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Introducción

El gen FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3) también conocido como fetal liver kinase­

2 (FLK-Z) o stem cell tyrosine kinase-l (STK-I), se identificó y caracterizó por primera

vez en el ratónl y posteriormente en 1991 fue clonado en humanos por dos grupos de

forma independiente 2'3. El gen FLT3 se localiza en la banda q12 del cromosoma 13 y

está formado por 24 exones que se distribuyen a lo largo de más de 100 kb presentando

un 85% de homología en la secuencia de aminoácidos con el gen FLT3 de ratón 4. La

secuencia de aminoácidos en humanos se corresponde con una proteína de 993 residuos

correspondiente a un receptor tirosina kinasa (RTK) perteneciente a la clase III de la

familia de RTK y por lo tanto estrechamente relacionado a otros receptores conocidos

como KIT, FMS y PDGF entre los cuales existe una gran homología en su estructura
5. 6

En el desarrollo hematopoyético normal las células utilizan un complejo sistema de

control de la proliferación, diferenciación y muerte celular. El control de la

proliferación, en parte, depende de la estimulación de receptores tirosina kinasa

inducida por sus ligandos, generándose la activación de una cascada de proteínas

quinasas con la consiguiente transmisión de señales desde el medio externo al núcleo de

la célula. Diversos estudios han demostrado que el gen FLT3 está implicado de forma

importante en el control de la hematopoyesis normal 7’s.

En la actualidad se han descrito mutaciones en el gen FLT3 que originan la

autoactivación del receptor pudiendo estas mutaciones contribuir a la progresión

leucémicag. Estudios recientes han demostrado que mutaciones en este gen,

principalmente duplicaciones internas en tándem y mutaciones puntuales, son las

alteraciones genéticas más frecuentes en las Leucemias Mieloblásticas Agudas (LMA)
lO, n,|2,13

Expresión y función del gen FLT3

El gen FLT3 se expresa en una gran variedad de líneas celulares humanas y de ratón

tanto de origen mieloide como linfoide de línea B '4' '5. En la médula ósea normal el gen

FLT3 se expresa en las células progenitoras hematopoyéticas CD34+ 7'H. También se
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encontró ARNm de FLT3 en otros órganos linfo-hematopoyéticosv como el hígado,

bazo, timo y placenta aunque la expresión en estos órganos parece debido a

contaminación de células hematopoyéticas más bien que a la expresión del gen en

dichos tejidos 16.Por otra parte, varios tipos de leucemias expresan FLT3, con mayor

incidencia en los blastos leucémicos del 70-90% de los pacientes con LMA y en menor

frecuencia en los Síndromes Mielodisplásicos (SMD), en las Leucemias Linfoblásticas

Agudas (LLA) (principalmente precursores de línea B) y en las crisis blásticas de las

Leucemias Mieloides Crónicas (LMC) 17’18.

La transcripción del gen FLT3 produce un ARNm que se traduce en una proteína con

cinco dominios extracelulares del tipo inmunoglobulinas, un dominio transmembrana,

un dominio yuxtamembrana y dos dominios intracelulares tirosina kinasa unidos por un

dominio kinasa. La glicosilación de la proteína FLT3 citoplasmática promueve su

localización a la membrana celular permaneciendo como receptor inactivo en estado

monomérico. La unión del ligando provoca su dimerización y posterior fosforilación de

los residuos tirosina del dominio oatalítico conduciendo a la activación del receptor y

efectores “downstrean”. Los receptores dimerizados son rapidamente intemalizados y

degradados (Figura 1).

Figura l - Estructuray activacióndel receptor FLT3

E —Dominio extracelular tipo inmunoglobulina, TM - Dominio transmembrana,
JM - Dominio yuxtamembrana, K - Dominio tirosina kinasa, KI - Dominio de union de
kinasas, L - Ligando, P - Grupo fosforilo, G - Grupo glicosilo
(Tomado de Stirewalt D & Radich J 3l)
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El receptor FLT3 desarrolla un papel importante en la diferenciación y proliferación

de las células progenitoras de la médula ósea 7'8. La activación de FLT3 por el ligando

(FLT3-L) promueve in vitro el crecimiento de células progenitoras. Las respuestas

mediadas por FLT3 son altamente dependientes del tipo celular y de otros factores de

crecimiento de la célula. Gabbianelli et al '9 y otros grupos 2° observaron que la

estimulación mediante FLT3-L sin la adición de otros factores de crecimiento promueve

la diferenciación monocítica de progenitores hematopoyéticos pero sin una marcada

respuesta proliferativa. Sin embargo, la estimulación de FLT3-L en combinación con

otros factores de crecimiento tales como IL-3, G-CSF, GM-CSF y KIT ligando produce

una fuerte respuesta proliferativa 2' y aumenta el desarrollo de unidades formadoras de

colonias de monocitos y granulocitos 19'20.En una serie de experimentos en los que se

compararon varias combinaciones de factores de crecimiento se observó que la

combinación de FLT3-L, KIT ligando e IL-3 produce un efecto proliferativo más fiierte

en progenitores mieloides. Por el contrario, la estimulación con FLT3-L no tuvo un

efecto significativo en la eritropoyesis o megacariopoyesis. Estas observaciones

concuerdan con que en estas líneas celulares no se exprese FLT3 ni tampoco en los

eritrocitos o megacariocitos de la médula ósea 2°.

La estimulación de FLT3 también es importante en el desarrollo de los linfocitos.

FLT3-L en combinación con lL-7 y IL-ll promueven la expansión clonal y la

diferenciación de progenitores hematopoyéticos no comprometidos en el ratón 22.

Ligando de FLT3

El gen del ligando del receptor FLT3 (FLT3-L) fue clonado en 1993 23y codifica una

proteína de 235 aminoácidos con un 72% de homología con el ligando FLT3 de ratón.

FLT3-L es una proteína transmembrana de tipo l que mediante proteolisis puede ser

dividida en una proteína soluble homodime’rica 24 que, a diferencia de la proteína

transmembrana, no posee el carboinO terminal, conservando principalmente los

dominios extracelulares en los cuales reside la actividad del ligando. La isoforrna más

frecuente es la unida a la membrana aunque ambas son biológicamente activas.
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FLT3-L es un factor de crecimiento de células mieloides inmaduras y de células

progenitoras pudiendo estimular la proliferación de células CD34+ tanto in vitro como

in vivo 25’26. Por otro lado, FLT3-L también estimula la proliferación y la supervivencia

de los blastos leucémicos de la LMA que expresan FLT3. En estudios realizados con

FLT3-L junto a otros factores de crecimiento, se pudo observar una mayor proliferación

de células frescas tanto de LMA como de LLA's’ 27.

En otros estudios también se observó que la mayoría de las líneas celulares de

leucemias de origen mieloide expresan FLT3-L o FLT3 y en algunos casos ambos

(receptor y ligando), además de observarse un importante efecto antiapoptótico de

FLT3-L 2‘.

Regulación de la activación de FLT3 por el ligando

En ausencia del ligando, FLT3 reside mayoritariamente como monómero inactivo en

la membrana plasmática. En este estado inactivo, la conformación del receptor debería

resultar en una inhibición estérica de la dimerización resultando en la no exposición de

los sitios de fosforilación en los dominios tirosina kinasa. Un mecanismo similar de

inhibición entre dominios regulatorios y catalíticos se describieron en otras familias de
28

receptores tirosina kinasa . La unión de FLT3-L produciría un cambio en la

conformación de FLT3 y su posterior dimerización y exposición de los sitios de

25. La dimerización estabilizaría elfosforilación en los dominios tirosina kinasa

receptor, ahora constituido como homodímero, y por lo tanto con un mayor nivel de

activación. No obstante, todavía no se conocen con certeza ni el mecanismo de

activación de FLT3 por FLT3-L ni la posterior degradación del complejo receptor­

ligando y muchas son las preguntas que permanecen sin responder.

La exposición al ligando es un componente crucial en la regulación de la actividad de

FLT3. Si bien los niveles en suero de FLT3-L en adultos normales son bajos, en ciertas

condiciones puede inducirse su producción. Así, pacientes con un bajo número de

leucocitos, ya sea por una enfermedad hematológica ( por ejemplo Anemia de Fanconi o

Anemia Aplástica) o por el propio tratamiento quimioterápico, presentan un marcado
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aumento de los niveles de FLT3-L en suero y por lo tanto un intento de promover la

hematopoyesis 29.

Ambas isoformas de FLT3-L pueden inducir la actividad tirosina quinasa de FLT3 y

estimular la proliferación de células progenitoras. Sin embargo, de forma similar a lo

que ocurre con el ligando de c-KIT, FLT3-L no induce de una forma eficiente la

proliferación de progenitores mieloides y linfoides por si mismo, teniendo un efecto

mayor en combinación con otros factores de crecimiento hematopoyéticos e

interleucinas 3°.

Vías de señalización de FLT3

Se han realizado muchos estudios a fm de conocer las vías de transducción por

activación de FLT3, aunque éstas todavía no han sido definitivamente caracterizadas.

La figura 2 muestra algunas de las complejas asociaciones y efectores “downstream”

que probablemente se produzcan tras la activación de FLT3. La unión de FLT3-L

dispara las vías de señalización mediadas por Pl3K (phosphatidylinositol 3-kinase) y

RAS, lo que conduce a la proliferación celular y a Ia inhibición de la apoptosis. La

actividad de Pl3K probablemente esté regulada a través de varias interacciones entre

FLT3, SHCs y otra u otras proteinas como SHIP, SHP2, CBL y GRB2 (GAB2). Cuando

se activa Pl3K se estimulan proteínas “downstream” como PDK] o la proteína kinasa B

(PKB/AKT) entre otras, iniciando la transcripción y transducción de genes cruciales

para la regulación, al mismo tiempo que se inhibe la actividad de otras proteínas.

Además PI3K bloquea la apoptosis a través de la inhibición de la fosforilación de BAD,

proteína proapoptótica de la familia BCL2.

El receptor FLT3 activado se asocia también con GRB2 a través de SHG y por lo

tanto a la vía de señalización mediada por RAS, activando a través de efectores

“downstream” la transcripción de proteínas STATs (entre otras) y por lo tanto la

transcripción de genes implicados en la proliferación celular. Además, ambas vías de

transducción (PI3K y RAS) probablemente interaccionen con muchas otras proteínas

del ciclo celular y antiapoptóticas 3'.
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Figura 2. Cascada de señales mediadas por FLT3.

(Tomado de Stirewalt D & Radích J 3‘)

Mutaciones en FL T3

Nakao y colaboradores 32fueron los primeros en describir mutaciones en el gen FLT3

en hemopatías malignas. La mutación más frecuente es la duplicación interna en tándem

(internal tandem duplication: ITD) en la región que codifica el dominio juxtamembrana

(JM). La longitud de la duplicación varía aproximadamente entre 3 y 2 400 pb 1°y se

produce en el exón 14 (figura 3), típicamente, pero no siempre, cerca de los residuos

590-600 de la secuencia de aminoácidos de FLT3.
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Ocasionalmente, la región duplicada incluye una porción del exón 15. De cualquier

forma en todos los casos se conserva el marco de lectura incluso cuando dentro de esta

mutación se producen inserciones o deleciones de nucleótidos 33.

l

Mmm Exón ¡4 hurón Exon ISM
Pacneme .

Em" H limon E‘Ó“ '5WWW“: i
W

ITD

Figura 3 —ITD en el exón 14

Más recientemente se han descrito mutaciones puntuales en el exón 20 del segundo

dominio tirosina kinasa (DTKZ). La más frecuente es la denominada D835 en la cual se

produce la sustitución de G ——>T (GAT —>TAT) del codón 835 y por lo tanto la

sustitución del ácido aspártico por tirosina. Menos comunes son otras mutaciones, como

deleciones en el mismo codón 835 o deleciones o inserciones en codones circunvecinos

al 835 34’35. Al igual que la ITD, todas las mutaciones en el dominio tirosina kinasa

mantienen el marco de lectura.

La mayoría de los pacientes presentan un solo tipo de mutación (ITD o D835)

aunque, ocasionalmente, se han encontrado en un mismo paciente ambas mutaciones 34’
35

Posibles mecanismos de activación del receptor mutado

Estudios in vitro de transducción han demostrado que la ITD produce una activación

constitutiva del receptor FLT3, por lo que permanece en forma dimérica y

autofosforilada aún en ausencia del ligando 36’37.

Las figuras 4 y 5 muestran una comparación de los posibles mecanismos de

activación de FLT3 no mutado y mutado, respectivamente. En el modelo propuesto para
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el receptor FLT3 no mutado (figura 4), los receptores no unidos al ligando permanecen

en la membrana celular en forma inactiva como monómeros (4a). La conformación del

receptor monomérico probablemente prevenga la dimerización y posiblemente bloquee

la unión de proteínas adaptadoras. Tras la unión del ligando, cambios conformacionales

del receptor promueven la dimerización, autofosforilación y unión de proteínas

adaptadoras con la consecuente activación de efectores “downstream” 31(4b).

Figura 4. Posible mecanismo de activación del receptor no mutado.

a- Receptores monoméricos inactivos.
b- Receptores dímeros activos unidos al ligando con la consiguiente

activación de efectores “downstream”.

(Tomado de Stirewalt D & Radich J 3‘)

En el modelo propuesto para el receptor FLT3 mutado (figura 5a), la ITD,

probablemente a través de un cambio conformacional, promueven la dimerización y

activación del receptor independiente de ligando. Además, el cambio conformacional

asociado con la ITD debería modificar la estructura del receptor de forma tal que

puedan unirse proteínas adaptadoras. También se ha demostrado que la mutación D835

34,40confiere una activación constitutiva del receptor de forma similar a la ITD

Sb) aunque todavía se desconoce si los efectores “downstream” son similares a los

activados por el receptor no mutado 31.
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Figura 5. Posibles mecanismos de activación del receptor mutado.

En a la mutación que causa la activación constitutiva del receptor es la ITD mientras que en b
es la mutación puntual En ambos casos se produce la activación de efectores “downstream”.
(Tomado de Stírewalt D & Radích J 3|)

Otras mutaciones como inserciones o deleciones en diversas regiones del dominio

yuxtamembrana también promueven la activación constitutiva del receptor, sin bien

todavía no se conoce con exactitud el mecanismo de activación.

Diferentes estudios en líneas celulares y modelos animales demuestran el potencial

leucémico de tales alteraciones, estimulando la proliferación e inhibición de la apoptosis

38’39. Los experimentos muestran que, probablemente, las mutaciones en el dominio

yuxtamembrana eliminan regiones en FLT3 que previenen la dimerización del receptor

en ausencia del ligando. Además, receptores con ITD y con pérdida del dominio tirosina

kinasa pueden dimerizarse con receptores no mutados en ausencia del ligando

produciendo su activación 4'. Un mecanismo similar de activación se ha descrito en el

gen vascular endotelial growth factor receptor-l (VEGFR-l) en el cual se han

identificado secuencias represivas similares a las presentes en el dominio

yuxtamenbrana de FLT3 y la pérdida de dichas secuencias provoca la activación de una

proteína quimérica VEGFR-l/VEGFR-2 42. Por lo tanto, la pérdida de secuencias

represoras de dimerización con la subsecuente activación constitutiva del receptor

podría ser un evento relativamente común.
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Existe aproximadamente un 80% de similitud entre los dominios tirosina kinasa de

c-FMS, c-KIT y FLT3. También se han encontrado mutaciones en el dominio tirosina

kinasa de c-FMS y c-KIT donde el grado de actividad kinasa depende del tipo de

aminoácido sustituido. Así, mientras que algunas mutaciones puntuales causan un

marcado aumento en la actividad tirosina quinasa, otras generan un efecto contrario 43‘44.

En contraste con estos experimentos, los realizados con receptores mutantes en el

dominio juxtamembrana demostraron que cualquier tipo de mutación produce un
4 . .
'. Teniendo en cuenta otros experimentosaumento en la actividad del receptor

realizados con otros RTK de clase III, se podría pensar que las mutaciones en el

dominio tirosina kinasa probablemente incrementen el nivel intrínseco de actividad

tirosina kinasa más que interferir con dominios represores y por lo tanto con el proceso

de dimerización. No obstante, todavía se desconoce cómo las mutaciones en FLT3

cooperan realmente en la tumorogénesis y si las vías de señalización son similares a las

activadas por el receptor no mutado.

Incidencia de las mutaciones en el gen FLT3 en hemopatías malignas.

Se ha descrito una mayor incidencia de estas mutaciones principalmente en la LMA

estando prácticamente ausente en otras hemopatías malignas ¡0.La ITD está presente en

la LMA de nuevo diagnóstico en un 15-35% 32'” de los pacientes y solo en un 5-lO%

de los pacientes con SMD l" 45,mientras que es muy raro detectar esta mutación en la

LLA“. Por otro lado, en la LMA se ha observado que la incidencia de la mutación

aumenta con la edad del paciente siendo aproximadamente de un 17% en pacientes

pediátricos, un 20% en pacientes adultos y un 34% en los de edad avanzada 47'48. En

cuanto a la D835 su frecuencia es significativamente menor respecto de la ITD,

presentándose en un 5-lO% de los pacientes con LMA, en un 2-5% de los pacientes con

SMD y en 1-3% de los pacientes con LLA'Z’ '3.

Por otro lado, la presencia de dichas alteraciones se ha relacionado con características

morfológicas y citogenéticas de la LMA, siendo su mayor incidencia en la Leucemia

Promielocítica Aguda (LPA). Por el contrario su posible correlación con otras
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alteraciones genéticas frecuentes en la LMA como la t(8;21), la inv(16) o alteraciones

en l lq23 es menos conocida 49‘5°.

Significado clínico de las mutaciones en el gen FLT3 en la LMA

La mayoria de los estudios publicados indican que la ITD del gen FLT3 en la LMA se

asocia a factores pronósticos adversos y a una menor supervivencia. En la mayoría de

las series, tanto de adultos como de niños, las LMAs ITD positivas presentan una mayor
lO, l], 47. 5|, 52. 53, 54. 55. 56, 62. 63leucocitosis (generalmente mayor a dos veces) y algunas

series encuentran además un porcentaje de blastos en médula ósea y sangre periférica

más elevado junto a niveles de LDH incrementados '2’48’49’50'57’58.

En cuanto a las implicaciones pronósticas de la ITD, los estudios realizados en

pacientes pediátricos concuerdan acerca del impacto negativo de la ITD, con tasas de

supervivencia notablemente inferiores respecto de los pacientes negativos para dicha

mutación 47'59'60’6'. También concuerdan los resultados obtenidos con pacientes de edad

avanzada (>60 años) donde la presencia de la ITD no influye de forma desfavorable en

el pronóstico43' 62. Por el contrario, existen datos contradictorios al momento de

establecer la implicancia de la ITD en el pronóstico de los pacientes adultos (<60 años).

Si bien varios estudios (tabla l) demuestran que la ITD confiere un peor pronóstico en

estos pacientes, los datos son discordantes cuando se estudia el valor pronóstico

independiente de esta mutación. Mientras que algunos estudios demuestran que la

presencia de la ITD se correlaciona de forma independiente con supervivencia global

(SG) disminuída 49’50‘56‘57‘58, otros más recientes, algunos con un número importante

de pacientes, no han demostrado en estudios multivariantes que su presencia se asocia

de forma independiente a mal pronóstico ¡0’¡“8' 54.

Respecto de la D835 todavía no se ha podido conocer claramente su significado

clínico dado a su baja frecuencia. Por otro lado, los pocos estudios realizados también

difieren en cuanto al valor pronóstico de esta mutación (tabla 1). Mientras que un grupo

no encuentra correlación con la SG '3 otro, con un mayor número de pacientes,

demuestra una relación estadísticamente significativa con menor supervivencia '2. Por
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lo tanto, son necesarios nuevos estudios a fin de despejar las controversias existentes

respecto al valor pronóstico de las mutaciones en FLT3.

En pacientes con LPA, la mayoría de los estudios realizados 50, 52. 53, muestran que las

mutaciones en FLT3 no influyen negativamente sobre la supervivencia a pesar de ser la

LMA con mayor incidencia de mutaciones. Por el contrario, poco se conoce acerca de la

correlación y el valor pronóstico de las mutaciones en FLT3 con otras alteraciones

genéticas frecuentes en la LMA como la t(8;21), la inv(16) o alteraciones en 11q23 si

bien recientes estudios observaron un incremento en la incidencia de las mutaciones en

FLT3 dentro del subgrupo FAB M5 49'50'65.

Tabla 1: Resultados obtenidos en diferentes estudios en cuanto a la incidencia y valor

pronóstico de las alteraciones en el gen FLT3 en la LMA.

Referencia Cam Emm'bm" Muhdonu (incidencia) Evolucióncllnlel(p) Anar-¡sMulflvnrhble

. ,, lTD: 8/80 (l0%) alla RR
Sheikhha el al. 80 LMA en adultos menor SG (0.006) NR

menor SLE (0.047)

D835: 6/80 (7.5%) sin diferencias

Rombouls el al. ” 8| LMA en adultos lTD: 18/81 (22%) menor RC (0.03) NR
menor SLEv (0.003)
incrementada RR (0.0|)

Whitman el al. ' 82 LMA en adultos. lTD: 23/82 (28%) menor SLE (0.03)
Cilogene‘líca sin deferencias en la SG
non'nal.
<60 años Pérdida del alelo normal: menor SLE (0-0017) Factor independiente de mal pronóstico para la

8/23 (35%) menor SG (0.00”)
sin diferencias en la RC

JI
"mm " al ' 9o Adultoscon M3 m); 33/90(37%) sin diferenciasen la RC N'R

D835: 7/90 (8%) sin diferencias en la SLE
sin diferencias en la SLR

Meshinchi el al. " 9| LMA en niños lTD: l5/9l (l7%) menor RC (0.005) paolo, ¡“dependhme de ma] pronósn'co para ¡a
menor SG (0.02) SG
menor SLEv (0.002)

Kainz el al. ’o IOO LMA en adultos lTD: 26/100 (26%) sin diferencias en la RC Fado, ¡“dependkme de ma] pronósúw pam ¡a
men“ SG (<0-003) SG si se excluyen los casos con ¡(ls-,17)
menor SLE (<0.02)
sin diferencias en la RR

Abu-Duhier el af" ¡06 LMA en adultos lTD: l4/l06 (13%) menor SG (0.0002) NR



Shih el al. ”

Stirewalt el al. “

I. JIBoisselela

Moreno el al. ”

Kiyoi el al. "

Yamamoto el al. "

Frohling el al. n

I. J,Zwaan el a

Kottaridis el al. "

Schnittger el al. '°

Thiede el al. "

Chillón MC.
Fernández C
el aI ."’

107

140

159

201

201

224

234

792

871

979

113

Adultos con M3

LMA en
ancianos
>55 years

LMA cn adultos
(No M3)
<65 years

LMA en adultos
(No M3)

LMA en adultos
(No M3)

LMA en adultos
o M3)

LMA en adultos­

Citogene’tica
norma .
<60 años

LMA en niños

Adult de novo

<60 years

Adult de nova
AML

LMA en adultos

LMA en adultos
(No M3)

M3

1TD: 22/107 (21%)
D835: 20/107 (19%)

1TD: 47/140 (34%)

lTD: 40/159 (25%)

1TD: 28/166 (17%)
D835: 16/166 (10%)

1TD:46/201 (23%)

1TD: 46/201 (23%)

mas: mon (4%)

1TD: 71/224 (32%)
D835: 32/224 (14%)

1TD: 27/234 (11.5%)

1TD: 210/792 (27%)

1TD: 213/871 (25%)

1TD: 200/979 (20%)

D835: 75/979 (3%)

1TD+D835: 25/113 (22%)

1TD+D835z 16/60 (27%)

sin diferencias en 1aRC
sin diferencias en la SG
sin diferencias en la SLEv

Sin diferencias en 1aRC
Sin diferencias en 1aSLR
Sin diferencias en la SG

sin diferencias en la RC
sin diferencias en 1aSLR
sin diferencias en la SG

sin diferencias en la RC
menor SLE (0.04)
sin diferencias en 1aSLEv

menor RC (0.005)
menor SG (0.002)
menor SLE (0.006)

menor SG (0.004)
menor SLE (0.023)

sin diferencias en la SG
Todos recayeron

menor SG (0.0004)
menor duración de la
remisión (0.03)

menor RC (0.01)
menor SG (0.037)
menor SLE (0.09)
menor SLEv (0.0046)

menor RC (0.05)
mayor RR (<0.001)
menor SLE (<0.001)
menor SG (<0.001)
menor SLEv (<0.001)

sin diferencias en 1aRC
sin diferencias en 1aOG
menor SLEV(0.0072)
sin dieferencias en la SLE

sin diferencias en la RC
menor SLE (0.03)
mayor RR (0.008)

menor SG (0.015)

sin diferencias en 1aRC
sin diferencias en 1aSG
sin diferencias en la SLE

sin diferencias en la RC
sin diferencias en la SG
sin difrencias en la SLE
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NR

La 1TD no es un factor independiente de mal
pronóstico para 1aSG y la SLR.

La 1TD no es un factor independiente de mal
pronóstico para la SG y la SLR

NR

Factor independiente de mal pronóstico solo en
1a SG de pacientes jóvenes (<60 anos).

NR

Factor independiente de mal pronóstico para la
duración de la remisión y la SG

Factor independiente de mal pronóstico para 1a

I 1- l J . a. - A
I’

mutadas vs no muta es factor pronóstico
independiente.

Factor independiente de mal pronóstico para la
RR. SLE. SG. y SFEv

La 1TDno es un factor independiente de mal
pronóstico para la SG, SLEv y SLE

1TD/ D835 no son factores independientes de
mal pronóstico para 1aSG
I I l J ' I b-A ' A ¡IA P'n

mutadas vs no mutadas si es factor pronóstico
independiente.

NR

RC: remisión completa; SG: supervivencia global: SLE: supervivencia libre de enfermedad: RR: rasa de recaída:

SLEv: supervivencia libre de envenlos: SLR: supervivencia libre de recaída: NR: no realizado; NS: no significativo.
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En cuanto al empleo de estas mutaciones para el estudio de Enfermedad Mínima

Residual (EMR), estudios iniciales indicaron que la ITD podía ser empleada con e'xito

como marcador tumoral mediante el análisis de PCR cuantitativa en tiempo real 66.Sin

embargo, un trabajo reciente que analiza muestras pareadas del diagnóstico y de la

recaída en 44 pacientes con LMA de novo, comprueba que numerosos casos en los que

no estaba mutado el gen FLT3 en el diagnóstico adquirieron la mutación en la recaída, o

bien, casos que estaban mutados inicialmente no presentaban mutación en la recaída 33.

En este estudio además se describe un paciente que presentaba una ITD en FLT3 en el

diagnóstico que después recayó con otra ITD completamente distinta, la cual no hubiera

sido detectada mediante el empleo de los cebadores específicos del diagnóstico,

constituyendo por tanto un resultado falso negativo. Además, otro reciente trabajo que

analiza también muestras pareadas del diagnóstico y de la recaída en 108 pacientes con

LMA“, confirma estos hallazgos mostrando además que la incidencia de mutaciones es

mayor en la recaída (media .4:DS: 40.5% i4.8% vs 17.9% i 3.6%, p<0,001). Por lo

tanto, esta mutación es un marcador inestable que debe ser utilizado con cautela en la

detección de EMR.
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1. HIPÓTESIS de TRABAJO

La actividad desregulada de los receptores tirosina kinasa está implicada en la

patogénesis molecular del cáncer, incluyendo las leucemias. Formas mutantes de KIT,

ABL y PDGF-R conducen a la activación constitutiva del receptor y han sido

identificados como causantes de hemopatías malignas específicas 69‘7°.

Recientemente, a esta lista de receptores se sumó FLT3 perteneciente a la clase III de

la familia de RTK. FLT3 cumple un papel importante en la diferenciación y

proliferación de las células progenitoras de la médula ósea 7'8.

En la actualidad, el gen FLT3 es el más frecuentemente mutado en la LMA. Las dos

mutaciones más características son la duplicación interna en tándem (ITD) en el exón

14 y mutaciones puntuales en el residuo aspartato 835 (D835). En ambos casos el

resultado es un receptor con actividad catalítica constitutiva pudiendo contribuir a la

progresión leucémica 9.

La presencia de dichas alteraciones se han relacionado con características

morfológicas de las LMA, siendo su mayor incidencia en la LPA. Por el contrario su

posible correlación con otras alteraciones moleculares frecuentes en las LMA como la

t(8;21), la inv (16) o alteraciones en 11q23 es menos conocida. En cuanto a la

implicación de la ITD en el pronóstico existen datos contradictorios. La mayoría de los

estudios clínicos han relacionado la presencia de esta mutación con características

clínico-biológicas asociadas a mal pronóstico. Por el contrario, solo una minoría ha

demostrado que su presencia se correlaciona de forma independiente con supervivencia

global disminuida y además otros grupos, algunos con un número importante de

pacientes, no han demostrado en estudios multivariantes que su presencia se asocia de

forma independiente a mal pronóstico. Respecto de la D835 todavía no se ha podido

conocer claramente su significado clínico dado a su baja frecuencia.

Teniendo en cuenta estos antecedentes los objetivos planteados son los siguientes:
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2. OBJETIVOS

o Investigar la incidencia y distribución de las alteraciones moleculares ITD y

D835 del gen FLT3 en la LMA.

o Conocer la correlación de dichas mutaciones con las características clínico­

biológicas en el momento del diagnóstico y con las alteraciones cromosómicas

t(15;l7), t(8;21) e inv (16).

o Evaluar el significado pronóstico de las alteraciones en el gen FLT3 en la LMA .
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3.1. Pacientes

Se estudiaron un total de 173 LMAs “de novo” remitidas a la Unidad de Biología

Molecular del Hospital Clínico Universitario de Salamanca (España). El diagnóstico de

las LMA se estableció mediante estudios morfológicos y citoquímicos convencionales

de acuerdo con los criterios de la clasificación FAB 7'. Así, la distribución morfológica

de estos pacientes según dicha clasificación fue la siguiente: 9 MO, 23 M1, 33 M2, 51

M3, 18 M3v, 18 M4, 17 M5, 3 M6, l M7. Todas las muestras fueron analizadas

retrospectivamente para la presencia de las mutaciones ITD y D835, respectivamente.

En todos los pacientes también se estudió la presencia de los tránscritos de fusión

PML/RARCX, AML/ETO y CBFB/MYHII correspondientes a las traslocaciones

t(15;17), t(8;2 l) e inv( l 6), respectivamente.

Al diagnóstico, se recogieron los siguientes datos clínicos-biológicos: edad, sexo,

leucocitos, plaquetas y hemoglobina (Hb) así como la LDH sérica y porcentaje de

blastos en médula ósea (MO) y sangre periférica (SP).

En los pacientes que recibieron tratamiento con intención curativa se recogieron datos

referentes al grado de respuesta así como el tiempo de supervivencia global (SG) y la

supervivencia libre de enfermedad (SLE) en aquellos que alcanzaron remisión completa

(RC). Para la valoración de la existencia de remisión completa hematológica se

utilizaron los criterios de Cheson et al 72:reducción de las células leucémicas en MO a

niveles inferiores al 5% con restauración de la función medular, normalización de las

cifras en SP y retorno al estado general normal del paciente.

Para el estudio de supervivencia solo se tuvieron en cuenta los pacientes tratados con

intención curativa según el Protocolo del Grupo Español PETHEMA para el tratamiento

de las LMAs (AML-95 ó APL-96-99) 73'74.
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3.2. Preparación de muestras

Las muestras tumorales de SP, previamente desplaquetizadas mediante centrifugación,

y de MO fueron sometidas a un choque hipotónico con cloruro amónico (0.155M

NH4Cl; lOmM HKCOg; 0.1mM EDTA-Na pH 7.4) para lisar los hematíes durante 20

minutos a 4°C. El botón celular se recuperó posteriormente por centrifugación a 1500

r.p.m. durante 5 minutos a 4°C. Los leucocitos así obtenidos se lavaron en una solución

salina de Hanks’ (GibcoBRL, Life Technologies) para eliminar restos celulares y

cationes divalentes (Ca2+ y Mg”) evitando asi la actividad de las nuecleasas, y

posteriormente se precipitaron mediante centrifugación a 1500 r.p.m. durante 5 minutos.

3.3. Extracción de ARN total

El ARN total de las células se extrajo empleando una modificación del método de

Chomiczynski, P. & Sacchi, N. (1987), utilizando una solución de fenol e isotiocinato

de guanidio: TRIpure (Roche Diagnostics Corporation, USA). Los leucocitos obtenidos,

a una concentración estimada de 5x106 células/ml, se resuspendieron en lml de

TRIpure hasta su completa homogenización. Posteriormente, el agregado de clorofonno

(200ul) seguido de centrifugación durante 20 minutos a 12000 rpm, produjo la

separación de dos fases. La fase acuosa sobrenadante contiene el ARN en solución. Tras

la recuperación de la fase acuosa, el ARN se precipitó con isopropanol frío (500 pl) y se

conservó a —20°Chasta el momento de su uso. Entonces, el ARN precipitado se aisló

mediante centrifugación durante 20 minutos a 12000 r.p.m. a 4°C y posterior

decantación del isopropanol. Tras un lavado final con etanol al 70% se dejó evaporar el

etanol residual y el ARN se disolvió en agua bidestilada (ddH20).

La concentración del ARN obtenido se determinó mediante espectrofotometría. Tras

medir su absorbancia a 260 nm en un contador automático de ADN/ARN (GeneQuant,

Amersham Pharmacia Biotech, Europe GmbH) el cálculo se hizo siguiendo la fórmula:

ug de ARN/ml = D.O.260x factor de dilución x 40

2]
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donde 40 es un factor de corrección introducido ya que una unidad de densidad óptica

con una luz incidente de 260 nm es el valor de absorbancia que tienen 40 ug de ARN.

Para comprobar el estado del ARN obtenido se realizó una electroforesis de 2 ug del

ARN desnaturalizado con formaldehído en un minigel de agarosa al 1%. Si el ARN está

íntegro se obtendrán dos bandas correspondientes a las subunidades 28S y ISS,

respectivamente.

3.4. Síntesis de ADN complementario (ADNc)

La síntesis de ADNc se llevó a cabo según el protocolo propuesto en el proyecto

europeo “BIOMED-l Concerted Action” 75.Para la reacción de transcripción inversa se

empleó 1 ug de ARN total en un volumen final de 20 ul, utilizando como cebadores

hexanucleótidos al azar (Perkin Elmer, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) y

como transcriptasa inversa la enzima SuperScriptTMII RNase H' Reverse Transcriptase

(GibcoBRL, Life Technologies).

El ARN disuelto en ddHZO se incubó durante lO minutos a 70°C para su

desnaturalización. Posteriormente, se añadió la mezcla de reacción: tampón de

transcripción inversa (20mM Tris HCl SOmM KCl, pH 8.3), SmM MgClz, lOmM DTT,

hexanucleótidos al azar (SuM de concentración final), inhibidor de ARNasas (20 U)

(Perkin Elmer, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), lmM dNTPs (Promega

Corporation, Madison, WI) y transcriptasa inversa (200 U). La reacción se mantuvo

durante 10 minutos a temperatura ambiente (hibridación de los cebadores), después se

incubó durante 45 minutos a 42°C (síntesis del ADNc), seguido de 3 minutos a 99°C

(desnaturalización de la enzima) y 2 minutos a 4°C. Al producto de reacción se le

añadió 30 ul de agua llevándolo a un volumen final de 50 ul. El ADNc se conservó a

-20°C hasta su utilización.

Como control de calidad de la síntesis de ADNc se llevó a cabo la amplificación del

gen Abelson (ABL), que se expresa de manera constitutiva en todos los tejidos y se

cxcluyeron del estudio todos aquellos ADNc que no amplificaron este gen. La
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amplificación del gen ABL se realizó a partir de 5 pl de ADNc, con los cebadores

sentido yGGCCAGTAGCATCTGACTTTG” y antisentido

5IATGGTACCAGGAGTG'ITTCTCC3' según el siguiente programa: desnaturalización

inicial a 95°C durante lO minutos seguida de 35 ciclos de PCR: 94°C durante 30

segundos (desnaturalización), 65°C durante l minuto (hibridación de los cebadores),

72°C durante l minuto (extensión de la cadena). Los productos de PCR fueron

sometidos a electroforesis en geles de agarosa (Nusieve® 3:1, BMA, Rockland, ME,

USA) al 2% con tampón TBE (0.17M Trizma base, 0.17M ácido bórico, 0.5M EDTA

pH 4.8) utilizando el marcador de peso molecular lkb DNA Ladder (GibcoBRL, Life

Technologies). Los geles teñidos con bromuro de etidio (0.5 ug/ml) fueron visualizados

con luz ultravioleta. El tamaño del fragmento correspondiente al gen ABL es de 300 pb.

3.5. Detección de mutaciones en el gen FL T3

El análisis de la presencia de la ITD se realizó mediante PCR cualitativa utilizando

los cebadores R5 y R6 (tabla 2; figura 6) que cubren los dominios transmembrana y

juxtamembrana de FLT3 32. Un producto de 366pb corresponderá al alelo normal

mientras que la presencia de la ITD generará un producto de .>_400pb lo.

Tabla 2. Secuencias de los cebadores utilizados para Ia
detección de las mutaciones ITDy 0835.

cebadores secuencia ( 5'- 3') referencia

R5 TGTCGAGCAGTACTCTAAACA Nakao et al. Leukemia 199632
R6 ATCCTAGTACCTTCCCAAACTC

l 7|“ CCGCCAGGAACG'IGC'ÏIG Yamamoto e! al. Blood 2001“
l7RC GCAGACGGGCA'I"I‘GCCCC Moreno er al. Haematologica 200355

La mutación puntual D835 se detectó mediante PCR cualitativa con los cebadores

17F y l7RC (tabla 2; figura 6) mediante amplificación del exón 20 del segundo dominio
34, 55tirosina kinasa y posterior digestión enzimática con EcoRV. La mutación puntual
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elimina un sitio de restricción reconocido por la enzima por un cambio en la secuencia

GATATC de los codones 835 y 836, resultando en un producto no digerido de 114pb

correspondiente al alelo mutado mientras que dos productos de 68 y 46pb,

respectivamente, corresponderán al alelo normal.

PS TM JM TKl K1 TK2

—>__"'<L -—->_<——
R5 R6 17F 17RC

exón 20
CGAGATATCATG

A
EcoRV

Figura 6. Representación esquemática del ADNc del gen FLT3 con la posición de lo
cebadores utilizados en la reacción de PCR para detectar la ITD y la D835. PS (péptido
señal), TM (dominio transmembrana), JM (dominio juxtamembrana), TK (dominio tirosina kinasa), K
(dominio de unión de kinasas).

El protocolo de reacción de la PCR cualitativa fue el mismo para ambas mutaciones.

Se emplearon 5 ul de ADNc (0,1 ug) en un volumen final de 50 ul utilizando como

mezcla de reacción tampón de PCR 1X, 0,6 uM de cada cebador, 200 uM de dNTP,

(1,25 U) AmpliTaq Gold polimerasa (Applied Biosystems, USA), 2 mM de C12Mg y

agua para completar el volumen final de reacción. El programa de PCR consistió en una

desnaturalización inicial durante 10 minutos a 95°C, seguido de 35 ciclos de 30

segundos a 95°C (desnaturalización), 1 minuto a 55°C (hibridación de los cebadores) y 1

minuto a 72°C (extensión de la cadena). Finalmente una extensión a 72°C durante 7

minutos. Las reacciones de amplificación se realizaron en un termociclador automático

GeneAmp PCR system 9600 (Perkin Elmer, Applied Biosystems, Foster City, CA,

USA).
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Posteriormente, para la detección de la mutación D835, los productos de PCR fueron

sometidos a digestión enzimática con EcoRV a 37°C toda una noche según el siguiente

protocolo: 22 ul de producto de PCR, 2,5 ul de SuRe/Cut Buffer B (Roche Diagnostics

Corporation, USA) y 0,5 ul (5 U) de EcoRV (Roche Diagnostics Corporation, USA).

Los resultados se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa (Nusieve®

3:1, BMA, Rockland, ME, USA) al 1,5% ó 3% (para la ITD y D835, respectivamente)

con tampón TBE (0.17M Trizma base, 0.17M ácido bórico, 0.5M EDTA pH 4.8),

utilizando el marcador de peso molecular lkb DNA Ladder (GibcoBRL, Life

Technologies). Los geles teñidos con bromuro de etidio (0.5 ug/ml) fueron visualizados

con luz ultravioleta.

3.6. Detección de los transcritos de fusión PML/RARa, AML/ETO
y CBFB/MYHII.

La presencia de los tránscritos de fusión PML/RAROL,AML/ETO y CBFB/MYHII

correspondientes a las traslocaciones t(15;17), t(8;21) e inv(16) respectivamente, fue

analizada mediante RT-PCR cualitativa utilizando los cebadores, protocolos y criterios

del proyecto europeo “BIOMED-l Concerted Action” 75.

En la tabla 3 se muestra el protocolo común de PCR resultado de la estandarización '

del proyecto europeo “BIOMED-l Concerted Action” y que se ha utilizado para la

detección de las alteraciones cromosómicas t(15;17), t(8;21) e inv (16). Las reacciones

de amplificación se realizaron en un termociclador automático GeneAmp PCR system

9600 (Perkín Elmer, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Los resultados se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa (Nusieve®

3:1, BMA, Rockland, ME, USA) al 2% con tampón TBE (0.17M Trizma base, 0.17M

ácido bórico, 0.5M EDTA pH 4.8), utilizando el marcador de peso molecular lkb DNA

Ladder (GibcoBRL, Life Technologies). Los geles fiieron teñidos con bromuro de etidio

(0.5 ug/ml) y visualizados con luz ultravioleta.
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Tabla 3. Protocolo estandarizado de PCR.

1. PCR sencilla a primera ronda de una PCR “nested”

o Volumenfinal: 50 ,uI

o 5 ¡11de ADNc(0,1pg)

o cebadores: 400 nM de concentraciónfinal

o dNTP: ZOO/¿Mde concentración final

o tampón de PCR: 20mM Tris HCl, 50mM KC],pH 8.3

o MgC12: 1.5-2.5mM (depende de cada tránscrito)

o enzima AmpliTaq Gold polimerasa (Perkin Elmer, Applied Biosystems): IU

2. Programa de PCR: temperaturas, tiemposy ciclos:

o desnaturalización inicial: 95°C durante 10 minutos

o 35 ciclos de PCR:

94°Cdurante 30 segundos (desnaturalización)

65°C durante 1 minuto (hibridación de los cebadores)

72°C durante 1 minuto (extensión de la cadena)

No necesita extensiónfinal.

3. Segunda ronda de una “nested”:

o 2,5 ¡11del producto de la primera PCR

o mismovolumenfinal, reactivos y programa que para Iaprimera PCR

Como controles positivos se utilizaron líneas celulares que contienen específicamente

cada una de las translocaciones cromosómicas estudiadas. En el presente trabajo se

emplearon las siguientes líneas: NB4 (tránscrito PML-RARa tipo bcrl), ME-l

(tránscrito CBFB-MYHII tipo A) y KASUMI-l (tránscrito AMLI-ETO). Además, se
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utilizaron células de pacientes al diagnóstico que eran positivos para el resto de

tránscritos en los casos de t(15;l7) (tránscrito tipo ber-2 y ber-3) e inv( 16) (tránscrito

tipo D y C). Como controles negativos comunes se utilizaron células tanto de la línea

celular HL60, con morfología M2 sin t(15;l7) pero con un bloqueo en la diferenciación

en el estadío de promielocito 76,como de donantes sanos.

3.7. Análisis estadístico

Los datos fueron introducidos en la base de datos Filemaker Pro 4.1 y posteriormente

analizados mediante el programa estadístico SPSS (Statistical Package for Social

Sciences, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

La asociación entre las variables cualitativas se estudió mediante el test Chi-cuadrado

y la prueba exacta de Fisher cuando estaban indicadas. Las diferentes características

clínicas y biológicas fueron consideradas individualmente para estudiar su correlación

con las mutaciones ITD y D835, respectivamente.

Las probabilidades de supervivencia global (SG) y supervivencia libre de enfermedad

(SLE) se estimaron de acuerdo con el me'todo de Kaplan-Meier (Kaplan & Meier,

1958). La SG se valoró a partir del momento del diagnóstico hasta el fallecimiento del

enfermo o la fecha del último seguimiento, y la SLE se calculó desde la fecha de la

remisión completa hasta la fecha de la recaída o muerte.

Se consideró que existían diferencias estadísticamente significativas cuando se

observaron valores de p inferiores a 0.05
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4.1. Detección de los transcritos de fusión

De los 173 pacientes incluidos en el presente estudio, 60 presentaban la traslocación

t(15;l7), 7 la inv( 16) y 2 la t(8;21), en tanto que en el resto de los pacientes (n=104) no

se detectó ninguna de dichas alteraciones moleculares.

4.2. Detección de mutaciones en el gen FLT3

La ITD fue detectada en 34 de los 173 (20%) pacientes estudiados (figura 7). La

frecuencia de la ITD varió significativamente entre los subgrupos moleculares (p<0,05):

de los 60 pacientes con t(15;l7), 15 (25%) presentaban la ITD (8 con morfología M3

clásica y 7 con morfología M3 variante). En contraste, la ITD estuvo ausente en los

pacientes con t(8;21) ó inv(16). En los 104 pacientes que no presentaban ninguna de las

traslocaciones antes mencionadas, 19 (18%) fueron positivos para la ITD. Por otro lado,

solo en uno de los 173 pacientes (0,6%) la mutación afectó ambos alelos.

La mutación D835 pudo ser estudiada en 135 de los 173 pacientes (para el resto de

los 38 pacientes no hubo muestra suficiente para el estudio de esta mutación) y solo en

7 casos (5%) se detectó la mutación (figura 8). Además uno fue positivo para la t(15;l7)

con morfología M3 variante mientras que los 6 restantes no presentaron ninguno de los

transcriptos de fusión analizados. Por otro lado, ninguno de los pacientes estudiados

portó ambas mutaciones: ITD y D835.
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Figura 7: Detección de la ITD. Electroforesis en gel de agarosa de los
productos de PCR obtenidos en pacientes mutados y normales.

Pacientes

>366 pb

366 pb

M: marcador dc peso molecular

Lospacientes normales presentan una única banda de 366 pb (pacientes 3 y 5)
correspondiente al alelo normal.

Lospacientes con ITDpresentan dos bandas: una de 366 pb del alelo normal y otra de
mayor tamaño correspondiente al alelo mutado (pacientes I. 2 y 4).
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Figura 8: Detección de la mutación D835.

PACIENTES

Electroforesz'sen gel de agarosa en

la que se observan los diferentes

fragmentos obtenidos tras la

digestión con EcoRV (68pb y 46

pb) correspondientes al alelo

M:marcadordepesomolecular normal. El fragmento no digerido

de 114pb corresponde al alelo

mutado.

Pacientes Lospacientes mutados presentan

los tresfragmentos (pacientes 3, 4.

7y8).
M 8 91011121314
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Tabla 4: Caracteristicas clinico-biológicasal diagnóstico de los pacientes con LMA
según el estado de FLT3 y la presencia o ausencia de la t(15;l7).

No-LPNt(15;17) negativo LPM(15;17) positivo
n=60

FLT3 N0 MUTADO FLT3 Mutado FLT3NO MUTADO FLT3 Mutado

c°"°‘°”‘”°" n=88 n=25 n=44 n=16

Edad (MEDIA i-DS) 59-.t20 60-.tl8 NS 46:2] 34i l2 o_003

Sexo masculino (%) 54 48 NS 73 69 NS

Leucadlas (xlo’fL) 28150 66i55 0.003 9.6i! 8 42i5| 0.023

Blastos en MO (%) 67t2| 8l:t|3 0.000! 79116 861:]l NS

Blastos en SP (%) 40:t30 63:30 0.00] 36i32 74122 0.000I

LDH (U/L) 8951762 1346i747 0.018 674580 964i384 0.023

Maquetas (X1094) 702t6l 65i62 NS 40140 203:]2 0.005

Hemoglobina (g/dL) 8912.4 9,612.5 NS 8.71.23 9.0i2.3 NS

Subtipo según FAB
M0 9 (l0%) 0

Ml l5 (l6%) 8 (32%)

M2 23 (25%) 10 (40%)

M3c 4 (4%) 0 39 (89%) 8 (50%)

M3v 4 (4%) ¡(4%) NS 5 (11%) 8 (50%) 0_oo]

M4 17 (19%) ¡(4%)

M5 12(l3%) 5(20%)

M6 3 (3%) 0

M7 l (|%) 0

Isofon'nas-PML-RARA

Bcrl 3] 4

Bcr2 1

Bcr3 9 I I 0.002

M0: medula ósea; SP: sangre periférica; LDH: laclalo deshidrogenasa; LPA: Leucemia Promielociliea Aguda;
NS: no significativo.
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4.3. Estado de FLT3 y características leucémicas

Dado las diferentes características clínicas y pronosticas existentes entre los pacientes

que portan la t(15;l7) de los que no la poseen, los casos fueron analizados

separadamente a fin de evaluar la evolución clínica del paciente en relación a la

presencia de las mutaciones en FLT3: pacientes con LPA y t(15;17) (n=60) y pacientes

con LMA diferente a LPA sin t(15;l7) (n=113).

El análisis estadístico demostró que en los pacientes estudiados la mutación D835 no

confirió características distintas o un curso clínico más agresivo respecto de la ITD,

coincidiendo con lo descrito en otros estudios 40‘5'. Por esta razón los 7 casos positivos

para D835 fueron incluidos para su análisis con los casos que resultaron positivos para

la ITD.

En los casos de LMA no LPA, la presencia de ITD/D835 se correlacionó con una

mayor leucocitosis (p=0,003), alto porcentaje de blastos en médula ósea (p=0,0001) y

sangre periférica (p=0,001) y altos niveles de LDH sérica (p=0,018). Por el contrario,

no tuvo correlación con la edad, hemoglobina, número de plaquetas o morfología según

clasificación FAB (Tabla 4).

En los casos de LPA las mutaciones en el gen FLT3 se correlacionaron con pacientes

jóvenes (p=0,008), elevada leucocitosis (p=0,023), elevado porcentaje de blastos en

sangre periférica (p=0,0001), altos niveles de LDH (p=0,023), trombopenia (p=0,005) y

morfología M3 variante (61,5% vs 17%, p=0,001). Las mutaciones en FLT3 también se

correlacionaron con la isoforma corta del gen de fusión PML-RARO.(bcr3) (bcr3: 69%;

bcrl: 25%; bcr2: 6%, p=0,002) (tabla 4).

La relación entre la presencia o ausencia de ITD/D835 y la evolución clínica del

paciente se muestra en la Tabla 5. En el grupo de las LMA no LPA la tasa de RC fue

ligeramente menor en aquellos pacientes con mutaciones en el gen FLT3 (50% vs 68%),

aunque este hallazgo no fue estadísticamente significativo. Además, analizando la SG y

la SLE con un seguimiento de 5 años, la evolución de los pacientes con o sin mutación

fue similar (SG: 19% vs 16%, SLE: 36% vs 29%, p>0,05 para ambos) (figuras 9 a y b).
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Del mismo modo, en los pacientes con LPA, las mutaciones en FLT3 no se asociaron a

peor pronóstico y las tasas de RC (88% vs 72%, p>0,05), SG (65% vs 53% a los 5 años,

p>0,05) y SLE (79% vs 68% a los cinco años, p>0,05) fue similar entre los pacientes

con o sin mutaciones en FLT3, respectivamente (figuras 10a y b). Se consideró que

existían diferencias estadísticamente significativas cuando se observaron valores de p

inferiores a 0.05

Tabla 5. Evolución clínica de los pacientes con LMA conforme al estado de FLT3.

t(15;l7) negativo t(15;l7) positivo
n=113 n=60

FLTS No Muudt FLT3 Mundo P FLT3 NoMundo FLT3 Mundo P
Características Fea n=25 n=44 n=16

Tasa de RC (%) 50/73 (68%) l l/22 (50%) NS 3l/43 (72%) l4/l6 (88%) NS

Fracaso terapéutico ¡3.7% 31.8% NS 4.7% 0% NS

Muertes precoses |7.8% I8.2% NS 23.3% ¡2.5% NS

SG a los S años ¡6% 19% 53% 65%

mediana (años) 0.9 0.46 NS NR NR Ns
muertes 59 l5 ¡7 5

SLE a los 5 años 29% 36% 68% 79%

mediana (añ05) l.4 3.4 NS NR NR NS
Recaídas 27 6 7 3

'I'I. J r ¿4.Ns. ' 'P' -v ¡r1RC: remisión completa; SG: supervivencia global; SLE:
NR: sin recaída.
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4.4 Resultados del análisis de supervivencia con el método Kaplan-Meier conforme al

estado de FLT3.

Figura 9a. SG de los pacientes con LMA no-LPA/ t(15;l7) negativos.

1lo:L No- LPAIt(15;17)­

Probabilidad 0.4 ­

FLT3 mutado

0.2 I

p=0.77 FLT3 no mutado

0.o

o 1 2 3 4 5 e 7

Años desde el diagnóstico

Figura 9 b. SLE de los pacientes con LMA no-LPA/ t(15;17) negativos que

alcanzaron RC.

1.o- No-LPA It(15;17)­

0.8 - i

'o 1. ,

fi 0.6 - ;
3 L----+——+—----i—--.
m I.0

É FLT3mutado0.4 l
- - - - - —- -+ - +

0.2 I

__.O_86 FLT3 no mutado

0.o _ Í _ _ _ _ _
> 1 2 3 4 5 e 7

Años desde la RC
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Figura 10a. SG de los pacientes con LPA y t(15;17).

1.o- LPAIt(15;17)+

0.6| l‘"""+"+;
4 ’l FLT3 mutado

1: ï-+---—H—---+--+—--+---+-—+
fi 0.6 I

É
3 FLT3 no mutado
n- 0.4 I

0.2 I

p=0.45

0.o _ _ . _ _ i _
o 1 3 4 5 6 7 8

Años desde el diagnóstico

Figura 10b. SLE de los pacientes con LPA y t(15;l7) que alcanzaron RC.

1.o. APLIt(15;17)+

FLT3 mutado

0'8' --+----+—--+--+

.3 0.6 l FLT3 no mutado
E
lá.0
8

Du 0.4 l

0.2 I

p=0.86

0.o

o q 5 3 4 5 6 7

Años desde la RC
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Discusión

La incidencia de las mutaciones ITD y D835 en el gen FLT3 observada en nuestro

estudio (20 y 5% respectivamente) es similar a la encontrada en estudios previos en

pacientes adultos con LMA (tabla l-Introducción). Por otro lado, al igual que en la

mayoría de los casos publicados, en ninguno de los pacientes estudiados se detectó

ambas mutaciones.

Interesantemente, la frecuencia de la ITD fue significativamente diferente entre los

subgrupos moleculares de las LMA, siendo más frecuente (25%) en los pacientes con

t(15;l7) y morfología M3 variante (61,5%: 8/13). Esta asociación entre la ITD y el tipo

de morfología en las LPA también ha sido encontrada con una incidencia similar por
lO. 52otros grupos investigadores si bien su efecto biológico todavía permanece sin

dilucidar.

En los pacientes negativos para las alteraciones cromosómicas estudiadas, la

frecuencia de las mutaciones en FLT3 fue del 24%. En contraste, en ninguno de los

pacientes con t(8;21) ó inv(16) se detectó la ITD o la mutación puntual D835. Una baja

incidencia en estos subgrupos moleculares también ha sido descrita por otros grupos '0‘54

En cuanto a las implicaciones biológicas de las mutaciones en el gen FLT3, al igual

que la mayoría de los trabajos publicados, confirmamos la asociación de tales

mutaciones con variables con importancia como factor pronóstico adverso en las LMA:

leucocitosis, elevado porcentaje de blastos en médula ósea (solo en casos no M3) y

sangre periférica además de niveles de LDH incrementado (tabla 4). Sin embargo, no

encontrarnos asociación entre las mutaciones en FLT3 con menor supervivencia global

ó supervivencia libre de enfermedad (tabla 5). La Tabla 1 (Introducción) resume 19

diferentes estudios (incluido el presente) en los cuales se estudió el valor pronóstico de

las alteraciones en FLT3. Varios estudios demuestran que la ITD confiere peor

pronóstico en pacientes adultos con LMA, principalmente en los menores de 60 años 9’

'2' 49'57’53.Resultados similares se obtuvieron en estudios con niños en los cuales la ITD

se asocia con baja tasas de RC y menor supervivencia 47’59‘60’6'. Sin embargo, existen

datos discordantes respecto al valor de las mutaciones ITD/D835 como factor

pronóstico independiente. En este sentido, si bien 7 de los 11 estudios en los que se

realizaron análisis multivaríante la presencia de la ITD fue un factor independiente de
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mal pronóstico, los cuatro restantes, dentro de los cuales se encuentran los de mayor

número de casos estudiados '0‘ '2, mostraron que este parámetro carece de valor

pronóstico negativo independiente. Así, el estudio que incluye un mayor número de

LMA de nuevo diagnóstico (n: 871) no encontró diferencias significativas en la tasa de

RC y SG en aquellos pacientes con alteraciones en FLT3 que fueron incluidos dentro

del grupo de pacientes de riesgo intermedio lo. Por otra parte, dentro de las series que

demuestran un valor independiente, una de ellas incluye un elevado número de LPA

(159 de 854) con ITD positiva (36% de las mismas) 49.Esto contradice los resultados

obtenidos por otro grupos quienes no encontraron significado pronóstico a la ITD en

pacientes con LPA, puesto que este tipo de leucemia se asocia con larga supervivencia

50’52'53. Además, en pacientes de edad avanzada (> 60 años), no se encontró asociación

entre mutaciones en el gen FLT3 y peor evolución clinica puesto que la tasa de RC y
48, 62supervivencia no se vieron afectadas De cualquier forma, un reciente estudio

aporta una posible explicación para estos resultados aparentemente contradictorios.

'2 encontraron que la presencia de la ITD no es un factorThiede y colaboradores

pronóstico independiente, pero, por el contrario, cuando cuantifican el número de alelos

mutados en pacientes con ITD observan que una relación alta entre alelos mutados y no

mutados sí es factor pronóstico en el análisis multivariante. Así pues, la cuantificación

en lugar de la detección cualitativa de las alteraciones en FLT3 podrían tener mayor

significado pronóstico.

En resumen, los estudios realizados muestran datos discordantes respecto de las

implicaciones en el pronóstico de las mutaciones en FLT3 y por lo tanto todavía no se

ha podido conocer claramente el significado clínico de la mutación ITD y menos aún el

de la D835 dado a su baja frecuencia. Algunas de las discrepancias existentes podrían

ser en parte explicadas por la diferencia en los esquemas de tratamiento utilizados o por

la diversidad biológica de las leucemias incluidas en los estudios realizados 77.En este

sentido, es interesante la aportación de un estudio que será publicado en Blood que

indica la existencia de heterogeneidad en la expresión de determinados genes incluso

dentro de las LMA ITD positivas. Así la sobre- expresión del gen RUNX3 y la infra­

expresión del gen ATRX se asocia a un curso clínico desfavorable y su ratio permite

separar tres grupos pronósticos significativamente diferentes. Esta trabajo muestra pues,

la heterogeneidad pronóstica de las LMA ITD positivas y explicaría, al menos en parte,

los resultados contradictorios existentes.
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Conclusiones

La incidencia de las mutaciones ITD y D835 en el gen FLT3 observada en

nuestro estudio, 20% y 5% respectivamente, es similar a la encontrada en

estudios previos.

La frecuencia de la ITD fue significativamente diferente entre los subgrupos

moleculares de las LMA, siendo mayor en los pacientes con t(15;l7) y

morfología M3 variante (61,5% de los casos) frente al 20% de la serie global.

En los pacientes que carecían de traslocaciones cromosómicas recurrentes, la

frecuencia de la mutación en FLT3 fue alta (24%) en contraste con los pacientes

portadores de la t(8;2l) ó la inv(16), en los cuales no se detectó la ITD o la

mutación puntual D835.

La presencia de mutaciones en el gen FLT3 se asoció de forma significativa con

caracteristicas clínico-biológicas de mal pronóstico.

La presencia de mutaciones en FLT3 no supuso un factor pronóstico

desfavorable en nuestros pacientes.
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

ADNc

DTK2

D835

FLT3-L

ITD

LDH

LLA

LMA

LMC

LPA

MO

RTK

RC

SMD

SG

SLE

SP

gen Abelson

Ácido desoxiribonucleico complementario

Acido ribonucleico

Segundo dominio tirosina kinasa

Mutación puntual en el codón 835 (sust del ac aspártico por tirosina)

Ligando de FLT3

Duplicación interna en tándem

Dominio juxtamembrana

Lactato deshidrogenasa

Leucemia linfoblástica aguda

Leucemia mieloblástica aguda

Leucemia mieloide crónica

Leucemia promielocítica aguda

Médula ósea

Receptor tirosina kinasa

Remisión completa

Síndrome mielodisplásico

Supervivencia global

Supervivencia libre de enfermedad

Sangre periférica
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