfocitos T su frecuencia

es de un 10%. Su aparicién se confirma mediante estudios de quimerismo.

1.4.5. INMUNODEFICIENCIAS

La quimiorradioterapia supraletal, asociada al trasplante, induce una
Inmunodeficiencia que no se recupera de forma completa hasta los 9-12 meses y que
condiciona la presencia de infecciones oportunistas. No existen diferencias en el tiempo
de recuperacion en funcidon del tipo de TPH (autdlogo, alogénico, singénico). La
iIncompatibilidad HLA entre el donante y el receptor y la existencia de EICH aguda o

cronica, retrasa la reconstitucion inmune.

1.4.6. INFECCIONES
En funcidn del tipo de infeccidn se suelen diferenciar tres fases post —=TPH.
La primera fase comprende generalmente entre los dias 0 al +20. El factor de

riesgo mas importante es la neutropenia y, por tanto las infecciones mas frecuentes son

bacterianas y fungicas.
La segunda se inicia con el injerto hematolégico y se extiende hasta el dia +100.

Constituye la fase en la que existe una inmunodepresion celular mas profunda y en ella
es especialmente frecuente y grave la infeccion por citomegalovirus (CMV) en forma de
neumonia intersticial bilateral ya que es la causa mas frecuente de muerte infecciosa tras
TMO.

La tercera fase o fase tardia se inicia en el dia +100 y su duraciéon se prolonga en
caso de existir EICH cronica. Se caracteriza por la frecuencia de infecciones virales por
herpes zoster, e infecciones bacterianas por gérmenes grampositivos encapsulados de

vias respiratorias. (Revisado por Silber y Goldberg, 1993)

1.4.7. NEUMONIA INTERSTICIAL
Aparece en el 20-40% de los pacientes trasplantados y es la causa de mayor
mortalidad. El 50% de los casos se deben a CMV, el resto se relaciona con la irradiacion
corporal total, otros virus y Pneumocystis carinii. Los principales factores de riesgo son la

edad del paciente, la EICH aguda grave y la utilizacion de irradiacion corporal total en el

tratamiento de acondicionamiento.
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1.4.8. COMPLICACIONES TARDIAS
Aparecen meses o0 anos despues del TPH con una incidencia que va aumentando

con el progresivo incremento del numero de largos supervivientes. (Kolb, 1997).

Tabla 6: Riesgos potenciales tras un trasplante

Causa Efecto

e E| propio trasplante e EICH crdonica

e |Inmunodeficiencia

e |ntensidad del acondicionamiento e Infertilidad

e (Cataratas

e |Laenfermedad base e Recaidas

e Multifactorial e Enfermedad pulmonar cronica

e Segundas neoplasias

e Problemas de tratamiento e Problemas 0seos

e Miositis y miopatia

e |Interaccion injerto-receptor e Sindromes linfoproliferativos
e Procesos de reparacion que originan e Disfuncion genitourinaria
cicatrices e Deterioro de la funcion respiratoria

1.5. REACCION DE INJERTO CONTRA LEUCEMIA

En 1956 Barnes y Loutit propusieron que el transplante de médula o0sea estaba
asociado a un efecto antitumoral no explicable por el tratamiento quimio o radioterapico
pretrasplante. Este efecto se denominé efecto injerto contra leucemia (ICL). Tras distintos
estudios en modelos murinicos, donde se observo la presencia de células T con un efecto
ICL independiente de EICH, se encontraron las primeras evidencials Indirectas del mismo
fendmeno en humanos que sufrian LMA. Asi enfermos con LMA que recibian
alotrasplantes y que no desarrollaban EICH tenian un riesgo menor de recaida que los
receptores de trasplantes de gemelo idéntico (Horowitz y cols, 1990). Otras evidencias
Indirectas de la presencia de efecto ICL y del papel fundamental de los linfocitos T son,
ademas de la baja frecuencia de recaidas objetivadas en pacientes que sufren EICH

aguda, el alto grado de recaidas tras trasplantes realizados con depleccion de celularidad
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T y la posible reinduccién de remisidn mediante la infusion de linfocitos del donante
(Sullivan y cols, 1989; Kolb y cols, 19995).

1.6. TPHY CELULARIDAD T

Uno de los impedimentos mas serios en el TPH es el prolongado periodo en el
que la inmunidad celular T del paciente esta disminuida tanto cuantitativa como
cualitativamente. En muchos de estos pacientes la funcion timica esta seriamente danada
debido a diversos factores como pueden ser la enfermedad primaria del paciente, el
tratamiento, el acondicionamiento pre-trasplante, la presencia de EICH y el tratamiento
inmunosupresor para la profilaxis y tratamiento de la misma. Esta situacion se agrava en
pacientes con edades avanzadas ya que la funcidon timica decrece con la edad. Asi en
adultos los mecanismos timo dependiente, que incluye tanto seleccion positiva como
negativa, es un proceso muy lento aunque que se ha demostrado la existencia de
mecanismos alternativos timo independientes.

La complejidad de los repertorios de celularidad T involucrados en la respuesta
iInmune juega un papel importante en la respuesta a superantigenos virales o bacterianos

y en la aloinmunidad que incluye el rechazo de injertos y la reaccion anti-tumor tras TPH.

1.6.1. RECEPTORES DE LINFOCITOS T (TCRs)

Los linfocitos expresan gran cantidad de moléculas en su superficie que pueden
ser usadas para distinguir las distintas poblaciones celulares. Estos marcadores pueden
ser identificados mediante anticuerpos monoclonales y se ha desarrollado una
nomenclatura denominada sistema CD. El término CD (cluster designation) se refiere a
una agrupacion de anticuerpos monoclonales que especificamente se unen a los

marcadores celulares.
Histéricamente las células T eran distinguidas de las B por su capacidad de unirse

a eritrocitos de carnero. Esta reaccion es debida a la molécula CD2 de los linfocitos T.

Pero el marcador del linaje T es el receptor de antigeno o TCR que se adquiere durante

proceso de maduracion de los linfocitos T en el timo. Existen dos tipos de TCRs. El
TCR-2, presente en aproximadamente el 90-95% de la celularidad T, es un heterodimero
unido por dos puentes disulfuro, compuesto de moléculas o y B de glicoproteina. Ambas
cadenas estan compuestas de dos dominios: la porciéon amino terminal consistente en

una region de secuencia variable de aminoacidos (region V) y la region carboxilo terminal
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formada por una regidon de secuencia constante de aminoacidos (region C) (Wilson RK y
cols, 1988). El TCR-1 que se ha caracterizado sobre |la superficie de los timocitos
jovenes y un pequeno subgrupo de ceélulas T periféricas (5-10% del total), es también un
heterodimero con union de puentes disulfuro, compuesto de cadenas y y 8. Su potencial
de diversidad parece ser limitado en comparacion con el receptor /. Ambos receptores
estan asociados al complejo CD3.

Las células TCR-2 pueden ser subdivididas en dos subpoblaciones
independientes, aquellas que presentan el marcador CD4 (CD4") y que son las inductoras
de la respuesta inmune, y las CD8" con funcién predominantemente citotoxica. Las
células CD4" reconocen su antigeno especifico en asociacion con las moléculas del
complejo. mayor de histocompatibilidad (MHC) tipo Il mientras que las CD8" reconocen

antigeno en asociacién con la molécula de HLA tipo |, por lo que |la presciencia de un tipo
u otro de linfocitos limitara los tipos de células con las que interaccionaran los linfocitos T.

La mayoria de las células TCR-1 circulantes no poseen ni el marcador CD4 ni el

CD8, aunque algunas podrian ser CD8".
La diversidad de TCRs viene determinada por su region complementaria

determinante CDR3 que juega un papel fundamental en el reconocimiento antigénico al
formar parte de la zona de unién del complejo mayor de histocompatibilidad expresados
por celulas presentadoras de antigeno. El CD3R de los genes TCR beta son generados
por reordenamientos extensivos y fusiones entre segmentos V, J y D y por inserciones y
delecciones aleatorias de nucledtidos de union, dando lugar a productos finales altamente
heterogeneos. La secuencia del CDR3 define un unico clonotipo TCR que actuara como
una huella identificativa en el linaje en el que se presente.

Tras la perdida de células T maduras, como ocurre tras quimioterapia o despues
de un acondicionamiento mieloablativo antes de un TPH alogénico, la regeneracion de la
poblacion T puede producirse por al menos dos vias. La primera es la transferencia de
celulas T maduras derivadas del injerto a la periferia, seguidas de una expansién dirigida
por antigeno. Este proceso, timo independiente, es el que probablemente proporciona la
primera serie de células T tras el trasplante (Mackall y cols, 1996 y 1997). Estas células
que presentan una diversidad de TCRs limitada pueden permanecer en sangre periferica
de 10 a 20 anos (Pawelec, 1995), si se producen las interacciones TCR-péptido/MHC
adecuadas. El segundo tipo de mecanismo involucra la seleccion de las células

precursoras derivadas del injerto, en el timo y/o posiblemente en lugares perifericos de
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seleccion (Lundqvist y cols, 1995; Collins y cols, 1996) Este proceso de seleccion timica
probablemente proporciona una reconstitucion mas duradera de la celularidad T vy
potencia un repertorio de TCRs mas diverso. Ya que la funcion timica decrece con la
edad, este mecanismo de seleccion se piensa que es mas efectivo en alo-TPH en
receptores jovenes, como se ve reflejado en la recuperacion retardada en receptores

adultos, especialmente de las células CD4". ( Storek y cols, 1995).

2. ESTUDIO DEL QUIMERISMO EN HEMATOLOGIA: IMPLICACIONES DEL
POLIMORFISMO DEL ADN

2.1. CONCEPTO
De acuerdo con la terminologia médica se define como quimera el estado

caracterizado por la coexistencia en un mismo organismo de poblaciones celulares
originarias en dos organismos genéticamente distintos de la misma o distinta especie.
Este estado puede desarrollarse de una manera espontanea o0 como
consecuencia de una intervencion médica. El quimerismo espontaneo puede ocurrir en
gemelos cuando existe una comunicacion entre la circulacion de sangre de las dos
placentas. Otra posibilidad es el estado dispérmico que resulta en un quimerismo primario
y constante. La quimera artificial o secundaria se desarrolla debido a intervenciones
meédicas. Tedricamente, las transfusiones serian la causa mas frecuente, pero debido a
su caracter de herramienta terapéutica de soporte no existen indicaciones especiales
para estudiar el estado de quimerismo en este caso. Los eventos mas comunes
ocasionan la induccién de estados quiméricos son las transfusiones intrauterinas y el
cambio de sangre en niflos recién nacidos. También se producen cuando la transfusion
ocurre entre pacientes haploidénticos, en poblaciones con alto grado de endogamia o en

pacientes que sufren inmunodeficiencias primarias o secundarias.

Existe cada vez mayor interés en el estudio del quimerismo asociado al trasplante
de 6rganos solidos ya que un estado de quimerismo permanente parece estar asociado
con la induccion de tolerancia frente al injerto aunque aun existe controversia sobre si
existe asociacion entre ambos o son factores independientes. (Wood, 1996 y Brent,
1997).

El quimerismo secundario también se presenta en la mayoria de los casos de

trasplante de médula 6sea o progenitores hematopoyeéeticos de sangre periférica.
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2.2. QUIMERISMO EN TPH

Segun la existencia o ausencia de células hematopoyéeticas del paciente tras el
TPH se distinguen dos situaciones:

e quimerismo completo situacion en la que todas las ceélulas proceden del

donante

e quimerismo mixto en la que coexisten células hematopoyéticas del donante y

del receptor.

La instauracion de una situacion de quimerismo mixto tras TPH tiene potenciales
aplicaciones clinicas (Exner y cols, 1999):

Induccidon de tolerancia alogénica a 6rganos solidos e injertos celulares. Los
pacientes post-trasplantados son tolerantes a érganos o injertos de piel del donante sin
Inmunosupresion tras la realizacion del TPH debido a una enfermedad hematologica.

Reinducciéon de auto-tolerancia en enfermedades autoinmunes. En pacientes que
sufrian una enfermedad autoinmune, conjuntamente con la enfermedad por la que fueron
trasplantados, esta no reaparece tras la realizacion del TPH.

Tratamiento de enfermedades hematoldgicas no malignas. Como en el caso de la
anemia drepanocitica, donde un quimerismo del 20% resulta en la produccion de un 80%

de células eritroides normales en el receptor, sugiriendo una ventaja competitiva de los

hematies sanos(\Walters y cols, 1996).

2.2.1. INDICACIONES DEL ANALISIS DEL QUIMERISMO EN TPH
Confirmacién del implante de las células hematopoyeticas del donante
Diagnostico de fallo de implante
Monitorizacion del implante hematopoyético, en especial en las modalidades de
trasplante con un mayor riesgo de recidiva o de fallo del implante (deplecion de linfocitos
T, disparidad antigénica donante/receptor, alo-TPH con tratamiento de acondicionamiento

no mieloablativo)

2.2.2. ANALISIS DEL QUIMERISMO MEDIANTE MARCADORES
GENETICOS POLIMORFICOS

El polimorfismo se genera a partir de mutaciones. Los distintos tipos de

polimorfismo se definen tipicamente segun el tipo de mutacion que los origind. El

polimorfismo mas simple vy frecuente es aquel que se origina por una mutacion en una
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unica base en la que un nucledtido es sustituido por otro, se denominan polimorfismos de
un unico nucleoétido o SNP (single nucleotide polymorphism) (Brookes, 1999). Otro tipo de
polimorfismo es el originado por la insercion o deleccion de una seccion de ADN. El mas
comun de este tipo de polimorfismo es la existencia de patrones de repeticion de numero
variable en una region gendmica (Cooper y Krawczak, 1999). Este polimorfismo
denominado de repeticion presenta muchos alelos y variantes (varios tamanos de
repeticion distintos) dentro de la poblacion y son por lo tanto considerados altamente

polimorficos.

El ADN repetitivo disperso esta formado por distintas familias aunque las mas

conocidas son los elementos nucleares dispersos cortos (SINEs) y largos (LINES),
tambien llamados trasposones. (Revisado por Finnegan, 1985). Dentro de la familia
SINEs la mas frecuente en humanos es |la secuencia de repeticion Alu. Esta secuencia es
especifica de primates, y consiste en una secuencia de ADN de aproximadamente 280
pares de bases que se repite unas 750.000 veces a lo largo del genoma humano,
aparece una media de una vez cada 4000 pares de bases, representando un 5% del
genoma humano. Estas secuencias han surgido a traves de procesos de
retrotransposicion, se generan a partir de RNA por transcripcion inversa en fragmentos de
ADN con la capacidad de insertarse en cualquier region del genoma humano. Dichas
Inserciones estan relacionadas con patologias como Hemofilia B por insercion Alu de

novo o neurofibromatosis tipo | (Deininger, 1999)

El ADN repetitivo en tandem o ADN satélite (Britten y cols, 1968; Singer, 1982).

esta dividido, en funcion del tamano de cada repeticion individual y del tamano total en:

Sateélites con un tamano de 100 Kb con unidades de repeticion de cinco a varios cientos
de pares de bases. Minisatélites que presentan un tamano total de 0.1-20 Kb con
unidades de repeticion de seis a cincuenta pares de base. Microsatélites que con un
tamano menor de 150 pb estan formados por unidades de repeticion de una a cinco
pares de bases. Los limites de tamafno aceptados para cada grupo no son universales,
aungque como consenso se aceptan los anteriormente expuestos (Bennet, 2000).

Los Satelites fueron la primera secuencia de DNA repetitivo en ser descubierto y

se denomino asi por su aparicion como pequenas bandas que se separaban del grueso
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de DNA tras centrifugacion en gradiente de densidad. Este DNA no se transcribe y se
encuentra en la heterocromatina especialmente en la zona centromerica (Tyler, 1993).

Los minisatélites se dividen en dos clases: Teloméricos que consisten en 10-15 kb

de repeticiones de hexanucledtidos (principalmente TTAGGG) localizados en los
telomeros de todos los cromosomas, donde posiblemente realicen una funcion protectora

y/0o de orientacion durante la division celular. Hipervariables, que presentan un elevado

polimorfismo (Shiver y cols, 1993; Armour y Jeffreys, 1992).

Los microsatélites también denominados STRs, estan presentes tanto en
procariotas como en eucariotas (Tauz, 1989). En procariotas se ha probado su
Implicacion en distintas funciones bioldégicas mientras que su funcidon en eucariotas no

esta aun clara, aunque existen teorias que sugieren su influencia en la regulaciéon de la

expresion génica. (Revisado por Bennet, 2000).

K

Los microsatélites se presentan repartidos a lo largo de todo el genoma,
apareciendo como media cada 6-8kb. Las repeticiones de mononucleotidos,
especialmente repeticiones en A y T, estan presentes en alrededor de medio millon de
locis (ocupando unas 10 Mb en total), mientras que las repeticiones de pentanucleoétidos
@ estan presentes soélo en unos miles de locis. Los microsatélites a su vez pueden ser

subdivididos en tres tipos: a) Simples son aquellos que poseen una unica unidad de
repeticion en algunos casos con algun alelo que posee alguna insercion o deleccion
& ("non-consensus alleles”). b) Compuestos, son aquellos en los que dos unidades de
repeticion distintas poseen variabilidad dentro del mismo STR. c¢) Complejos, son
sistemas de elevado polimorfismo y de gran complejidad con numerosas unidades de

® repeticion distintas y muchas inserciones y delecciones de tamano diverso.

Historicamente, el uso de marcadores genéticos ha permitido el estudio de Ia
supervivencia, distribucion y diferenciacion del injerto de células del donante durante toda
la vida del receptor. Los marcadores genéticos informativos en un trasplante alogéenico

S son aquellos que distinguen las células del donante de las del receptor y aquellos que
distinguen la celularidad del receptor de las del donante. En muchos casos, los alelos del
donante y del receptor para un locus determinado son informativos en ambas direcciones:

1 b

donante heterocigoto con alelos “a” y “b” y receptor también heterocigoto con alelos "a” y

‘c’, el alelo “b” sera el informativo para las células del donante mientras que el alelo “c’

P sera el indicativo del a celularidad del receptor. En otros casos la situacion no es
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Informativa en ambas direcciones: donante homocigoto con un alelo “a” y receptor
heterocigoto, alelos “a” y “c”, “c” sera el alelo informativo para la celularidad del receptor
pero no existe marcador informativo de la celularidad del donante. Deben pues evaluarse
los marcadores geneticos informativos antes del trasplante para su evaluacion tras el
mismo. La probabilidad de encontrar marcadores informativos dependera del numero de
locus estudiados, del nimero de alelos de cada locus, de la distribucion de dichos alelos
y de la relacion entre el donante y el receptor. Dentro de los miembros de una misma
familia, no existen mas de cuatro alelos para cada locus.

Los marcadores genéticos y los métodos de laboratorio utilizados en el estudio del
quimerismo han evolucionado considerablemente durante la historia del trasplante de
medula 6sea. Se han utilizado antigenos de eritrocitos para demostrar la presencia de
celulas del donante tras el trasplante. Los antigenos analizados incluyeron los sistemas
ABO, MN y Rh al igual que los sistemas Kell, Kidd, Duffy, Lutheran, Ss y P. Se podian
identificar marcadores informativos en el 80% de los casos entre parejas de hermanos.
Los ensayos de aglutinacion tenian una sensibilidad del 0.1- 0.5%. EIl analisis mediante
citometria de flujo de los marcadores de superficie celular en eritrocitos presenta una
mayor sensibilidad 0.01% (Pallavicini y cols 1992; David D y cols 1999). Estos
marcadores han sido desplazados de su uso rutinario debido a varios inconvenientes
como son, la larga vida de los eritrocitos que puede llevar a errores en la interpretacion
en el caso de que se realicen transfusiones antes o después del trasplante, por otra parte
tambien dificulta el seguimiento del desarrollo del injerto. Finalmente la hemdlisis causada
por una incompatibilidad ABO puede retrasar la paricién de los eritrocitos del donante en
pacientes en los que el injerto de las células mieloides es correcto, por todo esto se
concluyo que un estudio del quimerismo limitado al linaje eritropoyético podria llevar a
conclusiones erroneas.

En estudios posteriores se utilizaron polimorfismos enzimaticos detectables
mediante su variable movilidad electroforetica. El uso de enzimas eritocitarias sufre los
mismos inconvenientes asociados al uso de los antigenos eritrocitarios discutidos
anteriormente. El analisis de seis enzimas leucocitarias: fosfatasa acida, 6-fosfogluconato
deshidrogenasa, fosfoglucomutasa, adenilato quinasa, adenosindesaminasa y esterasa
D, proporciona marcadores informativos en el 95% de las parejas de hermanos. El

ensayo de movilidad electroforetica tiene una sensibilidad del 10 al 30%. Este ensayo
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requiere un procesamiento cuidadoso de los especimenes para la preservacion de la

actividad enzimatica.

Todos estos ensayos se han ido sustituyendo por ensayos basados en el analisis
de DNA.

El estudio de antigenos de HLA esta limitado a parejas donante receptor no HLA
idénticos por lo que se prefieren marcadores genéticos mas ampliamente aplicables.

La utilizacion de alotipos de inmunoglobulinas como marcadores genéticos
presenta problemas cuando se realizan transfusiones o terapias de reemplazo de
Inmunoglobulinas. Ademas sélo en el 50% de los casos existen marcadores informativos
en ambas direcciones y las medidas son semicuantitativas.

El analisis por citogenéetica convencional de cromosomas en metafase ha sido un
metodo bien establecido como método para la evaluacion del quimerismo en transplantes
alogenicos. Pero presenta cuatro importantes limitaciones que han hecho que sea
sustituido por otras tecnicas de biologia molecular. Primero, generalmente no existen
marcadores informativos para parejas donante-receptor del mismo sexo salvo en casos
raros en los que un reordenamiento estructural o heteromorfismo pueda ser utilizado
como marcador genetico. Segundo, las técnicas de citogenética son laboriosas y
requieren un tiempo de analisis entre 4 y 12 dias. Tercero, los resultados se limitan a las
celulas en metafase, las caracteristicas de cada linaje no son detectables en metafase y
se ha observado que los resultados sobre poblaciones diferentes no son siempre
concordantes. Por ultimo el numero de celulas en metafase que se pueden evaluar en un
sOlo ensayo es limitado, lo que lleva a que los ensayos citogenéticos tengan una
sensibilidad y precision limitadas (Diez-Martin y cols, 1998).

Las técnicas de citogenética molecular o técnicas de hibridaciéon in-situ presentan
grandes ventajas frente a la citogenética convencional, son simples, rapidas, las celulas
pueden ser analizadas tanto en metafase como en interfase y se pueden analizar gran
cantidad de celulas lo que permite una elevada precision y sensibilidad. La desventaja es
que su utilizacion rutinaria se veria limitada al caso en el que el donante y el receptor
fueran de distinto sexo (Palka y cols, 1996).

También se han utilizado en el estudio del quimerismo ensayos de polimorfismo
de fragmentos de restriccidon, este polimorfismo se hereda de forma mendeliana y pueden
ser detectados por ensayos de Southern blot (Yam y cols,1987 ;Casarino y cols, 1992) .

En la mayoria de las parejas donante-receptor se pueden identificar marcadores

UNIVERSIDAD DE GRANADA 20

B T T e T T o T e L L L T T g e i ittt



_INTRODUCCION

A g 1. el 1, A, i e T P

Clara Isabel Esparza Del Valle

e L L L Er TS

iInformativos con un panel limitado de sondas y endonucleasas de restriccion, pero los
analisis de Southern blot son complejos, requieren bastante tiempo para su aplicacion de
rutina. Ademas, se requiere el uso de sondas marcadas radioactivamente para alcanzar
la sensibilidad adecuada para trabajar con las cantidades de DNA de las muestras
clinicas. La sensibilidad se limita aproximadamente al 10% vy la cuantificacion adecuada
es dificil.

Los estudios mediante PCR de secuencias especificas de cromosoma Y presenta
una buena sensibilidad (0.01%) pero su utilidad se ve limitada a los casos en que existe

diferencia de sexo entre donante y receptor (Wilborn y cols, 1993).

El uso de minisatélites y de microsatélites como marcadores ha resuelto todas las
desventajas de los anteriores marcadores. Es posible encontrar marcadores informativos
para practicamente cualquier pareja donante-receptor con un minimo de seis
marcadores. Su amplificacion mediante reaccion de cadena de polimerasa multiplex y su
analisis en geles de poliacrilamida o resinas comerciales permite su aplicaciéon en el
laboratorio de rutina, al ser una técnica robusta, sencilla y rapida, pudiendo obtenerse los
resultados en 24-48 h (Luhm y cols, 2000; Millson y cols, 2000).

3. MUTACIONES EN MICROSATELITES COMO MARCADORES DE INESTABILIDAD
GENOMICA EN EL CANCER COLORRECTAL

3.1. INTRODUCCION

El cancer de colon y recto es el segundo en incidencia, detras del de pulmén, en
los paises mas industrializados. De todos los tumores del tracto gastrointestinal es el que
reviste mayor importancia y su incidencia ha experimentado un incremento desde el inicio
de este siglo (Dunlop, 1992) siendo atribuida esta tendencia a factores dietéticos tales
como la ingesta de grasas que aportaria carcinégenos exogenos al tiempo que
provocaria una alteracion de la flora intestinal con modificaciones en el metabolismo de
los acidos biliares y esteroles y posterior produccion de carcinégenos (Abad, 2000).

Dentro del cancer colorrectal podemos distinguir dos tipos: esporadicos (que
representan el 90% de este tipo de tumores) y los sindromes familiares, dentro de los

cuales se destacan dos: la Poliposis Multiple Familiar (FAP) y el HNPCC (Hereditary Non

Polyposis Colorectal Cancer).
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@ 3.2. BASES A MOLECULARES DEL CANCER DE COLON
En el cancer colorrectal, se produce una progresion del tejido normal a adenomay
de este a un carcinoma invasivo, debido a la acumulacion de expansiones clonales de

una serie de alteraciones genéticas. Es pues un proceso evolutivo secuencial a nivel

somatico en el que cada generacion celular se ve sometida al proceso de seleccion

natural (Vogelstein and Kinzler, 1993; Bodmer y cols. , 1994, Klein, 1998).

Esta evolucion depende de dos elementos esenciales, la presion selectiva y la

posibilidad de variabilidad genética (Dawkins, 1989; Alberts y cols. , 1994).

La presencia de homogeneidad genética, preservacion del ADN en su replicacion,

es esencial para evitar las transformaciones neoplasicas. La primera linea de defensa del

organismo frente a las mutaciones somaticas la constituyen la coordinacion del ciclo

celular y los mecanismos enzimaticos de reparacion del ADN (Murnane, 1995; Sanchez

and Elledge, 1995). Estos mecanismos evitan la dispersion del ADN danado,
® Interrumpiendo la proliferacion hasta que la integridad gendmica se restablezca.

Otro mecanismo de preservacion es la apoptosis o muerte celular programada.

Las células que escapan a la apoptosis tienen mayor probabilidad de replicacion. La

® acumulacién de dafios en el ADN y el fracaso de los mecanismos de reparacion

favorecen los fallos del proceso apoptético.
Estas alteraciones pueden ocurrir en tres clases de genes:
Proto-oncogenes, los cuales cuando estan mutados se transforman en oncogenes

y actuan promocionando el crecimiento celular

Genes supresores de tumores, que cuando estan mutados pierden su regulacion

de proliferacion celular

Genes reparadores de ADN, que al mutar alteran los mecanismos que aseguran

la fidelidad en la replicacion del ADN, produciendo mutaciones en proto-oncogenes y en

genes supresores de tumores
La seleccion de las alteraciones genéticas no se produce al azar (Lawley, 1994;

— Levine y cols. , 1995), existiendo distintos patrones de alteraciones en distinto tejidos, lo
que implica que los procesos carcinogénicos transcurren por vias alternativas (revisado
B por Shackney y Shankey, 1997). Estos patrones dividen a los canceres colorrectales en
dos categorias distintas, dependiendo de la inestabilidad gendmica de origen: bien una

® alteracion profunda del balance cromosdémico o la presencia de inestabilidad de

» microsatélites.
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A cada tipo de inestabilidad le corresponde una via molecular diferente: por un
lado los tumores aneuploides de la via supresora, y por otro los tumores pseudodiploides

con inestabilidad de microsatélites de la via mutadora.

Ambos tipos de tumores presentan diferencias en su fenotipo (Breivick y cols. |
1997), los tumores de la via mutadora de microsatélites son en general menos agresivos
y tienen mejor prondstico que los tumores de la via supresora (lonov, 1993; Yamamoto,
1999, Samowitz 2001). Los tumores de las dos vias no son distinguibles por analisis

microscopico tradicional de histopatologia pero si mediante analisis de inestabilidad de

microsateéelites.

3.3. TUMORES DE LA VIA SUPRESORA

Estos tumores colorrectales estan caracterizados por inestabilidad cromosdémica:
reordenamientos, perdidas o ganancias de fragmentos gendmicos, (Meuth, 1996),
numero anormal de cromosomas y cambios en el contenido de ADN nuclear (Thompson
y Thompson, 1998). Esta inestabilidad es una consecuencia directa de la presencia de

fallos en el control del ciclo celular.
Esta via también esta relacionada con la presencia de alteraciones en el gen

TP53, encontrandose en el 70% de los canceres colorrectales (Goh y cols. , 1994). La
proteina p53 juega un papel fundamental en la proteccion del ADN, su acumulacion frena

el ciclo celular y promociona la apoptosis (revisado por Gotz y Montenarh, 1996)

3.4. TUMORES DE LA VIA MUTADORA

L. Loeb fue el padre de la idea del fenotipo mutador, la propuso para explicar la
'presencia en celulas tumorales de un numero de mutaciones superior de la que se podria
atribuir a la frecuencia espontanea de mutaciones de las células normales. La
inestabilidad de microsatélites fue descrita por primera vez, en publicaciones
Independientes, por tres grupos en 1993, Thibodeau y cols, Peltomaki y cols que
reconocieron la aparicion de este tipo de tumores en la zona proximal del colon, su
asoclacion con una mayor supervivencia que los tumores que no presentaban esta
anomalia, vy la ausencia de pérdida de heterozigosidad. Aaltonen y cols, ademas
asociaron la inestabilidad a un locus que en el que en investigaciones posteriores se
encontraria el primero de los genes reparadores. Los estudios de M. Perucho en

iInestabilidad cromosdmica en tumores de colon mediante el método de impresién de
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huella dactilar (fingerprinting) y secuenciacion permitio el hallazgo de una nueva clase de
genes mutadores. Cuando estos genes son Inactivados por mutacion (mutacion
mutadora) se produce la acumulacion de cientos de miles de mutaciones somaticas de
caracter clonal en microsatelites, debido a la incapacidad de reparar errores en la
replicacion por alineamiento desigual de las cadenas de ADN. Es decir, [as mutaciones
en microsatélites son consecuencia de mutaciones previas en genes codificantes de
factores esenciales para mantener la fidelidad de replicacién las secuencias de DNA.

Los genes reparadores de desapareamientos en ADN difieren de los reparadores
de excision de nucledtidos o bases en que reconocen nucleodtidos normales que estan
erroneamente apareados o desapareados en vez de reconocer nucleotidos anormales
(Fishel y Kolodner, 1995). Los nucleétidos con un apareamiento erroneo se forman en el
ADN por diversos mecanismos, fallo de ADN polimerasa en la incorporacion de
nucledtidos, dano fisico en los nucledtidos ya presentes en la secuencia o por formacion
de intermediarios heteroduplex durante la recombinacion genetica. Los mecanismos de
reparacion mejor conocidos y estudiados son los del sistema mutHLS en E.Coli, ciertos
componentes de este sistema se han conservado a través de la evolucion y han facilitado
la identificacion y caracterizacion de los genes de reparacion en humanos. Los primeros
genes reparadores humanos aislados fueron el hMSH2 (Fishel y cols. , 1993; Leach y
cols, 1993) y el hMLH1 (Broner y cols, 1994;: Papadopoulos y cols, 1994) . Siendo estos
los que aparecen mas frecuentemente alterados, el hMSH2 en un 31% y el hMLH1 en un
33%. Los otros genes reparadores conocidos son el hPMS2 que aparece alterado en un

4%, el hPMS1 (Nicolaides y cols, 1994) y el hMSH6 (Akiyama y cols, 1997) que

raramente se alteran.
Los tumores de |la via mutadora son mayoritariamente diploides o pseudoploides.

Ademas se observa en ellos una ausencia de mutaciones de los genes de la via

supresora como APC, RAS y p53.

3.4.1. CANCER COLORRECTAL HEREDITARIO NO POLIPOSICO

(HNPCC) O SINDROME DE LYNCH
El NHPCC fue descrito por Warthin en 1913, pero su patogenia no fue elucidada
hasta los afios 90 (Lynch, 1993) cuando se catalogé como una enfermedad genetica con
herencia autosémica dominante que se caracteriza por estar relacionada con defectos en

los genes que codifican las proteinas reparadoras del ADN (Parsons, 1993). Mediante
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estudios de ligamiento se caracterizd el gen en la banda cromosémica 2p15-p16 en
familias con HNPCC seleccionados de acuerdo con estrictos criterios clinicos (Peltomaki,
1993). Mas tarde en ese mismo ano el gen del HNPCC fue aislado (Fishel y cols, 1993:
Leach y cols, 1993).

La mayoria de los tumores de colon hereditarios no polipésicos (HNPCC), el 15%
de los esporadicos con localizaciéon proximal del colon (Aaltonen y cols, 1993) y una

proporcion similar de carcinomas gastricos y de endometrio (Eshleman y Markowitz,

1995), manifiestan inestabilidad de microsatélites. Dentro del total de tumores
colorrectales los tumores HNPCC representan el 5% y los tumores esporadicos con

iInestabilidad en microsatélites representan el 13%.

Los pacientes con HNPCC tienen un riesgo aumentado de tener cancer de colon,

recto y otros organos como endometrio, estdmago, ovario, intestino delgado, sistema

hepato-biliar, rifidn y uréter que desarrollan a una edad media de 42 afios, mas de dos
décadas mas temprano que la poblacién general (Lynch, 1993). Pueden ser clasificados

en dos categorias Sindrome de Lynch | y Il, dependiendo en la ausencia o presencia de

canceres extracoldnicos respectivamente.
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El polimorfismo de ADN se ha generado a través de la acumulacion de
mutaciones producidas espontaneamente y a un ritmo constante a lo largo de lIa
evolucion. Si bien, el polimorfismo en genes que podemos denominar “no neutros’
pueden estar sujetos a presion selectiva, esto no ocurre asi cuando las regiones
polimorficas se encuentran en zonas no codificantes o intergénicas. De hecho, el
significado de este polimorfismo, y mas concretamente de las zonas de repeticion o
“microsatélites” no se conoce. Sin embargo, los microsatélites constituyen herramientas

bioldgicas de enorme utilidad en el analisis genetico.

En este estudio hemos analizado estas zonas de repeticion en dos situaciones
distintas: el seguimiento del trasplante hematologico y en la identificacion de familias con
riesgo de padecer cancer hereditario. En este sentido, nuestros objetivos se pueden
resumir en los siguientes:

1. Desarrollo de un técnica sensible e informativa para el estudio del quimerismo

hematoldgico y su cinética durante el trasplante hematologico.

2. Evaluar el quimerismo postrasplante, como marcador de significado
prondstico, del curso clinico del trasplante y en la deteccion de EICH o de
recaida leucémica. También la valoracion del quimerismo en funcion de su
localizacion anatdmica y de su presencia en las distintas poblaciones
leucocitarias sobre todo en regimenes no mieloablativos,

Por otra parte, la quimioterapia mieloablativa previa o el tipo de inoculo utilizado

en el trasplante medular se asocia frecuentemente con inmunodeficiencia celular T.

3. Estudio comparativo de la reconstitucion de la diversidad T en las distintas
técnicas de trasplante utilizadas.

La falta de un registro adecuado de cancer y de la reduccion en la tasa de la
natalidad esta dificultando la identificacion de familias con sospecha de cancer
hereditario. Un subgrupo de cancer de colon obedece a fallos en los mecanismos
reparadores de ADN y presenta fenotipo de inestabilidad de microsatélites.

4. Establecimiento de un panel minimo de microsatélites para el estudio de la

inestabilidad gendmica como marcadores de seleccién de familias con cancer de colon

hereditario.
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1. PACIENTES HEMATOLOGICOS

1.1 DATOS CLINICOS DE LOS PACIENTES

Entre enero de 1999 y diciembre de 2001 se ha realizado el seguimiento de 21
pacientes tras someterse a trasplante alogénico de precursores hematopoyéticos de sangre
periférica (TPH) en el Hospital Universitario Virgen de las Nieves.

La edad media fue de cuarenta anos, intervalo de diecinueve a sesenta y un anos.
Tres de ellos padecian Leucemia Mieloide Crénica, siete Leucemia Mieloide Aguda (cuatro
M2, dos M1 y uno M3), uno Leucemia Linfoide Crénica B, tres Leucemias Linfoblasticas
Agudas, tres Linfomas no-Hodgkin (dos de células grandes y uno folicular), dos Mielomas,
un Sindrome Mielodisplasico y una Aplasia Medular.

En todos los casos salvo uno el transplante fue alogénico de hermano HLA idéntico,
en el caso restante los hermanos diferian en un locus HLA-B. Once de los transplantes se
realizaron entre hermanos de distinto sexo. Se llevaron a cabo tres tipos de trasplantes,
cinco con Seleccion +, donde se realizd un acondicionamiento mieloablativo e inoculo con
deficiencia en la celularidad T, nueve estandar en los que tras acondicionamiento
mieloablativo el inoculo fue completo y siete mini-trasplantes en los que el
acondicionamiento es no-mieloablativo y el indculo completo. El acondicionamiento
mieloablativo se realizd mediante irradiacion corporal total en todos los casos junto con
tratamiento con Ciclofosfamida o Etopdsido dependiendo del paciente. El acondicionamiento
no-mieloablativo se realizdé con Fludarabina/Busulfan/Gammaglobulina Antitimocito o con
Fludaramina/Melfalan/Gammaglobulina Antitimocito. La profilaxis para la enfermedad de

Injerto contra Huésped se realizd administrandose Ciclosporina junto con Metotrexato o

Prednisona.
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Paciente N° Edad Sexo Diagnéstico Fase
R/D
DMM 1 21 M/F LMC FC
FMG 2 31 F/IM LMC FA
MAAR 3 60 FiF LMC FC
MRD 4 55 M/M _LLC-B Rec QS
IRM D 31 FIF LNH/DCG QR
FPP 6 41 M/F LNH/DCG Rec2
EVV 7 45 F/IM LNH/FOL RC1
JOB 8 45 M/M MM /BJ QR
MAML 9 51 F/IM MM QR
AAO 10 61 M/F LAM/M2 RC1
LMR 11 19 FIF LAM/M3 RC2
RRE 12 46 F/IM LAM/M1 RC1
CTR 13 49 M/M LAM/EH RC1
AGG 14 44 FIE LAM/M2 RC1
IRV 15 33 FIM LAM/M2 RC?2
EVC 16 33 M/F LAM Rec1
MFG 17 40 M/F SMD/AREB Enf Act
ENC 18 33 F/F AM Dx
CGG 19 34 F/F LAL QR
RLF 20 37 M/F LAL | RCf
MALG 21 44 F/F LAL QR

Tabla 1: Clasificacion de pacientes segun diagnéstico y situacion en el momento de la
realizacion del trasplante. R: Receptor, D: Donante, M: Masculino, F: Femenino, LMC: Leucemia
Mieloide Cronica, LLC-B: Leucemia Linfatica Cronica B, LNH/DCG: Linfoma No Hodgkin De Celulas
Grandes, LNH/FOL: Linfoma No Hodgkin Folicular, MM: Mieloma Multiple; MM/BJ: Mieloma Multiple
Bences Jones, LAM: Leucemia Aguda Mieloide; EH: Enfermedad de Hodgkin, SMD/AREB: Sindrome
Mielodisplasico/Anemia Refractaria con exceso de blastos, AM: Aplasia Medular, LAL: Leucemia
Aguda Linfoide. FC = Fase Croénica; RC = Remision completa; Rec = Recaida; Rec QS = Recaida

Quimiosensible; QR = Quimio-Resistente; Enf Act = Enfermedad Activa; Dx = Diagnostico;
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1.2 CRITERIOS DE REALIZACION Y SEGUIMIENTO DEL TPH
1.2.1 OBTENCION DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS DE SANGRE
PERIFERICA

El empleo de progenitores de sangre periférica (PSP) se ha generalizado en los ultimos
anos, habiendo sustituido en la mayoria de las indicaciones a los progenitores obtenidos por
aspiracion medular. Debido a que los PSP estan presentes en la circulacion en muy bajas
concentraciones, su recoleccion selectiva en cantidades adecuadas requiere Ila
administracion de citocinas que inducen la movilizacion de los PSP, y el empleo de
separadores celulares. En nuestro caso los trasplantes se realizaron con progenitores de
sangre periferica movilizados con G-CSF a dosis de 10 ug/Kg, con citaféresis al 5° dia tras
la movilizacién.

Los trasplantes con PSP presentan las siguientes ventajas, no requieren anestesia para
la obtencion de progenitores hematopoyéticos (PH), se consiguen mas PH que mediante
aspirado medular, la recuperacion de la hematopoyesis se logra en menos tiempo, se
pueden obtener PSP cuando su obtencién de meédula 6sea es imposible (casos de
mielofibrosis o irradiacion pélvica) y por ultimo los efectos adversos son menos frecuentes,
menos intensos y de menor duracion durante la recoleccion de PSP que con la aspiracion
de medula ésea.

Los cuidados y soporte se llevaron a cabo segln los protocolos del servicio de

hematologia.
1.2.2 INDICACIONES DEL TRASPLANTE

Dependiendo de la enfermedad hematoldgica de cada paciente las indicaciones de

realizacion de un TPH son:
- LMC en primera fase cronica, en fase acelerada o segunda fase crénica.

- LLC-B : en pacientes de hasta 50 afos de edad, con factores de mal prondstico y
hermano HLA idéntico; enfermedad resistente a tratamiento previo, incluso en
pacientes con mas de 55 anos si el acondicionamiento es no mieloablativo.

- AM severa: al diagnostico en adultos menores de 40 anos o tras fracaso del
tratamiento de inmunosupresion.

- SMD: al diagnéstico en adultos menores de 55 anos en casode IP > 1.5.

- LAM: en pacientes menores de 60 anos, si es M3 en segunda remisién completa,

en el resto en primera remision completa.
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- LAL: en pacientes menores de 60 anos en primera remision completa si existen
factores de alto riesgo y en segunda remision completa o recaida incipiente.

- LNH: en pacientes menores de 60 anos en primera, segunda o tercera remision
completa o recaida incipiente, dependiendo del tipo de LNH. Generalmente tras

recaida, habiendo sido sometido con anterioridad a un trasplante autdlogo.

1.2.3 INDICACIONES DEL TIPO DE TRASPLANTE
-  Menores de 45 anos y buen estado clinico son candidatos a la realizacion de un
trasplante estandar
- Edades superiores de 45 anos
- Mini-trasplante: en segundos trasplantes o en pacientes cuyo estado
clinico impida la realizacion de un trasplante estandar (en este ultimo caso
la eleccion se hara independientemente de |la edad)
- Con depleccion de células T: si existe alto riesgo de aparicion de EICH,

como en casos de donantes no HLA idéenticos.

1.2.4 ACONDICIONAMIENTO

El tratamiento ideal debe ser capaz de erradicar la enfermedad, tener una morbilidad
aceptable, sin mortalidad relacionada con el tratamiento y, un efecto inmunosupresor
suficiente para evitar el rechazo del implante.

En nuestros pacientes el acondicionamiento dependid del tipo de trasplante llevado a

cabo.
’ UNIVERSIDAD DE GRANADA
| 30 ABR. 2002 |
[ COMISION DE DOQCTORADD
J
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N° Tipo de Trasplante Acondicionamiento
1 Seleccion + ICT-CY
2 Standard ICT-CY-VP16
3 Mini Flu-Bu-ATG
4 Mini Flu-Bu-ATG
5 Standard BEAM-ATG
6 Mini Flu-Bu-ATG
7 Mini Flu-Bu-ATG
8 Mini Flu-Mel-ATG
9 Mini Flu-Mel-ATG
10 Seleccion + ICT-CY
11 Standard Bu-CY
12 Seleccion + ICT-CY
13 Mini Flu-Bu-ATG
14 Mini Flu-Bu-ATG
19 Seleccion + Cy-Mel
16 Standard Cy-ICT
17 Standard Bu-CY
18 Standard CY-ATG
19 Seleccion + Cy-ICT
20 Standard Cy-ICT
21 Standard Cy-ICT

Tabla 2: Tipo de trasplante realizado y acondicionamiento. Standard: Acondicionamiento

mieloablativo + indéculo completo; Seleccién +: Acondicionamiento mieloablativo + inéculo con

deficiencia parcial de celularidad T; Mini-trasplante: Acondicionamiento no mieloablativo + inéculo

completo; IC

. Irradiacion Corporal Total, VP16: Etopdsido; CY: Ciclofosfamida; Flu: Fludarabina.

Bu: Busulfan; ATG: Ganmaglobulina Antitimocito.
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1.3 SEGUIMIENTO DE LOS PACIENTES POST-TRASPLANTE
1.3.1 EICH: PROFILAXIS, DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO

1.3.1.1 EICH AGUDA

@ La profilaxis se realizé con CsA (ciclosporina A) y MTX (metotrexato)

El diagnodstico se realizd valorando la afectacion de los tres organos diana, piel,

intestinos e higado:
g - Piel.- las primeras manifestaciones de la EICHa son normalmente la aparicion de
eritemas maculopapulosos de localizados a generalizados que suelen
B predominar en palmas, plantas, orejas, mejillas, cuello, cara interna de los
muslos, tronco y flancos. En formas mas avanzadas aparecera como

descamacion cutanea, formacion de bullas y necrosis epidermicas, no siendo

s iInfrecuente que se asocie a afectacion mucosa.
® - Higado.- esta es la segunda afectacion mas frecuente, apareciendo casos de
» colestasis.
- Intestino.- puede aparecer en la region distal manifestandose con diarrea intensa,
rectorragia, dolor codlico e ileo, o bien de forma proximal acompanada de
» nauseas, anorexia, vomitos e intolerancia alimentaria.

En todos los casos necesarios se realizaron biopsias tanto de piel como de intestino
para la realizacion del diagnéstico. Entre nuestro grupo de pacientes no se realizo
ninguna biopsia hepatica.

D
P
&
B
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La gradacién de la EICHa se realizé6 segun los parametro clasicos: grado de

afectacion por érganos y gradacion clinica.

Organo Grado |Caracteristicas

Piel + Eritema macupapuloso < 25 Superficie Corporal
++ Eritema macupapuloso 25-50% Superficie corporal
+++ Eritrodermia generalizada

++++ | Eritrodermia generalizada descamacion y vesiculas

Higado + Bilirrubina, 2-3 mg/dl
s Bilirrubina, 3-6 mg/dl
+++ Bilirrubina, 6-15 mg/dl

+4+++ Bilirrubina, >15mg/di

Intestino + Diarrea, 500-1000 ml/dia o nausas persistentes
++ Diarrea, 1000-1500 ml/dia
+++ Diarrea, > 1500 ml/dia

++++ | Dolor abdominal intenso con o sin ileo intestinal.

Tabla 4: Grado de afectacion por érganos

Grado Piel Higado Intestino AEG

Grado | +/++ y 0 y 0 0

Grado |l ef il i y -+ y/0 + +
+++ 5 4+1.2

Grado |l ++/+++ Y, +4/+++ y/0o T FE ++

Grado |V ++/+++/++++ Y et e o y/o  +H/[+++[++++ +++

Tabla 5: Gradacion clinica

AEG: Afectacion del Estado General. ' Modificacion de la clasificaciéninical que pretende

valorar la afectacion aislada del intestino o piel. * EICH intestinal proximaldemostrada por

biopsia gastrica en ausencia de diarrea.

UNIVERSIDAD DE GRANADA 35

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------



_MATERIAL Y METODOS

L L L e

Tratamiento:

12 Linea: PRD

2° Linea: ATG

3° Linea: FK506 (Tanolimus)
4° Linea: Anti CD25 (Leucotac)

1.3.1.2 EICH CRONICA

Diagndstico, las manifestaciones clinicas valoradas que aparecen entre un 50-80%

de los casos son por orden de importancia en la frecuencia de aparicion:

Cutanea: es el érgano mas frecuentemente afecto junto al higado. Las lesiones
mas frecuentes son similares al liquen plano, morfea, esclerodermia,
eritrodermia, hiperqueratosis, descamacion cutanea, hiper o hipopigmentacion en

areas de presion o trauma

Mucosa: oral (liquen plano, sindrome seco) y vaginal (sindrome seco,
dispareumia, estenosis)
Hepatica: colestasis

Ocular: sindrome seco y conjuntivitis

También aparecen casos de caquesia, alteraciones gastrointestinales, afectaciones

pulmonares y neuromusculares.

Gradacion
Limitada e Afectacion cutanea localizada y/o
e Disfuncidon hepatica debida a EICH
Extensa e Afectacion cutanea extensa, o
e Afectacion limitada de piel y/o higado mas alguno de los siguientes:
- Afectacion ocular (test de Schrimer <5mm)
- Afectacion de glandulas salivares o mucosa oral demostrada
pro biopsia oral
- Histologia hepatica con hepatitis cronica agresiva, puentes de
Necrosis O CIrrosis
- Afectacion de otros érganos.
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1.3.2 DIAGNOSTICO DE RECAIDA

Se considera que existe recaida, dependiendo de la enfermedad, cuando:
e En Leucemias agudas
- Recaida molecular de la LMA-M3: detecciéon del reordenamiento pmi-rara

- Recaida citogenetica: cuando reaparece la anomalia cromosomica

existente al diagnostico al menos en dos metafases.

- Recaida Hematologica: mas de un 5% de blastos

e | eucemia Linfoide Cronica: mas de 5000 linfocitos con coexpresion CD23/CD5

e Linfoma No-Hodgkin: presencia de adenopatias de tamano significativo

e |Leucemia Mieloida Cronica:

- Recaida molecular: aparicion del reordenamiento bcr-abl
- Recaida citogenética: deteccidon del cromosoma Philadelphia al menos en dos

metafases

- Recaida Hematoldgica: leucocitosis
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N° Tipo de Profilaxis EICH EICH Recaida Sm Ea
Trasplante EICH Aguda Croénica
1 Seleccion + Csa 0 L* 39+ V
2 Standard Csa- MTX 0 L NO 37+ V
3 Mini Csa- MTX 0 e NO 13 =]
4 Mini Csa- PRD 1 L 14d/2m 27 E
2 Standard Csa- MTX 11 E 4 m 12 E
6 Mini Csa- MTX 0 L NO 22+ V
14 Mini Csa- MTX 0 = NO 22% V
8 Mini Csa- MTX IV - NO 3 E
9 Mini Csa- MTX 1 - 2m 3 E
10 | Seleccion + Csa 0 - NO 51+ V
11 Standard Csa- PRD I L NO 8 =
12 | Seleccion + Csa 0 No NO 22+ V
13 Mini Csa- MTX 0 No NO 20+ V
14 Mini Csa- MTX 0 No NO 14+ V
15 | Seleccion + Csa 0 - NO 3 =
16 Standard Csa- MTX 0 No 6 m ot V
17 Standard Csa- MTX 11 - NO 2 E
18 Standard Csa- MTX 0 = NO 49+ V
19 | Seleccion + Csa 0 - NO 1 E
20 Standard Csa- MTX I - NO 3 E
21 Standard Csa- MTX 1| - NO 2 =

Tabla 3: Seguimiento de los pacientes post-trasplante

*. Aparece tras terapia alogénica con infusiones de linfocitos del donate.
L : Limitada; E: Extensa:; - : No valorable; m: meses; d: dias; Sm: Supervivencia en meses;

Ea: Estado actual; E: Exitus; V: vivo.

El seguimiento de los pacientes se ha realizado hasta el éxitus y en los pacientes

vivos hasta el 31-12-01.
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1.3.3 PROTOCOLO DE ESTUDIO DE QUIMERISMO

Los estudios de quimeras han sido realizados:

1.

2.
3.

Situacion pre-trasplante

Al Implante: neutrofilos >500/ul y plaquetas > 20.000/ul

Aproximadamente a los 90 dias, momento en el que se disminuye |la dosis de
ciclosporina A.

Aproximadamente a los 180 dias, momento en el que se suspende |la dosis de
ciclosporina A.

Ante la aparicion de EICH aguda o crénica, o cambio clinico significativo en
cualquiera de ellas.

Si existe fallo de implante

SiI existe recidiva en casos de leucemia mieloide cronica para valorar la

realizacion de una infusion de linfocitos.

2. PACIENTES CON CANCER COLORRECTAL
2.1 SISTEMAS DE ESTADIAJE DE LA TUMORACION

e T[umor-Nodulo-Metastasis (TNM) (Adaptado de Fleming y cols,1997)
Estadio Tumoral (T)

X El tumor primario no puede ser valorado

T0 Sin evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ; invasion intraepitelial o de la lamina propia
T1 El tumor invade la submucosa

| - El tumor invade la muscularis propia

T3 El tumor invade toda la capa muscular hasta la subserosa
T4 El tumor invade otros 6rganos o perfora el peritoneo visceral
Estadio Ganglionar (N)

NX No pueden valorarse los ganglios regionales

NO Sin metastasis en los ganglios linfaticos regionales

N1 Metastasis en 1 a 3 ganglios linfaticos regionales

N2 Metastasis en 4 6 mas ganglios linfaticos regionales

N3 Afectacion de cualquier ganglio linfatico a lo largo del denominado tronco vascular
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Estadio Metastasico (M)

MX  No puede apreciarse la existencia de metastasis a distancia
MO Sin metastasis a distancia

M1 Con metastasis a distancia

e Comparacion del estadiaje por grupos TMN y sus equivalentes en la clasificacion
Dukes‘/Modified Astler-Coller (Adaptado de Fleming y cols,1997)

Agrupacion TNM Estadio TNM | Equivalencias
Dukes /MAC
Tis, NO, MO 0 Ninguno

T1, NO, MO | A
T2, NO, MO B1
T3, NO, MO 1 B2
T4, NO, MO B3
Cualquier T, N1, MO 11 Sy
Cualquier T, N2, MO C2
Cualquier T, N3, MO C3
Cualquier T, cualquier N, M1 Y D

2.2 CRITERIOS CLINICOS DE HNPCC
e AMSTERDAM: Al menos tres familiares con cancer colorrectal. Deben cumplirse
todos los siguientes criterios:
1) Uno de ellos debe ser familiar de primer grado de los otros dos
2) Al menos dos generaciones deben estar afectadas

3) Al menos no de los canceres colorrectales debe ser diagnosticado a una

edad inferior a 50 anos.

4) La poliposis adenomatosa familiar debe ser descartada

e AMSTERDAM lI: Al menos tres familiares con cancer asociado a HNPCC (cancer
colorrectal, endometrio, uretra, pelvis renal y small bowel? . Deben cumplirse

todos los siguientes criterios:
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1) Uno de ellos debe ser familiar de primer grado de los otros dos

2) Al menos dos generaciones deben estar afectadas

3) Al menos no de los canceres colorrectales debe ser diagnosticado a una
edad inferior a 50 anos.

4) La poliposis adenomatosa familiar debe ser descartada

e BETHSEDA:

1) Individuos con cancer en familias que cumplen los requisitos de
Amsterdam.

2) Individuos con dos canceres del espectro HNPCC, incluidos canceres
colorrectales sincronicos o metcronicos o asociados a canceres
extracolonicos.

3) Individuos con cancer colorrectal y un familiar de primer grado con cancer
colorrectal y/o cancer extracolonico del espectro HNPCC y/o adenoma
colorrectal; no de los canceres diagnosticados a una edad menor a 45
anos y el adenoma diagnosticado a una edad menor a 45 anos.

4) Individuos con cancer colorrectal o cancer endometrial diagnosticado a
una edad menor de 45 anos.

5) Individuos con canceres colorrectales en el lado derecho con un patron
histopatologico indiferenciado diagnosticado a una edad inferior a 45
anos.

6) Individuos con adenomas diagnosticados a una edad inferior a 40 anos.

(Adaptado de Terdiman y cols, 2001)

3  ANALISIS DE MARCADORES DE MICROSATELITE
3.1 EXTRACCION DE DNA
3.1.1 DE SANGRE PERIFERICA
Material
- Kit de extraccion de DNA Wizard ® Genomic DNA de Promega
- Isopropanol (Merk)
- Etanol (Merk)
Metodo
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1. Anadir a 300ul de sangre total 900ul de solucion de lisis, proporcionada por el Kit.
Agitar suavemente y dejar 10 min en incubacién a temperatura ambiente, con
objeto de lisar los globulos rojos. Centrifugar a 13000-16000g durante 20s.

2. Eliminar el sobrenadante evitando perturbar el precipitado celular del fondo.

3. Anadir 300 ul de solucion de lisis nuclear. Ante |la formacidén de grumos celulares
iIncubar la mezcla a 37°C hasta la desaparicion de los mismos.

4. Anadir 100unl de solucion precipitante de proteinas, mezclar vigorosamente
mediante la utilizaciéon de vortex y centrifugar a 13000-16000g durante 3 min. a
temperatura ambiente.

5. Transferir el sobrenadante claro a un tubo que contenga 300ul de Isopropanol a
temperatura ambiente. Mezclar suavemente por inversion hasta que se observe
la formacion de la madeja de DNA.

6. Centrifugar a 13000-16000g durante 1min. Decantar el sobrenadante y anadir
300 ul de Etanol al 70% para lavar el pellet de DNA. Centrifugar nuevamente en
similares condiciones.

7. Aspirar cuidadosamente el Etanol evitando la aspiracion del pellet. Invertir el tubo
sobre papel secante limpio y dejar secar al aire durante 10-15 min.

8. Anadir 100pul de Solucion de Rehidratacion e incubar a 65°C durante 1h.

9. Cuantificar y conservar entre 2-8°C.

3.1.2 DE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS
SEPARACION DE LAS FRACCIONES
Material
- Dynabeds HLA class |. (Dynall)

-  Dynabeds HLA clase Il. (Dynall)

- PBS

- Citrato Sdédico (SIGMA)

- Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich).

Metodo

Aislamiento inmunomagnético de linfocitos B
1. Centrifugar 10 ml de sangre a 2000 r.p.m. (800-1000 xg) durante 5 min. sin

iInterrupcion.

2. Desechar el plasma y transferir la capa leucocitaria a un tubo de 10ml.
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3. Anadir 5 ml de PBS, previamente enfriado, con 0.6% de citrato sodico.

Resuspender el producto Dynabeds HLA clase |l por agitacion suave. Agregar

100ul de la suspension a la sangre enfriada.

5. Mezclar suavemente durante 10min a 2-8°C por cabeceo y rotacion. No utilizar
excesiva rotacion que puede danar a las células y aumentar el ruido de fondo.

6. Aislar las celulas HLA clase I+ aplicando a la pared externa del tubo de ensayo,
un iman de tierras raras durante 2-3 min.

/. Desechar el sobrenadante con una pipeta Pasteur, mientras las células
«rosetadas»estan unidas a al pared del tubo por la accion del iman.

8. Lavar las células aisladas HLA clase lI+, 4-5 veces, separando el tubo del iman y
anadiendo al resuspendido de células rosetadas 5 ml de PBS a 2-8°C (utilizar

PBS con 0.6% de citrato sodico en el primer lavado). Aplicar el iman un minimo

de 30 segundos para recoger las celulas. Descartar el PBS mientras se mantiene .

el tubo adosado al iman.

Aislamiento inmunomagnético de linfocitos T

La muestra se procesa igual que en el apartado anterior pero usando
Dynabeds HLA clase |.

Aislamiento de la poblaciéon mieloide

1. Diluir la sangre periférica con PBS

2. Anadir suavemente la sangre, dejando que resbale por las paredes del tubo, con
un pipeta Pasteaur sobre 4 ml de Histopaque-1077.

3. Centrifugar a 2500 r.p.m. durante 20 min.
Recoger la capa celular que se situa sobre los hematies

S. Lavar con PBS

EXTRACCION DEL DNA
Material
- Buffer de Extraccion:
Tmlde TrisHCL 1 M, pH 7.5
2mlde 0.5 M EDTA
1ml de NaCl 5M (Sigma)
10 ml de 20% SDS (MERK)
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86 ml de H20
Columnas Centricon 100. (Amicon millipore)
TE: Tris HCl 10mM pH8 + EDTA 1mM pH8. (Merk)
Fenol (Merk)
Fenol-Sevag (Merk)

Sevag: Cloroformo:Alcohol isoamilico 24:1 (Merk)

Método

1.

Afadir 0.5 ml de Buffer de Digestion y 30 ul de Proteinasa K a 100 pl de Ia
muestra

Dejar incubando a 56°C como minimo hora y media.

Tras la incubacién afadir 0.5 ml de fenol, agitar (vortex) hasta que se forme una
emulsién y centrifugar a maxima velocidad (10.000-15.000g) 3-5 min a
temperatura ambiente para separar las dos fases. Transferir la fase acuosa

(superior) a un nuevo tubo autoclavado. Repetir el proceso de extraccion, una

segunda vez con fenol-sevag y una ultima con sevag.

Pipetear la fase acuosa (aproximadamente 0.5 ml) del ultimo paso de la
extraccion en el reservorio superior del Centricon 100 y afiadir 1.5 ml de Buffer
TE. Centrifugar a 1000g a temperatura ambiente por 20 minutos. La muestra de
DNA permanecera concentrada en 15-50ul de TE buffer en el fondo del
reservorio superior del Centricon 100, mientras las moleculas con pesos
inferiores a 100.000 daltons pasaran a través del filtro. Eliminar el efluente del
reservorio inferior y repetir el lavado y centrifugado otras dos veces anadiendo
2ml de Buffer TE al reservorio superior.

Después del Uultimo lavado, recoger los aproximadamente 15-50 pl de
concentrado de DNA invirtiendo el reservorio superior en el tubo proporcionado

por el sistema y centrifugar a 500g por 2 minutos.

Cuantificar e identificar el DNA. Conservar a 2-6°C o congelar a -15 © -

25°C hasta su utilizacion.

3.1.3 DE PIEZA TUMORAL SIN MICRODISECCION

Material

Buffer de Extraccion: 10 mM Tris (pH 7.5), 150 mM NaCly 2 mM EDTA. (Merck)

Proteinasa K (Roche)
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- Dodecil sulfato sodico (SDS) 10%. (Merk)
- Fenol (Merk)

- Sevag: Cloroformo:Alcohol isoamilico 24:1
- NaCl 5M (Sigma)

- Etanol puro (Merk)

Meétodo
1. - Disgregar el tejido tumoral, congelado en nitrégeno liquido, en un mortero

enfriado a su vez con nitrogeno liquido
2 - En un tubo universal de 50 ml afiadir a la muestra: 5 ml de buffer de extraccion,

100ul de Proteinasa Ky 250 pl de SDS 10%. Introducir en un bafno a 56°C durante
24h.
3. - AAadir 10 ml de Fenol, agitar y centrifugar durante 10 min a 2500 r.p.m. Transferir

la fase acuosa a un tubo limpio.
4. - ARadir 10 ml de SEVAG, agitar centrifugar 10 min a 2500 r.p.m. y transferir |a

fase acuosa a un tubo limpio.
5. - Afadir 800 pul de NaCl 5M y volumenes iguales de Etanol frio
6. - Recoger la medusa de DNA que se forma con la ayuda de una pipeta pasteaur

de cristal estéril y lavarla en Etanol al 70%.

7. - Diluir la medusa en TE y conservar a 4°C hasta su utilizacion.

3.1.4 DE PIEZA TUMORAL TRAS MICRODISECCION
Microdiseccion

Material

- Cortes del tumor primario criopreservados

- azul de toluidina al 0.05%

- Microscopio estereoscopico (Leica Mdelo MAS, Haerbrugg).

- Agujas de Tungsteno (0.5 mm de diametro, Fine Sciencie Tools)

- Micromanipulador (Leica Modelo M).

Metodo:
- Cubrir los cortes criostaticos de tejido tumoral, de un grosor entre 4 y 8 um y

almacenados en cristales portaobjetos a —40 °C, con una solucion de azul de

toluidina al 0.05% durante aproximadamente 60 segundos. Esta tincion permite
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distinguir las estructuras del corte criostatico y poder seleccionar las células
tumorales para separarlas del resto.

- Tras la tincién lavar y cubrir el corte con agua bidestilada. Realizar la
microdiseccion en el aparato manual LEICA MS 5 de Heerbrugg. Utilizar agujas
de tungsteno (0.5 mm de diametro, Fine Sciencie Tools) que previamente
tratadas durante dos horas a electrolisis en solucién de potasa al 0.1% para
eliminar todo material contaminante y para conseguir su afilado.

- Recuperar las células tumorales mediante pipetas automaticas de punta
desechable. Para evitar que el tejido tumoral quede adherido a la cara interna y
borde de la punta de la pipeta, estas puntas se tratan previamente con una
solucidon de silicona (Sigmacote, Sigma). Trasladar el liquido aspirado por la
pipeta con el microdisectado en suspension a un tubo de centrifuga; esta
operacion se realiza tantas veces como sea necesario hasta obtener una
cantidad suficiente de partida para la extraccion del DNA.

- El mismo proceso se realizara para conseguir tejido estromatico en los casos que
esto sea posible. Tras realizar la microdiseccion, puede congelarse el resultado a
—40°C o continuar el proceso de extraccion de ADN

- Reduccién del volumen de agua obtenido. Al aspirar cada porcion de
microdisectado se pueden tomar unos 5 ul de liquido, por lo que al repetir esta
operacion podemos llegar a tener un volumen tal que diluya los reactivos de la
extraccion de DNA. Para reducir este volumen se lleva el tubo a centrifuga de
vacio, manteniéndose el tiempo necesario para que el volumen de la muestra no

interfiera en la extraccion. Como el DNA es resistente, puede aplicarse vacio

intenso y calor para conseguir reducir volimenes de 100 pl o mas. El volumen

final sera de unos 10 pl.

Extraccion de ADN del microdisectado

Material:
- Kit QlIAmp DNA minikit, QUIAGEN

Método:
- Afadir 90 ul de buffer ATL y 10 pl de proteinasa K. Homogeneizar dando un

pulso de agitaciéon de unos 15 segundos en vortex. Incubar a 56°C por espacio

de 3 horas y centrifugar
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Afnadir 100 ul de buffer AL, pulso de 15 segundos. Incubar a 70°C por espacio de
10 minutos. Centrifugado breve.

Adicionar 100ul de etanol de calidad HPLC, pulso de 15 segundos y centrifugado
breve para recuperar pequenas gotas formadas.

El contenido se pasa a la columna, se cierra y se centrifuga a 8000 rom durante 1
minuto.

Pasar la columna a otro tubo y anadir 250ul de buffer Aw1. Centrifugar a 8000

rem durante 1 minuto.
Pasar la columna a otro tubo y anadir 250 ul Aw2. Centrifugado a 14000 rpm

durante 3 minutos.

Pasar la columna a otro tubo y anadir 60 ul de agua destilada o buffer AE. Se
deja incubar 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifuga a 8000 rpm durante
1 minuto. El tiempo de incubacion puede prolongarse hasta 5°, con lo cual puede
mejorarse la cantidad de DNA extraido.

Es mejor utilizar agua destilada que el buffer AE, ya que asi podremos anadir
mayor cantidad de DNA para la PCR pues podremos anadir hasta completar el
volumen total, poniéndolo en lugar del agua destilada. Si usasemos el tampon AE
no podriamos hacerlo porque anadiriamos mas sales y alterariamos las
condiciones de reaccion de la PCR.

Alicuotar el producto obtenido tras la centrifugacion. Las alicuotas que no vayan a

utilizarse pueden congelarse a —40°C para su conservacion.

3.2 REACCION EN CADENA DE POLIMERASA (PCR) |
3.2.1 SENCILLA: INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

Materiales

Taq Buffer con Mg (Roche)

Enzima Tag DNA polimerasa. (Roche)

Primers: sintesis comercial de PE Applied Biosystem
DNTPs
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L

Secuencia 1@ Marcaje
BAT 26 FW1 | TGACTACTT TTGACT TCA GCC | 50°C TET
BAT 26 BW |AAC CAT TCAACATTT TTAACC C| 50°C
BAT 40 FW2 | ATT AAC TTC CTA CAC CAC AAC | 45°C TET
BAT 40 BW GTA GAG CAAGAC CACCITT G 45°C

BAX FW3 ATC CAG GAT CGA GCA GGG CG | 585°C FAM
BAX BW ACT CGC TCAGCTTCTTGG TG | 55°C
TGFBRIIFW4 | AAG CTC CCC TAC CAT GAC T 50°C FAM

TGFBRII BW | TGC ACT CAT CAG AGC TAC AG 50°C
1.2.3y 4. Yamamoto H y cols, 1997.

Metodo
1- Se prepara una mezcla de reaccion independiente para cada pareja de primers, a

un volumen final de 50 pl, conteniendo 300 ng de DNA, 30 pmol de cada
oligonucledtido, 5 ul de una mezcla de los cuatro dNTPs 10mM, 5 pl de buffer con

Mg vy una unidad de Taq Polimerasa.

2- Se someten a los siguientes protocolos de amplificacion en un ciclador GeneAmp
9600 de Perkin-Elmer:

BAT 26 y TGFBRII

35 CICLOS
95°C 94°C 50°C 1296 72°C 4°C
5min Tmin Tmin Tmin 10min
BAX
35 CICLOS
95°C 94°C 55°C 1270 12°C 4°C
5min Tmin Tmin Tmin 10min
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3.4.2 RESULTADOS DEL ESTUDIO DE INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

Los patrones de inestabilidad dependen del tipo de microsatelite:

BAT 26 y BAT 40: aparicion de alelos con un tamario menor al tamafio de los alelos de

tejido normal.

BAX (G8): pérdida o ganancia de una base, pasando a ser G7 o G9.

TGFBRII: pérdida de una o varias bases.

4 INMUNOFENOTIPAJE MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO
4.1 ESTUDIO DE LOS MARCADORES LEUCEMICOS

4.1.1

Materiales

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

- Anticuerpos monoclonales fluorescentes. (Becton Dickinson)
- Solucion de Lisis (Ortho)

Método
1-

I

c

Los marcadores monoclonales se utilizan por parejas, uno de ellos marcado
con FITC y otro con PE. Afiadir 3.5 ul de cada marcador monoclonal a 30y
de sangre periférica o 10ul de médula 6sea. Mezclar homogeneamente
mediante agitacion e incubar 20min a temperatura ambiente

Afadir aproximadamente 1 ml de solucién de lisis, mezclar
homogéneamente mediante agitaciéon e incubar 10 min a temperatura

ambiente.

Introducir las muestras en el citometro.

4.1.2 ANALISIS

Utilizaremos una representacion de puntos o escategrama, donde se enfrentan dos

sefiales, la dispersién hacia delante y la fluorescencia. Cada punto representa una celula

especifica que muestra su tamario y la fluorescencia asociada.
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Paneles de marcadores utilizados:
- Leucemias Agudas: CD 45, CD 14, CD 15, CD 34, CD 33, CD 13, DR, CD 2,

CD7, CD19, CD3, CD 10, CD 103, FMC-7
- Leucemias cronicas: CD 45, CD 14, CD 3, CD 19, CD 4, CD 8, CD 56/16, DR, CD

20, CD5, CD7, CD2, CD 22, CD 23
- Linfomas: CD 45, CD 14, CD 3, CD 19, CD 4, CD 8, CD 56/16, DR, CD7, CD2,

CD 25, CD 11c, CD 20, CD5

4.2 ESTUDIO DE LOS MARCADORES DE TCR
421 PREPARACION DE LA MUESTRA

Materiales

- Anticuerpos monoclonales fluorescentes.
- Solucidon de Lisis (Ortho)
Metodo

1- Preparar ocho tubos que contengan 3.5 ul de marcador monoclonal CD4 y
otros ocho con CD8. Afadir a cada tubo 3.5 pl del trio de marcadores
monoclonales de las familias VB correspondientes, marcadas con
fluorescencia PE,FITC y PE/FITC, y 30ul de sangre periférica o 10ul de
médula o6sea. Mezclar homogéneamente mediante agitacion e incubar

20min a temperatura ambiente.
2- Afadir aproximadamente 1 ml de solucion de lisis, mezclar
homogéneamente mediante agitacion e incubar 10 min a temperatura

ambiente.

3- |Introducir las muestras en el citometro.

4.2.2 ANALISIS
Una vez seleccionada la poblacién de interés CD4 o CD8, se analiza el escategrama, las

tres familias analizadas en cada caso se colocaran en los cuadrantes UL ( arriba-izquierda),

UR (arriba-derecha) y LR (abajo-derecha).
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BAT 40
35 CICLOS
95°C 94°C 45°C 12% 72°C 4°C
Smin Tmin 1min Tmin 10min
3.2.2 MULTIPLEX: QUIMERISMO MEDULAR
Material
- Mezcla de reaccion AmpFISTR Profiler Plus (Applied Biosystems)
- Mezcla de primers AmpFISTR Profiler Plus (Applied Biosystems)
-  DNA Polimerasa AmpliTag Gold (Applied Biosystems)
- Ciclador GeneAmp 9600 de Perkin-Elmer
Microsatelite | Cromosoma Secuencia de repeticion Tamano pb Marcador
D351358 3p TCTA(TCTG)43(TCTA), 114-142 5-FAM
Vwa 12p12-pter TCTA(TCTG)s4(TCTA), 157-197 5-FAM
Fga 428 (TTTC),TTTT TTCT (CTTT),CTCC | 219-267 5-FAM
(TTCC)s
Amelogenina | X: p22.1-22.3 - 107 JOE
D8S1179 Y: p11.2 - 113
D21511 3 (TCTA),/ (TCTG), 128-168 JOE
D18S51 21 (TCTA)(TCTG)[(TCTA),TA(TCTA);| 189-243 JOE
TCA(TCTA), TCCA TA] (TCTA),
D55818 18q21.3 (AGAA), 273-341 JOE
D13S317 5q21-31 (AGAT), 135-171 NED
D7S820 13q22-31 (GATA), 206-234 NED
7q11.21-22 (GATA), 258-294 NED
Metodo

1- Anadir los siguientes volumenes de reactivos en un tubo de microcentrifuga de

1.5 ml:

N° de muestras x 11.5ul de la mezcla de reaccién
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N° de muestras x 5.5ul de mezcla de primers

N° de muestras x 0.5ul de AmpliTaq Gold DNA Polimerasa

2- Afadir 15ul de dicha mezcla en cada tubo de PCR de 0.2ml de paredes finas, con

tapa, marcados previamente.

. MATERIAL Y METODOS

3- Incorporar 10ul de dilucién de los DNAs de concentracion 0.05-0.125 ng/pl.

4- Introducir los tubos en un ciclador GeneAmp 9600 de Perkin-Elmer y empezar el

programa:
28 CICLOS
95°C 94°C 59°C 12°0 60°C 25°C,
11min 1Tmin Tmin Tmin 45min

3.3 ELECTROFORESIS CAPILAR

Fundamento

La incorporacion de primers y estandares marcados fluorescentemente permite la
deteccion con laser de los productos de PCR. Las moléculas absorberan la energia
luminosa emitida por un laser y la reemitiran a distintas longitudes de onda especificas de
cada fluorocromo. Las diferentes longitudes de onda son interpretadas por el software del
ordenador y se muestran como distintos colores a tiempo real. De esto modo es posible
analizar hasta veinte microsatélites en una misma linea. Los tamanos de los alelos son
asignados por el programa informatico en referencia a un estandar interno marcado en un
color unico y distinto del resto. Debe sélo asegurarse que los diferentes fragmentos no se
solapen en tamano y color de marcaje.

Material
- Formamida desionizada (Amresco)
- Estandar de peso molecular GeneScan-500[ROX] (Applied Biosystems)

- Secuenciador ABI PRISM 310
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Método

1- Preparar la mezcla de analisis:

N° de muestras x 24ul de formamida desionizada
N° de muestras x 1ul de estandar GeneScan-500[ROX]

2- En un tubo del secuenciador afadir 25ul de la mezcla de analisis y 1.5ul del

producto de PCR.

3- Tapar los tubos y proceder a su desnaturalizacion calentandolos durante tres
minutos a 95°C en un ciclador e introducirlos posteriormente en hielo durante al

menos tres minutos.

4- |Introducir las muestras en el secuenciador ABlI PRISM 310,utilizando la resina POP-

4.

3.4 INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los datos obtenidos por el instrumento ABI PRISM se analizaran mediante el
programa informatico Gene Scan que asignara un tamano y cuantificara los fragmentos
detectados creando una serie de archivos. Los datos de dichos archivos seran reanalizados
mediante el programa Genotyper. Este ultimo identifica los fragmentos mostrandolos como
picos etiquetados caracterizandolos con histogramas, tablas y estadisticas que
correlacionan los picos y la informacién de los marcadores.

3.4.1 RESULTADOS DEL ESTUDIO DEL QUIMERISMO

Se comparan los perfiles alélicos del donante y del receptor en las situaciones de
pretrasplante y post-trasplante, definiendose tres situaciones:

Quimera total, cuando la celularidad en el paciente transplantado es idéntica a la del
donante

Quimera mixta, cuando coexisten la celularidad del donante y del receptor en
distintas proporciones. Consideraremos quimera mixta cuando exista mas de un 1% de
celularidad del donante.

Ausencia de quimera, cuando la celularidad es la del receptor

La cuantificacion de la Quimera Mixta se realizo asumiendo que el DNA presente en

la muestra refleja el contenido celular y que los alelos del donante y del receptor amplifican
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en igual medida. El tanto por ciento de quimera sera la proporcidn de las areas de los picos

que corresponden a los marcadores del donante comparadas a la suma de las areas de los

pICOS

de los marcadores del donante y del receptor. Dependiendo del patron de

marcadores la formula utilizada fue:

Donante y receptor no comparten ningun marcador

Donante H
Receptor
h area A
% donante =

area A + area B
Donante:Receptor h ﬁ

Donante y Receptor heterocigotos para los marcadores informativos y comparten un

alelo

Donante L)
Receptor A A % donante =
Donante:Receptor , A :

area A

area A+ areaC

Donante homocigoto y Receptor heterocigoto (o viceversa) compartiendo un alelo del

marcador informativo

Donante

(area A - area B)

Receptor % donante =
: JUL (area A + area B)

Donante:Receptor
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3.4.2 RESULTADOS DEL ESTUDIO DE INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

Los patrones de inestabilidad dependen del tipo de microsatelite:

BAT 26 y BAT 40: apariciéon de alelos con un tamano menor al tamano de los alelos de
tejido normal.

BAX (G8): pérdida o ganancia de una base, pasando a ser G7 o G9.

TGFBRII: pérdida de una o varias bases.

4  INMUNOFENOTIPAJE MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO
4.1 ESTUDIO DE LOS MARCADORES LEUCEMICOS
4.1.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS
Materiales
- Anticuerpos monoclonales fluorescentes. (Becton Dickinson)
- Solucion de Lisis (Ortho)
Metodo
1- Los marcadores monoclonales se utilizan por parejas, uno de ellos marcado
con FITC y otro con PE. Anadir 3.5 ul de cada marcador monoclonal a 30l
de sangre periférica o 10ul de médula 6sea. Mezclar homogeneamente
mediante agitacion e incubar 20min a temperatura ambiente
2- Anadir aproximadamente 1 ml de solucion de lisis, mezclar
homogeneamente mediante agitacion e incubar 10 min a temperatura
ambiente.

3- Introducir las muestras en el citometro.

4.1.2 ANALISIS
Utilizaremos una representacion de puntos o escategrama, donde se enfrentan dos
senales, |la dispersion hacia delante y la fluorescencia. Cada punto representa una celula

especifica que muestra su tamano y la fluorescencia asociada.
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Paneles de marcadores utilizados:
- Leucemias Agudas: CD 45, CD 14, CD 15, CD 34, CD 33, CD 13, DR, CD 2,

CD7, CD19, CD3, CD 10, CD 103, FMC-7
- Leucemias cronicas: CD 45, CD 14, CD 3, CD 19, CD 4, CD 8, CD 56/16, DR, CD

20, CD5, CD7, CD2, CD 22, CD 23
- Linfomas: CD 45, CD 14, CD 3, CD 19, CD 4, CD 8, CD 56/16, DR, CD7, CD2,

CD 25, CD 11c, CD 20, CD5

4.2 ESTUDIO DE LOS MARCADORES DE TCR
421 PREPARACION DE LA MUESTRA

Materiales

- Anticuerpos monoclonales fluorescentes.
- Solucion de Lisis (Ortho)
Metodo
1- Preparar ocho tubos que contengan 3.5 pl de marcador monoclonal CD4 y
otros ocho con CD8. Aiadir a cada tubo 3.5 ul del trio de marcadores

monoclonales de las familias VB correspondientes, marcadas con

fluorescencia PE,FITC y PE/FITC, y 30ul de sangre periférica o 10ul de

médula dsea. Mezclar homogéneamente mediante agitacion e incubar

20min a temperatura ambiente.
2- Afadir aproximadamente 1 ml de solucién de lisis, mezclar
homogéneamente mediante agitacion e incubar 10 min a temperatura

ambiente.

3- Introducir las muestras en el citometro.

422 ANALISIS
Una vez seleccionada la poblacion de interés CD4 o CD8, se analiza el escategrama, las

tres familias analizadas en cada caso se colocaran en los cuadrantes UL ( arriba-izquierda),

UR (arriba-derecha) y LR (abajo-derecha).
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5 ESTUDIO DE LA REGION CDR3 DEL TCR MEDIANTE RT-PCR

En la obtencion del ARN no se realizd una separacion de poblaciones CD4+ y CD8+

debido al pequeno numero de celulas del que se disponia en determinados pacientes,

anadiendo a esta razon las perdidas adicionales asociadas a cualquier proceso de

separacion.
5.1 EXTRACCION DE ARN

Materiales

Solucion desnaturalizante

B-Mercaptoetanol
Etanol (Merk)
Acetato Sodico 2M
Fenol
Cloroformo-isoamilico
Agua DEPC

Metodo

Colocar cuatro tubos Eppendorf en una bandeja con hielo, anadir:
- 200 ul de muestra

- 500 pul de solucion desnaturalizante

- 3,6 ul de B-mercaptoetanol

- 50 ul de Acetato Sddico 2M

- 500 pl de fenol

- 100 pl de Cloroformo-isoamilico
Agitar y centrifugar durante 15 min a 15 r.p.m. en una microcentrifuga a 4°C
Transferir el sobrenadante a un tubo limpio, evitando tocar la interfase y anadir un

volumen igual de isopropanol, mezclar y centrifugar durante 20 min a r.p.m. en

una microcentrifuga a 4°C
Decantar el sobrenadante. Anadir 1 ml de etanol al 75% con DEPC y centrifugar

15 min a 15 r.p.m. en una microcentrifuga a 4°C

Retirar el sobrenadante completamente. Secar a T? ambiente y resuspender con
10-15 ul de agua DEPC.

Chequear el RNA en un gel de agarosa al 1% y cuantificar en un

espectrofotometro a 260 nm.

Almacenar a —80°C hasta su utilizacion.
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5.2 SINTESIS DE cDNA
Materiales

- ClbMg (Promega)

@ - Buffer 10x (Promega)
- dNTPs 10x (Promega)
@ - Rnasin (Promega)

- Oligo dt (Promega)

- Agua libre de RNasa
Metodo

- Preparar la mezcla de PCR

N° de muestras x 4 ul de Cl, Mg

N° de muestras x 2ul de Buffer 10x
N° de muestras x 2ul de dNTPs 10x
N° de muestras x 0.5 ul de RNasin
N° de muestras x 2ul de oligo dt

N° de muestras x H20 hasta 20l

- Anadir el volumen adecuado de la mezcla a 1-2 ug de RNA hasta un volumen

total de 20 pl.

- Introducir en el ciclador

Protocolo de RT-PCR
42°C, 95°C

20min 5min

® - Tras el programa de PCR introducir las muestras en hielo durante 5 min y
posteriormente llevar a un volumen de 100ul con agua libre de RNasa. Se

almacena a —20°C hasta su utilizacion.
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5.3 AMPLIFICACION DE B-ACTINA

Materiales
- Kit LightCycler- FastStart DNA Master SYBR Green | (Roche)

- Light-cycler (Roche)

- Primers

CHO15Fw | 5-GGC ATC GTG ATG GAC TCC G =3°
CHO16 Bw | 5-GCT GGA AGG TGG ACA GCG A-3°

Metodo
- Anadir 60ul de Light-Cycler-FastStart Reaccion Mix SYBR Green | a la enzima

Light-Cycler FastStart. Mezclar suavemente.

- Preparar la mezcla de reaccion con un volumen final de 10l :

N° de muestras x 5.8 ul de H,O esteril

N° de muestras x 1.2 ul de MgCl, (4mM)

N° de muestras x 1ul de Primers (0.5 pM,cada uno)

N° de muestras x 1 ul de LyghtCycler-FastStart DNA Master SYBR Green |

- Pipetear en cada capilar, previamente enfriado, 9 ul de mezcla de reaccion y 1 pl

de DNA (concentracién final 10 ng/pl). Centrifugar durante 30s a 700g.

- Colocar los capilares en el rotor del Light-Cycler y proceder con el programa:

40 CICLOS
95°C 93 °C 65 °C 12 °% 65 °C 40 °C
8 min 15 s 5s 40 s 15 s 30 s

Interpretacion de los resultados

El SYBR Green es un marcador fluorescente especifico para DNA de doble cadena.
Durante las distintas fases de la reaccion de PCR se une al amplificado permitiendo la
deteccion del mismo, de modo instantaneo, al observarse un aumento de la fluorescencia
segun la reaccion progresa. Tras la deteccidon de la sefal fluorescente mediante un

fluorimetro de tres canales el instrumento obtiene la curva de melting mediante la
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5 ESTUDIO DE LA REGION CDR3 DEL TCR MEDIANTE RT-PCR

En la obtencion del ARN no se realizdé una separacion de poblaciones CD4+ y CD8+

debido al pequefio niumero de células del que se disponia en determinados pacientes,

anadiendo a esta razdn las pérdidas adicionales asociadas a cualquier proceso de

separacion.
5.1 EXTRACCION DE ARN

Materiales

Solucion desnaturalizante

B-Mercaptoetanol
Etanol (Merk)
Acetato Sodico 2M
Fenol
Cloroformo-isoamilico
Agua DEPC

Méetodo

Colocar cuatro tubos Eppendorf en una bandeja con hielo, afnadir:
- 200 pl de muestra

- 500 pl de solucion desnaturalizante

- 3,6 ul de B-mercaptoetanol

- 50 pl de Acetato Sodico 2M

- 500 pl de fenol

- 100 pl de Cloroformo-isoamilico
Agitar y centrifugar durante 15 min a 15 r.p.m. en una microcentrifuga a 4°C
Transferir el sobrenadante a un tubo limpio, evitando tocar la interfase y anadir un

volumen igual de isopropanol, mezclar y centrifugar durante 20 min a r.p.m. en

una microcentrifuga a 4°C
Decantar el sobrenadante. Afiadir 1 ml de etanol al 75% con DEPC y centrifugar

15 min a 15 r.p.m. en una microcentrifuga a 4°C
Retirar el sobrenadante completamente. Secar a T2 ambiente y resuspender con
10-15 ul de agua DEPC.

Chequear el RNA en un gel de agarosa al 1% y cuantificar en un

espectrofotometro a 260 nm.

Almacenar a —80°C hasta su utilizacion.
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5.2 SINTESIS DE cDNA
Materiales
- ClbMg (Promega)
- Buffer 10x (Promega)
- dNTPs 10x (Promega)

-  Rnasin (Promega)

- Oligo dt (Promega)

- Agua libre de RNasa
Meéetodo

-  Preparar la mezcla de PCR

N° de muestras x 4 ul de Cl, Mg

N° de muestras x 2ul de Buffer 10x
N° de muestras x 2ul de dNTPs 10x
N° de muestras x 0.5 ul de RNasin
N° de muestras x 2ul de oligo dt

N° de muestras x H20 hasta 20pl

- ARadir el volumen adecuado de la mezcla a 1-2 ng de RNA hasta un volumen

total de 20 pl.

- Introducir en el ciclador

Protocolo de RT-PCR
42°C 95°C

20min 5min

- Tras el programa de PCR introducir las muestras en hielo durante 5 min y
posteriormente llevar a un volumen de 100ul con agua libre de RNasa. Se

almacena a —20°C hasta su utilizacion.
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5.3 AMPLIFICACION DE B-ACTINA

Materiales
- Kit LightCycler- FastStart DNA Master SYBR Green | (Roche)

- Light-cycler (Roche)

- Primers

CHO15Fw | 5-GGC ATC GTG ATG GAC TCC G -3
CHO16 Bw | 5- GCT GGA AGG TGG ACA GCG A-3°

Método
- Afadir 60ul de Light-Cycler-FastStart Reaccion Mix SYBR Green | a la enzima

Light-Cycler FastStart. Mezclar suavemente.

- Preparar la mezcla de reaccién con un volumen final de 10pl :

N° de muestras x 5.8 ul de H,O esterll

N° de muestras x 1.2 ul de MgCl, (4mM)

N° de muestras x 1ul de Primers (0.5 uM,cada uno)

N° de muestras x 1 ul de LyghtCycler-FastStart DNA Master SYBR Green |

- Pipetear en cada capilar, previamente enfriado, 9 pl de mezcla de reaccion y 1 pl

de DNA (concentracion final 10 ng/ul). Centrifugar durante 30s a 700g.

- Colocar los capilares en el rotor del Light-Cycler y proceder con el programa:

40 CICLOS
95°C 93 °C 65 °C 12.°C 65 °C 40 °C
8 min 198 5s 40 s 15 s 30 s

Interpretacion de los resultados

El SYBR Green es un marcador fluorescente especifico para DNA de doble cadena.
Durante las distintas fases de la reaccion de PCR se une al amplificado permitiendo la
deteccidn del mismo, de modo instantaneo, al observarse un aumento de la fluorescencia
segun la reaccién progresa. Tras la deteccion de la senal fluorescente mediante un

fluorimetro de tres canales el instrumento obtiene la curva de melting mediante la
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monitorizacion del perfil de desnaturalizacion de los productos de PCR en presencia del
marcaje de SYBRGreen. Para ello se adiciona un ciclo de fusion que consta de tres pasos:

una rapida desnaturalizacion, un corto hold al éptimo de temperatura de annealing y una

lenta desnaturalizacion. Durante este ultimo paso la fluorescencia se mide continuamente

para generar una curva de fusion de alta resolucion. Esta curva determina la temperatura de
fusidn del producto que sera caracteristica del contenido GC, tamafo y secuencia pudiendo
pues ser utilizada como identificacion del producto. El programa informatico del instrumento
diferenciara automaticamente los datos de la curva y los presentara como picos. La -actina

se fusiona a una mayor temperatura que los primers dimers.

La combinacion del marcaje y del analisis de la curva de Melting permite aumentar
considerablemente la especificidad y sensibilidad de la reaccién de amplificacion en relacion
con métodos de deteccion y cuantificacion clasicos como el chequeo en gel de agarosa.

El analisis de la curva de melting se realiza mediante un ajuste polinomico mas

background al ser este mas robusto que el linear y compensar los efectos no especificos de

la temperatura sobre la fluorescencia.

5.4 REACCION DE PCR
Materiales

- T-Cell Receptor 5V[3 Primers (Becton Dickinson)

- Primer fluorescente 3'V[3 (Applied Biosystems)
- dNTPs

- Buffer con Mg®* 10 x (Roche)

- Taq DNA polimerasa (Roche)

- Primers
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Primer Secuencia
V[ 5'-primers
VB 1 5-GCACAACAGTTCCCTGACTTGCAC-3
VB 2 5-TCATCAACCATGCAAGCCTGACCT-3
VB 3 5-GTCTCTAGAGAGAAGAAGGAGCGC-3'
VP 4 5-ACGATCCAGTGTCAAGTCGAT-3
VB 5.1 5-ATACTTCAGTGAGACACAGAGA-3
VB 5.2 5-TTCCCTAACTATAGCTCTGAGCTG-3
VB 6 5'-AGGCCTGAGGGATCCGTCTC-3
VB 7 5'-CCTGAATGCCCCAACAGCTCTC-3
V3 8 5-ACTTTAACAACAACGTTCCGA-3
VB 9 5-CTAAATCTCCAGACAAACGTCAC-3
VB 10 5TCCAAAAACTCATCCTGTACCT-3
VB 11 5-TGTTCTCAAACCATGGGCCATGAC-3
VB 12 5'-GATACTGACAAAGGAGAAGTCTCAGAT-3
VB 13 5-CTGCAGTGTGCCCAGGAT-3
VB 14 5'-ACCCAAGATACCTCATCACAG-3
VB 15 5-AGTGTCTCTCGACAGGCACAG-3
VB 16 5-GACCCAATTTCTGGACATGAT-3
VB 17 5-TTTCAGAAAGGAGATATAGCT-3
VB 18 5'-AGCCCAATGAAAGGACACAGTCAT-3
VB 19 5-ACCCCCGAAAAAGGACATACT-3
VB 20 5-CTCTGAGGTGCCCCAGAA-3
VB 21 5-CGGAGCTTCTGGTTCAAT-3
VB 22 5-ATGAAATCTCAGAGAAGTCT-3
VB 23 5-GATCAGAGAAAAGAGGGAAAC-3’
VB 24 5-CTGCTGTTCCACTACTATGAC-3
Cp 3 -primer* 5-TTCTGATGGCTCAAACAC-3

* El primer CB 3' esta marcado fluorescentemente con el fluorocromo FAM (azul)
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Metodo
1. Preparar 24 tubos de PCR, anadir en cada uno de ellos 5 pl de cDNA y 1 pl de

B RS R S, AR e S A R ] LErY

primer C3 5° correspondiente a cada familia.

2. Preparar la mezcla de reaccion:

5 ul de Buffer(10 x) con Mg®® x 24
x 24

5 ul de dNTPs

0.5 ul Tag DNA polimerasa

1wl CB 3 -primer

x 24
x 24
x 24

3. Afadir a cada tubo de PCR 44 nl de la mezcla de reaccion.

4. Introducir las muestras en el ciclador y ejecutar el programa:

HOLD 35 CICLOS HOLD HOLD
94°C 95°C 55°C 1276 72°C 15°C
5 min 1min Tmin 1 min 7 min

5.5 ANALISIS POR ELECTROFORESIS CAPILAR
Se siguen las indicaciones descritas en el apartado 1.3.
5.6 SECUENCIACION

Material
Secuenciador ABI PRISM 310

Sistema de filtrado microcom

Big Dye

Primers, concentracion: 10 pmol/pl

Columnas Centri-sep

Méetodo

UNIVERSIDAD DE GRANADA s
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Colocar el producto de PCR a secuenciar en el reservorio para la muestra del

sistema de filtrado microcom, se lleva a un volumen de 500 pl con agua y se

centrifuga a 4000 r.p.m. durante 8 min.

Eluir el filtrado con 2 del volumen original del producto de PCR.

Preparar la mezcla de reaccion de secuenciacion, por cada PCR se preparan dos

mezclas, la primera con el primer en 3’ y la segunda con el primer en 5.

- 5 ul de PCR purificada

60



v
Clara Isabel Esparza Del Valle i U MATERIAL Y METQDROS

4 ul de Big Dye Mix
5 ul de agua

1 ul de primer

- Programa de secuenciacion:

HOLD 25 CICLOS HOLD
94°C 96°C 58°C 60°C 4°C
3min 10s 5s 4min Forever

- Purificacion del producto de secuenciacion:

Rehidratar las columnas centri-sep afadiéndoles 800ul de H0,
homogeneizar cuidadosamente evitando la formacion de burbujas de aire.
Dejarlas reposando 30 min. Una vez rehidratadas pueden guardarse a 4°C
durante varios dias.

Drenar las columnas mediante presion y dejar reposar 15 min.

Colocar las columnas en el tubo colector y centrifugar 2min a 3000 r.p.m.
Transferir 20ul del producto de secuenciacion al centro de la columna
evitando tocar el gel con la punta de |la pipeta.

Colocar en un eppendorf y centrifugar 2min a 3000r.p.m.

Las muestras pueden guardarse congeladas hasta que se vayan a procesar.
Secar las muestras al vacio.

Reconstituir con 25ul de supresion reagent, dejar reposar 15 min a T°
ambiente.

Desnaturalizar las muestras calentandolas a 95 3 min y a continuacion

poniéndolas en hielo. Se mantendran en el hielo hasta la hora de cargarlas en

el secuenciador.
El secuenciador se prepara con la resina POP 6. La T2 de secuenciacion se

fija en 50°C y se programan las muestras segun las indicaciones del soft-

ware.
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5.7 INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Las sefales fluorescentes seran procesadas y analizadas por el programa GenScan,
mostrando distintas situaciones dependiendo de la clonalidad de las familias. Los
transcritos normales reflejan policlonalidad en el cDNA, mostrando una distribucion

gaussiana de al menos seis picos que difieren entre si 3 pb sin ningun hueco entre ellos:

F.% M,

La aparicion de picos dominantes indican la presencia de un exceso de cDNA de
idéntico tamario, sugiriendo la presencia de una poblacién T oligoclonal o monoclonal:

Ejemplo de policlonalidad

U WUl ML—

Ejemplo de monoclonalidad

La ausencia de picos tras la amplificacion mediante PCR sugiere la ausencia de celulas
T que contengan dicha subfamilia V3.

Para realizar la valoracion de la complejidad de los espectros encontrados se ha
realizado la siguiente gradacion de las subfamilias V3, se asignara una puntuacion de O si la
familia no esta presente, 1 si presenta un patrén monoclonal, 2 si presenta un patréon
biclonal y asi sucesivamente hasta la puntuacién de 6 si la familia presenta un patron
policlonal normal con una distribucion Gaussiana. La complejidad global en una muestra

normal sera la suma del nimero de subfamilias estudiadas, 24 por su puntuacion de

complejidad, con una puntuacion maxima de 144.
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6 ANALISIS DE LOS REORDENAMIENTOS BCR-ABL Y PML-RAR MEDIANTE RT-

PCR.
6.1 BCR-ABL

La traslocacion reciproca t(9;22)(q34;911) caracteriza al 80% de los casos de LMC y

provoca la formacion de un gen hibrido ber/abl. En la mayoria de los casos el punto de

ruptura del gen bcr ocurre en la region M-bcr (“major-break-point cluster region”).

Dependiendo del punto de ruptura en la region becr (ya sea en el extremo 3’0 §) se

originan dos transcritos distintos, bcr2-abl2 o ber3-abl2, al incorporarse o no el exon b3

del protooncogen bcr. La ruptura en el cromosoma 9 se produce en el protooncogen abl.

El oncogen bcr/abl genera un ARNm quimeérico el que a su vez da lugar a una proteina

p210 con actividad tirosinquinasa que participa en el control del crecimiento y de la

diferenciacion celular.

Extraccion de RNA se realizé segun lo indicado en el apartado 5.1

Sintesis de cDNA segun lo indicado en el apartado 5.2

Reaccion de PCR : Se realiza una PCR anidada, para aumentar la sensibilidad

Se amplifica conjuntamente la secuencia abl para comprobar la integridad del cDNA.

e Primera amplificacion:

abl bcr-abl
S8 L O ———————— C 15 0| R ————— 35 pl
Buffer 10x .......cccooeeiiinnin, Spl e 5 ul
dANTPsS ... AR ... con0esmmmnisnninnssan mmsasans 4 pl
S0 o | —————— B 2 ul
ABL 3 .., 74 | | I --=-
ABL 1 2L 2 ul
Ampli Taq ...ccoovevviineinnnn. RLIDLIL ... oo ocmiituss mscns i it s 0.5 pl
HoO hasta S50ul......................l. hasta 50 pl
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Programa del ciclador:

35 CICLOS

94°C 94°C 65°C 72°C 72°C 4°C

Smin Tmin 1min 1min30s 10min o0
e Segunda amplificacion

abl bcr-abl

DNA 12 amplificacion......... Al 4
Buffer 10X ..ccuvvvveeeeeeenn. DI e, 5 ul
ANTPS ..o, Apl e 4 ul
B 2 e voinran s s s inscitn s SRR L RS VTSR SR SV TS 2 ul
ABL4 ..., 2L e
PREBAL 2 5,50 i i i 85,5 747 I S ——— 2 ul
AmpliTag .....coceeeviininiennn... 0.5l eeieiiin, 0.5 pul
HoO oo, hasta S0ul.......cccoeeeeeneiill, hasta 50 pl

Se somete al mismo programa que la primera amplificacion.

Analisis de los resultados

Las amplificaciones de la segunda PCR se chequean en un gel de agarosa al 3%,
usando como marcador de peso molecular el PM: 6

Interpretacion de los resultados

El amplificado del gen abl ha de aparecer en todas las muestras, observaremos una
banda de 269 pb.

En las muestras positivas para bcr se podran observar uno de estos dos amplificados
dependiendo del tipo de reordenamiento existente:

- banda de 504 pb: reordenamiento bcr2-abl2

- banda de 579 pb: reordenamiento bcr3-abl2

6.2 PML-RAR

La traslocacion t(15:17) es un rasgo especifico y selectivo de las leucemias

promielociticas agudas, que representan el 10% de las leucemias mieloides agudas. Como
consecuencia de esta traslocacion se forma el gen quimérico PML/RARa. El punto de corte

en el gen RARa tiene lugar siempre en el intréon 2, mientras que en el PML existen tres
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puntos de ruptura que determinan la forma de tres tipos de trascritos: bcr1(intron6) y bcr3

(intron3), con una incidencia similar entorno al45% y bcr2 (exén 6) con una incidencia del 5

al 10%. La deteccion de este reordenamiento tiene interés diagnostico ya que permite

evaluar el control de la terapeutica (Grimwade y cols, 1997)y sirve para detectar EMR en

presencia de médula ésea aparentemente normal morfolégica y citogenéticamente (Biondi y

cols, 1992)

Extraccion de RNA se realizé segun lo indicado en el apartado 5.1

Sintesis de cDNA segun lo indicado en el apartado 5.2

Amplificacion de B-actina: para asegurar la integridad del cDNA. Segun lo indicado en el

apartado 5.3

Reaccién de PCR: Se realizé una PCR a tiempo real con primers especificos y sondas

fluorescentes en el ciclador Lightcycler.

Material:
- ClbMg 25 mM

- Primers PML1, PML3 y RAR
- Sondas PMLRAR 3’ FLy PMLRAR 5" LC
- Enzima: Light cycler Fast Start Hybridization Probes

Mezcla de reaccion de PCR: V final = 10ul

PML1 PML 3
HoOoie, 4.8l 4.8 pl
CI2ZMG ..o, 5.1 P — 1.2 ul
£ R A — 051 e, 0.5ul
PML1-2 ., O5M e, o
PIVILS .csinm it ssin i aimicasans i T —— 0.5ul
PMLRAR3'FL.......ccc.non..... O5ul e 0.5ul
PMLRARS'LC.................... £ R STT O ————— 0.5ul
Light Cycler Fast Start ...... Th 1ul
Hybridization probes
CONA ... . 71 1 pul

Programa del ciclador:
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El programa consiste en una desnaturalizacion inicial de 94°C durante 10minutos
para activar la Taq seguida de 45 ciclos consistentes en un anillamiento a 60°C durante 12
segundos con lectura efectuada en F2/F1, elongamiento a 72°C durante 12s, y
desnaturalizacion de 94°C 0 segundos.
Interpretacion de los resultados
El par de primers PML1-2/RAR amplifica bcr1/2 generando un amplicon de 200 pb para
bcr1 y 170 para ber2 y el par PML3/RAR amplifica ber3 generando un amplicon de 150pb.

Las dos sondas fluorescentes se sitian sobre la secuencia comun del gen RAR«
espaciadas por un nucledtido. La primera sonda dadora de luz, marcada con fluoresceina

(FI) y la segunda, aceptora (LC) marcada con Red640.

Durante la ejecucion del programa se puede observar el proceso de amplificacion de
cada una de las muestras. Dado que las muestras hibridan con secuencias especificas se

consideran positivas todas aquellas muestras en las que se haya detectado amplificacion

7 HIBRIDACION FLUORESCENTE IN SITU
Material
- Carnoy: Metanol:Acético, 7:3.

- Solucion desnaturalizante: Formamida al 70%: 2xSSC a pH 7.0-8.0 ajustado con
ac. citrico.

- Soluciones de lavado |: Formamida al 50%: 2xSSC a pH 7.0-8.0 ajustado con ac.
citrico.

- Solucion de lavado Il: 2xSSC: 0.1% NP40.

- Colorante de contraste Dapi-l|

Método
1. Limpiar los portas con detergente y sumergirlos en etanol al 70%, secar con papel de

celulosa.
2. Preparacion de la muestra:
a. Lavar los linfocitos con RPMI para retirar los restos de Ficoll, hematies y evitar
que las células se adhieran entre si. Centrifugar 10 min a 1500 r.p.m.

b. Retirar el sobrenadante, resuspender el sedimento afnadiendo lentamente KCI

0.075M (para 30x10° células 15 ml de KCI)

c. Incubar a 37° C durante 1h 30min, con objeto de lisar la membrana celular
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b d. Centrifugar 10 min a 1500 r.p.m. y retirar el sobrenadante
e. Afadir Carnoy, 10 ml para 30x10° células y mezclar cuidadosamente, de modo
® gue los nucleos queden libres.
f. Realizar un segundo lavado, repitiendo los pasos d y e.
g. En este estadio la muestra puede conservarse congelada a —20°C durante anos.
@ 3. Sobre un porta con fijador (Carnoy) colocar 1 6 2 gotas de la muestra. Dejar a T°
ambiente hasta la evaporaciéon del fijador
4. Colocar los portas sobre una superficie seca dentro de un bano a 60°C durante 10
: min. Este paso es optativo pero permite que los nucleos aumenten de tamano.
5. Dejar envejecer hasta el dia siguiente sin aplicar horno de calor.
® 6. Hibridacion:
° a. Preparacion de la sonda: 7 ul de solucion de hibridacion, 2 ul de agua y 1ul de
sonda. Manipular la sonda evitando en lo posible el contacto con la luz y en
: ambiente frio.
b. Afadir a los portas la solucién desnaturalizante previamente atemperada a 68-
72°C, dejar actuar 3-5 min.
® c. Sumergir en etanol al 70% durante 1 min y durante otro minuto en etanol al 80%.
Secar hasta que el etanol se haya evaporado completamente, sino se inhibiria la
® hibridacion.
¢ d. Desnaturalizar la sonda calentandola durante 5 min a 68-723C y sumergiendola a
continuacion en etanol al 100%. Una vez desnaturalizada, colocarla sobre un
. cubreobjetos.
e. Poner la muestra en contacto con el cubre y sellarla con parafina. Colocarla en
una camara humeda a 37°C.
® 7. Lavados post-hibridacion:
a. Retirar el sellador y sumergir los portas en la solucion de lavado | durante 20
minutos
® b. Sumergir los portas en solucién de lavado ll. Cuando la muestra esté sumergida
en cualquiera de las dos soluciones de lavado es aconsejable mover los portas
P suavemente para retirar los restos de sonda que no haya hibridado.
c. Afadir 10 ul de colorante de contraste en la zona de hibridacion. Puede
analizarse o bien conservarse congelado y protegido de la luz.
D
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8. METODOS ESTADISTICOS
Para el analisis estadistico de los datos obtenidos se utilizd 1a aplicacién informatica
STATISTICA 5.0 (StatSoft, Inc, Tulsa, USA).

Test de homogeneidad de dos muestras cualitativas

Para este estudio se utilizo el test de y*, y en caso de no cumplirse las condiciones

de validez de dicho test, se aplico el test exacto de Fisher de 2 colas.

Test de homogeneidad de dos muestras cuantitativas

Se realizé aplicando el test no paramétrico de Wilcoxon.
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1. ESTUDIO DEL QUIMERISMO EN PACIENTES SOMETIDOS A TRASPLANTE
ALOGENICO DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS.

El estudio del quimerismo en sangre periférica, medula 0sea y distintas fracciones

celulares se ha estudiado en funcion de la patologia y del tipo de transplante realizado.
En todos los pacientes se encontraron marcadores informativos que permitieron la
evaluacion cuantitativa del estado de quimerismo. Se consideraron marcadores
informativos aquellos en los que al menos un alelo del receptor era unico (no compartido
con el donante). En los 21 pacientes estudiados se detectd una media de tres

marcadores informativos siendo seis marcadores el numero maximo y de dos el minimo.

Evolucion del quimerismo

N° < +4 meses | > +4 meses
1 QM —- QT | QM —- QT
2 QT QT

3 QM — QT QT

4 QM - QT | QT — QM
6 QM - QT | QT / QMg
6 QT QT

7 QT QT

8 QT -

9 QT / QMm -~

10 AQ AQ

11 QT QT

12 QT QM —» AQ
13 QT QT

14 QT QT

15 QT -

16 QM QM — AQ
17 QT QT

18 QT QT

19 QT -
20 QT -
27 QT -

Tabla 1: Evolucion de la quimera en los pacientes durante el tiempo de estudio,
diferenciamos entre menos de cuatro meses post-trasplante y mas de cuatro con objeto de poder
evaluar la situacion del quimerismo en relacion a la aparicion de EICHa o EICHc (Figura 1 y Figura
2). QM : Quimera Mixta; QT: Quimera Total;, QMg: Quimera Mixta ganglionar; QMm: Quimera

Mixta medular; AQ: Ausencia de Quimera
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1.1. QUIMERISMO Y APARICION DE EICH

La aparicion de una situacion de quimera mixta se ha relacionado con una

R T L P PP

ausencia o bien presencia menos severa de EICH, el estudio de nuestros datos para

EICa y EICHc dieron como resultado:

ESTADO DE QUIMERISMO

EICHa grado 0-1

EICHa grado 2-4

Quimera Total

Quimera Mixta

69% (11)

60% (3)

EICHa grado 0-1

%

% AEad T

QM

EICHa grado 2-4

31% (5)
40% (2)

QT QM

Figura 1:Estudio de la quimera y la aparicion de EICH aguda, se valora el estado de

quimerismo en fecha anterior a 4m post-trasplante.

Como se puede observar en la figura 1 y tras realizar el analisis estadistico, en

nuestro grupo de estudio no hemos encontrado ninguna diferencia significativa en la

frecuencia de aparicion de EICHa dependiendo de si el paciente se encontraba en

situacion de QM o QT.
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Realizamos el mismo estudio, en aquellos pacientes vivos en fechas posteriores a
cuatro meses post-trasplante, de la frecuencia de paricion de EICHc dependiendo de la
situacion del estado del quimerismo. Los casos de quimerismo mixto ganglionar vy
medular de los pacientes 5 y 9 no han sido considerados como QM el estudio de la
relacion del quimerismo con la aparicion de EICHa o EICHc, al considerarse

representativos sélo de la poblaciéon maligna y no de una hematopoyesis global.

ESTADO DE QUIMERISMO Ausencia de EICHc o EICHc extensa
EICHc limitada

Quimera Total 55% (5) 45% (4)
Quimera Mixta 100% (4) 0% (0)

100 100

80

80

"B Ausencia de EICHc |

o EICHc limitada
Bl EICHc extensa

604

40

o =

20

oM QT

Figura 2: Clasificacion de los pacientes segun la gradacion de la EICH crénica padecida

pacientes y el estado del quimerismo, se valoran aquellos pacientes que presenten QM en fecha

posterior a 4m post-trasplante

Como podemos ver en la figura 2, en nuestro grupo encontramos una menor
Incidencia de EICHc o una incidencia menos severa en el grupo de pacientes que

presentan una situacion de QM, aunque esta no alcanza significacion estadistica.
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1.2 EICH Y TIPO DE TRASPLANTE
La aparicion de EICH esta tambiéen condicionada por el tipo de trasplante

realizado es decir por el tipo de acondicionamiento y composicion del inoculo.

En nuestro grupo encontramos segun el tipo de trasplante la siguiente distribucion

de la aparicion de EICHa:

TIPO DE TRASPLANTE EICHa grado 0-1 EICHa grado 2-4

Seleccion + 100% (5) 0% (0)

Mini 63% (5) 37% (3)

Estandar 63% (5) 37% (3)
100 _
80 _

60 _ @mSeleccién +
% 40, ;:tl:r:dard
20 _
0

EICHa 0-1 EICHa 2-4

Figura 3: Frecuencia de aparicion de EICHa segun el tipo de trasplante
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Realizamos el mismo estudio respecto a la aparicion de EICHC

TIPO DE TRASPLANTE Ausencia de EICHCc EICHc extensa
o EICHc Limitada

Seleccion + 100% (3) 0% (0)

Mini 67% (4) 33% (2)

Estandar 75% (3) 25% (1)
Ausencia de EICHc o EICHc extensa

EICHc limitada

_RESULTADOS

100 100
80 30
60 60 5 g;eccién + I
0 o
/0 /o0 | B Mini
40 40

O Standard

20- 20

0

Figura 4: EICHc y tipo de trasplante

Como hemos podido observar en la figura 3 y la figura 4, no existe diferencia entre
la aparicion de EICH tanto aguda como crénica entre el trasplante estandar
(acondicionamiento mieloablativo) y el trasplante mini (acondicionamiento no
mieloablativo). En cambio si observamos una menor incidencia de ambas cuando se lleva
a cabo un trasplante con seleccidon positiva (indculo con menor numero de linfocitos T).
Aunque el estudio estadistico no muestra diferencias significativas entre la utilizacion de
los distintos tipo de trasplante agrupandolos bien por tipo de acondicionamiento (standard
y seleccion positiva frente a mini-trasplante) o por tipo de inéculo (mini-trasplante y

standard frente a seleccién positiva).



1.3. QUIMERISMO Y RECAIDA

Una de las aplicaciones mas interesantes del estudio del quimerismo post-

_RESULTADOS

trasplante es la prediccidon de la aparicion de recaidas, por lo que estudiamos las

caracteristicas de los pacientes que recayeron.

Casos Tipo de Trasplante Quimerismo EICH alc
1.DMM Seleccion + QM No/No
4 MRD Mini QM /L

5.1RV Standard QT (QMg) H/E
9.MAML Mini QT(QMm) 11/-
16.EVC Sandard QM No/No

Tabla 2: Relaciéon entre quimerismo, tipo de trasplante, EICH en pacientes que sufrieron

recaida

En el estudio sobre el global de pacientes, los casos de quimerismo mixto

ganglionar y medular no han sido considerados como QM en el estudio de aparicion de

recaida, al considerarse representativos sélo de la poblacién maligna en una localizacion

determinada y no de una hematopoyesis global, detectable en sangre periférica, por lo

tanto no comparable con el resto de los casos.

Figura 5. Aparicidn de recaidas en funcion de la situacion de quimerismo.

Recaida Sin Recaida
QM 75% (3) 25% (1)
QT 0% (0) 100% (15)

_QM

UNIVERSIDAD DE GRANADA

Bl Recaida
B No recaida
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En este caso si podemos observar una diferencia significativa (p=0.04) entre aquellos
pacientes que han sufrido una situacion de quimera mixta y los que por el contrario se
encontraron en una situacion de quimera total. Siendo el hallazgo de quimerismo mixto

indicativo de una mayor probabilidad de sufrir una recaida leucemica.

1.4 QUIMERISMO Y TIPO DE TRASPLANTE

La instauracion de una situaciéon de quimera mixta o de quimera total se ha
descrito que puede depender del tipo de trasplante realizado, es decir del tipo de
acondicionamiento y de la composicion del inoculo.

Del grupo total de pacientes se ha excluido el paciente n°® 10 (AAO), ya que
presentd recuperacion autéloga, sin aparicion de celularidad del donante en ninguno de

los estudios de quimerismo realizados.

QM QT
Seleccion + |  33%(1) 67%(2)
Standard 33%(3) 67%(6)
Mini 25%(2) 75%(6)
100 QM mu] QT
60 604 B Seleccion +
B Mini
% - ._ ~— ——— % 40 O Standard |

204 20

Figura 6: Aparicion de QM o QT dependiendo del trasplante realizado

Como podemos ver en la figura 6 no encontramos diferencia significativa entre los
distintos tipos de trasplante y la aparicién de QM y QT. Podemos observar una tendencia

en los tres tipos de trasplante de una mayor frecuencia de aparicion de QT.
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2. ESTUDIO DEL QUIMERISMO SEGUN PATOLOGIAS
2.1. LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA (LMC)

Se estudiaron tres pacientes con LMC

100

—é— DMM
oo FMG
—&— MAAR

%o

Meses post-trasplante

Figura 7: Evolucidn comparativa del quimerismo en sangre periférica (SP)

Caso 1 (DMM), paciente de 21 afios al que se le realiza un trasplante con
seleccion positiva en fase cronica de la enfermedad. Tras distintas situaciones de
quimera mixta alcanzé una situacion de quimera total coincidente con remision
hematoldgica y molecular tras una infusion de linfocitos del donante que perdura hasta la
actualidad. Caso desarrollado en el apartado 3.2

Caso 2 (FMG), paciente de 31 afos sometida a trasplante Standard en fase
activa. Paciente con una situacion de quimera total estable desde el momento del
implante.

Caso 3 (MAAR), paciente de 60 afios sometida a un mini-trasplante en fase
cronica de la enfermedad. Tras una situaciéon de quimera mixta alcanzd una situacion de
quimera total coincidente con remision hematoldgica y molecular. Fallece por sinusitis por

Aspergilus un afno post-trasplante. Caso desarrollado en el apartado 3.2
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2.2. LINFOMA NO-HODGKIN

Caso 5 (IRM)

Paciente de 35 anos diagnosticada en enero de 1999 de Linfoma no Hodgkin de
celulas grandes. Fue sometida a trasplante estandar de médula 6sea de hermana HLA-
idéntica en fase quimioresistente. La profilaxis para EICH se realizé con Ciclosporina y
Metotrexato. La paciente sufrio EICH aguda grado lll e EICH crdnica extensa.

El estudio del quimerismo en sangre periferica dio como resultado un mes post-
trasplante un 95% de QM, a los dos meses alcanzd una situacion de quimera total que
persistio hasta el éxitus.

A los cuatro meses post-trasplante presenta una recaida, el estudio de
quimerismo en muestra ganglionar mostro la recuperacion de la celularidad propia vy la
presencia de trisomia en el cromosoma 12 y una perdida alélica en el cromosoma cuatro
(Figura 8 y 9).

a)
{
|
— NV e AT~ AL
vWA FGA
b) = |
__.-'u' n\ Nm I:'],| L A ! o T
vWA FGA vWA FGA

Figura 8. Marcadores VWA y FGA situados en el cromosoma 12 y en el 4 respectivamente,
a) sangre periférica, b) ganglio izquierdo, c) ganglio derecho. En ambos ganglios se observa que
las areas de los alelos del marcador del cromosoma 12 estan en relacion 2:1 lo que nos indica una
trisomia, en sangre periférica las areas de los dos alelos estan equilibradas. Observamos también
la perdida de uno de los alelos del marcador FGA del cromosoma cuatro en las muestras

correspondientes a ambos ganglios.
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Donante
Receptor
PM: 119 136 171 186 220 236 PM: 116 136 175 186 220 240
Adenopatia Derecha, QM: 15% Adenopatia lzquierda, celularidad propia
_LL_«LL_L_ ‘L
116,119 136 171,175 220 240 M: 116 136 175 186 220 240
Sangre Periférica, QT
PM.: 119 136 171 186 220 236

Figura 9: Marcadores informativos, los pertenecientes a la donante estan coloreados en negro, los
marcadores identificativos de la celularidad del receptor se presentan coloreados en rojo.
Observamos una situacion de quimera total en sangre periférica, mientras que en la muestra de la
adenopatia derecha observamos una situacion de quimera mixta del 15% y en la muestra
procedente de la adenopatia izquierda la celularidad es propia del receptor. En ambos ganglios se
observa la pérdida del marcador de PM 240 correspondiente al cromosoma 4 (sefalado mediante

una flecha)
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Caso 6 (FPP), paciente de 41 anos sometido a un Mini-trasplante de hermana
HLA

idéntica en segunda recaida.

Caso 7 (EVV), paciente de 45 afos sometida a un Mini-trasplante de hermano
HLA idéntico en segunda remision completa.

En ambos casos se observd una situacion de quimera total en sangre periférica

tras el implante que se mantiene hasta la actualidad.
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2.3. MIELOMA MULTIPLE

@
Caso 8 (JOB) paciente de 45 anos sometido a un mini-trasplante de hermano
> e . .
HLA identico en fase quimio-resistente
Situaciéon de quimera total tras el implante, fallecié a los dos meses post-trasplante
® debido a EICHa.
@
i
¢ Caso 9 (MAML) paciente de 51 anos sometida a un mini-trasplante de hermano
e HLA idéntico en fase quimio-resistente
Se realizaron estudios de quimerismo +30, +66 y +77 dias post-trasplante,
encontrandose una situacion de quimera total en sangre periférica en dichas fechas.
* Complementariamente en fecha + 77 se realizd un analisis de medula oOsea
encontrandose una situacion de quimera mixta con un 75% de celularidad del donante,
@ indicativo de recaida (figura 10). Paralelamente se realizdé un estudio mediante
inmunofenotipaje tanto en sangre periférica como en médula 6sea en el que se detecto la
» aparicion de un 15% de células plasmaticas en médula 6sea y un 0.35 % en sangre
periférica (figura 11). La paciente fallecio en el dia once dias después por Distres
Respiratorio.
g
P
d
&
®
®
W
&
@
B
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Patron de |la paciente pre-trasplante, SP

PM: 123 127 171 186

Patron de la paciente +77 dias
MO 75% QM

—
=

d

N L L N L L S P PP P P e
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PM: 123127 131 171 175 186

Patron del donante, SP

PM: 127 131 175 186

Patréon de la paciente +77 dias,
SP: QT

PM: 127 131 175 186

Figura 10: Marcadores informativos D3S1538 y vWA. Los alelos presentes unicamente en

la receptora estan coloreados en rojo y los alelos caracteristicos del donante en negro. En el

patron obtenido el dia +77 puede observarse la coexistencia de los alelos caracteristicos de

ambos indicando una situacion de quimera mixta.
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a) o
|
2
E )
Y |
CD38 = .
'I_E by I
=
L
10¢ 10] 10% 107 107
CD45

013

CD38

CD45

Figura 11: a) Inmunofenotipo en MO, presencia de un 15% de células plasmaticas
CD38 positivas de alta expresion y CD 45 negativas, indicado por la flecha negra, paralelamente

se encontré un 75% de QM.
b) Inmunofenotipo en SP, de la misma fecha que el estudio en MO, presencia de un 0.35%

de células plasmaticas CD38 positivas de alta expresion y CD 45 negativas, indicado por la flecha

negra, El estudio del quimerismo mostro una situacion de QT.
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2.4. LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA (LMA)

Se estudiaron siete pacientes con LMA.

e o

—— AAQO
—i%- LIMR
—&— RRE
—x%— AGG
—8— RV
—+— EVC

01 ¢ ¢ : 4

1 mes 6 meses 12 meses 18 meses

Figura 12: Evolucién comparativa del quimerismo en sangre periférica
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Caso 10 (AAO)
Paciente de 61 anos sometida a un trasplante con seleccion positiva de hermana

HLA idéntico en primera remision completa.
Se produjo una recuperaciéon autéloga. Se realizaron estudios de quimera en

fechas +2 m, +12 m y +18 m post-trasplante, no observandose en ningun momento

iInstauracion de la hematopoyesis del donante(Figura 13).

Donante
! '|
L J.J l lf" Ll] ) A m
Pre-trasplante

|
i

|

Post-trasplante

Il ol

Figura 13: Patrén de marcadores, los marcadores coloreados son los informativos. Se

observa que en la situacion post-trasplante los marcadores son idénticos a los del receptor, no

observandose marcadores del donante.
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Caso 11 (LMR)
Paciente de 19 anos diagnosticada de LMA-M3, sometida a un trasplante estandar

de hermana HLA idéntica en segunda remision completa. La paciente presentd una
situacion de quimera total desde el implante hasta siete meses post-trasplante cuando

fallecié a causa de una neumonitis intersticial. Caso desarrollado en el apartado 3.3.

Caso 12 (RRE)

Paciente de 46 afios diagnosticada de LMA-M1, sometida a trasplante con
seleccion positiva de hermano HLA idéntico.

El estudio de quimerismo en sangre total dio como resultado una situacion de
quimerismo total a los 20 dias postrasplante. El estado de quimerismo evoluciond a una
situacion de quimera mixta que se mantiene desde el séptimo mes hasta un ano y medio
post-trasplante (figura 14 a). En fecha +16 meses se realiza una primera infusion de
linfocitos del donante que no origina ningun cambio en la situacion de la quimera. Un ano
y medio post-trasplante se produce una recuperacion autéloga tras una segunda infusion
de linfocitos del donante. En fecha 20 meses post-trasplante se observa una
recuperacion de la quimera mixta, con un 10% de celularidad del donante, 22 meses
post-trasplante, fecha en la que se dio por terminado el estudio se encontraba en una
situacion de recuperacion total de celularidad propia.

El estudio en las distintas subpoblaciones, en las fechas en las que existe una
situacion de quimera mixta en sangre periféerica, nos muestra la existencia de una
quimera mixta en la serie mieloide mientras que la celularidad mononuclear pertenece en
su totalidad al receptor. El estudio de quimerismo en subpoblaciones, en la fecha de la
recuperacion autologa (afo y medio post-trasplante), muestra que no existen trazas de

celularidad del donante. La recuperacion de la quimera mixta en fecha 20 meses post-

trasplante se produce en las dos series mononuclear y mieloide al mismo tiempo, con un
10% y un 15% de celularidad del donante respectivamente. 22 meses post-trasplante,
fecha en la que se dio por terminado el estudio se encontraba en una situacion de

recuperacion total de celularidad propia en todas las subpoblaciones (Figura 14Db).
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100
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— Quimera
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Meses post-trasplante

b)

100 5
90 -

80

% 70

60

50

40

30

20

10

— Quimera Linfocitos

14 IS Meses post-trasplante

Figura 14: a) Evolucién del quimerismo en SP; b) evolucién del quimerismo en las distintas

series leucocitarias
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Donante Receptor pre-trasplante Donante Receptor pre-trasplante
sscal — |
PM: 272 276 PM: 272 284 PM: 220 228 PM: 224 228
54% de QM en PMN Linfocitos autélogos 54% de QM en PMN Linfocitos autdlogos
I l
S N - 1 _AJI —
PM: 220 224 228 PM: 224 228
PM: 272 276 284 PM: 272 284
20% de QM en MO 20% de QM en MO % de QM en SP

_/I - | -

PM: 272 276 284 PM: 220 224 228 PM: 220 224 228

Figura 15: Paciente RRE. Situacion del quimerismo en las distintas subpoblaciones
leucocitarias, SP y MO afo y medio post-trasplante. Marcadores informativos D7S820 y FGA, los
alelos presentes unicamente en el receptor se presentan coloreados en rojo, los del donante en
negro. Se observa una situacion de quimera mixta en SP, MO y poblacion polimorfo nuclear, la

poblacion linfocitaria presenta unicamente los marcadores propios de la paciente.
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Caso 13 (CTR)
Paciente de 49 anos sometido a un mini-trasplante en primera remisiéon completa

de hermano HLA- idéntico. Presenta una situacion de quimera total que se mantiene

hasta la actualidad.

Caso 14 (AGQG)
Paciente de 44 anos sometido a un mini-trasplante en primera remision completa

de hermana HLA- idéntico. Presenta una situacion de quimera total que se mantiene

hasta |la actualidad.

Caso 15 (IRV)
Paciente de 34 afnos sometido a un trasplante con selecciéon positiva en segunda

remision completa de hermano HLA- idéntico. Presenté una situacion de quimera total al

Implante que se mantuvo hasta el éxitus tres meses post-trasplante

Caso 16 (EVC)

Paciente de 33 afios sometido a un trasplante estandar en primera recaida de
hermana HLA- idéntica.

Se realizaron estudios de quimerismo +1, +2, +4, +5 meses post-trasplante en
sangre periferica (S.P.), y en subpoblaciones leucocitarias (Figura 15). Paralelamente se
realizaron estudios inmunofenotipicos y citogenéticos.

Un mes post-trasplante presenta una situacion en S.P. de 80% QM, el estudio de
las subpoblaciones muestra un 80% de QM en la poblacién linfoide y QT en la poblacién
mieloide (Figura 16). Dos meses post-trasplante el paciente presentaba una situacién en
el estudio del quimerismo similar al mes anterior. Clinicamente se observa pancitopenia
e instauracion retardada del implante. No se evidencid la presencia de blastos ni por
citologia ni mediante inmunofenotipo. En fecha +3 meses solo fue posible la realizacion
de un estudio de quimerismo en SP que no mostrd variaciéon con respecto al del mes
anterior. Cuatro meses post-trasplante el estudio de quimerismo muestra un descenso en
el porcentaje de QM presentandose un 65% en S.P., dato que coincide con el porcentaje
de QM en poblacién linfoide, siendo imposible la amplificacion de la serie mieloide. El
paciente presenta un 1.2% de mieloblastos detectadas mediante inmunofenotipaje. Un

mes despues se observa una situacion de QM (70%) en SP similar al mes anterior pero el
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estudio por subpoblaciones nos muestra un descenso de la quimera mixta en serie
linfoide, situandose en un 30% QM. Paralelamente se detecta la presencia de un 13% de

blastos en SP mediante citometria de flujo. En la separacion de las subpoblaciones,

realizada con Ficoll, los blastos se encuentran en la fraccion mononuclear, un descenso

en la QM de dicha serie podria ser provocado por la presencia de celularidad leucémica

del paciente, blastos mieloides.

100 -
90 -

80 -

70 e,
60 -

% 5

Quimera SP

Quimera PMN

40 - —a— Quimera
30 - | Mononucleados

20 -
10 A

Meses post-trasplante

Figura 16: Evolucion de la quimera en SP y subploblaciones leucocitarias. La deteccion de

blastos mediante inmunofenotipaje coincide con el descenso de la poblacion mononuclear,

sefalado mediante una flecha negra.

«,
¢
L
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2 5 SINDROME MIELODISPLASICO Y APLASIA MEDULAR
Caso 17 (MFG), paciente de 40 afios sometido a un trasplante estandar de

hermana HLA idéntica en fase de enfermedad activa. Quimera total al implante que se

mantiene hasta la actualidad.
Caso 18 (ENC), paciente de 33 aflos sometida a un trasplante estandar de

hermana HLA idéntica en fase de enfermedad activa. Quimera total al implante que se

mantiene hasta la actualidad.

2.6. LEUCEMIA AGUDA LINFOIDE

Caso 19 (CGG),
Paciente de 34 sometida a trasplante con seleccién positiva de hermana HLA

idéntica en fase quimio-resistente

Caso 20 (RLF)
Paciente de 37 sometido a trasplante estandar de hermana HLA idéntica en

primera remision completa

Caso 21 (MALG)
Paciente de 44 sometida a trasplante estandar de hermana HLA idéntica en fase

quimio-resistente
En los tres casos se observd una situacion de quimera total tras el implante. En

los tres casos se produjo el éxitus dos meses post-trasplante debido a infecciones

fungicas.
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3.
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EVALUACION DE ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL (EMR) MEDIANTE EL

ESTUDIO DEL QUIMERISMO

Para la evaluacion del estudio de quimerismo como meétodo de eleccion en la

deteccion de enfermedad minima residual se han realizado estudios paralelos mediante
citometria de flujo (en casos de LLC-B, LMA y MM) y RT-PCR (en casos de LMA-M3 vy

LMC).

3.1. ENFERMEDAD MiINIMA RESIDUAL EN LEUCEMIA LINFATICA CRONICA
CASO 4 (MRD)

Paciente de 55 anos diagnosticado en Junio de 1993 de Leucemia Linfatica

Cronica B. En Marzo de 1.999 se realiza un minitrasplante alogénico de precursores de

sangre periférica de hermano HLA idéntico con acondicionamiento no mieloablativo, en

fase de recaida quimio-sensible. La profilaxis para EICH se realizo con Ciclosporina y

Prednisona. E| estudio de enfermedad minima residual se ha realizado paralelamente

mediante

iInmunofenotipaje y estudio de quimerismo. El estudio del paciente se ha

completado con un analisis del repertorio de receptores de linfocitos T y FISH.

= = = % Quimerismo

%
% Linfocitos
CD23/5
o 1 2 3 4 5 6 7 11 21 22 23
Meses post-trasplante
Figura 17: Evolucidén del quimerismo en SP
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El dia +14 post-trasplante se observa una recaida leucémica reflejada en un

contaje de leucocitos de 22x10%/L con un 77% de linfocitos B patolégicos CD23/CD5 y un
descenso del porcentaje de quimera. El paciente presenté EICH aguda grado Il cutanea
e Intestinal a partir del dia +30 que se tratdé con ciclosporina y esteroides. Tras la
resolucion de la EICH aguda la terapia inmunosupresora se reduce observandose
paralelamente una mejoria hematoldgica en la que el nimero de leucocitos disminuye, a
los 5 meses post-trasplante encontramos un 15% de LB patoldgicos (Figura 18) y dos
meses mas tarde la enfermedad minima residual es menor de un 3% y se alcanza una
situacion de quimera total. En general hubo una buena correlacion entre los resultados
obtenidos entre el estudio del inmunofenotipo y los estudios de quimerismo.

A los once meses post-trasplante la terapia inmunosupresora se reanudo debido a
la aparicion de enfermedad injerto contra huésped cronica, estando el paciente en una
situacion estable con un recuento de leucocitos dentro de la normalidad.

A los veintiun meses post-trasplante se observa un incremento en el nimero de
leucocitos con presencia de un 60% de linfocitos patolégicos detectables por
Inmunofenotipaje (Figura 18), que provocan una disminucion del porcentaje de quimera.
Esta situacién coincide con la deteccién de una clona trisdbmica no detectada en la
situacion pre-trasplante (desarrollado en el apartado 6). Se suprime la inmunosupresién
con objeto de potenciar el efecto injerto contra leucemia, no observandose mejoria como
sucedio en la primera recaida. Evoluciond a una linfocitosis progresiva que no respondid

al tratamiento farmacoldgico.
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Figura 18: Resultado del inmunofenotipo 5 meses post-trasplante en el que se observa
una poblacion patoldégica 20/5 correspondiente a un 15% (indicado mediante una flecha negra),

este inmunofenotipo coincide con una situacion de quimerismo mixto del 85%.
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CDOFITC Kappa FITC

Figura19: a) Inmunofenotipo 21 meses post-trasplante, el paciente se encuentra en
recaida toda la poblacion linfoide de estirpe B es leucémica con coexpresion de los marcadores de
superficie CD20/CD5 (sefialado con flecha negra) ,el estudio de quimerismo por subpoblaciones
mostro que la poblacion B era de origen del receptor. b) Monoclonalidad lambda de la poblaciéon B
patoldgica.
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Se procedid al estudio del quimerismo en las distintas fracciones celulares,
linfocitos T, linfocitos B y serie polimorfonuclear. Los datos cuantitativos mostraron que

tanto la celularidad T como la polimorfonuclear presentaban los marcadores del donante,

mientras que la celularidad B pertenecia practicamente en su totalidad al receptor

(Figura 20). Situacidn indicativa de recaida y no de fallo de injerto.

% de Quimera
(celularidad del
donante)

El+ 22 meses
I-+ 23 meses

PMN LT LB

Subpoblaciones

Figura 20: Estudio del quimerismo por subpoblaciones tras la recaida, podemos observar
una ausencia total de quimera en la subpoblacidon B, lo que indica un dominio de celularidad del
receptor en dicha estirpe.

El paciente fallecidé a los 23 meses post-trasplante.

3.2. ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL EN LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

Estudio comparativo con RT-PCR.

CASO 1 (DMM)

Paciente de 21 anos diagnosticado en enero de 1998 de LMC, fué sometido en
septiembre del mismo ano a un trasplante alogénico con seleccidon positiva de hermano
HLA idéentico en fase crénica. La profilaxis para EICH se realizé con Ciclosporina. Sufrié
EICH crdénica limitada.

El seguimiento de la enfermedad minima residual se llevd a cabo paralelamente
mediante analisis por RT-PCR del reordenamiento Bcr-abl y estudio del porcentaje de
quimera en sangre periférica.

El estudio del quimerismo mostré una situacion de quimera mixta que evoluciona
a una situacion de quimera total que se mantiene en la actualidad. Seis dias post-

trasplante observamos una situacion de un 10% de quimera mixta indicativo de la
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progresion del injerto, a los cinco meses post-trasplante presenta una situacién de

quimera total. Cuatro meses mas tarde, en el noveno mes post-trasplante se detectd una

perdida de la quimera instaurandose una situaciéon de quimera mixta del 75% y de un
80% en el décimo mes. En dichas fechas el estudio del reordenamiento Bcr-abl era
positivo. En el duodécimo mes tras realizarse una infusion de linfocitos se recuperd una
situacion de quimera total, a la vez que se observa una negativizacion del marcador
molecular (Figura 21). Esta situacion se ha mantenido hasta la actuallidad. El estudio de

las subpoblaciones muestra también una situacién de quimera total.
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Donante Pre-trasplante

|
Al |

75% de QM, 5 meses QT, 12 meses
post-trasplante post-trasplante

RESULTADOS

BEEEERSEF RSN

.......
......
o,

A: Control positivo

B: Pre-trasplante

C: 5 meses post-trasplante
D: 12 mese post-trasplante

Figura 21: lzquierda: resultados del estudio del quimerismo, marcador informativo vWA

(FAM), en rojo el alelo caracteristico del receptor (PM: 167), en negro el del donante (PM: 176).

Derecha; Analisis del reordenamiento bcr-abl
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Caso 3 (MAAR),

Paciente de 60 afnos sometida a un mini-trasplante en fase cronica de la

©
enfermedad. Un mes post-trasplante presenta una situacion de QM con un 85% de
celularidad perteneciente al donante, el estudio molecular de enfermedad minima residual
realizado en la misma fecha muestra un resultado positivo con reordenamiento bcr/abl 2. ®
La paciente evoluciona a una situacion de quimera total y negativizacion del marcador
molecular. Fallece por sinusitis por Aspergilus un afno post-trasplante.
®
&
Donante
| | €
€
Receptor pre-trasplante
i B
sedionc) .

! ! ' f | €
_i : i
, | | 48 1 ) ,
i 158 VAW ¢ A adl
D3S1358 D5S818 vWA D8S1179 D21S11
Figura 22: Marcadores del donante y del paciente en las distintas situaciones pre y post-
trasplante. Los alelos informativos de los marcadores D3S1358 (azul), D5S812 (negro), vWA °

(azul), D8S1179 (verde) y D21S11 (verde), el resto de marcadores son iguales en ambas

hermanas.
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3.3. ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL EN LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA
PROMIELOCITICA M3

CASO 11(LMR)

Paciente de 19 anos sometida a un trasplante estandar de hermana HLA idéntica
en segunda remision completa. La paciente presentd una situacion de quimera total
desde el implante hasta siete meses post-trasplante cuando falleci6 a causa de una

Neumonitis intersticial.

b) Donante
a) Receptor

BETm J;J |

c) Situacion de Quimera Total, 1 mes post-trasplante

NN

Figura 23: Patron de nueve marcadores, los alelos informativos se encuentran coloreados,

el resto son marcadores compartidos por donante y receptor; a) receptor pre-trasplante, b)

donante, c) receptor 1 mes post-trasplante en situacién de quimera total; d) negativizaciéon del

marcador molecular PML-RARa simultaneamente a la instauracion de la quimera total.
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4. RECONSTITUCION DE LA INMUNIDAD CELULAR T POST-TRANSPLANTE.
ESTUDIO DEL POLIMORFISMO DE LOS RECEPTORES B (TCRs).

En nuestro grupo de estudio 7 o0 9 (dep del Dist.Resp) de los 21 pacientes fallecieron
por complicaciones infecciosas, independientemente del éxito de la instauracion del
injerto y la instauracion de una situacion de quimerismo total. Todos estos procesos
Infecciosos estan relacionados con déficit de la inmunidad celular T. Por todo esto hemos
estudiado en algunos pacientes el grado de reconstitucion de la inmunidad celular T,

mediante el estudio de la complejidad del repertorio TCR, valorando conjuntamente el

estado de quimera y el tipo de trasplante realizado.
Existen dos técnicas que se emplean en la evaluacién del grado de complejidad de la

celularidad T. No de ellos mide la frecuencia o representacion cuantitativa de las

subpoblaciones, mediante la utilizacién de anticuerpos monoclonales dirigidos contra la
parte variable de la cadena 3 de los TCRs. Esta técnica permite la deteccidn de

expansiones sugerentes de monoclonalidades, también pone de manifiesto la ausencia
de una o varias subpoblaciones, lo que seria indicativo de un déficit en la reconstitucion
del repertorio T. La otra técnica, RT-PCR, mediante la utilizacién de un primer en la zona
constante 3’ y distintos primers especificos de cada subfamilia en 5’, nos permite evaluar

el grado de complejidad de las distintas fracciones, aunque no ofrece una vision global de

la representatividad de las familias V3.

4.1. ESTUDIO DE LA COMPLEJIDAD DEL TCR EN RELACION A LA TECNICA DE
TRASPLANTE UTILIZADO

4.1.1. ESTUDIO CUANTITATIVO DE LAS FAMILIAS VB MEDIANTE

CITOMETRIA DE FLUJO.
Previamente a la puesta en marcha del estudio con los pacientes se realizd la

determinacion de los valores normales en nuestra poblacién sana.
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RESULTADOS
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CD 4 CD 8
TCRs X c Y+ 3o TCRs Y c xYt30o
VB 5.3 1.22 0.38 | (0.08-2.36) VD 9.3 3.17 | 1.87 | (<0 -8.78)
VB 7.1 2.31 0.77 (0-4.62) V[ 7.1 3.30 | 0.54 | (1.68-4.92)
V(3 3 4.78 2.31 | (<0-11.71) V(3 3 469 | 2.07 | (<0-10.90)
V(3 9 4.71 1.80 | (<0-10.11) V(3 9 262 | 152 | (<0-7.18)
V(3 17 4.20 1.14 | (0.78-7.62) V3 17 3.63 | 1.98 | (<0 -9.57)
V(3 16 1.15 0.51 (<0-2.68) VP 16 1.76 | 1.57 | (<0-7.47)
V(3 18 1.57 0.78 (<0-3.91) V[3 18 064 | 048 | (<0 -2.08)
V[ 5.1 6.08 2.03 (0-12.17) V3 5.1 3.24 | 1.42 (<0-7.50)
V3 20 2.22 1.10 (<0-5.52) V3 20 1.79 | 1.39 | (<0 -5.96)
V(3 13.1 4.47 3.00 | (<0 -13.47) V(3 13.1 5.51 1.77 | (0.14-10.82)
V(3 13.6 1.96 0.61 | (0.13-3.79) V(3 13.6 1.65 | 0.96 | (<0 —-4.53)
V3 8 3.22 0.53 | (1.63-4.81) V3 8 1.87 | 1.49 | (<0 -6.34)
V(3 5.2 1.12 0.45 (<0-2.47) VB 5.2 1.33 | 0.35 | (0.28-2.38)
V3 2 8.79 1.60 | (3.99-13.59) V3 2 4.57 | 1.72 (<0-9.73)
V3 12 2.37 1.60 | (<O0-7.17) V[ 12 1.92 | 1.14 | (<0 —4.94)
V3 23 0.65 0.37 (<0-1.76) V[3 23 266 | 1.72 | (<0-7.82)
V(3 1 3.06 0.74 | (0.84-5.19) V3 1 3.45 | 1.22 (<0-7.11)
V(3 21.3 2.42 0.43 | (1.13-3.65) V[ 21.3 3.06 | 1.52 (<0-7.62)
V(3 11 0.82 0.52 | (<0 -2.38) V(3 11 1.98 | 1.17 | (<0 - 5.09)
V[3 22 4.06 2.05 | (<0-10.21) V3 22 3.01 1.44 (<0-7.33)
V(3 14 2.41 0.73 | (0.22-4.60) V(3 14 2.81 1.07 (<0-6.02)
V(3 13.2 3.95 445 | (<0-17.30) V[3 13.2 2.84 | 1.46 | (<0-7.22)
V[ 4 2.01 0.51 | (0.48-3.54) V(3 4 1.11 | 0.85 | (<0 - 3.66)
V3 7.2 1.3 0.22 | (0.64-1.96) VB 7.2 1.31 | 0.97 | (<0-4.22)
Clas/pul 849 - 1313 Clas/pl 310 - 674

Tabla 3: Valores normales obtenidos a partir del analisis de 15 muestras de personas sanas.
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Familia V3 CTR FMG RRE
Mini Standard DepleccionT

5.3 1.19 1.75 2.00

7.1 2.50 1.48 1.60

3 5.08 4.90 2.20

9 3.00 3.12 2.53

17 4.63 3.35 2.81

16 1.95 1.27 0.84

18 1.00 1.44 0.00

5.1 8.40 0.23 7.69

20 3.60 1.61 0.00

13.1 7.39 2.82 7.24

R 3.36 1.41 3.07

8 3.81 3,90 5.48

5.2 8.57 1.23 0.77

2 71.43 14.35 9.95

12 1.43 1.08 2.1

23 1.27 1.60 1.02

1 6.62 2.31 6.56

21.3 1.99 2.51 1.84

11 0.34 0.34 0.00

22 3.22 3.09 4.24

14 3.50 2.06 4.24

13.2 3.68 2.40 3.59

4 1.56 1.00 0.60

7.2 0.84 0.89 0.60

Células/pl 752 1071 113

% de Vj

alterados 13 4 0

Tabla 4: Resultados en poblacién CD4 en seis pacientes un afio y medio post-trasplante.

Los valores superiores en tres desviaciones estandar se presentan en negrita y los inferiores

subrayados.
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Familia V3 CTR FMG RRE
Mini DepleccionT DepleccionT

2.9 0.94 1.14 0.56

7.1 6.17 1.28 5.06

3 3.12 4.47 3.93

9 0.98 2.15 3.46

17 6.84 21.78 7.58

16 3.28 2.77 0.87
18 0.15 0.77 0

5.1 1.06 3.28 3.28

20 0.68 0.33 0.23

13.1 4.00 2.36 3.93

13.6 11.56 2.43 - 0.99

8 0.44 1.39 0.95

5.2 0.88 0.84 0.95

2 0.50 3.48 0.95

12 0.75 0.45 2.86

23 0.64 2.78 1.75

1 2.79 6.50 3.91

21.3 2.07 0.62 0.35
11 0.40 0.67 0

22 1.6 1.98 0.42

14 0.87 1.84 0.21

13.2 0.64 2.72 3.89

4 0.40 0.49 1.01

7.2 0.48 1.38 0.64

Celulas/ul 803 1543 339

% de Vf3

alterados 8 4 4

Tabla 5: Resultados en poblacion CD8 en seis pacientes un afo y medio post-trasplante. Los

valores superiores en tres desviaciones estandar se presentan en negrita y los inferiores

subrayados.
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4.2.2. ESTUDIO CUALITATIVO DE LA COMPLEJIDAD DE LOS TCRS
MEDIANTE RT-PCR

Se realizo un patron control, con 10 cDNAs correspondientes a pacientes sanos.
Los transcritos normales reflejan policlonalidad en el cDNA, mostrando una distribucion

gaussiana de al menos seis picos que difieren entre si 3 pb sin ningun hueco entre ellos

i I ' Y \ i r
[ TN | M My
= | ___)J Ve
VB 13 VB 14 VB 15 V3 16 V3 17 V3 18
| ' b ' ] { ,| !
i [ N |
_/J\J Aj\/\ i —/\fv AN l AL
V3 19 V[ 20 V3 21 V3 22 V(3 23 V3 24
Tabla 6: Patron de TCRs normal
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La recuperacion del repertorio T, depende entre otros factores del tiempo
transcurrido desde el injerto y del tipo de trasplante realizado, hemos querido valorar la
reconstitucion del repertorio en pacientes con distinto tipo de trasplante, encontrandose
todos en la misma fecha post-trasplante, +18 meses. La aparicion de picos dominantes
Indican la presencia de un exceso de cDNA de idéntico tamano, sugiriendo la presencia
de una poblacion T oligoclonal o monoclonal. Para realizar la valoracion de la complejidad
de los espectros encontrados se ha realizado la siguiente gradacion de las subfamilias
V3, se asignara una puntuacion de 0 si la familia no esta presente, 1 si presenta un
patron monoclonal, 2 si presenta un patron biclonal y asi sucesivamente hasta la
puntuacion de 6 si la familia presenta un patron policlonal normal con una distribucion
Gaussiana. La complejidad global en una muestra normal sera la suma del numero de
subfamilias estudiadas, 24 por su puntuacion de complejidad, con una puntuacion

maxima de 144.
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L e L R L L L R R T R T R P e P T S P I L B R 8 R

e L R

VB CTR Mini | FMG Standard RRE

DepleccionT
19
& |y
20 ‘ ¥
AW, )Wk o

21 '

|
L Y

ol b | b
j |

22

|
23

Vi

NN ..

IC 79 75 43

Tabla 7: Patrones de TCRs dependiendo del tipo de trasplante realizado, en fecha +18
meses post-trasplante

Como podemos observar comparando los perfiles normales de la tabla 6 y los

obtenidos en los pacientes post-trasplantados en la tabla 7, los patrones de complejidad

son mucho mas sencillos en estos ultimos.
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RESULTADOS

120- |
100- |
Indice de Complejidad 30- B VValor Normal
de las familias V A
b 3 Minitrasplante 2
60+ Standard
40 . 4 [0 Seleccion +
20 _fj

Tipo de trasplante

Figura 24: Indice de complejidad de las familias VB en los distintos tipos de trasplante tras

ano y medio post-trasplante.

En los tres casos encontramos una disminuciéon respecto a los valores normales,
siendo esta mucho mas acusada en el caso de trasplante tras seleccion positiva es decir

con un inoculo deficitario en linfocitos T.

% de familias V3 alteradas Indices de
CD4 CDS8 CD3 complejidad VB
CTR-Mini 13 8 21 79
FMG-Estandar 4 4 8 75
RRE-seleccion + 0 4 4 43

Tabla 8: Relaciéon entre el estudio inmunofenotipico y mediante RT-PCR de la diversidad

del repertorio T de los pacientes tras someterse a distinto tipo de trasplante

Como podemos observar en la tabla 8 los resultados de l|a valoracion cuantitativa

de las familias V3 no se corresponden con la recuperacién de complejidad del repertorio
T. La utilizacion aislada de la técnica de inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos
monoclonales puede llevar a interpretaciones confusas, ya que como podemos observar

en la tabla8, la paciente con el repertorio de complejidad T mas pobre es la que presenta

menos alteraciones cuantitativas.
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4.2 ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD DE TCRs Y EL ESTADO DE
INMUNOCOMPETENCIA DE LOS PACIENTES POST-TRASPLANTADOS
4.2.1 MENOS DE UN ANO POST-TRASPLANTE

1. CASO n°® 15 (IRV)
Paciente de 32 anos diagnosticada en diciembre de 1998 de Leucemia Aguda

Mieloblastica. En marzo de 2001 es sometida a trasplante alogénico de precursores
hematopoyeéeticos sangre periféerica con seleccion positiva CD 34 + (con el método Isolex)
de un hermano con una incompatibilidad en HLA-B. La profilaxis de injerto contra

huésped se realizo con Ciclosporina.
Los estudios de quimerismo en los dias +10, +27, +79 postrasplante mostraron

una situacion de quimera total, tanto en sangre total como en las distintas subpoblaciones

estudiadas (polimorfonucleados y mononucleados).
En el dia +79 el numero absoluto de linfocitos CD4 (128) y CD8 (286) era inferior a

los limites de normalidad. El estudio complementario de diversidad de TCRs en linfocitos
T CD4 mediante inmunofenotipo mostré una expansion de la familia VB 22 y la
desaparicion de las familias V3 5.3, VB 7.1, VB 3, VB 16, V3 21.3, V3 11, V3 14, V3 7.2
(Figura 24). El analisis mediante RT-PCR de las distintas familias V3 mostraron la falta de
policlonalidad de todas las familias presentes(Figura 25). La familia expansionada mostré
un perfil monoclonal comprobado mediante secuenciacion (Figura 26). Se objetivd |a
ausencia de las siguientes familias V3 11, VB 15, V316, V3 24. Las familias V3 3y V3 14,
no detectables mediante citometria, si mostraron amplificado cuando se analizaron

mediante RT-PCR.
La paciente fallecid tres meses post-trasplante debido a complicaciones

Infecciosas. En este caso la supervivencia post-trasplante se vio comprometida por la
falta de recuperacion de diversidad del repertorio de celularidad T, ya que el implante se
realizd sin ningun problema, encontrandose la paciente en situacion de quimera total en

el momento del fallecimiento y sin sefal alguna de recaida.
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Clara [sabel Esparza Del Valle
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b e e s

Familias V3

Figura 25: Grafico de los resultados del estudio mediante inmunofenotipo de las familias
VP de la paciente vs los valores normales. Puede observarse una expansion de la familia VB 22 y

una disminuciéon del resto de familias.
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Clara Isabel Esparza Del Valle

e i L b N Err LS

A |

VB 1 VB 2 VB 3
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]
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VB 4 VB 5.1 VB 5.2
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VB 6 VB 7

«A-_-']!L»J .'v-uw —fu o - J o __
VB 10 Vb 12 VB 14

| (i O

VB 18 VB 20 VB 21

I .

VB 22 VB 23 VB 24

Figura 26: Analisis de complejidad de los receptores de linfocitos T, se observan patrones

mono Yy oligoclonales. No existiendo ninguna familia que presente un perfil normal de

policlonalidad. Estan ausentes seis familias V.
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Figura 27: Secuenciacién de la familia expansionada VB 2. a1) y a2) muestran, respectivamente, la zona constante Y la zona variable de la familia vb22 en
un paciente sano, la existencia de polimorfismos en los TCRS se ve reflejada por |a aparicion en la secuenciaci6n de la letra N, que nos indica la existencia
de mas de una base en dicha posicion, es decir a existencia de distintas secuencias como comesponde a una situacién de policlonalidad. b1) y b2) muestran
respectivamente la zona constante y la zona variable de la familia vb22 de fa paciente en estudio, en la zona variable se puede observar la presencia de una
sola secuencia indicativa de la monoclonalidad de esta familia
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_RESULTADOS

2. CASO n° 11, LMR
Paciente de 19 afios sometida a un trasplante con seleccion positiva de hermana

HLA idéntica en segunda remision completa de LMC-M3. La paciente presentd una
situacion de quimera total desde el implante hasta siete meses post-trasplante cuando
falleci6 a causa de una neumonitis intersticial. Tras el trasplante se observo

negativizacion del marcador molecular Pml-Rar «, no existiendo recaida en el momento

del fallecimiento.

El estudio de la diversidad de TCRs, un mes y seis meses post-trasplante muestra

una dramatica disminucion del numero de familias V3 presentes (Figura 28), coincidente

con el empeoramiento de la situacion clinica de la paciente y su posterior fallecimiento.
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1 mes post-trasplante 6 meses post-trasplante
o | J '
& & & |
N A L __.-'I "Inlf'-'t_ M J\_ Ju A
VB 1 VB2 V34 V1 VB2 VB3 VR4
I \ ]
L | VA L
VB5 VB8 \VB7 VB8
I . f ‘ |
! ! J e T}
N JL I i W
VB9 VB10 VB11 VB12 VB9 VB10 VB11 VB12
|
L « & & I &
Nl % Nan
VB13 VB14 VB15 VB16 VB13  VB14 VB15 VB16
| ' 2
- & &
M N\N S N & M\p
V317 V318 VB19 VB20 VB17  VB18 VB19 V320
' 'l |' z
& L I
L i & ) & &
V321 V22 VB23 VB24 VB21 VB22 V323 V324

Figura 28: Situacion de las familias V3 un mes post-trasplante y 6 meses post-trasplante

fecha del fallecimiento de la paciente. & indica que no existe amplificado. & : ausencia de

amplificado, las PCRs fueron realizadas por duplicado para descartar error metodoldgico.
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@ 4.2.2 MAS DE UN ANO POST-TRASPLANTE
1. Caso 16 (ENC),

Paciente de 33 afnos sometida a un trasplante estandar de hermana HLA idéntica

o
® en fase de enfermedad activa. Quimera total al implante que se mantiene hasta la
actualidad. El estudio de la diversidad del repertorio de celularidad T mostrd tras cuatro
" anos post-trasplante una situacion de complejidad limitada, con sobreexpresion de
algunas familias y disminucion e incluso ausencia de otras (Figuras 27 y 28). La paciente
en dicha fecha fue diagnosticada de Enfermedad de Graves Basedow.
i
14 -
12 -
P
) 10 4
o g - g Valores Normales CD8
P ° 6 . 8 4 anos post-trasplante
™ 0 f E . bl i LI ER
537.13 9 17 16185.12013.113.68522 12 23 1 21.31122 14132 4722
Famillias V3
il 10 -
® &
7-
g 6 .
@ . 3 Valores Normales CD4
» % 4 - @ 4 annos post-trasplante
3 -
P
537.13 9 17 16185.12013.113.68522 12 23 1 21.31122 14132 47.2
® Famillias VB
=
Figura 29: clonotipaje mediante citometria de flujo de las distintas subfamilias VB en las
» poblaciones CD4+ y CD8+. Se observa una importante expansion de la familia V2 a expensas del
resto de familias.
®
™
UNIVERSIDAD DE GRANADA 117

...............................................................................................................................................................................................................................................................................................




Clara Isabel Esparza Del Valle

RESULTADOS

L L

4 anos post-trasplante
_.._JJ | - l" 1 A/\A
V{1 VP2 V(3 VB4
I |

-

WS

W,

VB5 V(6 B
f
! 4 | !
«\AMI ."a"A. wulh‘ AJ\M‘NAM u'"* o
VB9 V10 VB11 VB12
F‘ A
i
VB13 VB14 VB15 VB16
l
\I\(J\ * “ AAL
oWy B
VB17 VB18 VB19 VB20
LI}
Mo s
VB21 V322 VB23 VB24

Figura 30: Patrones de las familias V3 de |la paciente. &: No amplificacion, las PCRs se

realizaron por duplicado para descartar errores metodoldgicos.
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Clara Isabel Esparza Del Valle

2. Caso 1 (DMM)

B
Paciente de 21 anos diagnosticado en enero de 1998 de LMC, fue sometido en
septiembre del mismo ano a un trasplante alogénico con seleccion positiva de hermano
8 HLA idéntico en fase cronica. Tres afnos post-trasplante se encuentra en una situacion de
remision molecular y hematologica, con una quimera total. Sufre EICHC.
Tanto el estudio por Citometria de Flujo como el estudio mediante RT-PCR del
: polimorfismo de receptores de celularidad T muestra una situacion practicamente dentro
de la normalidad, con recuperacion de la policlonalidad de las distintas familias (Figuras
B 31y 32).
&
E
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@
»
®
®
P
®
&
®
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Figura 31: Resultados del clonotipaje de linfocitos (a)CD4" y (b)CD8 *. Observamos un

patron normal en todos los marcadores, salvo una discreta expansion de la familia VB 1 en
linfocitos CD8".
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Figura 32: Estudio mediante RT-PCR fluorescente de la clonalidad de las familias

VB de los receptores de la celularidad T, tres anos post-trasplante. Observamos que la

familia VB 1 (expansionada) presenta un patron casi monoclonal.
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Clara Isabel Esparza Del Valle

5. TRISOMIA 12 Y LINFOCITOSIS PROGRESIVA EN LLC-B.

En el transcurso del estudio del quimerismo, se observaron situaciones de interés en

algunos pacientes que podian explicar su evolucion. Por ejemplo en el caso de MRD se
detectd un cambio dramatico en el estado de la quimera y la evolucion de la linfocitosis
en fecha +21 meses post-trasplante (Figura 17). En la primera fase post-trasplante se
produjo una recaida que fue superada mediante la eliminacién de la inmunosupresion,

posiblemente debido a una reaccion injerto contra leucemia (Figura 34a). Esta situacion

no se repitid a los 21 meses post-trasplante, en la segunda recaida (Figura 34b). El
estudio por subpoblaciones, en fecha de la segunda recaida, reveld que no existia
pérdida de injerto ya que la poblacion mieloide y la de linfocitos T eran de origen del
donante (Figura 20). En el estudio de |la subpoblacién de linfocitos B se pudo observar
una situacion de desequilibrio entre los alelos del marcador VWA correspondiente al
cromosoma 12, situacion que se corresponde con la presencia de una trisomia y no una
quimera mixta al no presentar esta anomalia ningun otro marcador. La situaciéon de
desequilibrio se produce debido a que la cantidad de amplificaciéon (representada por el
area de los picos) es proporcional a la cantidad de ADN presente en la muestra, asi si de
un alelo existe doble cantidad, debido a una duplicacion del mismo, esto se reflejara en
un pico con un area doble respecto al otro pico o alelo. Este resultado fue confirmado
mediante FISH (figura 33).

Cromosoma| % Quimera en SP | % Quimeraen LT
3 20 83
12 8 80
8 29 84

Tabla 9: En el analisis del quimerismo la trisomia provoca una disminucion del % de
q P

quimera del marcador 12 frente al resto de marcadores informativos:
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Figura 33: lzquierda: a1 alelos del marcador VWA en linfocitos B pretrasplante; b1 imagen
FISH las sefiales fluorescentes corresponden a los dos cromosomas 12. Derecha: a2 alelos del
marcador VWA en proporcion 2:1 indicativo de trisomia; b2 imagen FISH que confirma la presencia

de tres cromosomas 12 en la nueva clona.

La aparicion de esta clona trisémica no detectada en la situacion pretrasplante,
coincidio con la aparicion de recaida farmaco resistente y que tampoco remitié ante la
supresion de la inmunoterapia para potenciar el efecto injerto contra leucemia, como
sucedio con la primera recaida del paciente 15 dias tras el trasplante (Figura 32). Esto

supuso el fallecimiento del paciente 23 meses post-trasplante.
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Figura 34:. Evolucion de la linfocitosis con la inmunosupresion. a) respuesta

positiva, al disminuirse el tratamiento inmunosupresor la linfocitosis disminuye por accién

del efecto injerto contra leucemia,en la primera recaida post-trasplante, b) pérdida de la

respuesta ante la aparicion de la expansion de la clona trisdmica, en la segunda recaida

_RESULTADOS

post-trasplante.
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6. ESTUDIO DE INESTABILIDAD DE MICROSATELITES EN TUMORACIONES
COLORRECTALES

LINEAS CELULARES DE INESTABILIDAD CONOCIDA.

6.1. ESTUDIO DEL PANEL DE MICROSATELITES ELEGIDO, MEDIANTE

Con objeto de optimizar las condiciones de reacciéon se utilizaron como controles

positivos las lineas de colon DId, Sw48, Hct, Lovo y la linea prostatica Du145.

JV

My

Linea BAT 26 BAT 40 BAX TGFII
Did Inestable Inestable Estable Estable
Sw 48 Inestable Inestable Inestable Estable
Hct Inestable Inestable Estable Estable
Lovo No amplifica | Inestable Inestable Inestable
Du 145 Inestable Inestable Inestable Inestable
Tabla 10: Resultados en lineas control
Linea BAT 26 BAT 40 BAX TGFII
Did-1 M J‘A F M
113 112 92 114
Sw 48 ,
103 106 112 92 114
Hct 115 ‘ jﬂv\&l\ 1 ‘
112 117 92 114
Lovo ‘ﬂh)‘
2 A L M r’ |
106 91 93 113
Du 145
113

108 112

4

Figura 35: Patrones de inestabilidad
Liu B y cols, 1995; Hoang JM y cols, 1997; Rampino y cols, 1997; Jiménez y cols, 2001
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Clara Isabel Esparza Del Valle

6.2 CASOS DE TUMORES COLORRECTALES CON
MICROSATELITES

Se analizaron un grupo de 131 muestras de adenocarcinomas de colon enviados

L RESULTADOS

e T T

INESTABILIDAD DE

desde el servicio de digestivo del Hospital Virgen de las Nieves, sin ningun tipo de

seleccion previa. Para la realizacidon de un primer cribaje se extrajo el ADN de las

muestras sin realizar microdiseccion. A cada una de ellas se les realizd un estudio de
Inestabilidad de microsatélites con los marcadores, BAT 26, BAT 40, TGFBRIl y BAX.

Encontramos nueve casos con inestabilidad. El resto de adenocarcinomas estudiados no

presentd inestabilidad en ninguno de los cuatro marcadores. Estudios paralelos con
marcadores de dinucledtidos (DS6311, DS6 291, DS6237, DS& 265, DS6105, DS6276,
C12C,C12S, D15S126,D15S209) no han mostrado ninguna discrepancia con los

resultados obtenidos con nuestro panel de cuatro mononucleétidos.

Bat 26 Bat 40
Alelos Alelos Alelos Alelos
normales iInestables normales Inestables

114 105 109 105
115 108 115 107
116 109 120 112
117 110 122 114

112 124 116

128

Tabla 11: Tamanos encontrados en las muestras analizadas. Podemos observar, en el caso
del BAT 40, que el rango de los tamanos de los alelos inestables se solapan con el rango de los

alelos normales.
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Figura 36. Resultados de los casos positivos para inestabilidad
BAT 26 BAT 40 TGF- Il BAX
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1 Normal

1 Tumor
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& = Imposible realizar la amplificacion por falta de muestra
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Tras la localizacion de los tumores inestables se realizO microdisecciéon en
aquellos de los que se disponia material suficiente. En la amplificacion de los marcadores
TGFRIIB y BAX los resultados a partir de DNA total sin microdiseccidon podemos observar
que la presencia del alelo salvaje en la celularidad del tejido normal enmascara en gran
medida la sefal del alelo inestable perteneciente al tejido tumoral. Amplificando el DNA
de la microdiseccion con los mismos marcadores pudimos observar claramente la

presencia del alelo inestable

CO 123 CO 132 CO 135
a)
a)
tsssssssnnnsssnanseMrane .L ......... e ssmsannns I'l L
113
b) b)
114

Figura 37: a) microsatélite TGFRIIB amplificado en ADN tumoral tras microdiseccion, la

inestabilidad en los tres casos se produce por pérdida de una base b) microsatélite TGFRIIS

amplificado de ADN tumoral sin microdiseccion
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CO 117

a1) b1)

92 92,93

2
CO 123 a2) -

CO 132
2
a2) b2)

ifssasssanansss T s hesssssshssssssaannssssnsnnases = mwasssssssssssdesssasssss Hasssssssssavasssnsnnns

S Figura 38: Resultados del analisis del microsatélite BAX: a1) y a2) muestran los resultados
obtenidos a partir de ADN total; b1) y b2)resultados tras microdiseccion, en el caso del CO-117
podemos observar la aparicion de un alelo inestable por adicién de una base- Bax G (9)-, en los
caso CO-123 y CO-132 vemos la paricion de inestabilidad por deleccion de una base-Bax G(7)-. El

alelo salvaje de peso molecular 92 corresponde al microsatélite Bax-G(8)

UNIVERSIDAD DE GRANADA . LD




o RESULTADOS

R LR EEE bbm e e nn B

Los pacientes con canceres colorrectales que presentan inestabilidad de

microsatelites presentan unas caracteristicas fenotipicas caracteristicas, por lo que

consultamos las Historias Clinicas, en aquellos casos en los que fue posible.

Caso | BAT 26 | BAT 40 | TGFBIll | BAX | Edad | TNM Grado de Localizaciéon
diferenciacion

CO1 I 2, I 2] 81 TsNoMg PD Derecha
CO 86 | I E E 40 | T4N-M; MD Derecha
CO 119 | | I | 51 | TaNgMp PD Derecha
CO 123 ; I I Im 46 ToNoMg MD Derecha
CO 132 I I I Im 45 | T4NsMq MD Derecha
CO 135 I | I E 79 | T4N>Mg PD Derecha
COA I | I E 31 TaNoMj PD Derecha

CO 4 | | E E - - - -
CO 117 I 2, %) I - - - -

Tabla 13: Datos clinicos de los casos con inestabilidad. | = Inestable; E = Estable; Im =

Inestable, localizado tras realizar microdiseccion; @ = Imposible realizar la amplificaciéon por falta
de muestra; MD = Moderadamente diferenciado; PD = Pobre<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>