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FLT3, NPM1 y C/EBPa como
marcadores de pronéstico en
pacientes con leucemia mieloide
aguda

RESUMEN

La leucemia mieloide aguda es un grupo de enfermedades fenotipica
y genéticamente heterogéneas, originadas por la acumulacién de
mutaciones en una célula madre hematopoyética o célula progenito-
ra. De manera tradicional, los estudios citogenéticos se han utilizado
para estratificar a los pacientes con leucemia mieloide aguda en
tres categorias: favorable, intermedio y desfavorable. Sin embargo,
la estratificacién pronéstica y la decision del tratamiento para los
pacientes que tienen cariotipo normal muestra dificultades debido
a la alta heterogeneidad clinica. Recientemente, la identificacion de
mutaciones genéticas adicionales a los marcadores cldsicos permitié
generar nuevas entidades en el grupo de leucemia mieloide aguda
respecto al tratamiento y seguimiento de esta enfermedad. En 2008, la
Organizacién Mundial de la Salud introdujo las mutaciones en NPM1
y C/EBPa. como entidades dentro del grupo de leucemia mieloide
aguda con anormalidades genéticas recurrentes, mientras que las
mutaciones en el gen FLT3 se han descrito como de mal pronéstico
en los pacientes portadores. El conocimiento de estas mutaciones
no sélo apoya el seguimiento de esta enfermedad, sino que abre la
posibilidad de generar nuevas estrategias de tratamiento.

Palabras clave: leucemia mieloide aguda, marcador molecular, pronds-
tico, proliferacién, diferenciacion celular.

FLT3, NPM1 y C/EBPa. as prognosis
markers in patients with acute myeloid
leukemia

ABSTRACT

Acute myeloid leukemia (AML) can be described as a group of diseases,
phenotypic and genetically heterogeneous originated by multiple
mutations in a progenitor or hematopoietic stem cell. Cytogenetics is
traditionally used to stratify the patients with AML in three risk catego-
ries: favorable, intermediate and unfavorable. However, the forecast
stratification and the treatment decision for patients with normal
karyotype shows difficulties due to the high clinical heterogeneity.
Recently, the identification of several genetic mutations additional to
classical molecular markers, have been useful to identify new entities
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in AML. In 2008, the World Health Organization introduced the muta-
tions in NPM1 and C/EBPa as entities within the group of AML with
recurrent genetic abnormalities. On the other hand, FLT3 mutations
have been associated with poor responses in patients positive to this
mutation. The knowledge of these new mutations has been useful to
clinical stratification of AML patients and opens the possibility to find

new strategies of treatment.

Key words: acute myeloid leukemia, molecular marker, prognostic,

proliferation, cellular differentiation.

ANTECEDENTES

La leucemia mieloide aguda es un conjunto de
enfermedades hematoldgicas de progresion ré-
pida, fenotipica y genéticamente heterogéneas,
caracterizadas por la expansion clonal de pre-
cursores mieloides con capacidad disminuida de
diferenciacién. Durante la evolucién de este tipo
de leucemia, la célula madre hematopoyética o
célula progenitora sufre una serie de alteraciones
genéticas que modifican en algln punto su sis-
tema de sefalizacion celular (receptor-segundo
mensajero-proteina efectora), teniendo como
consecuencia cambios en la funcionalidad y
expresion de proteinas que son clave en proce-
sos como proliferacion, muerte y diferenciacion
celular (Figura 1)." Se ha postulado que para que
ocurra la evolucion de la leucemia mieloide
aguda deben darse dos clases de mutaciones: las
que le confieren una ventaja proliferativa (clase
I) y las que bloquean el proceso de diferencia-
cién celular (clase II; Figura 2)."? Este modelo
propuesto por Gillilland en 2001, conocido
como teoria de los dos “hits”, supone que la
mayor parte de las leucemias agudas son la
consecuencia de al menos dos mutaciones.** La
identificacion de estas modificaciones genéticas
requiere tecnologia y metodologias que no son
convencionales en los laboratorios de diagnos-
tico y para muchas de ellas atin no se conoce

su asociacién con alguna caracteristica clinica
de valor diagndstico o pronostico.

La citogenética clasica y molecular se ha utili-
zado tradicionalmente para la identificacién de
algunas alteraciones genéticas asociadas con
leucemia mieloide aguda (traslocaciones, elimi-
naciones, inversiones, etc.), lo que ha permitido
estratificar a los pacientes con este padecimiento
en tres categorias de riesgo: favorable, interme-
dio y desfavorable. Asi, los pacientes con t(8;21)
(q22;G22) [RUNXT/RUNX1T1], inv(16)(p13¢22)
[CBFB/MYHT11]y t(15;17)(g24;921) [PML/RARA]
tienen un prondstico favorable con buena res-
puesta al tratamiento y remisiones completas.
Por otra parte, los pacientes con t(9;11)(p22;923)
[MLLT3/MLL] se consideran con prondstico in-
termedio, y en los pacientes con t(6;9)(p23;q34)
[DEK/NUP214], inv(3)(gq21g26) [RPN1/EVIT] y
t(1;22)(p13;q13) [RBM15/MKL1] el pronéstico
clinico es malo debido a la agresividad del pa-
decimiento y la baja respuesta al tratamiento.®”
Sin embargo, un grupo importante de pacientes
con diagnéstico de leucemia mieloide aguda
tienen un cariotipo normal; esto es, sin altera-
ciones cromosomicas evidentes. Estos pacientes
se clasifican con pronéstico intermedio, debido
a que clinicamente no se tiene un marcador de
referencia y su origen bioldgico ain es desco-
nocido.
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Figura 1. Esquema general del sistema de sefializacién
celular dependiente de un receptor.

Recientemente, con el desarrollo de meto-
dologias de secuenciacién masiva, se han
identificado nuevas mutaciones genéticas aso-
ciadas con la leucemia mieloide aguda. Algunos
de los genes identificados incluyen a: c-KIT,
FLT3, MLL, NPM1, C/EBPa, RAS, RUNXT, WTT,
BAALC, ERG, MNT1, DNMT, TET2, IDH, ASXLT,
PTPN171 y CBL. De todos ellos destacan los
que afectan a los genes FLT3, NPM1y CEBPa,
porque se han asociado con la respuesta al
tratamiento y el progreso de esta enfermedad,
principalmente de los pacientes con cariotipo
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Figura 2. Modelo de interaccion de las mutaciones
asociadas con la apariciéon de leucemia mieloide
aguda. Las mutaciones que confieren ventajas proli-
ferativas se agrupan en la clase | y las que bloquean
el proceso de diferenciacion se agrupan en la clase II.
Modificada de la referencia 43.

normal.2*® En 2008, la Organizacion Mundial
de la Salud publicé la actualizacion de la cla-
sificacion de neoplasias mieloides; uno de los
principales cambios en esta revision es la incor-
poracién de las mutaciones en los genes NPM 1
y C/EBPo. como entidades dentro del grupo de
leucemia mieloide aguda con anormalidades
genéticas recurrentes. Las mutaciones en FLT3
no se incluyeron como entidad independiente
debido a que éstas se asocian con otros marca-
dores ya descritos. Sin embargo, su significado
no debe subestimarse debido a que su identi-
ficacion es especialmente valiosa en pacientes
con cariotipo normal u otra anormalidad gené-
tica recurrente debido a que puede establecer
el pronéstico de la leucemia.”

Debido a la importancia que han adquirido estos
tres marcadores genéticos en el diagnéstico y
prondstico de la leucemia mieloide aguda, en
este trabajo se revisan los datos mas relevantes
de las mutaciones en los genes FLT3 (FLT3-ITDy
FLT3-TKD), NPM1y las que afectan a C/EBPo; se
hace hincapié en su participacién en la aparicion
de la neoplasia y su utilidad clinica.
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FLT3
Estructura y funcion

El gen FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) codifica
para un receptor tipo tirosina cinasa (RTK) de
clase 1ll, que esta relacionado estructuralmente
con FMS, KIT, PDGFRa y PDGFR debido a que
posee cinco dominios tipo inmunoglobulina
en la region extracelular, una dnica secuencia
transmembrana e intracelularmente una corta re-
gion yuxtamembrana seguida por dos dominios
cinasa separados por un sitio de insercién de la
enzima cinasa (Figura 3).%"
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La identificacion del gen en murinos fue rea-
lizada independientemente por dos grupos
utilizando diferentes estrategias de clonacion
en células madre hematopoyéticas de higado
fetal y placenta. El gen humano FLT3 se cloné
poco después a partir de células CD34+. Este
gen se localiza en el cromosoma 13q12 y ori-
ginalmente se pens6 que contenfa 21 exones
similar a la relacién intrén-ex6n de KIT, pero
en realidad posee 24 exones, donde los tres
primeros dominios inmunoglobulina extra-
celulares estan codificados por ocho exones
comparado con cinco exones para el caso de
KIT.%1

M
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Figura 3. Mutaciones en el gen FLT3 relevantes en la leucemia mieloide aguda. A. El gen FLT3 posee 24 exones,
en el exén 1 se localiza la secuencia sefial de inicio de la transcripcion (blanco); los exones 2 al 12 codifican los
dominios tipo inmunoglobulina (verde); los exones 13 y 14 codifican principalmente la regién transmembrana
y yuxtamembrana (azul), respectivamente. Los dos dominios cinasa (rojo) estan codificados por los exones 15
a 17y 19 a 22, separados por el sitio de insercion codificado por el exén 18. Finalmente, el extremo C terminal
(morado) es codificado por los Gltimos dos exones. B. La proteina FLT3 es un receptor tirosina cinasa de clase
[1l. La mutacién FLT3-ITD ocurre en la regién yuxtamembrana, eliminando el impedimento estérico que nor-
malmente bloquea la dimerizacién, mientras que FLT3-TKD estabiliza la forma activa de la proteina. Los sitios
donde ocurren las mutaciones FLT3-ITD y TKD se detallan con estrellas. Modificada de las referencias 18 y 44.
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La proteina FLT3 contiene 993 aminoacidos, con
una homologia de 85% al compararla con la
proteina de ratén. Tiene dos isoformas, la primera
de 158 a 160 kDa, unida a la membrana celular
y modificada postraduccionalmente por glicosi-
lacién, y la segunda de 130 a 143 kDa, que no
se asocia con la membrana celular y tampoco es
glicosilada. La proteina FLT3 se expresa princi-
palmente en precursores tempranos mieloides y
linfoides CD34+, aunque también se ha encon-
trado en otros 6rganos linfo-hematopoyéticos,
como el higado, el bazo, el timoy la placenta, asi
como en las génadas vy el cerebro. La expresion
de FLT3 se pierde gradualmente a medida que
avanza el proceso de diferenciacién celular.%1012

FLT3 normalmente reside en la membrana celular
de manera monomérica, con una configuracion
que impide su activacién. Al unirse FLT3 a su
ligando especifico (FL) se produce un cambio
conformacional que permite la dimerizacién y
autofosforilacién en trans de varios residuos de
tirosina en el dominio intracelular, creando sitios
de acoplamiento para proteinas transductoras
como SHC, GRB2, VAC, GAB2, SHIP, CBL y
CBLB, que activan diversas vias de sefializacion
celular. La cascada de sefializacién involucra la
fosforilacién y activacion de miltiples mediadores
secundarios incluyendo PI3K, PLCy, MAPK y RAS.
La actividad de FLT3 es altamente dependiente
del tipo celular y otros factores de crecimiento
que actdan sinérgicamente en la célula; ejemplos
son la IL-3, el G-CSF, el GM-CSF, la EPO y KIT
que producen en colaboraciéon con FLT3 una
vigorosa respuesta proliferativa. La activacion de
FLT3 juega un papel critico en la hematopoyesis
y el crecimiento celular, debido a que regula
diversos procesos celulares como proliferacion,
diferenciacion y apoptosis celular.*'>

Los principales mecanismos autoinhibitorios en
FLT3, que permiten su actividad Gnicamente al
unirse a su ligando, son los dominios de cinasa
Ny C terminal (bilobal kinase fold), el “loop”
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de activacién y el dominio yuxtamembrana.
El dominio cinasa N y C terminal se doblan en
direccién opuesta, permitiendo que los residuos
cataliticos clave de ambos dominios se alineen
Gnicamente después del cambio conformacional
que desencadena la unién al ligando. El loop de
activacion muestra varios residuos tirosina que
modifican su conformacién al fosforilarse, de
una estructura cerrada a una estructura abierta
que permite el paso de los sustratos y el ATP. Por
otra parte, la regién yuxtamembrana estabiliza
la conformacién autoinhibida mediante diversas
interacciones no covalentes de la cinasa; por esta
razén, al modificar la estructura con el ligando
se induce la fosforilacién de diversos residuos
tirosina conservados que eliminan estas uniones
e inducen la activacion de la proteina.'*'¢1¢

Recientemente se describieron diversas mutacio-
nes en el gen FLT3 en pacientes con leucemia
linfoblastica aguda (LLA, 1 a 3% de los pacien-
tes), sindromes mielodisplasicos (SMD, 5 a 10%)
y leucemia mieloide aguda (LMA, 15 a 35 %),
haciendo de FLT3 uno de los genes mas frecuen-
temente mutados en neoplasias hematolégicas.’
Notablemente FLT3 es sobreexpresado en 70 a
90% de los pacientes con leucemia mieloide
aguda y linfoblastica aguda, y una tercera parte
de los pacientes con leucemia mieloide aguda
tienen alguna mutacién en FLT3. Los pacientes
con leucemia linfobldstica aguda con alguna
translocacién que involucra el gen MLL tienen
un perfil genético dnico que se distingue por la
sobreexpresion de FLT3. De acuerdo con la hi-
potesis de los dos “hits”, las mutaciones en FLT3
pueden cooperar funcionalmente con otras mu-
taciones genéticas para inducir la transformacion
leucémica. Dos distintas clases de mutaciones
se han identificado en pacientes con leucemia
mieloide aguda que involucran la activacién
constitutiva de FLT3, una en la region yuxtamem-
brana y otra dentro del “loop” de activacién en el
dominio tirosina cinasa, denominadas FLT3-ITD
y FLT3-TKD, respectivamente.?’
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Mutaciones en FLT3

FLT3-ITD. La mutacién mas comun en FLT3
involucra una duplicacién genética en tandem
interna (ITD) entre los exones 14 y 15 correspon-
dientes al dominio yuxtamembrana, que varia
en longitud y posicién de paciente a paciente.’
FLT3-ITD se describié por primera vez en 1996
cuando al realizar la deteccién sistemética de la
expresion de FLT3 en pacientes con leucemia,
se identificaron por PCR productos de amplifica-
cién mas grandes de lo esperado.’ La mutacion
FLT3-ITD ocurre cuando un fragmento de la
secuencia que codifica el dominio yuxtamem-
brana se duplica y se inserta. La longitud del ITD
varfa de 3 a 400 pb, siendo siempre un mdltiplo
de tres nucleédtidos, por lo que se preserva el
marco de lectura. Los grupos de Meshinchi y
Kayser reportaron de manera independiente que
el promedio de los amplificados es de 59 pb,
involucrando la duplicacién de al menos uno
de los siete residuos del codén 591 a 597; este
Gltimo es el mas comun. En algunos casos es
posible identificar mas de cinco diferentes clonas
con diferente nlimero de repetidos, puntos de
insercion y relaciones alélicas. La causa de la
duplicacién aln no se conoce; sin embargo, se
sugiere que durante la replicacién del ADN, una
secuencia palindromica en la cadena retrasada
forma una estructura en horquilla, que permite
la duplicacién, aunado a una falla general en
los mecanismos de reparacion por mismatch.
Otras teorias sugieren un defecto en el proceso
de reparacién slippage, posterior a la ruptura
simultanea de la cadena lider y retrasada.'"7:20-22

Se ha sugerido que el cambio conformacional
ocasionado por el segmento de la duplicacion
de FLT3-ITD es responsable de eliminar el impe-
dimento estérico que normalmente bloquea la
dimerizacién sin estimulacion del ligando, expo-
niendo asi diversos sitios dentro de los dominios
tirosina cinasa que inducen su autofosforilacion.
Los experimentos en modelos de trasplante de

médula dsea en ratén indican que FLT3-ITD es
suficiente para promover un cambio fenotipico
asociado con proliferacion aumentada, pero
es insuficiente para inducir leucemia aguda
manifiesta.>*'

La incidencia de la mutacién FLT3-ITD se
correlaciona con la edad de los pacientes
con leucemia mieloide aguda; en pacientes
pediatricos menores de 10 afios ocurre en 5 a
16% de los casos, con aumento significativo
en pacientes mayores de 10 anos. En pacientes
adultos se reporta una incidencia de 25 a 35%,
sin incremento con la edad. El efecto mas signi-
ficativo de esta mutacion es su asociacién con
altas cuentas blasticas, incremento del riesgo
de recaida y disminucién de la supervivencia.
Diversos grupos reportaron que FLT3-ITD es
uno de los principales marcadores de riesgo
debido a que predice un resultado adverso. Las
mutaciones FLT3-ITD se han correlacionado con
ciertos subgrupos citogenéticos; son especial-
mente frecuentes en pacientes con un cariotipo
normal. Se ha reportado que 30 a 50% de los
pacientes con leucemia aguda promielocitica
con t(15;17) (g22;q12) [PML-RARA] también
tienen alguna mutacién en FLT3. Asimismo, se
ha reportado una asociacién frecuente con la
t(6;9)(p23;934) IDEK-NUP214] (~90%). Otras
mutaciones asociadas con FLT3-ITD ocurren
en NPM1 y DNMT3a. Estudios retrospectivos
sugieren que la existencia de mutaciones en
NPM1 pueden disminuir el pronéstico negativo
de FLT3-ITD, solo si la relacion alélica de este
altimo es baja.*1>2023

En contraste con la proteina FLT3 normal, FLT3-
ITD activa la via STAT5 significativamente. La
existencia de regiones fosforiladas en la region
yuxtamembrana de FLT3-ITD permite que in-
teractlie con proteinas proximales del reticulo
endopldsmico y el aparato de Golgi, lo que
inhibe su procesamiento por las enzimas de
estos complejos, resultando en la retencién
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del receptor en el citoplasma y aumentando el
tiempo de exposicién a sustratos como STATS5.
La proteina STAT5 induce la expresion de
genes como la ciclina D1, c-MYC y p21, que
son importantes reguladores de la prolifera-
cién celular. Por otra parte, las proteinas Pu.1
y CEBPa, involucradas en la regulacién de la
diferenciacién en células hematopoyéticas, son
significativamente reprimidas por FLT3-ITD, lo
que sugiere su contribucién en el bloqueo de
la diferenciacién. Ademads, se ha reportado que
FLT3-ITD inicia un ciclo de inestabilidad gené-
mica, incrementando las especies reactivas de
oxigeno (ROS) que favorecen fenémenos como
el rompimiento de la doble cadena de ADN y
errores en la reparacion 2915182024

FLT3-ITD se encuentra con mas frecuencia de
forma heterocigota y se ha observado que la re-
lacién alélica (FLT3-ITD/FLT3) determina en gran
medida el pronéstico clinico en pacientes con
esta mutacion. Varios estudios han indicado que
los valores altos de relacién alélica tienen peor
pronéstico clinico, debido a que la existencia
de la proteina FLT3 normal interfiere y bloquea
la sefalizacion aberrante de FLT3-ITD. Se ha
propuesto que la pérdida de la heterocigocidad
(LOH) puede deberse a la recombinacién homé-
loga del alelo FLT3-ITD, creando mas copias del
alelo mutado que del normal, lo que implica un
alto riesgo de recaida y muerte.'>?

Stirewalt y su grupo reportaron que los diferentes
tamafios del ITD en el gen FLT3 tienen un impor-
tante efecto en el tratamiento y supervivencia.
Los pacientes con fragmentos largos del ITD (>40
pb) tuvieron peor respuesta al tratamiento que
aquéllos con fragmentos pequefios (<40 pb), lo
que a su vez disminuye el tiempo de supervi-
vencia. Sin embargo, estos resultados contrastan
con otros reportes en los que no se observa una
asociacion; se necesitan mas estudios antes de
definir una conclusion que pueda ser trasladada
al manejo clinico de estos pacientes.?>%’
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Existen diversos métodos experimentales para
detectar la mutacién FLT3-ITD; la mas utilizada
es mediante electroforesis en geles de agarosa
o poliacrilamida de los productos de PCR ge-
nerados de la amplificacién de los exones 14
y 15. Por lo general, las muestras utilizadas son
médula dsea o sangre periférica, de las que in-
distintamente se realiza la extraccién de acidos
nucleicos (ADN o ARN). Libura y colaboradores
reportaron que el uso de cDNA, obtenido a
partir de ARN, es una a dos escalas logaritmi-
cas mas sensible que el ADN. Se sugiere que
esta diferencia se debe a que al utilizar ARN
se realizan dos amplificaciones: la primera en
la transcripcion reversa para obtener el cDNA,
y la segunda en la reaccién de PCR, lo que no
ocurre al utilizar ADN, pudiendo asi detectar
concentraciones mas bajas de FLT3-ITD. La
relacion alélica se puede determinar utilizando
marcadores fluorescentes que se unen al ADN,
asi los productos de PCR se separan de acuerdo
con su tamano mediante electroforesis capilar
y se mide la abundancia de cada fragmento por
la intensidad de la fluorescencia después de
producir la excitacion del fluoréforo con laser.>28

FLT3-TKD. El segundo tipo de mutacién en FLT3
son mutaciones puntuales “missense” en el
ex6n 20 del loop de activacién en el dominio
tirosina cinasa (TKD). La mutacion FLT3-TKD
se ha encontrado en células malignas de pa-
cientes con leucemia mieloide crénica (1%),
leucemia linfoblastica aguda (1-3%), sindromes
mielodisplasicos (2-5%) y leucemia mieloide
aguda (5-10%). Casi todas estas mutaciones
involucran la sustituciéon de un aspartato por
una tirosina en el codén 835 (D835Y) por
una mutacién puntual (GAT—TAT). El aspar-
tato en la posicion 835 pertenece al dominio
DFG (aspartato-fenilalanina-glicina) del loop
de activacién, que juega un papel critico en
la prevencion de la union del ATP, pudiendo
adoptar una forma cerrada (inactivo) o abierta
(activo). Estas mutaciones producen un cambio
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conformacional en la proteina, perturbando el
equilibrio energético requerido para estabilizar
la forma cerrada y eliminando su funcién autoin-
hibitoria que provoca su activacién constitutiva.
También se han identificado otras sustituciones,
eliminaciones e inserciones dentro de este codon
y otros aledafos. A diferencia de la mutacién
ITD, FLT3-TKD no se asocia con altas cuentas
blasticas, lo que implica un pronéstico no tan
adverso. En modelos animales se ha demostrado
que mientras FLT3-ITD provoca inicialmente la
evolucién de un trastorno mieloproliferativo,
FLT3-TKD induce el desarrollo de una alteracién
linfoide. Un solo paciente puede ocasionalmente
tener ambas mutaciones, ITD y TKD en FLT3; sin
embargo, la mayoria de los pacientes tiene un
solo tipo de mutacién.?'>1°

FLT3-TKD se identifica facilmente debido a que
resulta en la pérdida de un sitio de reconocimien-
to de la enzima de restriccién EcoRVY, pudiendo
asi digerir un producto de PCR por amplificacion
de esta region mediante un analisis tipo RFLP o,
bien, confirmando el cambio puntual mediante
secuenciacion de ADN."

NPM1
Estructura y funcion

NPM1 (nucleophosmin) es una proteina que
originalmente se identific6 como fosfoproteina
expresada a concentraciones altas en la regién
granular del nucléolo. Posteriormente, basados
en la observacién de que su expresién rapi-
damente aumentaba en respuesta a estimulos
mitéticos y su elevada concentracién en células
proliferantes y malignas, se pensé que tenfa un
papel importante en la regulacién del creci-
miento, proliferacion y transformacion celular.
Sin embargo, a medida que el conocimiento
de esta multifuncional proteina ha aumenta-
do, se ha relacionado en muchos procesos
celulares.?3°

NPMT1 existe como oligdmero en dos formas
alternativas, designadas como B23.1 y B23.2,
que comparten 255 residuos en el extremo N
terminal, mientras que los dltimos 35 aminoa-
cidos del extremo C terminal de B23.1 estan
ausentes en B23.2. La isoforma B23.1 es casi
exclusimente nucleolar, mientras que B23.2 se
localiza en el nucléolo y en el nucleoplasma.
La isoforma B23.1 contiene 294 aminoacidos
y tiene un peso aproximado de 37 kDa, tiene
diversos dominios, iniciando con el extremo N
terminal que contiene un segmento hidrofébico
implicado en la oligomerizacién y en la funcion
como chaperona; le contintan dos dominios
acidos (ricos en acido aspartico y glutamico)
importantes en la unién a las histonas, que se
encuentran separados por una regién asociada
con la actividad ribonucleasa. Esta region, al
igual que el extremo C terminal, contiene regio-
nes alcalinas involucradas con la unién a acidos
nucleicos. Las porciones alcalinas son seguidas
por una regién aromatica, que contiene dos
residuos triptéfano (W288 y W290) requeridos
para la localizacion nucleolar de la proteina.
Ademads, incluye una sefal bipartita de locali-
zacion nuclear (NLS), una sefial de exportacién
nuclear (NES) rica en leucina y diversos sitios de
fosforilacién que regulan su asociacién con los
centrosomas y compartimentos subnucleolares.
El gen NPM1 contiene 12 exones y se encuentra
localizado en el cromosoma 5g35. La isoforma
B23.1 es codificada por los exones 1 al 9, 11y
12, mientras que la isoforma B23.2 solamente
contiene los exones 1 al 10 (Figura 4).2%3

La sobreexpresion de NPM1 promueve la
supervivencia y recuperacion celular frente a
condiciones de estrés, mientras que la deficien-
cia bloquea la traduccién proteica y detiene el
ciclo celular. La expresion de NPM1 disminuye
con la diferenciacién celular.*

NPMT reside principalmente en el nucléolo,
aunque se transporta rapidamente entre el nu-
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Normal GAGGCTATTCAAGATCTCTG----GCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAAGAAAATAG
Variante A GAGGCTATTCAAGATCTCTCTCTGGCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAAGAAAATAG
Variane B GAGGCTATTCAAGATCTCTGCATGGCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAAGAAAATAG
Variane D GAGGCTATTCAAGATCTCTGCCTGGCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAAGAAAATAG
B 1 | Dominio N terminal no polar [ C— | Regién moderadamente alcalina
1 | Regi6n central [ | Region aromdtica (Gnica en B23.1)
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Figura 4. Mutaciones en el gen NPM1. A. El gen NPM1 posee 12 exones, los exones 1 al 3 codifican el extremo
N terminal donde se localiza la sefal de exportacién nuclear; el exén 4 contiene un dominio de unién a metales
(MB). El segmento entre los exones 5 y 7 codifica los dos dominios dcidos y la region de separacion, la otra
parte del ex6n 7 y el exén 8 presentan la sefial de localizacién nuclear. Los exones 9 a 12 codifican el extremo
C terminal, que contiene la senal de localizacién nucleolar. Las principales mutaciones asociadas con leucemia
mieloide aguda ocurren dentro del exén 12, principalmente las variantes A, B y D. B. La proteina NPM1 es una
histona chaperona nucleolar, las mutaciones descritas modifican la sefial de localizacién nucleolar permitiendo
que permanezca mayor tiempo dentro del citoplasma. El sitio de mutacién se detalla con una estrella.

NES: senal de exportacién nuclear; NLS: sefial de localizacién nuclear; NuLS: senal de localizacién nucleolar.

Modificada de la referencia 29.

cleo y el citoplasma, por lo que forma parte de
diversos procesos celulares que incluyen el trans-
porte de particulas pre-ribosomales y biogénesis
de los ribosomas, respuesta contra estimulos
estresantes como radiacién UV e hipoxia, mante-
nimiento de la estabilidad genémica a través del
control de la ploidia celulary la participacién en
procesos de reparacion del ADN, la regulacién
de la transcripcion a través del moldeamiento de
los eventos de condensacién y descondensacion

de la cromatina, previene la agregacién proteica
en el nucléolo y participa en la regulacion de la
actividad y estabilidad de supresores tumorales
decisivos como p53 y ARF. En realidad, NPM1
funciona como histona chaperona, capaz de
realizar el ensamblaje de histonas y del nucleo-
soma, asi como promover un incremento de la
acetilacion dependiente de la transcripcién. Los
dominios 4cidos de NPMT1 sirven como sitios
de unién de proteinas ribosomales alcalinas,
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minimizando interacciones no especificas entre
proteinas ribosomales y rRNA durante el ensam-
blaje ribosomal en el nucléolo.?**? A través de sus
dominios, NPM1 es capaz de unirse a distintas
proteinas en diferentes compartimentos celula-
res, incluidos factores nucleolares (nucleolina,
fibrilarina y snoRNPs), factores de transcripcion
(IRF1, YY1 y NF-kB, histonas H2B, H3 y H4),
proteinas involucradas en la proliferacién celular
(ADN polimerasa a), mitosis (NUMA, NEK2A)
y respuesta al estrés oncogénico (ARF y p53),
directamente con el ADN y ARN. Ademas, se
ha reportado que NPMT1 tiene actividad de en-
dorribonucleasa en el rRNA y forma complejos
con segundos mensajeros como PIP3 en res-
puesta a factores antiapoptésicos (inhibiendo la
ruptura del ADN por la caspasa CAD y p53).23
Asimismo, NPM1 esta frecuentemente sobreex-
presada en tumores sélidos de diversos origenes
histolégicos, esta implicada en traslocaciones
cromosomicas o eliminaciones en varios tipos de
malignidades hematolégicas y tumores sélidos.
De manera sorprendente, se ha encontrado que
una alta proporcion de pacientes con leucemia
mieloide aguda (~35%) tienen mutaciones o
una localizacién aberrante de NPMT1, lo que
hace al gen NPM1 uno de los mutados con mas
frecuencia en esta enfermedad.?

Mutaciones en NPM1

La mutacién mas comin en NPM1 se localiza
en el ex6n 12, que se manifiesta en 35% de los
casos de leucemia mieloide aguda de novo. Las
mutaciones en el gen NPM1 son consistente-
mente heterocigotas, ocurren principalmente
en el exé6n 12, con algunas pocas excepciones
reportadas en los exones 11y 9. El 86% de los
pacientes con mutaciones en NPM1 tienen un
cariotipo normal, el otro 14% tiene anormalida-
des cromosémicas probablemente secundarias.
Se han descrito aproximadamente 50 variantes
genéticas; sin embargo, en 95% de los casos
ocurren en la posicion del nucleétido 960; la
mutacion mas comun es la duplicacién de los

nucleétidos TCTG en las posiciones 956 a 959
que es conocida como variante A. Las variantes
B y D se observan en 10 y 5% de los casos,
respectivamente, todas las demds variantes
son especialmente raras. Independientemente
de la variante de la mutacién, todas generan
modificaciones en el extremo C terminal de la
proteina.?'3334

En condiciones normales, la importacién nuclear
de NPMT1 predomina sobre la exportacion, lo
que explica su mayor concentracion en el nu-
cléolo. Una de las caracteristicas distintivas de
las mutaciones en NPM1 es su sobreexpresion
en el citoplasma de células leucémicas con leu-
cemia mieloide aguda (NPM1c*); esto se debe
a dos alteraciones en el extremo C terminal: la
primera es la generacion de un dominio de ex-
portacion nuclear adicional rico en leucina, que
aumenta el transporte dependiente de CRM1 v,
segundo, la pérdida de los residuos aromaticos
288y 290 que son decisivos para la localizacién
nucleolar.?'3%34

Las mutaciones en NPM1 son muy estables,
generalmente la pérdida de la mutacién se
asocia con el cambio de cariotipo, de normal a
anormal; por esta razén algunos autores (Gorello
y su grupo y Chou y colaboradores) sugieren el
uso de NPM1 como marcador para vigilar la
enfermedad minima residual en pacientes con
cariotipo normal. La existencia de NPM1 se co-
rrelaciona significativamente con la de FLT3-ITD,
lo que sugiere que las mutaciones en NPM1 son
eventos primarios que preceden a la adquisicion
de FLT3. En contraste, las mutaciones en tandem
dentro del gen MLL son usualmente excluyentes
con NPMT 303336

La incidencia en las mutaciones en NPM1 se
incrementa con la edad, se manifiesta en 2.1 a
6.5% en pacientes pediatricos y en 25 a 35%
en pacientes adultos; sin embargo, las variantes
menos comunes ocurren principalmente en ni-
fios y adultos jovenes. Notablemente, 80 a 90%
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de los pacientes con leucemia mielomonocitica
aguda y leucemia monocitica tienen mutaciones
en NPM1. Los casos con NPMT1c* tienen mayor
cuenta blastica y elevado nimero de plaquetas;
sin embargo, la mutaciéon en NPM1, en ausen-
cia de FLT3 ITD, se asocia con buena respuesta
al tratamiento y supervivencia a cinco afios en
60% de los pacientes, lo que resalta el valor
de la identificacion molecular para establecer
una estratificacion de riesgo en pacientes con
cariotipo normal. La coexistencia de FLT3-ITD y
NPM1 se asocia con mal pronéstico clinico; sin
embargo, estos pacientes tienen mejor respuesta
que los pacientes NPM1 negativos y FLT3-ITD
positivos.?73

Las mutaciones en NPM1 son facilmente identi-
ficadas por secuenciacion y PCR alelo especifico
0, bien, con la observacion de NPM1c* mediante
inmunohistoquimica. La inmunohistoquimica es
la primera opcién para la deteccién de NPM1c*,
mientras que las pruebas de biologia molecular
permiten la deteccion y vigilancia de la enfer-
medad minima residual.>

C/EBPa.
Estructura y funcion

El gen C/EBPo. (CCAAT/enhancer-binding protein
o) codifica para dos proteinas que pertenecen a
la familia de proteinas potenciadoras de la unién
a la secuencia CCAAT, que estan implicadas
en el equilibrio entre proliferacion celular y
diferenciacién terminal. Este gen se sitGa en el
cromosoma 19q13.1 y posee un Gnico exén sin
tener intrones. C/EBPa. da lugar a dos diferentes
transcritos, usando dos diferentes secuencias de
inicio AUG dentro del mismo marco de lectura;
la primera secuencia de inicio codifica una iso-
forma de 42 kDa (p42), mientras que la segunda
secuencia de inicio codifica otra isoforma de 30
kDa (p30), que pierde los primeros 118 aminoa-
cidos, incluido el dominio funcional TAD1. Las
células regulan la relacion de p42/p30 a través
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de la sefializacién celular desencadenada por
rapamicinay la proteina cinasa R de la siguiente
manera: bajo condiciones de crecimiento favora-
bles, los factores de iniciacién de la transcripcién
elF2a y elF4E incrementan su actividad, posible-
mente a través del incremento de la actividad de
¢c-MYC; a su vez, éstas actdan promoviendo la
transcripcion de p30 que desencadena el proce-
so de proliferacion celular. De la misma manera,
cuando existen bajas concentraciones de elF2a
y elF4E, se promueve la transcripcion de p42,
que induce diferenciacion celular. Las funciones
de la isoforma p30 alin no son bien conocidas;
sin embargo, Pabst y su grupo demostraron que
esta isoforma ha perdido las funciones normales
de C/EBPa y tiene un efecto negativo en la va-
riante de 42 kDa. C/EBPa. tiene cuatro dominios
principales, el extremo C terminal contiene una
estructura de cremallera de leucina (bZIP) que
media la homo y heterodimerizacién, asi como
las interacciones proteina-proteina con otros
factores de transcripcién (GATA, PU.1, ETS y
RUNXT) y factores de crecimiento (c-JUN y E2F),
un dominio de union al ADN (DBD) de cardcter
alcalino cargado positivamente, capaz de unirse
a secuencias especificas del ADN vy, por Gltimo,
dos elementos de regulacion y transactivacion,
denominados TAD1 y TAD (Figura 5).3%

C/EBPa actdia como factor de transcripcion, con
un papel determinante durante la diferenciacion
de varios tipos celulares, que incluyen hepato-
citos, adipocitos, enterocitos, queratinocitos,
células pulmonares, células de glandula mama-
ria y células hematopoyéticas. Asimismo, juega
un papel fundamental en estados tempranos de
la diferenciacién mieloide y es particularmente
expresado en células mielomonociticas y es-
pecificamente es altamente regulada durante
la diferenciacion granulocitica.’”* La isoforma
p42 activa directamente promotores de linaje
especifico y tiene contacto con el aparato de
transcripcion basal (TBP/TFIIB), actda sobre ace-
tiltransferasas de histonas (CBP/p300) y recluta
el complejo de remodelamiento de la croma-
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Figura 5. Mutaciones en C/EBPa. C/EBPa posee dos
isoformas diferentes p30 y p42 que difieren en los
primeros 118 aminoécidos. p42 tiene cuatro dominios
principales, una estructura de cremallera de leucina
(bZIP), un dominio de unién al ADN (DBD) vy, por
Gltimo, dos elementos de regulacién y transactivacion
denominados TAD1 y TAD2; este Gltimo no aparece
en p30. Las mutaciones dentro de C/EBPa se dividen
en cinco regiones (R1 a R5), R1 y R4 son las mas
frecuentes.

Modificada de la referencia 37.

tina (SWI/SNF). Por otra parte, p30 promueve
diferenciacién de adipocitos, pero previene la
diferenciacion terminal y produce arresto del
ciclo celular.*® C/EBPa. posee multiples acciones
como la regulacion negativa de la expresion de
c-MYC que permite la diferenciacién, regulacién
directa de la expresion de genes especificos de
linaje mieloide y accién sinérgica con otros ge-
nes clave en el desarrollo mieloide, incluido el
complejo de genes CBF y PU.1. Las principales
asociaciones de C/EBPa ocurren con p21, CDK2,
CDK4 y E2F. La represion de E2F, dependiente
de la transcripcién de genes por C/EBPa, es un
evento critico en la supresion de la proliferacion
celular y también induciendo la diferenciacién
granulocitica. C/EBPa también inhibe la proli-
feracién celular por activar la transcripcion de

p21/WAF1, estabilizar a p21 e inactivar a CDK2
y CDK4. La fuerte implicacién de C/EBPa en la
diferenciacién granulocitica apunta a que es un
blanco clave en la leucemogénesis; recientemen-
te se reportaron tres mecanismos de inactivacion:
el primero es la regulacion negativa de su trans-
cripcion debido a la expresion del gen de fusion
RUNXT/RUNXTTT1en la t(8;21), el segundo
mecanismo es la inhibicién de la traduccién del
mRNA por interaccién con hnRNPE2 inducido
por la proteina de fusion BCR-ABLT, lo que
contribuye a la transicion de la fase crénica a la
crisis blastica por bloqueo de la diferenciacion,
y finalmente, el tercer mecanismo es por muta-
ciones inactivantes, especialmente en leucemia
mieloide aguda.?”

Mutaciones en C/EBPo.

El gen C/EBPa. esta mutado en aproximadamen-
te 6 a 15% de los casos de leucemia mieloide
aguda de novo y en 15 a 18% de los pacientes
con cariotipo normal, sin asociacién con la
edad. Esta mutacién ocurre principalmente en
los subtipos M1 y M2 (segtin la FAB) donde se
observa en 20% de los pacientes; sin embargo,
los pacientes con t(8;21), inv(16) y t(15;17) no
tienen la mutacion. Los pacientes con muta-
ciones en C/EBPa tienen concentraciones altas
de hemoglobina, bajas cuentas plaquetarias,
altas cuentas blasticas y dificilmente tienen
linfadenopatias o leucemia extramedular com-
parados con pacientes sin mutaciones en C/
EBPa. Las mutaciones descritas corresponden
a mutaciones puntuales que pueden impedir la
transcripcién de p42, permitiendo la sobreex-
presién de p30 o, bien, afectar la regién de
cremallera de leucina y el DBD, provocando que
la estructura de este dominio se modifique e im-
pidiendo asi la unién adecuada al surco mayor
del ADN. La mayoria de los pacientes tiene mas
de una mutacién en C/EBPa, el escenario mas
frecuente es la combinacién de dos mutaciones
en alelos diferentes, una mutacién en el domi-
nio N terminal que bloquea la transcripcion de
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p42 y otra en el bZIP que altera la unién con
el ADN, su dimerizacion o su interaccion con
otras proteinas. Hasta ahora se han reportado
146 mutaciones distintas en C/EBPa, de las que
cinco son mutaciones missense, 54 correspon-
den a adiciones o eliminaciones que modifican
el marco de lectura y 78 son mutaciones non-
sense; ademas se incluyen nueve mutaciones
silenciosas sin efecto transcripcional. Todas
estas mutaciones ocurren en cinco regiones de
la proteina (R1 a R5), donde R1 corresponde a
los aminodcidos situados antes del TAD1, R2
se sitGa en la region entre TAD1 y TAD2, R3
concierne la regién anterior al DBD y la parte
N terminal de este dominio, R4 corresponde a
los aminodacidos en la zona C terminal del DBD
y el N terminal de la regién con estructura de
cremallera de leucina y finalmente R5 lo con-
forman los aminodacidos del extremo C terminal
de la estructura de cremallera. Las mutaciones
en C/EBPa ocurren principalmente en R1 y R4
con 76% de las mutaciones no silenciosas; sin
embargo, la distribucion entre estas dos regiones
es heterogénea. De manera interesante, casi to-
das las mutaciones nonsense (65 de 78) ocurren
en la region 5’ del segundo codén de inicio, lo
que permite que se aumente la transcripcién de
la isoforma 30 kDa.%3740-42

Las mutaciones en C/EBPa presentes en pa-
cientes que muestran un cariotipo normal se
asocian con un pronostico favorable similar
al que ocurre con inv(16)(p13g22) o (8;21)
(922;922). La razén del porqué C/EBPa con-
fiere buen prondstico alin no se conoce; sin
embargo, recientemente se sugirié que sélo los
pacientes con la mutacion doble tienen buen
prondstico, mientras que los pacientes con
una mutacién tnica no difieren de los que no
exhiben ninguna mutacién. La coexistencia de
mutaciones en C/EBPa y FLT3-ITD ocurre en
22 a 33% de los casos; sin embargo, alin no es
claro si no existe un efecto o si éste es negativo
en el prondstico de estos pacientes.??#!
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La identificacién de las mutaciones dentro del
gen C/EBPa se realiza generalmente mediante
secuenciacion directa del ADN obtenido de
células sanguineas debido a la aleatoriedad con
que ocurren las mutaciones.

CONCLUSIONES

La leucemia mieloide aguda es la mas comun
de las leucemias mieloides con prevalencia de
3.8 casos por 100,000 habitantes, con aumento
en la poblacion de 65 afios 0 mds hasta 17.9
casos por 100,000 habitantes. Cerca de 55%
de los pacientes con leucemia mieloide aguda
tiene algin tipo de anormalidad citogenética
que permite orientar el tratamiento y pronos-
ticar su evolucién en favorable, intermedia o
desfavorable. Sin embargo, en el otro 45% de
los pacientes, que tienen un cariotipo normal, el
prondstico alin parece incierto.' Recientemente,
el descubrimiento de mutaciones genéticas en
varios genes, como FLT3, NPM1, C/EBPa, KIT,
MLL, RAS, PTPN11 y CBL en pacientes con
cariotipo normal, ha abierto una ventana de
posibilidades para definir con mayor precision la
naturaleza de esta enfermedad. En la actualidad,
la Organizacién Mundial de la Salud resalt6 la
busqueda intencionada de mutaciones en FLT3,
NPM1 y C/EBPa. en todos los pacientes con leu-
cemia mieloide aguda, pero principalmente en
los que tienen un cariotipo normal, para de esta
manera determinar el pronéstico y personalizar
mas adecuadamente el tratamiento.

En el Cuadro 1 se simplifica la descripcion de
las mutaciones mds frecuentes en los genes FLT3,
NPM1 y C/EBPa. en pacientes con leucemia
mieloide aguda. El gen FLT3 tiene dos mutacio-
nes frecuentes asociadas con leucemia mieloide
aguda, denominadas FLT3-ITD y FLT3-TKD, que
afectan la region yuxtamembrana y el dominio
tirosina cinasa de la proteina, respectivamente.
La mutacién FLT3-ITD es una duplicacion en
tandem interna que ocurre entre los exones 14y
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Cuadro 1. Mutaciones frecuentes que afectan a FLT3, NPM1 y C/EBPa en pacientes con leucemia mieloide aguda

Gen Mutaciones
frecuentes

Descripcion

Involucra una duplicacién en tdndem interna (ITD) entre los exones 14 y 15 en el
dominio yuxtamembrana. La longitud del ITD varia de 3 a 400 pb (mdltiplo de tres

Prondstico
clinico

Desfavorable

FLT3-ITD - ‘ o
nucledtidos). El promedio de los amplificados es de 59 pb
Al Mutaciones puntuales missense en el exén 20 del loop de activacién en el dominio  Intermedio
FIT3-TKD  tirosina cinasa (TKD). Casi todas estas mutaciones involucran la sustitucion de un
aspartato por una tirosina en el codén 835 (D835Y), debido al cambio GAT—TAT
Variante A Duplicacién de los nucleétidos TCTG en las posiciones 956 a 959 del exén 12 Favorable
NPM1 Variante B Adicion de los nucleétidos CATG entre las posiciones 956 y 957 del exén 12 Favorable
Variante D Adicion de los nucleétidos CCTG entre las posiciones 956 y 957 del exén 12 Favorable
Region situada antes del TAD1, pudiendo presentar adiciones, eliminaciones y mu-  Favorable
R1 taciones missense y nonsense. Principalmente en esta regién ocurren mutaciones
i nonsense que impiden la transcripcion de la variante p42
o
Region C terminal del DBD y el N terminal del bZIP. Al igual que R1, puede presen-  Favorable
R4 tar adiciones, eliminaciones y mutaciones missense y nonsense, que provocan una

alteracién en la unién al ADN vy otras proteinas.

Tomado de la referencia 7.

15. Se asocia con mal pronéstico clinico debido
a que induce cuentas blasticas altas, incremento
del riesgo de recaida y disminucién de la supervi-
vencia. FLT3-TKD generalmente es una mutacion
“missense” que modifica el codén 835, cambian-
do un residuo aspartato por una tirosina (D835Y).
Su prondstico se considera intermedio porque, a
diferencia de FLT3-ITD, los pacientes no tienen
manifestaciones clinicas adversas; sin embargo,
no tienen una respuesta 6ptima al tratamiento.
El gen NPM1 tiene varias mutaciones asociadas
con leucemia mieloide aguda dentro del exén
12, existen diferentes variantes; sin embargo, las
principales conllevan la duplicacién en el caso
de la variante Ay la adicion de cuatro bases en el
caso de las variantes B y D entre los nucleétidos
956 y 957. Sélo la existencia de mutaciones en
NPMT1 se asocia con un pronéstico favorable
en ausencia de FLT3-ITD. El gen C/EBPa. codi-
fica dos factores de transcripcion con diferente
secuencia de inicio, p42 y p30. Las mutaciones
en este gen pueden ocurrir en cinco regiones
diferentes; sin embargo, las regiones R1y R4 son
las afectadas con mas frecuencia. Las mutaciones
en la regién R1 afectan la transcripcion de p42,
provocando la sobreexpresion de p30. Asimis-

mo, las mutaciones en la regiéon R4 modifican
el bZIP y el dominio de unién al ADN alterando
su interaccién con este Gltimo y con otras pro-
teinas asociadas. Cominmente, los pacientes
tienen ambas mutaciones en alelos diferentes y
se asocian con un pronostico favorable.
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