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1.1. ETIOLOGÍA, INCIDENCIA E HISTORIA NATURAL DE LA LMC 
 

 La leucemia mieloide crónica (LMC) es un síndrome mieloproliferativo 

crónico con origen en una célula madre pluripotencial común a las tres series 

hematopoyéticas, caracterizado por la presencia en la mayoría de los pacientes 

de una alteración citogenética en las células proliferantes, el cromosoma 

Filadelfia (Ph)1. Dicha alteración genética refleja la existencia de una 

translocación recíproca entre los brazos largos de los cromosomas 9 y 22 

[t(9;22)(q34;q11)], que da lugar a la formación de un gen híbrido BCR-ABL, el 

cual desempeña un papel fundamental en la patogénesis de la enfermedad2. 

Sin embargo, hasta el momento se desconocen tanto el fenómeno mutagénico 

inicial como los mecanismos moleculares implicados en la aparición del 

cromosoma Ph. A este respecto, cabe decir que el agente etiológico que más 

claramente se ha relacionado con el desarrollo de la LMC es la exposición a 

radiaciones ionizantes3, si bien pocas veces es posible registrar este 

antecedente en los pacientes. Así, los estudios realizados en supervivientes de 

las bombas atómicas de Hiroshima y Nagasaki evidenciaron un incremento en 

la incidencia de LMC en esta población tras un período de latencia desde las 

explosiones (fase preclínica) de 6,3 años de mediana4.  Asimismo, la aparición 

de la LMC se ha asociado a la administración de radioterapia para el 

tratamiento de la espondilitis anquilosante y el cáncer de cuello uterino. De 

hecho, algunos autores han calculado que la probabilidad de inducir una t(9;22) 

puede ser de 7 x 10-12 por Gy de radiación y célula expuesta5.  

La LMC representa el 10-15% del total de leucemias en los individuos 

adultos y su incidencia se estima en un caso nuevo por 100.000 habitantes y 



 3

año. Puede aparecer a cualquier edad, pero la edad mediana en el momento 

del diagnóstico se sitúa alrededor de los 50 años, con un ligero predominio en 

varones. Desde el punto de vista clínico, la LMC sigue típicamente un curso 

evolutivo bifásico1 (figura 1). La mayoría de los pacientes son diagnosticados 

en la fase crónica de la enfermedad, en la cual las manifestaciones derivadas 

de la mieloproliferación (sintomatología constitucional, leucocitosis, 

esplenomegalia) son fácilmente controlables con diferentes agentes 

terapéuticos, permitiendo que los enfermos lleven una vida prácticamente 

normal. Sin embargo, la evolución natural de la enfermedad conduce a la 

aparición, tras un período variable, situado habitualmente entre 3 y 6 años, de 

la fase terminal o crisis blástica (CB) de la LMC, caracterizada por un cuadro de 

insuficiencia medular, similar al de las leucemias agudas y generalmente 

refractario al tratamiento6,7. En alrededor de la mitad de los casos la transición 

de la LMC de la fase crónica a la CB no es brusca, intercalándose entre ambas 

fases un período intermedio, la fase de aceleración, cuya duración rara vez 

sobrepasa el año8,9. En ella, los pacientes presentan un deterioro progresivo de 

su estado general, con aparición de sintomatología constitucional, dolores 

óseos persistentes y crecimiento progresivo del bazo a pesar del tratamiento. 

Junto a ello, el hemograma suele mostrar anemia y/o plaquetopenia no 

atribuibles al tratamiento, leucocitosis con blastosis progresiva y, en ocasiones, 

trombocitosis o basofilia intensas en sangre periférica. Por último, en 

aproximadamente un 5% de los casos la LMC se encuentra en fase de CB en 

el momento del diagnóstico, lo que sugiere la existencia de una fase crónica 

subclínica que ha pasado desapercibida. 
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Por lo que respecta a la CB de la LMC, se caracteriza por su 

heterogeneidad clínico-hematológica y su pronóstico desfavorable, dado que la 

supervivencia mediana de los pacientes desde el diagnóstico de esta fase es 

de sólo 4 a 5 meses. Desde el punto de vista fenotípico, las células blásticas 

pueden expresar marcadores de cualquier línea hematopoyética, lo que indica 

que la clona que da origen a la CB deriva de una célula madre pluripotencial 

muy indiferenciada10. Así, en la mayoría de los casos los blastos presentan un 

fenotipo mieloide, asociándose frecuentemente un componente minoritario de 

estirpe megacarioblástica, pero cerca de una cuarta parte presentan un 

fenotipo linfoide, mientras que son mucho más raras las CB de estirpe eritroide. 

Figura 1. Fases clínicas de la LMC 
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Esta variabilidad fenotípica de la CB tiene importantes implicaciones clínicas, 

terapéuticas y pronósticas. En efecto, las CB linfoides suelen tener un inicio 

brusco, habitualmente sin fase de aceleración previa, y presentan con menor 

frecuencia basofilia en sangre periférica, esplenomegalia y hepatomegalia que 

las de estirpe no linfoide11. Por el contrario, la infiltración blástica de la médula 

ósea suele ser mayor. A su vez, la elevada tasa de respuestas obtenida en las 

CB linfoides con esquemas de tratamiento que incluyen vincristina y prednisona 

ha permitido que, históricamente, la supervivencia de este subgrupo de 

pacientes haya sido más prolongada que la del resto de enfermos (12 y 3-5 

meses, respectivamente)11-13. No obstante, la reciente introducción en el 

tratamiento de la LMC del imatinib, un inhibidor específico de la proteína 

tirosincinasa BCR-ABL, podría modificar estos resultados, al ser capaz de 

inducir respuestas mantenidas en una cierta proporción de enfermos con CB de 

fenotipo mieloide, siendo menor su eficacia en aquellos con CB linfoide14,15.  
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1.2. PATOGÉNESIS DE LA LMC 

 

1.2.1. Introducción 

El diagnóstico de LMC se establece habitualmente tras la detección del 

cromosoma Ph, presente en más del 95% de los pacientes16. Esta anomalía 

citogenética fue descrita inicialmente en 1960 por Nowell y Hungerford, al 

descubrir la existencia de un cromosoma del grupo G de un tamaño inferior al 

normal que se asociaba de forma consistente con un tipo específico de 

leucemia17. En 1973, Rowley demostró que el cromosoma Ph era en realidad el 

resultado de una translocación recíproca entre los brazos largos de los 

cromosomas 9 y 22 [t(9;22)(q34;q11)]18. No obstante, tuvieron que transcurrir 

diez años más para que se descubriera que los genes implicados en dicha 

translocación eran el protooncogén ABL y el gen BCR, localizados 

habitualmente en los cromosomas 9 y 22, respectivamente19,20 (figura 2). 

Asimismo, se comprobó que un 5-10% de los pacientes con LMC presentaban 

translocaciones variantes del cromosoma Ph21, en donde el reordenamiento 

BCR-ABL tenía lugar en cromosomas distintos al 9 y el 22. Con todo, los 

mecanismos moleculares implicados en la aparición del cromosoma Ph están 

todavía por dilucidar. En este sentido, recientemente se ha postulado el posible 

papel de las secuencias repetitivas Alu22 y de los duplicones23 como 

mediadores de los intercambios genéticos que darían origen a la 

recombinación de los genes ABL y BCR durante el proceso de mitosis celular.  

La consecuencia final del reordenamiento BCR-ABL es la síntesis de 

una proteína BCR-ABL con actividad tirosincinasa aumentada24. Los avances 
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decisivos en la demostración de la implicación de dicha proteína en la 

patogénesis de la LMC se han realizado en estudios de modelos animales25. 

Así, en modelos experimentales se comprobó que las células hematopoyéticas 

murinas manipuladas para expresar la proteína BCR-ABL desarrollaban 

semanas después cuadros leucémicos que compartían algunas características 

con la LMC humana, si bien su curso clínico era por lo general más agresivo26. 

Asimismo, la infusión de células humanas BCR-ABL positivas en ratones 

inmunodeprimidos indujo la aparición en éstos de cuadros clínicos 

mieloproliferativos similares al de la LMC27. Más recientemente, se ha podido 

confirmar el papel primordial de la proteína BCR-ABL en la patogénesis de la 

LMC, al comprobarse que su inhibición específica mediada por el imatinib 

impide la proliferación de los progenitores BCR-ABL positivos in vitro28 e in 

vivo29, sin influir de forma significativa en la viabilidad de los progenitores 

normales. 
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A pesar de lo anterior, existen datos que apoyan la hipótesis de que la 

formación del gen híbrido BCR-ABL pueda no ser la alteración inicial o única 

responsable de la aparición de la LMC. En este sentido, diversos estudios han 

demostrado la existencia de células clonales Ph-negativas en la sangre 

periférica de pacientes con LMC Ph-positiva mediante el análisis de expresión 

de los isoenzimas de la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa30-32. Además, se ha 

descrito la adquisición del cromosoma Ph en el curso evolutivo de enfermos 

con LMC Ph-negativa33. Más recientemente, diversos autores han referido la 

aparición de alteraciones citogenéticas en los progenitores Ph-negativos de 

Figura 2. Estructura del cromosoma Filadelfia [t(9;22)] 
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enfermos en respuesta citogenética completa obtenida tras tratamiento con 

interferón α (IFN)34 o imatinib35-38. Como explicación a esto último se ha 

postulado la coexistencia desde el inicio del tratamiento de dos poblaciones, 

una correspondiente a la LMC y otra distinta mielodisplásica, esta última 

minoritaria al diagnóstico de la LMC pero que podría adquirir una ventaja 

proliferativa tras la inhibición farmacológica de los progenitores Ph-positivos. 

Con todo, no es posible descartar por ahora otras hipótesis, como la de que en 

la LMC existirían precursores leucémicos Ph-negativos cuya inestabilidad 

genética facilitaría la eventual adquisición de alteraciones citogenéticas, entre 

ellas el cromosoma Ph o, en el caso concreto del imatinib, que sea este 

fármaco el responsable de inducir dichas alteraciones en los progenitores 

hematopoyéticos sanos. Por otra parte, la expresión del gen BCR-ABL puede 

no ser suficiente para el desarrollo de la LMC, dado que en aproximadamente 

un 30% de las personas adultas sanas es posible detectar tránscritos BCR-ABL 

en sangre periférica si se utilizan técnicas moleculares de alta sensibilidad39,40. 

Con respecto a este punto, cabe recordar que para que una alteración 

molecular tenga potencial transformante es necesario que produzca una 

proteína oncogénica funcional en un progenitor inmaduro con capacidad de 

autorrenovación. Así, los tránscritos BCR-ABL detectados en los leucocitos 

circulantes de los individuos sanos podrían haberse generado en células 

maduras, incapaces de autoperpetuarse, de forma que eventualmente 

acabarían desapareciendo de la sangre como consecuencia de los procesos 

normales de diferenciación y muerte celular. Por otra parte, se ha descrito que 

los tránscritos BCR-ABL detectados en la sangre de sujetos sanos tienen con 
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frecuencia estructuras anómalas que probablemente impiden la formación de 

proteínas BCR-ABL funcionales40. También cabe considerar el papel que 

podría desempeñar el sistema inmune, mediante su capacidad de eliminar 

precozmente las células BCR-ABL positivas que aparecen ocasionalmente en 

las personas sanas. Por último, podría suceder que fuera imprescindible la 

adquisición de mutaciones adicionales en la clona BCR-ABL para que pudiera 

producirse su expansión clonal efectiva, si bien en modelos animales la 

expresión de BCR-ABL es suficiente para la transformación leucémica26,27.           

 

1.2.2. Célula origen de la LMC 

 El origen de la LMC a partir de una célula madre hematopoyética 

pluripotencial se venía postulando desde principios de los años 50, en vista del 

incremento en el número de progenitores de las tres series hematopoyéticas 

que se observa en la médula ósea de los pacientes41. Esta hipótesis fue 

confirmada posteriormente gracias a una serie de estudios que emplearon 

técnicas citogenéticas para demostrar el origen clonal de los precursores 

granulocíticos, eritroides, megacariocíticos y linfoides (B y T) de la LMC42. En 

época más reciente se ha observado la presencia del gen BCR-ABL en las 

células endoteliales de un paciente con LMC43, lo que, de confirmarse en otros 

estudios, permitiría situar a la célula originaria de la LMC en un estadio 

madurativo muy precoz, con capacidad de diferenciación a tejido endotelial y 

hematopoyético (hemangioblasto). 

 Por otra parte, en la LMC es posible distinguir dos poblaciones de 

células madre Ph-positivas en función de su actividad mitótica44. Un primer 
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subgrupo de progenitores tendría alterados los mecanismos de control del ciclo 

celular en favor de una intensa proliferación y diferenciación en células más 

maduras. En cambio, existiría un segundo grupo que estaría constituido por 

progenitores Ph-positivos quiescentes, en fase G0, que podrían ser los 

responsables del mantenimiento de la LMC a largo plazo. De hecho, se ha 

comprobado la capacidad de los progenitores CD34+ Ph-positivos en fase G0 

de reproducir la leucemia a las 6-8 semanas de ser trasplantados a ratones 

irradiados45.  

 

1.2.3. Estructura molecular del cromosoma Ph 

 El gen ABL humano, situado en el brazo largo del cromosoma 9 (9q34), 

comprende 11 exones y codifica la síntesis de la proteína tirosincinasa ABL 

(p145ABL)46. Estructuralmente, el extremo aminoterminal de ABL incluye dos 

dominios (SH2 y SH3) que regulan la acción de su dominio catalítico (SH1), 

mientras que su segmento carboxiterminal contiene dominios de unión al ADN, 

de localización nuclear y de fijación a la actina47. En cuanto a sus funciones 

fisiológicas, la proteína ABL normal se localiza en el núcleo y en el citoplasma 

donde participa en los mecanismos de regulación del ciclo celular48, de 

respuesta celular al estrés49 y de transmisión de señales intracelulares50. Por 

su parte, el gen BCR se localiza en el brazo largo del cromosoma 22 (22q11), 

comprende 23 exones y codifica la síntesis de una proteína con un peso 

molecular de 160 kd, cuya función es desconocida51. La proteína BCR se 

expresa en múltiples tejidos humanos y el hecho de que se localice en el 
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citoplasma de células quiescentes o alrededor de los cromosomas en células 

en mitosis sugiere su posible implicación en la regulación del ciclo celular52.   

 Con la formación del cromosoma Ph el segmento 3’ del gen ABL (9q34) 

se yuxtapone a la región 5’ del gen BCR (22q11), dando origen al gen híbrido 

BCR-ABL53. El punto de ruptura del gen ABL ocurre generalmente 5’ 

(centromérico) al exón 2, de forma que los exones 2 al 11 (a2-a11) son 

transferidos a una región de 5,8 kb del gen BCR, denominada región M-bcr 

(major breakpoint cluster region), concretamente entre los exones 12 y 16 de 

éste (también identificados como b1-b5) (figura 3). En función del punto de 

ruptura de BCR se forman los genes de fusión b2a2 (e13a2) o b3a2 (e14a2), 

que a su vez se transcriben en un ARN mensajero (ARNm) de 8,5 kb, cuya 

lectura origina la síntesis de una proteína de 210 kd (p210BCR-ABL). 

Generalmente las células de la LMC expresan uno de los dos tránscritos (b2a2 

o b3a2) de forma exclusiva, pero en un 5% de los casos se observan ambos 

tipos de ARNm, debido a la existencia de empalmes alternativos54. Por otra 

parte, una pequeña proporción de pacientes con LMC presenta 

reordenamientos BCR-ABL cuyo sitio de ruptura en BCR es distinto de los 

anteriormente mencionados. Así, se han descrito casos esporádicos de LMC 

en los que el punto de ruptura de BCR se encuentra entre los exones 1 y 2, en 

un área denominada m-bcr (minor breakpoint cluster region)55,56, dando origen 

a un tránscrito de tipo e1a2, que sintetiza una proteína p190BCR-ABL. Aunque 

infrecuente en la LMC, este tipo de ARNm se observa en el 60% de los casos 

de leucemia aguda linfoblástica Ph-positiva del adulto54. Recientemente, se ha 

identificado una nueva variante del reordenamiento BCR-ABL en la que el 
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punto de ruptura del gen BCR está situado entre los exones e19 y e20 (región 

µ-bcr), lo que da lugar a la formación de un ARNm de tipo e19a2 que codifica 

una proteína de 230 kd (p230BCR-ABL)57. Por último, excepcionalmente se han 

detectado otros tipos de reordenamiento BCR-ABL en la LMC, como las formas 

b2a3, b3a3, e1a3, e6a2 y e2a254.           

    

 

  

 

 

 

 

 

Figura 3. Formación de los diferentes tránscritos BCR-ABL 
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De lo anteriormente expuesto cabe destacar que, mientras la parte ABL del 

gen BCR-ABL se mantiene casi invariablemente constante, el tamaño de la 

porción BCR difiere de unos enfermos a otros, lo que sugiere que sea 

posiblemente ABL el principio transformante de la molécula. En apoyo de esta 

hipótesis iría el hecho de que existen leucemias en las que el gen ABL se 

fusiona con genes distintos a BCR, como ocurre en la translocación TEL-ABL58. 

Por otro lado, el diferente tamaño de las secuencias de BCR presentes en la 

translocación BCR-ABL parece dictar el perfil fenotípico de la LMC. En este 

sentido, los estudios realizados en modelos animales han evidenciado que, si 

bien las tres proteínas quiméricas BCR-ABL (p190, p210, p230) son capaces 

de inducir un cuadro clínico similar a la LMC,  difieren entre sí en su capacidad 

de provocar una leucemia aguda linfoblástica59. Así, p190 es el oncogén más 

potente, mientras que la capacidad de p230 para inducir independencia a los 

factores de crecimiento es incompleta. A este respecto, se ha sugerido que las 

diferencias en la capacidad transformadora podrían derivar de los sustratos 

específicos activados por cada una de las oncoproteínas. En esta línea, 

STAT6, un factor de transcripción que afecta a la respuesta proliferativa 

linfoide, sería preferentemente fosforilado por p190 y no por p21059. Por otra 

parte, numerosos estudios han tratado de obtener correlaciones entre las 

distintas variantes moleculares y perfiles clínico-hematológicos característicos. 

En general, los tránscritos b2a2/b3a2 constituyen los marcadores moleculares 

de la forma clínica “clásica” de la LMC y, si bien la presencia de b3a2 se ha 

asociado a una mayor trombocitosis60,61, el pronóstico y la respuesta al 

tratamiento no difieren entre ambas formas. A su vez, el tránscrito p190 se 
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asocia con monocitosis y una enfermedad de curso agresivo55,56, mientras que 

p230 se observa principalmente, aunque no de forma exclusiva62-64, en casos 

con leucocitosis neutrofílica sin o con ligera mielemia y frecuente trombocitosis 

(variante neutrofílica de la LMC)57.  

 Por otra parte, la translocación recíproca t(9;22) da origen también a un 

gen quimérico de tipo ABL-BCR en el cromosoma 9 derivativo (9q+)53. Cabe 

destacar, no obstante, que aunque es posible detectar ARNm ABL-BCR en un 

60% de los casos de LMC65, no se ha demostrado hasta el momento la 

existencia de ninguna proteína ABL-BCR viable, por lo que se desconoce el 

papel de estos tránscritos en la patogénesis de la enfermedad. En cambio, 

recientemente se ha demostrado el significado pronóstico desfavorable que 

conlleva la existencia de deleciones submicroscópicas de secuencias del 

cromosoma derivativo 9q+, presentes en un 10-20% de los pacientes al 

diagnóstico de la LMC66-69. Estas deleciones parecen producirse de forma 

simultánea a la formación del cromosoma Ph, aparecen con mayor frecuencia 

en las translocaciones t(9;22) variantes y afectan a secuencias adyacentes al 

punto de ruptura de la translocación en 9q+. Pueden ser extensas, dando lugar 

a pérdidas de hasta 5,5 megabases (Mb) del cromosoma 9 y 17 Mb del 

segmento translocado desde el cromosoma 22. Si bien se ha postulado que la 

consecuencia biológica de las deleciones de 9q+ sería la pérdida de uno o más 

genes supresores de tumores, se desconoce todavía cuál de los 

aproximadamente 300 genes potencialmente implicados conferiría el pronóstico 

desfavorable asociado con esta alteración citogenética.         
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1.2.4. Consecuencias biológicas de la translocación BCR-ABL 

 Como se ha mencionado anteriormente, las proteínas ABL son 

tirosincinasas con un importante papel en la transmisión de señales y en el 

control del crecimiento celular, motivo por el cual en condiciones fisiológicas se 

encuentran estrictamente reguladas70. Sin embargo, las alteraciones 

estructurales derivadas de la formación de la proteína BCR-ABL (dimerización 

proteica, localización citoplasmática exclusiva) tienen como consecuencia una 

desregulación del efecto tirosincinasa de ABL, de forma que la enzima está 

activada continuamente71. El resultado de ello es la activación anómala de una 

serie de vías de transmisión intracelular de señales en los progenitores Ph-

positivos que conduce a una alteración de su adhesión al estroma medular, a 

un incremento de su actividad proliferativa y a una disminución de la apoptosis 

celular72 (figura 4). A continuación, se desarrollan estos tres aspectos 

fundamentales de la patogénesis de la LMC: 
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INHIBICIÓN
APOPTOSISPROLIFERACIÓNDISMINUCIÓN 

ADHESIÓN

FENOTIPO
MALIGNO

BCR-ABL

 

 

a) Alteración de la adhesión al estroma medular:  

El proceso de adhesión y anidamiento de los progenitores 

hematopoyéticos en el microambiente medular está mediado por una serie de 

receptores transmembrana denominados integrinas (fundamentalmente de tipo 

β1) y diversas proteínas estructurales y del citoesqueleto, tales como la 

paxilina, la talina y la actina73. A su vez, la proliferación y diferenciación de 

dichos progenitores está regulada en condiciones normales por las señales 

emitidas desde las células del estroma medular74,75. En cambio, los 

progenitores Ph-positivos de la LMC presentan una disminución de su adhesión 

al estroma medular, lo que les permite migrar desde la médula ósea a los 

capilares sanguíneos en estadios precoces de maduración, escapando así de 

Figura 4. Patogénesis de la LMC en su fase crónica 
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los mecanismos inhibitorios de la proliferación celular ejercidos habitualmente a 

nivel medular76,77. Datos recientes de laboratorio sugieren que las alteraciones 

cualitativas en el funcionalismo de las integrinas β1 mediadas por la acción de 

la proteína BCR-ABL constituyen la causa más importante de los defectos de 

adhesión observados en los progenitores de la LMC78. En este sentido, el 

efecto terapéutico del IFN en la LMC parece deberse, al menos en parte, a su 

capacidad de revertir los defectos de adhesión al estroma medular de los 

progenitores Ph-positivos, restableciendo de esta forma los mecanismos 

regulatorios de la proliferación celular79. 

 

b) Incremento de la proliferación celular:  

La supervivencia, proliferación y diferenciación de las células 

hematopoyéticas está controlada fisiológicamente por los factores de 

crecimiento (eritropoyetina, trombopoyetina, interleucinas, stem cell factor, G-

CSF), moléculas capaces de activar de forma coordinada diversas rutas de 

transmisión intracelular de señales mediante su unión a receptores de la 

membrana celular80. Por el contrario, las células leucémicas presentan 

característicamente una proliferación independiente de los factores de 

crecimiento tanto in vitro como in vivo. Por lo que hace a la LMC, se desconoce 

en gran medida el efecto de BCR-ABL en la proliferación celular de los distintos 

progenitores leucémicos. En este sentido, se ha comprobado que los 

precursores más inmaduros (CD34+ CD38-) de la LMC tienen una mayor 

proporción de células en ciclo que los precursores inmaduros no leucémicos, 

mientras que las células más diferenciadas (CD34-) de la LMC parecen tener 
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un menor potencial proliferativo que las células normales81. Una posible 

explicación al distinto efecto inducido por BCR-ABL en las células CD34+ y 

CD34- podría radicar en sus diferentes niveles de expresión de la oncoproteína. 

Así, la mayoría de las células de la LMC expresan niveles bajos de BCR-ABL, 

que son suficientes para inducir un efecto antiapoptótico, pero no proliferativo; 

en cambio, niveles de expresión más elevados en los progenitores inmaduros 

CD34+ podrían activar señales tanto antiapoptóticas como proliferativas82. Por 

otro lado, el incremento de la proliferación celular inducido por BCR-ABL 

vendría mediado por la capacidad que tiene esta oncoproteína de activar de 

forma continua una serie compleja de vías intracelulares de señal, entre las que 

se encuentran las utilizadas por algunos receptores de los factores de 

crecimiento72. Entre éstas, las consideradas más relevantes en la patogénesis 

de la LMC son las siguientes (figura 5): 1) la vía de RAS y de la cinasa MAP, 

iniciada con la unión del dominio SH2 de la porción BCR de la proteína BCR-

ABL a la proteína adaptadora GRB-2, provocando así la activación constitutiva 

de RAS83; 2) la vía de JAK-STAT, en la que BCR-ABL fosforila las moléculas 

JAK2 y STAT1/STAT5, encargadas de la transmisión de señales desde los 

receptores de las citocinas al núcleo celular84,85, 3) la vía de la cinasa 

fosfatidilinositol 3 (PI3), cuya activación se realiza mediante la formación de 

complejos multiméricos entre BCR-ABL y la molécula adaptadora CRKL, el 

protooncogén CBL y la cinasa PI386 y, por último; 4) la vía de MYC, que parece 

activarse fundamentalmente a través de RAS/RAF87. 

La producción autocrina de IL-3 por los progenitores BCR-ABL positivos 

podría tener también un papel relevante en el desarrollo y mantenimiento de la 
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LMC88. De hecho, las células de la LMC presentan alteraciones biológicas y 

bioquímicas similares a las que se observan en células normales expuestas a 

concentraciones elevadas de IL-389. Junto a ello, el trasplante de células de 

médula ósea de ratón manipuladas genéticamente para producir IL-3 puede 

inducir cuadros mieloproliferativos similares al de la LMC90. Recientemente, el 

empleo de técnicas muy sensibles (RT-PCR, ELISA de alta sensibilidad) ha 

permitido demostrar la expresión genética y la producción de IL-3 y G-CSF por 

las células CD34+ de pacientes con LMC en fase crónica88. De todo lo anterior 

se deduce que la producción autocrina de estas citocinas por los progenitores 

de la LMC podría explicar, al menos en parte, su proliferación “aparentemente” 

independiente de los factores de crecimiento44. 

Por último, hace poco se ha referido la elevación de los niveles séricos 

de elastasa granulocitaria en la LMC91. Esta enzima es una serincinasa capaz 

de digerir la molécula de G-CSF y otros factores de crecimiento, con lo que 

contribuye en condiciones fisiológicas a la regulación de la granulopoyesis 

mediante un mecanismo de feedback negativo. En cambio, la producción 

elevada de elastasa en la LMC podría suprimir preferentemente la 

hematopoyesis normal G-CSF-dependiente, favoreciendo así la ventaja 

proliferativa de los progenitores leucémicos, cuya expansión es independiente 

de los factores de crecimiento.        

 

 

 



 21

Adaptado de Kantarjian H et al.  Hematology 2000.
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c) Inhibición de la apoptosis celular: 

 La apoptosis es la muerte celular genéticamente controlada en 

respuesta a la desregulación de oncogenes, al estrés celular o al daño en el 

ADN. Diversos estudios de laboratorio han evidenciado una falta de apoptosis 

en las líneas celulares que expresan BCR-ABL tras la retirada de los factores 

de crecimiento92 o la inducción de daño en el ADN93,94. En este sentido, la 

proteína BCR-ABL es capaz de bloquear la liberación del citocromo C desde la 

mitocondria, impidiendo de esta forma la acción de las caspasas94. No 

 

MYC

Figura 5. Vías de transmisión intracelular de señales de la proteína BCR-ABL 
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obstante, los mecanismos biológicos implicados en este fenómeno son 

complejos, dado que BCR-ABL activa múltiples vías de señal que pueden 

contribuir a la resistencia de las células leucémicas frente a la muerte 

programada. Entre ellas, una de las más importantes es la vía de la cinasa PI3, 

cuya activación resulta en la fosforilación y bloqueo de la proteína 

proapoptótica BAD, incluida en la familia de bcl-295. Asimismo, la acción 

antiapoptótica de BCR-ABL se ha relacionado con el incremento de 

transcripción de c-myc96, bcl-297, bclx98 y, más recientemente, de NF-kβ99.  

 Paradójicamente, la proteína BCR-ABL es capaz de inducir apoptosis en 

células de LMC cuando es introducida experimentalmente y atrapada en el 

núcleo celular, preservando su actividad tirosincinasa. Así se ha demostrado en 

un estudio reciente100, en el que se administró un tratamiento combinado con 

imatinib y leptomicina B a células de ratón transfectadas con el gen BCR-ABL. 

En la primera parte del experimento se comprobó que la localización 

citoplasmática exclusiva de la proteína BCR-ABL era dependiente de su 

actividad tirosincinasa, pues la inhibición de la enzima con imatinib permitía el 

paso de BCR-ABL al núcleo celular. Posteriormente se observó que la adición 

de leptomicina B al medio de cultivo bloqueaba la salida de BCR-ABL del 

núcleo celular, facilitando así su acumulación a dicho nivel. Finalmente, los 

autores demostraron que el efecto proapoptótico de BCR-ABL era 

consecuencia de su actividad tirosincinasa, dado que no se observó apoptosis 

celular hasta que no se eliminó el imatinib del medio de cultivo. El hecho de 

que la molécula BCR-ABL pueda inducir apoptosis en función de su 

localización intracelular concuerda con el papel que desempeña la proteína c-
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ABL nuclear en la activación de la muerte celular en respuesta al daño del ADN 

en condiciones fisiológicas101.     

 

 

1.3. PATOGÉNESIS DE LA PROGRESIÓN DE LA LMC 

 

1.3.1. Introducción 

En contraste con el amplio conocimiento de la patogénesis de la fase 

crónica de la LMC, los mecanismos implicados en la progresión de esta 

enfermedad permanecen todavía en gran medida por dilucidar102. Además, la 

heterogeneidad fenotípica de las células blásticas de la crisis blástica (CB) 

sugiere que puedan existir diferentes anomalías moleculares implicadas en 

cada caso. De cualquier forma, las alteraciones de la biología celular presentes 

en la fase crónica de la LMC (disminución de la apoptosis, inestabilidad 

genómica) parecen contribuir de forma decisiva a la transformación aguda de la 

enfermedad103. Así, el efecto antiapoptótico de la proteína BCR-ABL podría 

facilitar que la población neoplásica proliferante presentara el riesgo de 

desarrollar nuevas alteraciones moleculares hasta que, en un momento dado, 

alguna de las subclonas anómalas resultantes adquiriera una ventaja 

proliferativa y diera origen a la CB. Asimismo, la expresión continuada de BCR-

ABL parece conferir per se inestabilidad genómica, acentuada en los casos 

(10-20%) que presentan deleciones del cromosoma 9 derivativo, dado que 

estos pacientes progresan más rápidamente a la CB, desarrollando el mismo 

tipo de alteraciones citogenéticas secundarias que el resto de enfermos66-68. 
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A continuación se repasan las diferentes alteraciones citogenéticas, 

moleculares y celulares que se han involucrado en la patogénesis de la 

progresión de la LMC a su  fase de CB. Un esquema general simplificado de 

dicho proceso puede verse en la siguiente figura (figura 6).  

FASE CRÓNICA CRISIS BLÁSTICA

APOPTOSIS

bcl-2,     PI3,    c-ABL

INESTABILIDAD GENÓMICA

• Alter. mecanismos reparadores ADN   

(     ADN polimerasa B,     DNA-PKcs)

• Reducción tamaño telomérico

ALTERACIONES 
MOLECULARES 
ADICIONALES

PROLIFERACIÓN

APOPTOSIS

BLOQUEO DIFERENCIACIÓN

PÉRDIDA CONTROL INMUNOLÓGICO

RESISTENCIA FARMACOLÓGICA

BCR-ABL

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Esquema general de la patogénesis de la progresión de la LMC 
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1.3.2. Alteraciones citogenéticas 

 Mientras al diagnóstico de la LMC menos de un 10% de los pacientes 

presentan alteraciones citogenéticas adicionales al cromosoma Ph, la 

progresión de la enfermedad a la fase de CB se acompaña de nuevas 

anomalías en un 60-80% de los casos, siendo las más frecuentes la 

duplicación del Ph, la trisomía 8 y el isocromosoma 17q (i17q)18,104,105. También 

se observan de forma recurrente trisomías de los cromosomas 19, 21 y 17, 

monosomía del 7 y diversas alteraciones de 3q, si bien su incidencia es mucho 

menor. El grado de complejidad de las alteraciones citogenéticas de la CB 

resulta aún mayor si se aplican técnicas de alta sensibilidad, como la 

hibridación genómica comparada, mediante la cual se detectan también 

pérdidas frecuentes de material genético en 1p, 7p, 9p, 19p y 20q. Junto a ello, 

en muchas ocasiones se observan cariotipos complejos en la CB, que reflejan 

la coexistencia de múltiples subclonas leucémicas. A pesar de toda esta 

información, las anomalías moleculares que se derivan de estos cambios 

citogenéticos son desconocidas en su mayoría. Desde el punto de vista clínico, 

la evolución clonal es casi siempre un marcador de progresión de la LMC, pero 

no todas las alteraciones citogenéticas anteriormente mencionadas tienen el 

mismo significado pronóstico. En este sentido, el i17q parece ser un fenómeno 

tardío en la evolución de la LMC, de forma que su detección podría anunciar 

una rápida progresión a CB106. Típicamente, los pacientes con i17q presentan 

basofilia intensa en sangre periférica y tienen casi siempre una CB de fenotipo 

mieloide107. Por otra parte, se ha descrito la asociación entre determinadas 

alteraciones citogenéticas y el esquema de tratamiento utilizado en la LMC. 
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Así, la trisomía 8 se ha registrado con mayor frecuencia en pacientes tratados 

con busulfán (44%) que con hidroxiurea (12%)108. A su vez, la incidencia de 

alteraciones citogenéticas secundarias parece ser menor en los enfermos 

tratados con IFN que con busulfán, lo que sugiere que el tratamiento con 

agentes que dañan el ADN incrementa la inestabilidad genética derivada de la 

actividad tirosincinasa anómala de BCR-ABL. Por todo ello, será interesante 

comprobar qué tipo de evolución clonal desarrollan los pacientes que 

progresen a CB tras el tratamiento con imatinib.     

 

 

1.3.3. Alteraciones moleculares 

En general, la información disponible acerca de las alteraciones 

moleculares implicadas en la progresión de la LMC es limitada. Si bien se han 

descrito múltiples anomalías moleculares en la CB, tales como la inactivación 

de p53, de p16 o del gen del retinoblastoma (Rb), éstas ocurren en un número 

relativamente pequeño de casos y, además, no son específicas de esta 

enfermedad2. A continuación, se enumeran las más frecuentes según la 

bibliografía. 

 

a) Inactivación de genes supresores de tumores: 

En las células de los organismos eucariotas el daño en el ADN induce la 

activación de una serie de proteínas, entre las que se encuentra p53, cuya 

misión es bloquear el ciclo celular en la fase G1-S, de forma que puedan actuar 

los mecanismos reparadores del ADN. En este sentido, p53 funciona como un 
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gen supresor de tumores capaz de detener el ciclo celular y facilitar la 

apoptosis de las células con alteraciones genéticas109. El gen p53 se localiza 

en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13) y su inactivación debido a 

mutaciones, deleciones o reordenamientos constituye la anomalía molecular 

más frecuentemente observada en la CB de la LMC110-114. Así, las alteraciones 

de p53 se observan en un 20-30% de los pacientes con CB, principalmente en 

las de fenotipo mieloide, mientras que son excepcionales en la fase crónica de 

la enfermedad. Junto a ello, existen datos de laboratorio que apoyan la 

implicación de la pérdida de función de p53, incluso de uno solo de sus alelos, 

en la patogénesis de la progresión de la LMC. Así, en un estudio en que se 

cruzaron dos tipos de ratones transgénicos, unos manipulados para expresar 

BCR-ABL y otros heterocigotos para las mutaciones de p53 (p53+/-), se 

comprobó que la progenie quimérica BCR-ABL+-p53+/- desarrollaba una 

progresión a CB en menor espacio de tiempo que sus progenitores BCR-

ABL+115. De forma similar, en otro modelo murino el trasplante de médula ósea 

con células deficientes de p53 que tenían insertado el gen BCR-ABL ocasionó 

la aparición precoz de la CB116.      

          Las alteraciones del locus INK4A/ARF (9p21) se han implicado en la 

patogénesis de la progresión de diversas neoplasias hematológicas117, incluida 

la LMC118-120. Este locus codifica la síntesis de dos genes supresores de 

tumores derivados de la transcripción del exón 2, común a ambos, con 

secuencias alternativas del exón 1 (exón 1α y exón 1β para p16INK4A y p14ARF, 

respectivamente)122 (figura 7). P16 bloquea el ciclo celular en la fase tardía de 

G1 impidiendo la fosforilación de la proteína del Rb por el complejo ciclina 
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D/cdk4/6123. En cambio, la expresión de p14 detiene el ciclo celular en G1 y G2 

mediante su interacción con MDM2, lo que permite la estabilización de p53 en 

el núcleo celular, evitando así su transporte y degradación en el citoplasma124. 

Con respecto a la LMC, diversos estudios han demostrado la existencia de 

deleciones homocigotas de p16 en un 20-50% de los pacientes con CB de 

fenotipo linfoide, mientras que este gen estaría conservado tanto en la fase 

crónica como en las CB de estirpe mieloide119-123. No existe información 

específica sobre el estado de p14 en esta enfermedad, si bien las alteraciones 

del exón 2 del locus INK4A/ARF afectarían tanto a p16 como a p14. De 

acuerdo con estos datos, las deleciones de p16 constituirían la alteración 

molecular más frecuentemente observada en las CB linfoides. 

EXÓN 1 BETA EXÓN 1 ALFA EXÓN 2 EXÓN 3

P14ARF P16INK4a

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Estructura del locus INK4A/ARF (9p21) 
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Uno de los mecanismos implicados en la patogenia de las neoplasias 

humanas es la inactivación de genes involucrados en el control del ciclo celular 

por hipermetilación de sus promotores. En este sentido, la hipermetilación del 

promotor proximal del gen c-ABL (9q34) implicado en la t(9;22) se ha asociado 

de forma consistente y específica con la progresión de la LMC125-126. Durante la 

fase crónica, el promotor del gen c-ABL permanece hipometilado, permitiendo 

así la síntesis de la proteína p145ABL, cuya actividad a nivel del núcleo celular 

promueve la reparación del ADN y la inducción de apoptosis. En cambio, la 

inactivación de c-ABL por metilación de su promotor tiene como consecuencia 

un defecto en la producción de p145ABL, que podría contribuir a la inestabilidad 

genómica observada conforme progresa la LMC. Otro gen cuyo promotor se 

encuentra con frecuencia hipermetilado en las fases avanzadas de la LMC es 

el de la calcitonina127, pero no está bien establecido el papel de esta alteración 

en la progresión de la enfermedad. 

De forma similar, se desconoce el significado de la falta de expresión de la 

proteína codificada por el gen del Rb (13q14) en la progresión de la LMC, 

alteración observada en casi todos los casos de CB megacarioblástica, pero no 

en los de estirpe mieloide o linfoide128. 

  

 

b) Activación de oncogenes: 

El incremento en la expresión de ARNm de BCR-ABL se ha asociado de 

forma consistente con la progresión de la LMC129-130. Esta alteración puede ser 

consecuencia bien de un aumento en la actividad transcripcional del gen BCR-
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ABL o de su amplificación secundaria a la duplicación del cromosoma Ph18,104,105, 

anomalía citogenética registrada en el 20-30% de los pacientes con CB. Aunque 

la sobreexpresión de BCR-ABL se acompaña de una mayor actividad 

antiapoptótica y del desarrollo de resistencia a diversos agentes citolíticos131, el 

mecanismo íntimo por el cual esta alteración podría contribuir a la progresión de 

la LMC no está clarificado.         

El oncogén c-myc, localizado en los brazos largos del cromosoma 8 (8q24), 

se encuentra sobreexpresado en alrededor de un 20% de los enfermos con CB, 

mientras su expresión es normal en la fase crónica de la LMC132. Distintos 

mecanismos se han involucrado en la sobreexpresión de c-myc de la CB, como el 

aumento de transcripción del gen133, su amplificación tras la formación de la 

trisomía 8134 o la estabilización del ARNm de c-myc mediante poliadenilación135. 

Existen datos experimentales que apoyan la implicación de la sobreexpresión de 

c-myc en la transformación de la LMC, como el hecho de que el bloqueo de c-

myc con oligonucleótidos antisentido en un modelo murino permitiera suprimir la 

formación de colonias in vitro y la leucemogénesis in vivo de células blásticas de 

la LMC136. En cuanto a la capacidad transformante de c-myc, ésta parece derivar 

de la activación anómala de una vía de transducción de señal independiente de la 

de la proteína BCR-ABL137,138 y de su efecto antagónico sobre la función de 

p53133,139. 

El gen Evi-1 (ectopic virus integration site-1), localizado en 3q26, es un 

regulador de la transcripción cuyo potencial leucemógeno se ha demostrado en 

estudios de transfección del gen en fibroblastos. La sobreexpresión de este gen 

bloquea la diferenciación mieloide normal, al parecer mediante la interferencia 
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con los factores de transcripción GATA140. No obstante, únicamente un 5-15% de 

los pacientes con CB mieloide presentan reordenamientos de 3q26141-143, por lo 

que las alteraciones de Evi-1 podrían contribuir a la progresión de la LMC en tan 

sólo una pequeña proporción de casos.  Por otra parte, la sobreexpresión de Evi-

1 en la CB de la LMC se ha asociado con la presencia de displasia 

megacariocítica141.  

Por último, aunque la activación de Ras tiene un papel central entre las 

alteraciones biológicas provocadas por la proteína BCR-ABL144,145, únicamente un 

7% de los pacientes con CB presenta mutaciones de la familia de 

protooncogenes Ras 146,147.  

          

c) Alteraciones en los mecanismos de reparación del ADN: 

Algunos autores han sugerido que las alteraciones citogenéticas y 

moleculares observadas en la transformación de la LMC son en realidad 

consecuencia de la inestabilidad genómica de la clona Ph-positiva. Pese a ello, 

hasta el momento no se ha demostrado que la inestabilidad de los 

microsatélites juegue un papel relevante en la progresión de la LMC148,149, a 

diferencia de lo que sucede en otras neoplasias. En cambio, en los últimos 

años se han descrito una serie de alteraciones en los mecanismos de 

reparación del ADN de las células Ph-positivas que podrían ser responsables 

de la inestabilidad genómica de la clona proliferante, facilitando la acumulación 

de lesiones moleculares adicionales cuyo resultado final sería el desarrollo de 

la CB. Así, en líneas celulares se ha comprobado la capacidad de la proteína 

BCR-ABL de interaccionar con las proteínas B del xeroderma pigmentoso150,151 
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aumentando la expresión de la polimerasa de ADN beta, que es la polimerasa 

humana de menor fidelidad. Junto a ello, la molécula BCR-ABL puede disminuir 

la expresión de diversas proteínas reparadoras del ADN en células humanas y 

de ratón152, entre las que se encuentra la subunidad catalítica del complejo 

cinasa dependiente de ADN (DNA-PKcs). En este sentido, la reducción de los 

niveles de DNA-PKCS en células BCR/ABL-positivas se ha asociado en un 

estudio a un incremento en la frecuencia de alteraciones citogenéticas 

adquiridas tras exposición a radiaciones ionizantes152. Recientemente, los 

mismos autores han comunicado la existencia de una correlación inversa entre 

los niveles de expresión de BCR-ABL y de BRCA-1, proteína implicada en el 

mantenimiento de la integridad del genoma153. Por último, la hipermetilación del 

gen c-ABL podría asimismo contribuir a los defectos de reparación del ADN 

observados en la CB125,126,154.  

 

1.3.4. Alteraciones de la biología celular 

 

a) Incremento de la proliferación celular: 

Los telómeros consisten en secuencias repetitivas T2AG3 situadas en los 

segmentos terminales de cada cromosoma cuya función es estabilizar el ADN 

durante el proceso de división celular155. Fisiológicamente, las células 

somáticas humanas pierden secuencias teloméricas con cada división celular, 

de forma que el tamaño de los telómeros va disminuyendo progresivamente 

hasta alcanzar un punto crítico en el cual el incremento de la inestabilidad 

cromosómica contribuye a la pérdida de la viabilidad celular. En este sentido, el 
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tamaño de los telómeros podría ser considerado como un reloj biológico, 

indicativo del número de replicaciones que una célula ha realizado. A diferencia 

de las células somáticas, las células germinales y los progenitores 

hematopoyéticos inmaduros con capacidad de autorrenovación disponen de 

una enzima, denominada telomerasa, que es capaz de añadir secuencias 

teloméricas distales que permiten mantener la viabilidad celular a pesar de una 

elevada actividad proliferativa.    

Por lo que respecta a la LMC, diversos estudios han demostrado la 

reducción del tamaño de los telómeros de las células leucémicas conforme la 

enfermedad progresa156-159. En concreto, recientemente se ha comprobado que 

el tamaño de los telómeros en los granulocitos de pacientes en fase crónica de 

la LMC es alrededor de 1 kb menor que el de los granulocitos de controles 

sanos159. Esto implicaría que la clona leucémica de la fase crónica ha 

completado 10 divisiones celulares más que los progenitores sanos, dado que 

con cada mitosis se pierden cerca de 100 pares de bases de ADN telomérico. 

Si asumimos además la existencia de un período de latencia de 6-7 años entre 

el fenómeno mutagénico inicial y el diagnóstico de la LMC, se puede deducir 

que durante todo ese tiempo los progenitores malignos habrían realizado entre 

1 y 2 divisiones extra cada año44. No obstante, cabe reseñar que la validez de 

estas estimaciones depende de que no exista actividad telomerasa durante las 

fases iniciales de la LMC, como parece desprenderse de los datos de la 

bibliografía. En cambio, en la CB se observa frecuentemente la sobreexpresión 

de esta enzima, cuya actividad podría contribuir a mantener la integridad 
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celular a pesar del rápido incremento en la actividad mitótica observado en esta 

fase de la enfermedad156.  

Teniendo en cuenta lo anterior, algunos autores han postulado un modelo 

de patogénesis de la progresión de la LMC basado en la importancia de las 

alteraciones en los telómeros cromosómicos. Según este modelo, el tamaño de 

los telómeros de las células leucémicas iría disminuyendo progresivamente a lo 

largo de la evolución de la LMC hasta alcanzar un punto crítico en el cual la 

inestabilidad genómica facilitara la adquisición de alteraciones moleculares 

adicionales al cromosoma Ph. En ese momento, sólo las subclonas Ph-

positivas con actividad telomerasa aumentada podrían continuar dividiéndose 

sin reducción del tamaño de sus telómeros, de forma que la ventaja 

proliferativa de éstas pudiera acabar originando el desarrollo de la CB de la 

LMC44.  

 

b) Disminución de la apoptosis: 

Como ya se comentó en el apartado correspondiente a la patogénesis de la 

LMC en su fase crónica, la proteína BCR-ABL ejerce un efecto inhibitorio de la 

apoptosis celular que está mediado principalmente, aunque no de forma 

exclusiva, por el incremento de expresión de diversas proteínas antiapoptóticas 

de la familia de bcl-2160-162. A su vez, la cantidad de proteína BCR-ABL activa a 

nivel citoplasmático parece guardar relación con el grado de protección frente a 

la muerte celular programada160. Así, el incremento de expresión de BCR-ABL 

que se observa en muchos pacientes conforme la enfermedad progresa podría 

facilitar el desarrollo de una mayor resistencia a la apoptosis celular. Junto a 



 35

ello, la progresiva metilación del promotor de c-ABL a lo largo de la evolución 

de la LMC125,126 podría contribuir también a la desregulación del ciclo celular, al 

comprometer el efecto proapoptótico que la proteína c-ABL (p145) ejerce a 

nivel del núcleo celular. Por otra parte, en la CB se observan con frecuencia 

alteraciones moleculares que conducen a la pérdida de función de genes 

supresores de tumores, como p53109-111 o p16118-121, cuya actividad se relaciona 

con el control del ciclo celular y la inducción de apoptosis en respuesta a las 

lesiones en el ADN.  

 

c) Bloqueo de la diferenciación celular: 

Durante la fase crónica de la LMC la expresión de la proteína BCR-ABL no 

parece influir de forma significativa en el proceso de diferenciación normal de 

los progenitores hematopoyéticos en las distintas líneas celulares. En cambio, 

en la CB dicho proceso está abolido y la proliferación celular conduce a una 

acumulación de las células más inmaduras o blásticas161-163. De lo anterior se 

deduce que los mecanismos implicados en el bloqueo de la diferenciación 

celular que aparece en la CB son probablemente independientes al 

reordenamiento BCR-ABL. Así, distintos autores han postulado que la 

formación de nuevos oncogenes, la elevación en los niveles de citocinas o la 

inactivación de genes supresores de tumores podrían ser los responsables de 

este fenómeno164. En esta línea, un trabajo reciente ha demostrado la 

inactivación postranscripcional de la proteína C/EBPα, principal regulador de la 

diferenciación granulocítica, coincidiendo con la transición de la LMC de la fase 

crónica a la CB mieloide165. Paralelamente, otro grupo ha demostrado que la 
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expresión ectópica de la proteína C/EBPα en una línea celular de CB (KCL22)  

deficiente de dicha proteína es suficiente para inducir la diferenciación 

granulocítica terminal de las células blásticas166. Al comparar mediante 

microarrays el perfil de expresión génico de las células KCL22 transfectadas 

con C/EBPα con el de aquéllas sin vector, se observó que C/EBPα regulaba al 

alza la expresión de genes implicados en la maduración granulocítica (CXCR4, 

TIM) y a la baja la de genes codificadores de factores de transcripción 

involucrados en la proliferación celular (GATA2, MYC)166.         

 Por otra parte, recientemente se ha descrito una nueva alteración 

biológica de las células de la CB: la adquisición de capacidad de 

autorrenovación por parte de los progenitores granulo-monocíticos a través de 

la activación de la vía de la β-catenina167. En general, esta fracción de 

progenitores carece habitualmente de capacidad de autorrenovación, a 

diferencia de lo que ocurre con las stem cells hematopoyéticas. Sin embargo, 

según este trabajo, la activación anómala de la vía de la β-catenina podría 

aumentar la proliferación, impedir la diferenciación y promover la 

autoperpetuación de los progenitores granulo-monocíticos, contribuyendo de 

esa forma a elevar su potencial leucémico.       

 

d) Pérdida de control inmunológico: 

Diversos mecanismos inmunes restringidos o no al complejo mayor de 

histocompatibilidad (CMH) ejercen un importante papel en el control de la clona 

leucémica durante la historia natural de la LMC168. Entre los mecanismos 

dependientes del CMH se encuentra la lisis de células diana por linfocitos T 
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mediante la vía del receptor Fas. Así, en los pacientes con LMC existen 

linfocitos T citotóxicos circulantes anérgicos que pueden ser reactivados ex vivo 

tras su incubación en medios con dosis altas de interleucina-2 (IL-2), de forma 

que actúen de forma selectiva frente a los progenitores de la LMC169. Sin 

embargo, mientras en la fase crónica de la LMC este mecanismo inmunológico 

parece contribuir al control de la enfermedad, las células de los pacientes con 

CB son refractarias a la apoptosis mediada por Fas170,171. Un mecanismo 

alternativo de control inmunológico no restringido por el CHM es el mediado por 

las células NK. De este modo, las células NK activadas con IL-2 pueden 

suprimir de forma selectiva el crecimiento de los progenitores neoplásicos de la 

LMC, respetando a su vez los progenitores benignos172.  Es más, en un estudio 

realizado con líneas celulares de CB de la LMC la sobreexpresión de BCR-ABL 

incrementó la susceptibilidad a la citolisis mediada por células NK173. Con todo, 

en la CB existe una disminución del funcionalismo NK, si bien se desconoce si 

esta alteración contribuye a la progresión de la enfermedad o es tan sólo una 

consecuencia de la misma174-176. 

 

e) Resistencia farmacológica: 

Históricamente, la evolución natural de la LMC a la fase de CB se ha 

caracterizado por el desarrollo progresivo de resistencia a los fármacos 

(busulfán, hidroxiurea, IFN) que permiten controlar adecuadamente la 

enfermedad durante la fase crónica6-8. En general, dicha resistencia está 

mediada por una interferencia con la adecuada distribución e interacción del 

agente citotóxico con las células diana o por una alteración en los mecanismos 
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moleculares implicados en la respuesta celular al daño en el ADN inducido por 

el tratamiento. En esta línea, se ha observado una asociación entre la 

refractariedad al tratamiento quimioterápico de la CB y la sobreexpresión de 

glicoproteína P, molécula implicada en la expulsión de agentes citotóxicos del 

interior celular177. De la misma forma la pérdida de p53, cuya actividad conduce 

al bloqueo del ciclo celular en respuesta al daño en el ADN, se ha relacionado 

con la resistencia farmacológica de una proporción de pacientes con CB108-109. 

A su vez, el efecto de la sobreexpresión de BCR-ABL retrasando la progresión 

del ciclo celular a nivel del punto de control G2/M podría también contribuir al 

desarrollo de resistencias, facilitando la reparación del daño en el ADN inducido 

por los agentes citotóxicos y seleccionando así aquellas subclonas con un 

cariotipo anómalo178.  

En los últimos años se han producido importantes avances en el tratamiento 

de la LMC, entre los que destaca la reciente introducción de una molécula 

capaz de inactivar de forma específica la proteína BCR-ABL, el imatinib 

(Glivec, Novartis). La elevada eficacia y excelente tolerancia demostradas por 

imatinib en los diferentes ensayos clínicos han motivado un cambio radical en 

el enfoque terapéutico de la LMC, de forma que en la actualidad este agente 

constituye el tratamiento de elección para la mayoría de los pacientes179-182. Sin 

embargo, desgraciadamente no todos los enfermos con LMC responden de 

entrada a este tratamiento, mientras que en algunos casos la respuesta es sólo 

transitoria. En este sentido, la frecuencia de resistencias varía en función de la 

fase evolutiva de la LMC y de la definición de respuesta escogida183. Si se 

considera como respuesta únicamente la normalización de los valores 
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hematológicos, el porcentaje de pacientes que presentan resistencia 

hematológica de entrada es inferior al 5% en la fase crónica de la LMC, pero 

aumenta hasta el 66% y el 85% en las fases de aceleración y de CB, 

respectivamente. A su vez, mientras que en la fase crónica menos de un 10% 

de los enfermos que responden al imatinib progresan durante el primer año de 

tratamiento, esta proporción se incrementa hasta casi el 50% en la fase de 

aceleración y a más del 90% en la CB181. De forma resumida, los mecanismos 

fundamentales de resistencia al imatinib referidos en la bibliografía son los 

siguientes: a) las mutaciones del dominio catalítico de BCR-ABL184-186, que 

constituyen el mecanismo más frecuentemente implicado en las resistencias 

adquiridas a este fármaco y cuya consecuencia es la menor afinidad de la 

oncoproteína por el imatinib; b) la amplificación del gen BCR-ABL187, c) la 

inhibición subóptima de la proteína BCR-ABL, debida a la inactivación del 

imatinib en el plasma por la glicoproteína α-1 ácida188 o a la administración de 

dosis infraterapéuticas de imatinib  (< 300 mg/día); y d) la existencia de 

alteraciones citogenéticas adicionales al cromosoma Ph, cuya presencia se ha 

relacionado con la falta de respuesta al imatinib desde el inicio del 

tratamiento183.    
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 Desde hace años se intentan identificar los mecanismos moleculares 

responsables de la progresión de la LMC a su fase final de CB. A pesar de ello, 

poco se sabe hasta el momento del tema, lo que contrasta con el amplio 

conocimiento acerca de la patogénesis de la fase crónica de la enfermedad. A 

este respecto, la adquisición de anomalías cromosómicas (casi siempre 

siguiendo un patrón típico) en la CB sugiere que ésta aparecería como resultado 

de uno o más cambios genéticos y/o moleculares en una subclona de la fase 

crónica. A su vez, serían estas alteraciones moleculares adicionales las 

responsables de la refractariedad al tratamiento que se observa con la 

progresión de la LMC. En este sentido, la reciente introducción con éxito de un 

agente farmacológico capaz de bloquear de forma específica la proteína BCR-

ABL, el imatinib, ha suscitado un enorme interés por conocer las alteraciones 

moleculares que coexisten junto al cromosoma Ph en la clona leucémica de la 

LMC, pues su papel en el eventual fracaso a este tratamiento puede ser crucial.  

Asimismo, parece importante profundizar en la biología molecular de la LMC 

como un primer paso para poder identificar nuevas dianas moleculares que 

puedan ser utilizadas en las futuras estrategias terapéuticas de esta enfermedad. 

Por último, resulta de interés conocer el posible significado pronóstico de las 

distintas alteraciones moleculares adquiridas en la CB, de cara a seleccionar de 

forma óptima el tratamiento en cada paciente. 
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En este contexto, nos planteamos realizar dos trabajos de investigación con 

los siguientes objetivos: 

 

 

a) Determinar la frecuencia de alteraciones genómicas (deleciones y  

metilaciones) del gen supresor de tumores p16 en una serie de 42 

pacientes con LMC Ph-positiva estudiados de forma secuencial en la fase 

crónica y en la de CB. Además, investigar la posible relación de las 

alteraciones del citado gen con las características clínico-hematológicas de 

los pacientes y el pronóstico de la CB. 

 

b) Determinar el patrón de expresión de la proteína antiapoptótica survivina en 

las distintas fases evolutivas de la LMC y analizar las posibles correlaciones 

entre la expresión de survivina, el índice de proliferación celular y el perfil 

clínico de la LMC.    
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3. RESULTADOS  



 44

 

 

 

  

3.1. TRABAJO I: 

ALTERACIONES GENÓMICAS DEL GEN P16 

EN LA PROGRESIÓN DE LA LMC:  

ESTUDIO SECUENCIAL DE 42 PACIENTES 
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3.1.1. RESUMEN 

 Recientemente se han detectado alteraciones del locus INK4A/ARF (9p21) 

en diversas neoplasias hematológicas, incluida la LMC. Este locus parece 

desempeñar un papel fundamental en el control del ciclo celular, debido a que 

codifica la síntesis de dos genes supresores de tumores, p16INK4A y p14ARF.  

Así, p16 bloquea el ciclo celular en la fase tardía de G1, impidiendo la 

fosforilación de la proteína del retinoblastoma (Rb) por el complejo ciclina 

D/cdk4/6. A su vez, la expresión de p14 detiene el ciclo celular en G1 y G2 

mediante su interacción con MDM2, lo que permite la estabilización de p53 en 

el núcleo celular, evitando así su transporte y degradación en el citoplasma. 

Por tanto, las alteraciones genómicas del locus INK4A/ARF pueden interferir 

con dos vías distintas de control del ciclo celular, p16/Rb y p14/p53, cuya 

desregulación podría contribuir a la progresión tumoral. 

 Por lo que respecta a la LMC, se ha descrito la presencia de deleciones 

homocigotas de p16 en una proporción significativa de pacientes con CB 

linfoide mientras que, por el contrario, éstas no se detectan en la fase crónica ni 

en la CB de estirpe mieloide. Con todo, los trabajos publicados al respecto 

presentan una serie de limitaciones metodológicas que impiden establecer 

conclusiones firmes acerca del estado de p16 en la LMC. Así, el número de 

pacientes estudiados es reducido y falta un análisis secuencial del estado de 

p16 en las distintas fases de la LMC. Además, la información disponible acerca 

de las deleciones de p16 se basa en la aplicación de técnicas moleculares no 

cuantitativas, como el Southern Blot o la PCR convencional, con la 

consecuente limitación que ello supone a la hora de detectar deleciones en 
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muestras celulares heterogéneas. Por otra parte, la hipermetilación del 

promotor de p16 no figura entre los mecanismos involucrados en la inactivación 

de este gen en la LMC, si bien el número de casos estudiados hasta el 

momento es muy limitado.  

Por todo ello, el objetivo principal del presente estudio fue analizar 

mediante la técnica de PCR cuantitativa a tiempo real (“real-time” PCR) y de 

PCR convencional semicuantitativa la presencia de deleciones de p16 en una 

serie de 42 pacientes con LMC Ph-positiva estudiados de forma secuencial en 

su fase crónica y en la CB. Además, se determinó el estado de metilación de 

p16 en las distintas fases de la enfermedad y se investigó la posible relación de 

las alteraciones del citado gen con las características clínico-hematológicas de 

los pacientes y el pronóstico de la CB. 

 Los resultados mostraron que 6 de las 21 muestras (29%) de pacientes 

con CB linfoide tenían deleciones homocigotas de p16, frente a la ausencia 

total de éstas en la fase crónica y en la CB mieloide. Se comprobó la buena 

correlación existente (97,8%) entre los datos obtenidos mediante las técnicas 

de PCR cuantitativa a tiempo real y de PCR convencional semicuantitativa, 

observándose discrepancias en tan sólo dos casos. Por otra parte, ninguno de 

los casos analizados presentó hipermetilación del promotor de p16. A su vez, 

no se observó la existencia de un perfil clínico-hematológico característico de la 

CB con deleción de p16, a excepción de su fenotipo linfoide exclusivo. Por 

último, la respuesta al tratamiento y la supervivencia de los pacientes con CB 

linfoide no dependió de la existencia de deleciones de p16. 
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 En conclusión, cerca de una tercera parte de los pacientes con CB 

linfoide tienen deleciones homocigotas de p16, cuya presencia no parece 

asociarse con un perfil clínico característico de la CB ni tiene valor pronóstico. 

La técnica de PCR a tiempo real constituye un método simple y seguro para 

determinar el estado delecional del gen p16.            
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Objective.

 

The molecular abnormalities involved in the progression of chronic myeloid leuke-
mia (CML) are poorly understood. Genetic alterations of the INK4A/ARF locus have been im-
plicated in the lymphoid blast crisis (BC), but sequential studies are not available. The aim of
this study was to contribute to a better knowledge of the status of such locus in the different
phases of CML and to analyze the prognostic significance of its inactivation.

 

Materials and Methods.

 

Sequential assessment by quantitative real-time polymerase chain re-
action (PCR) and conventional semiquantitative PCR of p16 exon 2 deletions was performed
in 42 CML patients in whom paired DNA samples from the chronic phase and the BC were
available. Samples of 10 healthy donors and 30 patients with nonleukemic myeloproliferative
syndromes served as controls. The methylation status of the promoter region of the p16 gene
was also studied by methylation-specific PCR.

 

Results.

 

The concordance rate between the two PCR techniques was 97.8% (87/89). By real-
time PCR, homozygous p16 deletions were found in 6 of 21 patients (29%) with lymphoid BC,
whereas they were not observed in chronic-phase CML nor in 21 myeloid BC patients. Hyper-
methylation of the p16 gene was not detected in any of the lymphoid BC. No specific clinical
profile was associated with homozygous p16 deletions. Therapeutic response and survival did
not significantly differ in p16-deleted and p16 germline lymphoid BC patients.

 

Conclusion.

 

P16 gene deletions are detected in a substantial proportion of lymphoid BC of
CML by quantitative real-time PCR analysis, but this is not associated with any clinico-hema-
tological feature other than lymphoid phenotype and does not influence the patients’ outcome.
Such technique is simple and reliable to assess the p16 gene status. © 2003 International So-

 

ciety for Experimental Hematology. Published by Elsevier Science Inc.

 

Chronic myeloid leukemia (CML) is a myeloproliferative
disorder characterized by the clonal expansion of a pluripo-
tent hemopoietic stem cell containing the Philadelphia (Ph)
chromosome, result of a reciprocal translocation between
chromosomes 9 and 22, whose molecular counterpart is the
BCR-ABL fusion gene [1]. The disease typically follows a
biphasic evolutive course, in which an initial easily con-
trolled chronic phase invariably evolves into a terminal, acute
leukemia-like phase, the blast crisis (BC) of CML, refrac-

tory to treatment [2]. The role of the BCR-ABL oncogene in
the pathogenesis of CML has been demonstrated [3]. How-
ever, although secondary nonrandom cytogenetic abnormal-
ities are observed in 50 to 80% of patients coincidentally
with the appearance of the BC, the underlying molecular
mechanisms responsible for CML progression are poorly
understood [4,5]. In this sense, the phenotypic heterogeneity
of the blast cells in the BC might indicate that different mo-
lecular pathways could operate in its development [5].

Recently, several abnormalities of the human INK4A/
ARF locus (9p21) have been detected in different hemato-
logical malignancies [6,7]. This locus seems to play an im-
portant role in the control of the cell cycle, since it encodes
for two different tumor suppressor genes, p16
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 in mice) [8]. As far as CML is concerned,
p16 abnormalities consist mainly of homozygous deletions,
which have been detected in lymphoid BC but not in the
chronic phase, nor in the myeloid BC [9–12]. This observa-
tion would therefore support a possible implication of the
p16 abnormalities in the pathogenesis of lymphoid BC. How-
ever, before any definitive conclusion can be drawn, several
limitations of the available studies must be taken into ac-
count. Firstly, data on sequential analysis of paired samples
from both the chronic phase and the BC are scarce. More-
over, in most published studies nonquantitative techniques,
mainly Southern blotting and conventional polymerase chain
reaction (PCR) analysis, have been employed, which not
only yield a positive/negative result but also require a high
tumor/normal cell ratio to allow detection of gene deletions.
In this regard, the recent introduction of real-time PCR tech-
niques could represent an important step towards the accu-
rate quantification of the gene status.

The primary aim of the present study was to assess, by
means of a quantitative real-time PCR assay, the possible
existence of deletions of the p16 exon 2 in 42 CML patients
with available paired DNA samples from both the chronic
phase and the BC, in order to contribute to a better knowl-
edge of the status of the INK4A/ARF locus in the different
phases of the disease. To validate the results of quantitative
real-time PCR, a side-by-side comparison analysis was per-
formed with conventional semiquantitative multiplex PCR.
Beside this, the possible prognostic significance of p16 de-
letions for the outcome of BC patients was also analyzed.

 

Materials and methods

 

Patient population, diagnostic criteria, and treatment

 

Forty-two patients diagnosed with BC of Ph
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 CML from July
1988 to October 2001, in whom paired DNA samples were avail-
able from both the chronic phase and the BC, are the subject of the
present study. In 5 patients DNA samples were also available from
the accelerated phase. Twenty-one patients had myeloid BC and 21
lymphoid BC. The diagnosis of the accelerated phase and the BC
was established according to conventional criteria [13,14]. Blast
cell phenotype was determined by immunological studies with ter-
minal deoxynucleotidyl transferase and antibodies specific for the
myeloid, lymphoid, megakaryocytic, and erythroid cell lineages.

Treatment of the chronic phase of CML changed over the years,
reflecting the progresses achieved in the therapy of this disease,
and consisted of busulfan (n 

 

�

 

 8), hydroxyurea (n 

 

�

 

 16), inter-
feron-

 

�

 

 (n 

 

�

 

 13), or allogeneic stem cell transplantation (n 

 

�

 

 5).
Treatment of BC consisted of either oral 6-mercaptopurine (n 

 

�

 

20) [15] or acute myeloid leukemia–like regimens (n 

 

�

 

 1) in pa-
tients with myeloid BC, and vincristine, prednisone, and adriamy-
cin in those with lymphoid BC (n 

 

�

 

 21)[16].

 

Study samples and DNA extraction

 

The mean percentage of blast cells in the BC samples as deter-
mined by morphologic assessment was 50% (range, 15–100%),
and the blast cell population was further enriched with a Ficoll-
Hypaque density gradient separation. DNA samples obtained from

 

peripheral mononuclear cells of 10 healthy donors and three groups of
10 patients each with essential thrombocythemia, polycythemia
vera, and idiopathic myelofibrosis were also analyzed as controls.

Bone marrow or peripheral blood mononuclear cells were iso-
lated by centrifugation over a Ficoll-Hypaque gradient and high-
molecular-weight DNA was extracted by standard methodology as
previously described [17]. Occasionally, DNA was obtained from
slides of bone marrow smears as reported elsewhere [18]. Briefly,
slides were washed once with xylene and then with decreasing eth-
anol concentrations. Afterwards, cells were stripped off the slides
and incubated at 37

 

�

 

C overnight with TE (10 mmol/L Tris-HCl pH
8, 1 mmol/L EDTA), 0.5% Tween-20, and proteinase K (100 

 

�

 

g/
mL). Subsequently, the DNA was extracted by the phenol-chloro-
form method and precipitated in ethanol. Finally, the DNA pellets
were dissolved in 30 

 

�

 

L of TE.

 

Real-time PCR analysis in multiplex format

 

Fifty nanograms of genomic DNA template were used in each re-
action. The sequences of primers and probes for human p16 and

 

�

 

-actin were obtained from Carter et al. [19] and are as follows: p16
exon 2 forward (F): (5

 

�

 

-GGCTCTACACAAGCTTCCTTTCC-3

 

�

 

);
p16 exon 2 reverse (R): (5

 

�

 

-TCATGACCTGCCAGAGAGAACA-
3

 

�

 

); 

 

�

 

-actin F: (5

 

�

 

-AGCGCGGCTACAGCTTCA-3

 

�

 

); and 

 

�

 

-actin
R: (5

 

�

 

-CGTAGCACAGCTTCTCCTTAATGTC-3

 

�

 

). Taqman probe
for p16 (5

 

�

 

-CCCCCACCCTGGCTCTGACCA-3

 

�

 

) was labeled
with FAM, whereas the probe for 

 

�

 

-actin (5

 

�

 

-ATTTCCCGCTCG-
GCCGTGGT-3

 

�

 

) was labeled with VIC, and both probes were syn-
thesized by Applied Biosystems (Foster City, CA, USA). The reac-
tion was performed in a final volume of 25 

 

�

 

L using 200 nM of
each probe and 50 ng/

 

�

 

L of each primer. All the reactions were
performed in the ABI Prism 7700 sequence detection system (Ap-
plied Biosystems) using universal PCR conditions. For each test
sample, PCR was run in duplicate. The target gene copy number in
samples is quantified by measuring the Ct value. Thus, in tumors
with a homozygous deletion of p16 the Ct value will depend on the
proportion of contaminating normal cells present. Since the precise
amount and the quality of genomic DNA used in each reaction are
unknown, 

 

�

 

-actin was used as a reference gene for all samples to
normalize the Ct values for p16 gene. The quantitation was done
by employing a comparative Ct method, using the arithmetic for-
mulas provided by the manufacturer and using DNA from healthy
donors as an endogenous reference.

 

Standard semiquantitative multiplex PCR analysis

 

Deletions of exon 2 of the INK4a/ARF locus were analyzed by multi-
plex PCR using the amplification of 

 

�

 

-actin gene as an internal con-
trol. The primers used for 

 

�

 

-actin were 5

 

�

 

-TCCTTAATGTCACG-
CACGATTTC-3

 

�

 

 and 5

 

�

 

-GTCACCCACACTGTGCCCATCTA-3

 

�

 

,
and the primers for exon 2 of the INK4a/ARF were 5

 

�

 

-CTCTACA-
CAAGCTTCCTTTC-3

 

�

 

 and 5

 

�

 

-CGGGCTGAACTTTCTGTGCTGG-
3

 

�

 

. A “touchdown” PCR strategy for the amplification was used as
previously described [20]. Conditions were: DNA denaturation at
95

 

�

 

C for 5 minutes; four cycles at 94

 

�

 

C for 45 seconds, at 68

 

�

 

C for 1
minute, and at 72

 

�

 

C for 1 minute; four cycles at an annealing tem-
perature of 67

 

�

 

C, and 30 cycles at an annealing temperature of
66

 

�

 

C. PCR products were resolved on a 2% agarose gel. Homozy-
gous deletions were considered when the normalized intensity in
any sample was lower than 20% of the intensity of a normal con-
trol case [21]. In order to confirm the results, each sample with a
suspicion of having a deletion was independently tested at least
three times.
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Cytogenetic and Southern blot analyses

 

To confirm the possible p16 gene deletions detected by real-time
PCR and conventional semiquantitative PCR, those cases suspected to
be homozygously p16 deleted and their paired samples from the
different CML phases were assessed by fluorescence in situ hy-
bridization (FISH) or Southern blot analyses.

FISH studies were carried out on interphase cells using a com-
mercial directly labeled 9 centromere probe (CEP9; Vysis, Down-
ers Grove, IL, USA). The technique was performed as described in
the proceedings supplied by the manufacturer, with a total of 50 to
300 evaluable interphase nuclei being analyzed per sample.

Southern blot analysis was performed from genomic DNA di-
gested with EcoRI and HindIII and analyzed as previously de-
scribed [22]. The p16

 

INK4a

 

 probe used was a 0.8-kb EcoRI-Xho I
fragment of the p16

 

INK4a

 

 cDNA clone. The 

 

�

 

-actin probe was also
used as a loading control. The probes were radiolabeled using a
random primer DNA labeling kit (Amersham Life Science, Buck-
inghamshire, UK) with [

 

�

 

-

 

32

 

P]dCTP.

 

Methylation analysis

 

DNA methylation patterns in the 5

 

�

 

-CpG island of the p16

 

INK4a

 

gene were determined by methylation-specific PCR (MSP) as pre-
viously described [23]. Ten 

 

�

 

L of each PCR reaction were directly
loaded onto nondenaturing 6% polyacrylamide gels, stained with
ethidium bromide, and visualized under UV illumination. To con-
firm the results, each sample was independently tested twice.

 

Statistical analysis

 

The following clinico-hematological features of patients with and
without p16 deletions were compared by means of the Mann-Whit-
ney 

 

U

 

- and Chi-square tests: gender, Sokal’s risk group, length of
chronic phase, treatment for the chronic phase, age at BC diagno-
sis, presence or not of an accelerated phase prior to BC, blast-cell
phenotype of the BC, presence of karyotypic abnormalities in addi-
tion to the Ph chromosome, response to BC treatment, and survival
from BC diagnosis. The survival curves from BC diagnosis of pa-
tients with lymphoid BC showing or not p16 deletions were plotted
by the Kaplan and Meier method [24] and compared by the log-
rank test [25].

 

Results

 

P16 gene analysis in healthy donors and nonleukemic 
myeloproliferative syndromes

 

A dilution test was performed to determine the sensitivity of
the real-time PCR assay using serially diluted DNA from
K562 cells (homozygously p16 deleted). Mixtures ranging
from 2 to 100% of normal cells (germline for p16) relative
to concentrations of K562 cells (homozygously p16 de-
leted) were made. When the Ct value was plotted against the
copy number, a linear correlation was obtained with a corre-
lation coefficient of 0.971 (Fig. 1). The dynamic range ob-
tained was sufficient for clinical application of the assay.
The amount of target, normalized to an endogenous refer-
ence and relative to a calibrator, is given by 2

 

	



 

Ct

 

, where

 

	



 

Ct is the difference in threshold cycles for target and
reference from the samples and the calibrator. On the basis
of the above formula, the absolute median value and range

 

for p16 quantitation of 10 healthy donors were 100 and 67–
303, respectively (Fig. 2). Since our samples were inevita-
bly contaminated with a normal cell component, it was dif-
ficult to determine accurately the threshold value indicating a
homozygous gene deletion. Values below 40 were interpreted
as corresponding to p16 homozygously deleted cases, whereas
it was decided not to consider hemizygous p16 deletions in

Fig. 1. Accuracy of quantitative real-time PCR. A mixture of DNA from
normal donors and from K562 cells (homozygously p16 deleted) at various
ratios was used for quantitative real-time PCR.

Fig. 2. P16 analysis by quantitative real-time PCR: (A) p16 exon 2 amplifi-
cation plots (done in duplicate) for the samples of a healthy donor (arrow)
and the K562 cell line (homozygously p16 deleted); (B) Co-amplification
of a control gene (�-actin).



 

J-C Hernández-Boluda et al./Experimental Hematology 31 (2003) 204–210

 

207

 

the present study because of the low blast-cell purity of some
BC samples. No abnormalities of p16 were detected in any
of the samples from patients with nonleukemic myeloprolif-
erative syndromes (Table 1).

 

P16 gene analysis in 
sequential paired samples of CML patients

 

Table 2 summarizes the p16 status, as determined by real-
time PCR and conventional semiquantitative PCR assays, at
chronic-phase CML and at BC. The overall concordance rate
between the two techniques was 97.8% (87/89). As shown,
no deletions of p16 gene were detected in the chronic phase
or in the myeloid BC as determined by both methods. In
contrast, homozygosity for p16 deletion was observed in 6
out of 21 patients (29%) with lymphoid BC. In two of the
homozygously p16-deleted cases, as detected by real-time
PCR analysis, the estimated p16/

 

�

 

-actin ratio by semiquan-
titative multiplex PCR were slightly higher than the limit
established for a homozygous deletion (one of these sam-
ples had less than 50% blast cells). However, deletions of
the p16 gene were confirmed in the four cases studied by ei-
ther FISH analysis (n 

 

�

 

 2) or Southern blotting (n 

 

�

 

 2), in-
cluding one of the discordant cases. Unfortunately, confir-
matory studies could not be performed in the remaining two
cases due to the lack of material.

With regard to the accelerated phase of CML, a signifi-
cant increase in the p16 DNA number of copies was de-
tected in 3 out of the 5 samples analyzed, with a subsequent
reduction being observed in their respective samples from
BC. No abnormalities of the p16 gene were found in two of
such cases studied by FISH analysis.

 

To determine whether different mechanisms of p16 gene
inactivation could be involved in lymphoid BC cases, the
methylation status of the CpG island in the 5

 

�

 

 region of the
gene was studied by MSP, with hypermethylation of the p16
gene not found in any of the 21 cases.

 

P16 deletions, clinical correlations, and outcome of the BC

 

Patients with germline p16 (n 

 

�

 

 36) were compared for
their main clinico-hematological characteristics with those
with homozygously deleted p16 (n 

 

�

 

 6) (Table 3). As can
be observed, p16 deletions were detected in lymphoid BC
exclusively, with no other specific clinical profile being as-
sociated with such molecular abnormality. The lack of ac-
celerated phase in the patients with deletion of p16 should
be related to the lymphoid phenotype of the BC in such cases,
as has been previously reported [16]. Because of the well-
known better outcome of patients with lymphoid BC as com-
pared with those with myeloid BC, the prognostic impact of
p16 deletions was evaluated separately in the subgroup of
patients with lymphoid BC patients. In this latter subgroup,
3 out of 6 patients with p16 deletion achieved a complete re-
sponse to chemotherapy, vs 8 of the 15 with germline p16
(

 

p

 

 

 

�

 

 NS). No significant difference was observed be-
tween the survival of p16-deleted and p16 germline patients
(

 

p

 

 

 

�

 

 0.8, Fig. 3).

 

Discussion

 

The molecular events underlying the progression of CML
from the chronic phase to the BC remain largely unknown.
Thus, although a broad spectrum of molecular abnormalities
have been reported to occur in the BC, they have been de-
tected in only a minority of patients [5]. Disruption of the
p53 gene, which occurs in 20 to 30% of BC cases, is the ab-
normality most frequently found, being observed in myeloid
BC only [26]. Other abnormalities, such as the amplifica-
tion of the c-myc [27] or EVI-1 genes [28], RAS mutations
[29], inactivation of the RB1 tumor suppressor gene [30], or
methylation of the calcitonin gene [31], are less frequent.

Recently, abnormalities of the INK4A/ARF locus have
been implicated in the pathogenesis of the progression of

 

Table 1.

 

Results of p16 gene analysis by real-time PCR in healthy donors 
and nonleukemic myeloproliferative syndromes

Diagnosis No. of cases Median

 

a

 

Range

Healthy donors 10 100 67–303
Polycythemia vera 10 100 58–228
Idiopathic myelofibrosis 10 123 70–241
Essential thrombocythemia 10 157 91–318

 

a

 

Normalized Ct value

 

Table 2.

 

p16 deletions and chromosome 9 abnormalities in 42 Ph

 

�

 

 CML patients studied sequentially in the different phases of the disease

CML phase
No. of

patients
Real-time PCR
no. of deletions

Semiquantitative PCR
no. of deletions Chr. 9 abnormalities

 

a

 

Chronic phase 42 0 0 0
Accelerated phase 5 0 0 0
Blast crisis

Myeloid 21 0 0 1
Lymphoid 21 6 4 1

 

b

a

 

Other than the 9q

 

�

 

 derivative from the Philadelphia translocation

 

b

 

Homologue p16 allele in germline
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several hematological malignancies [6,7,32], among them
CML [9–12]. Such locus encodes for two different tumor
suppressor genes, both derived from a common exon 2, which
is joined to sequences of alternative first exons (exon 1

 

�

 

and exon 1

 

�

 

 for p16

 

INK4A

 

 and p14

 

ARF

 

, respectively) [33].
P16

 

INK4A

 

 expression blocks the cell cycle at late G1 by in-
hibiting Rb phosphorylation by the cyclin Ds-cdk4/6 com-
plexes, while p14

 

ARF

 

 overexpression induces a cell-cycle ar-
rest in both G1 and G2 by its interaction with MDM2,
stabilizing the p53 protein in the nucleus of the cell by
blocking its cytoplasmic transport and MDM2-mediated deg-
radation [34]. Therefore, genetic alterations of the INK4A/
ARF locus can impair both p16

 

INK4A

 

/Rb and p14

 

ARF

 

/p53
pathways, resulting in dysregulated cell proliferation poten-
tially leading to tumor development or progression.

In the current study, nearly a third of patients with lym-
phoid BC had homozygous p16 exon 2 deletions, which had
been acquired at some time during the progression of CML,
since they were not observed in their matched samples from

the chronic phase of the disease. By contrast, no deletions of
such gene were detected in non-CML myeloproliferative
disorders or in the chronic phase of CML or the myeloid
BC. Besides, inactivation of p16 gene by hypermethylation
of its promoter region was not detected in any of the lym-
phoid BC cases. These results therefore confirm previously
published data suggesting a critical role of INK4A/ARF de-
letions in the pathogenesis of lymphoid BC of CML [9–12].
It should be noted, however, that the present study repre-
sents the largest CML series in which the status of p16 gene
has been analyzed in paired samples from both the chronic
phase and the BC, as well as the first study in which real-
time quantitative PCR analysis has been used to assess p16
gene zygosity in this disease. Previously, Sill et al. [9] de-
tected homozygous p16 deletions in 5 of 10 lymphoid BC
samples studied by Southern blotting and semiquantitative
multiplex PCR analysis, whereas they observed a germline
p16 status in all myeloid BC studied. Similarly, Serra et al.
[10], using a semiquantitative PCR assay, observed ho-
mozygous p16 deletions in 3 of 8 lymphoid BC, but no p16
abnormalities in 9 myeloid BC and 22 chronic-phase CML
samples. In the latter study, however, matched samples
from the chronic and the blastic phases were available in
only 6 patients. By contrast, no inactivation of p16 was ob-
served (either by hypermethylation or by deletion assessed
by Southern blotting analysis) by Herman et al. [11] in
CML patients at any disease stage (11 in chronic phase, 2 in
accelerated phase, and 8 in BC, mostly of myeloid pheno-
type). Finally, Iolascon et al. [12], using a semiquantita-
tive PCR assay, detected homozygous p16 deletions in 1 of
5 lymphoid BC, vs no p16 gene alteration in 10 chronic-
phase and 5 myeloid BC specimens.

Of note, in the present study an increased number of cop-
ies of p16 DNA from patients in the accelerated phase of
CML was observed as compared with their paired samples

 

Table 3.

 

Patient’s main clinical featues at BC presentation according to the status of the p16 gene

Characteristic
p16

deleted (n 

 

�

 

 6)
Germline

p16 (n 

 

�

 

 36)

 

p value

Age (years)a 54 (39–78) 52 (16–76) NS
Gender (M/F) 3/3 21/15 NS
Sokal’s risk groupb NS

Low risk 3 12
Intermediate risk 1 11
High risk 2 12

Length chronic phase (months)a 66.5 (6.1–152.3) 51.2 (5.9–111.9) NS
Accelerated phase 0 10 NS
BC phenotype 0.02

Myeloid 0 21
Lymphoid 6 15

Additional karyotypic abnormalitiesc 3/5 14/28 NS
Survival from BC diagnosis (months)a 6.4 (1.2–10.6) 5.6 (0.1–23.2) NS

aMedian (range)
bNot available in one case
cNo. with abnormally/total no. of assessable patients

Fig. 3. Actuarial survival curves of lymphoid BC according to the sta-
tus of p16.
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from the chronic phase and the BC. One attractive explana-
tion for such findings could be that the molecular mecha-
nisms controlling the cell proliferation might be activated at
that stage of the disease, whereas they are completely over-
come once the BC develops.

In the present study, a high concordance rate was found be-
tween the results obtained by quantitative real-time PCR and
conventional semiquantitative multiplex PCR assays. There
were only two discrepant cases in which homozygous dele-
tions of p16 gene, as detected by real-time PCR, were not con-
sidered so by conventional PCR. In one such case, FISH anal-
ysis was compatible with the presence of p16 gene deletion.
The high amount of contaminating normal cells in the remain-
ing one could have accounted for the discrepancy between
both assays but, unfortunately, additional techniques could not
be performed due to unavailability of adequate material. Nev-
ertheless, these results indicate that both methods have similar
sensitivity and specificity, with real-time PCR analysis being
more convenient for its simplicity and cost effectiveness [35].

Besides their occurrence in lymphoid BC exclusively, no
other clinico-hematological characteristics were associated
with the presence of p16 deletions. In this regard, no abnor-
malities on chromosome arm 9p were seen in the five ho-
mozygously p16 deleted cases in which the G-banded cyto-
genetic studies were informative. Conversely, the single
patient showing loss of one chromosome 9 in lymphoid BC
was found to keep the homologue p16 allele germline. On
the other hand, the presence of p16 deletions did not influ-
ence the response to treatment or the survival of lymphoid
BC patients. This is in contrast with previous observations
in acute leukemia, both myeloid [36] and lymphoid [37], in
which a negative effect of such molecular abnormality on
the patients’ outcome has been reported. However, the rela-
tively small number of lymphoid BC analyzed in the present
study could pose a limitation to the statistical power for de-
tecting differences in the patients’ outcome, therefore pre-
cluding definitive conclusions.

In conclusion, p16 gene deletions are detected in a substan-
tial proportion of cases of lymphoid BC of CML. Such molec-
ular abnormality is not associated with any particular clinico-
hematological feature other than the lymphoid blast-cell phe-
notype and does not seem to influence the patients’ outcome.
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3.2.1. RESUMEN 

 El gen de la survivina, ubicado en 17q25, es un miembro de la familia de 

genes inhibidores de la apoptosis que actúa como inhibidor de la apoptosis y 

regulador de la división celular. En condiciones normales, la survivina es 

prácticamente indetectable en las células de los individuos adultos, si bien 

algunas ellas, como las que conforman el timo, las células endoteliales 

activadas o los progenitores hematopoyéticos CD34+, expresan survivina en 

pequeña cantidad durante la fase de mitosis únicamente. Por el contrario, la 

survivina está sobreexpresada en la mayoría de las neoplasias, en las cuales 

una expresión elevada se asocia en general con una mayor proliferación 

tumoral y un peor pronóstico. El hecho de que la survivina se exprese de forma 

casi exclusiva en células neoplásicas, junto con su contribución al 

mantenimiento de la viabilidad celular, hacen que esta molécula sea una diana 

potencial para el tratamiento del cáncer. 

El objetivo principal de este segundo trabajo fue analizar mediante la 

técnica de PCR cuantitativa a tiempo real el patrón de expresión del gen de 

survivina en una serie de 16 pacientes con LMC Ph-positiva estudiados de 

forma secuencial en las distintas fases evolutivas de la enfermedad. Asimismo, 

se investigaron las posibles correlaciones entre la expresión de survivina, el 

índice de proliferación celular y el perfil clínico de la LMC. 

Los resultados evidenciaron una sobreexpresión significativa de 

survivina tanto en la fase crónica como en la CB de la LMC, en comparación 

con los niveles detectados en granulocitos de donantes sanos. Con todo, los 

niveles de expresión de survivina fueron considerablemente mayores en la CB 
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que en la fase crónica, con una mediana siete veces superior, siendo el 

incremento de expresión más pronunciado en las CB de estirpe mieloide (17 

veces mayor) que en las linfoides (tres veces mayor). Por otro lado, se observó 

un incremento significativo de la proliferación celular en la CB, con una 

mediana de expresión de Ki-67 casi tres veces superior a la de la fase crónica, 

sin registrarse diferencias significativas en función del fenotipo de la CB. A 

pesar de que tanto survivina como Ki-67 experimentaron un incremento de 

expresión en la CB, no se observó una correlación significativa entre ambos 

parámetros. Tampoco se observó una asociación significativa entre los niveles 

de survivina y el perfil clínico-hematológico de la CB. 

Estos resultados sugieren un posible papel de la sobreexpresión de 

survivina en la patogénesis de la progresión de la LMC. Sin embargo, dadas las 

limitaciones derivadas del pequeño tamaño de la serie analizada, será 

necesario extender el estudio de este gen a un grupo más amplio de pacientes 

de cara a determinar su significado pronóstico en la LMC. De confirmarse estos 

datos, la survivina podría pasar a constituir una nueva diana terapéutica para la 

LMC. 
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Abstract
An increase in the proliferation and resistance to apoptosis of leukemic cells has been found in chronic myeloid leukemia
(CML) as the disease evolves from the chronic phase to blast crisis (BC). To contribute to a better knowledge of the
molecular mechanisms involved in such biological abnormality, the expression of the survivin gene was studied by
quantitative real-time polymerase chain reaction (PCR) in the chronic phase of CML and at BC in 16 patients in whom
sequential RNA samples from the 2 phases of the disease were available. Survivin was significantly overexpressed in both the
chronic phase and BC as compared with granulocytes from controls. In BC, survivin expression was 7-fold higher than in the
chronic phase, with such an increase being more pronounced in the myeloid (17-fold) than in the lymphoid cases (3-fold)
(P=0.03). Cell proliferation was significantly increased at BC, with Ki-67 expression being 2.8-fold higher than in the
chronic phase. Despite the overexpression of both survivin and Ki-67 at BC, no significant correlation between their
expression levels was observed. These data support a possible role for survivin overexpression in the pathogenesis of the
progression of CML. However, further studies are required to elucidate the possible prognostic importance of such biological
findings in this disease.
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Introduction

Chronic myeloid leukemia (CML) is a chronic

myeloproliferative disorder characterized by the

clonal expansion of a pluripotent stem cell containing

the Philadelphia (Ph) chromosome, whose molecular

consequence is the formation of the BCR-ABL

fusion gene [1]. The chimeric BCR-ABL protein

derived from this gene has a deregulated tyrosine

kinase activity that plays a central role in the initiation

and maintenance of the disease. CML is generally

diagnosed in the chronic phase and eventually

evolves into an acute leukemia-like condition, the

blast crisis (BC) of CML, characterized by abroga-

tion of the terminal differentiation of the granulocytic

progenitors and by its refractoriness to treatment [2].

The molecular events leading to the progression of

CML are poorly understood. In this sense, the recent

success of therapeutic agents targeted against the

specific genetic alteration of CML [3] has stimulated

research on the molecular abnormalities involved in

the transformation of the disease.

Survivin, mapped to 17q25, is a member of the

inhibitors of apoptosis (IAP) gene family that may

exhibit both functions of apoptosis inhibitor and

regulator of cell division [4]. Survivin expression is

undetectable in most normal adult tissues, whereas it

is frequently overexpressed in human cancers [5].

Recent evidence suggests that survivin may play an

important role in carcinogenesis and tumor progres-

sion [6]. Besides, survivin overexpression has been

identified as an adverse prognostic factor for survival

and response to therapy in several hematological

malignancies [7 – 10]. Both its differential expression
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in tumor cells and its potential implication in

maintaining cancer cell viability point to survivin as

an attractive therapeutic target [6]. However, little

information is available on the status of this gene

expression in CML.

The primary aim of the present study was to

analyse survivin expression by quantitative real-time

polymerase chain reaction (PCR) in 16 CML

patients studied sequentially in the chronic phase

and BC. The potential relationship of survivin

expression with cell proliferation and clinicohema-

tological profile of CML was also examined.

Materials and methods

Patient population, study samples and controls

Sixteen patients diagnosed with BC of Ph-positive

CML from July 1996 to March 2003, in whom

paired RNA samples were available from the chronic

phase and BC, were included in the present study.

Their main clinicohematological characteristics are

shown in Table I. Eight patients had myeloid BC

and 8 lymphoid BC. The diagnosis of BC was

established according to conventional criteria [2].

Blast cell phenotype was determined by immunolo-

gical studies with terminal deoxynucleotidyl

transferase and antibodies specific for the myeloid,

lymphoid, megakaryocytic, and erythroid cell

lineages. Conventional G-banding analysis was

performed on a minimum of 20 metaphases using

short (24 h) cultures without the addition of mito-

gens.

RNA samples were generally obtained from

peripheral blood mononuclear cells isolated by

Fycoll-Hypaque density gradient centrifugation. In

5 BC cases having a low proportion of blast cells in

peripheral blood, bone marrow mononuclear cells

were used as the source for the RNA. The median

percentage of blast cells in the BC samples prior to

density gradient separation, as determined by mor-

phological assessment, was 37% (range 10 – 100%).

RNA samples obtained from granulocytes of 10

healthy donors were analysed as controls.

Real-time PCR analysis

Total RNA from bone marrow or peripheral blood

mononuclear cells was isolated using the guanidi-

nium thiocyanate method (UltraspecTM; Biotecx

Laboratories, Houston, TX, USA). RNA was treated

with DNAse (Ambion, Austin, TX, USA) in order to

eliminate contaminating DNA. cDNA was synthe-

sized with the use of Moloney murine leukemia virus

reverse transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA,

USA) from 1 mg of total RNA and random
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hexamers. The primers and probe used to amplify

and quantify survivin cDNA by real time were

designed using Primer Express software (Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA) and were as

follows: survivin F: 5’-ATT TGA ATC GCG GGA

CCC-3’, survivin R 5’-GAG AAA GGG CTG CCA

GGC-3’ and survivin probe: FAM-5’-CAT GGG

TGC CCC GAC GTT GC-3’-TAMRA. The

primers and the probe were located in a region with

no homology to the EPR-1 gene. Real-time monitor-

ing of PCR amplification of cDNAs was carried out

using Taqman Universal master mix (Applied

Biosystems) using 200 nM of probe and 100 nM of

each survivin primer. Ki-67 was amplified by real-

time PCR using an assay on demand (Applied

Biosystems). Relative quantification of target gene

expression was performed by employing a compara-

tive Ct method using arithmetic formulas as

described in the Taqman user manual. Because the

precise amount and quality of the RNA used in each

reaction were unknown, b-glucoronidase (GUSB)

(Applied Biosystems) was used as a reference gene

for all samples to normalize the Ct values for the

target gene. RNA from granulocytes of healthy

donors was used as a relative calibrator and their

survivin and Ki-67 expression levels were assigned

the value of 1 as an arbitrary unit. All experiments

were carried out in the ABI Prism 7700 Sequence

Detection System (Applied Biosystems).

Statistical analysis

The associations between the patients’ clinicohema-

tological characteristics, survivin gene expression

levels and the cell proliferation index were studied

by means of the Mann –Whitney U- and chi-square

tests. Correlations between survivin and Ki-67

expression and the proportion of blast cells in the

samples were analysed using the Spearman test. All

statistical tests were 2-sided and the significance level

was established at 0.05.

Results

Survivin mRNA expression was significantly higher

in both the chronic phase and BC samples as

compared with that of control granulocytes

(P=0.05 and P=0.0002, respectively). Median

survivin expression with respect to controls was 4.6

(range 0.1 – 39.7) in chronic phase samples and 24.3

(range 0.5 – 282.2) in BC samples (P=0.002).

Although survivin was frequently overexpressed in

the early stages of CML, a strong up-regulation of

the gene expression was found as the disease

progressed to BC. There were no significant differ-

ences in the expression of survivin in BC samples

depending on whether RNA was obtained from

peripheral blood or bone marrow. To further assess

the increase in survivin expression that occurred

during transformation of the disease, each BC

sample was also compared with its paired sample

from the chronic phase. As shown in Figure 1, in BC

the median survivin mRNA expression was 7-fold

higher (range 1 – 82) than in the chronic phase, with

such an increase being more pronounced in the

myeloid (17-fold) than in the lymphoid cases (3-fold)

(P=0.03).

As expected, when the proliferative activity of the

leukemic cells was determined at the different CML

phases by measuring the expression of the cell cycle

marker Ki-67, cell proliferation was significantly

increased at BC, with the median Ki-67 mRNA

expression being 2.8-fold higher (range 0.6 – 17.7)

than that of the chronic phase. Such an increase in

Ki-67 expression was observed irrespective of the BC

phenotype, with the median increase being 2.8-fold

(range 1 – 4.5) and 2.45-fold (range 0.6 – 17.7) in

lymphoid and myeloid BC, respectively (P=0.7).

Despite the frequent overexpression of both survivin

and Ki-67 at BC, no significant correlation between

their expression levels was observed.

Although the number of patients was too small to

draw statistically significant correlations, patients

with high survivin mRNA expression (above the

median value) at the chronic phase did not seem to

differ from the remaining patients with regard to age,

gender or Sokal’s risk score. The former subgroup

had a shorter lapse between CML diagnosis and BC

development (30 vs. 42 months), but such a

Figure 1. Survivin mRNA expression by real-time polymerase

chain reaction (PCR) analysis in paired samples from the chronic

phase and blast crisis (BC) in 16 chronic myeloid leukemia (CML)

patients. The continuous and dotted lines represent the evolution

of lymphoid and myeloid transformations, respectively. RNA

samples from granulocytes of healthy donors were used as a

relative calibrator and their survivin expression levels were assigned

the value of 1 as an arbitrary unit.
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difference did not reach statistical significance. Table

II shows the main characteristics of BC patients

depending on their survivin expression. As can be

seen, 6 of the 8 patients with high survivin expression

at BC also exhibited up-regulation of this gene

expression in their chronic phase samples. However,

no specific clinicohematological or cytogenetic pro-

file was associated with this molecular abnormality.

Of note, a lack of significant correlation was observed

between survivin expression levels and the blast cell

population in the study samples. This was the case

when both parameters were considered as contin-

uous variables (Spearman R= –0.33; P=0.2) and

when survivin levels were categorized into high or

low expression groups (Mann –Whitney U-test

P=0.1) (Table II). Finally, in the single patient

who acquired an isochromosome 17q at BC, survivin

gene overexpression was coincidentally observed.

However, her survivin expression was below the

median value of BC samples taken as a whole.

Discussion

Diminished programmed cell death plays a critical

role in the initiation, progression and drug resistance

of human malignancies. As far as CML is concerned,

BCR-ABL gene expression is responsible for the

activation of several anti-apoptotic pathways that are

directly involved in the pathogenesis of the disease

[11]. Thus, the BCR-ABL oncoprotein constitutively

triggers the PI(3)K/Akt pathway, which ultimately

results in an increased expression of the anti-

apoptotic BCL-2 protein [12]. In addition, the

BCR-ABL-mediated activation of STAT5 also in-

creases the resistance to apoptosis via elevation of the

BCLx levels [13]. As CML progresses to BC, the

resistance of the leukemic cells to apoptosis has been

shown to increase significantly, with such alteration

being attributed to the overexpression of BCR-ABL

that frequently occurs in the advanced stages of the

disease [14]. However, decreased apoptosis alone

does not sufficiently account for the typical clinico-

hematological features of BC, characterized by its

aggressive acute leukemia-like clinical behavior. In

this sense, an increase in the leukemic cell prolifera-

tion has also been observed during disease

transformation [15]. Despite evidence that several

oncogenes and tumor suppressor genes are involved

in the progression of CML, the underlying molecular

mechanisms responsible for the aforementioned

biological abnormalities of BC are incompletely

understood.

In the above context, the finding of a consistent

up-regulation of the survivin gene expression at BC

in the present study is of note. On average, survivin

expression levels were 7-fold higher in BC samples as

compared with their paired samples from the chronic

phase. Interestingly, although the increase in survivin

expression was more pronounced in myeloid BC,

such an alteration was observed irrespective of the

BC phenotype. This finding is in contrast to the

relative blast cell lineage specificity observed in other

molecular abnormalities of BC [16]. Recently, the

expression of survivin has been shown to be higher in

adult bone marrow CD34+ cells than in CD34 –

cells, whereas it was barely detectable in peripheral

blood mononuclear cells [17]. In consequence, the

increased survivin expression at BC could be

attributed to the higher proportion of immature cells

observed at this phase of the disease. However, such

Table II. Patients’ main clinical features at blast crisis (BC) presentation according to the survivin expression status*.

High expression Low expression

Characteristic (n=8) (n=8) P value

Age (years)** 54 (39 – 78) 52 (16 – 76) NS

Gender (M/F) 3/5 5/3 NS

Sokal’s risk group NS

Low risk 2 4

Intermediate risk 3 3

High risk 3 1

Length chronic phase (months)** 35 (3 – 112) 44 (6 – 86) NS

Accelerated phase 2 2 NS

BC phenotype

Myeloid 5 3

Lymphoid 3 5

Blast cell population (%) 21 (10 – 75) 50 (13 – 100) NS

Additional karyotypic abnormalities*** 3/6 2/6 NS

High survivin expression at chronic phase 6 2 NS

*The median value of the survivin/GUSB ratios at BC was used to create 2 subgroups (high and low expression groups).

**Median (range).

***Number with abnormality/total number of assessable patients.
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a hypothesis is challenged by the lack of correlation

between blast cell percentage and survivin expression

observed in the present study, as well as by the trend

to higher survivin levels in myeloid than in lymphoid

BC, despite the higher degree of marrow blast cell

infiltration in the latter cases [18]. Nevertheless, the

small number of cases in the present study could

pose a limitation to definitively excluding individual

variability in survivin expression, which may hamper

the detection of a possible correlation between the 2

parameters. Taken together, the present results

further extend the number of malignancies in which

the survivin gene is overexpressed [6] and suggest a

possible implication of survivin in the increased

viability and proliferation of the leukemic clone

observed as CML progresses to BC.

The molecular basis for the overexpression of

survivin in the progression of CML warrants further

investigation. Survivin is expressed in the G2-M

phase in a cell cycle-regulated manner and its

interaction with the mitotic spindle apparatus is

essential for its anti-apoptotic function [19]. Recent

evidence suggests that the differential expression in

neoplastic vs. normal tissues is largely controlled at

the level of gene transcription [20]. In this regard,

several molecular abnormalities have been implicated

in the deregulation of survivin gene expression,

including amplification of the survivin locus

(17q25) in neuroblastoma [21], demethylation of

survivin exon 1 in ovarian cancer [22], and loss of

wild-type p53 in leukemia cells [23]. The latter

mechanism deserves special consideration in CML,

as abnormalities of the p53 gene can be detected in

20 – 30% of BC patients, particularly in those with

the myeloid phenotype. In this sense, it is of note that

the single patient in the present series who acquired

an isochromosome 17 (i.e. loss of at least one p53

copy) at BC diagnosis also showed up-regulation of

survivin gene expression, despite belonging to the

low expression subgroup of patients.

The overexpression of survivin has been associated

with refractoriness to therapy and shorter survival in

several cancers, including acute leukemias and B-cell

lymphomas [7 – 10]. However, controversial results

have been reported on the prognostic significance of

survivin expression in acute myeloid leukemia

(AML). Thus, whereas in the study by Adida et al.

[8], including 125 AML patients, survivin expression

was found to be an independent negative prognostic

factor for survival, a more recent study of 116 cases

reported by the same authors failed to find any

impact of survivin expression on patient outcome

[24]. The reason for the detrimental influence of

survivin expression on the outcome of cancer

treatment has largely been related to the survivin-

mediated inhibition of the downstream effector

caspase-3 and -7 in cells receiving apoptotic stimuli,

such as chemotherapy [25]. However, recent experi-

ments have shown that the overexpression of survivin

may also promote tumor cell proliferation and

maintain cancer cell viability, the latter effect by

preserving mitotic spindle stability and dynamics

against microtubule toxins [26]. In this context, it

must be remarked that in the current study, no

significant correlation between survivin expression

and proliferative activity of the leukemic cells was

observed, despite the fact that both survivin and

Ki-67 were usually overexpressed at BC. This finding

might reflect the existence of additional molecular

mechanisms responsible for the increased prolifera-

tion seen at BC of CML or, alternatively, be a

consequence of the lack of statistical power due to

the small size of the series.

In conclusion, the survivin gene is strongly over-

expressed in BC of CML. Such a molecular

abnormality does not seem to be associated with

any particular clinicohematological characteristic of

BC and no significant correlation between survivin

expression levels and the proliferative activity of the

leukemic cells at BC was found. Further studies are

required to elucidate the possible prognostic im-

portance of survivin gene overexpression in CML,

which, if confirmed, would make survivin a potential

target for developing novel treatment strategies for

this disease.
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  Los trabajos que conforman la presente tesis han permitido ampliar el 

conocimiento acerca de una serie de alteraciones moleculares (deleción de 

p16, sobreexpresión de survivina) que se asocian frecuentemente con la 

progresión de la LMC a la fase de CB. Además, el hecho de que la práctica 

totalidad de los pacientes incluidos en los distintos trabajos hayan sido 

diagnosticados y tratados de forma homogénea en una única institución ha 

permitido correlacionar dichas alteraciones con las principales características 

clínico-hematológicas de la enfermedad. La asociación existente entre las 

anomalías descritas y el desarrollo de la CB sugiere su posible implicación en la 

patogénesis de la progresión de la LMC, hipótesis que debe ser confirmada, no 

obstante, en modelos experimentales. 

 
El primero de los trabajos de la presente tesis abordó el análisis del 

estado del locus INK4A/ARF en la LMC. En concreto, se estudió la posible 

inactivación de p16 mediante deleción (del exón 2) o hipermetilación (del 

promotor) en una serie de 42 pacientes con LMC Ph-positiva estudiados de 

forma secuencial en las distintas fases de la enfermedad. La importancia de 

este trabajo radica fundamentalmente en tres aspectos: a) el tamaño de la 

muestra, dado que se trata de la serie más amplia de pacientes con LMC en 

que se ha analizado el estado de p16; b) la selección de los pacientes pues, a 

diferencia de otros estudios, en éste se incluyeron únicamente aquellos 

enfermos con material genético disponible tanto de la fase crónica como de la 

CB, lo que permitió realizar un análisis secuencial; y c) la tecnología aplicada, 

al emplear para el estudio de las deleciones de p16 una técnica de reciente 

introducción, la PCR a tiempo real.  
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El hallazgo más importante del trabajo fue la detección de deleciones 

homocigotas de p16 en alrededor de un tercera parte de los pacientes con CB 

linfoide, frente a la ausencia total de éstas en la fase crónica o en las CB de 

fenotipo mieloide. Estos resultados son similares a los referidos en series 

previas de menor tamaño118-121 y confirman que la inactivación del gen p16 por 

deleción del exon 2 es la anomalía molecular adquirida más frecuente de la CB 

linfoide. Por el contrario, no se observó hipermetilación del promotor de p16 en 

ninguno de los casos analizados en nuestra serie, de forma análoga a lo 

comunicado por otros autores120.  

 Teniendo en cuenta lo anterior, cabría postular el posible papel de las 

deleciones homocigotas del locus INK4A/ARF en la patogénesis de la 

progresión de la LMC a la CB de estirpe linfoide, al igual que se ha sugerido en 

otras neoplasias hematológicas117. De hecho, las deleciones del exón 2, común 

a los genes p16 y p14, interfieren con dos vías distintas de control del ciclo 

celular, p16/Rb y p14/p53, cuya desregulación podría contribuir a la progresión 

tumoral. Así, p16 bloquea el ciclo celular en la fase tardía de G1 impidiendo la 

fosforilación de la proteína del retinoblastoma por el complejo ciclina 

D/cdk4/6123. A su vez, la expresión de p14 detiene el ciclo celular en G1 y G2 

mediante su interacción con MDM2, lo que permite la estabilización de p53 en 

el núcleo celular evitando así su transporte y degradación en el citoplasma124. 

En este sentido, la deleción de p14/ARF en la CB linfoide podría tener su 

equivalente funcional en la mutación de p53 en la CB mieloide, ya que la 

consecuencia de ambas es la pérdida de actividad de p53. No obstante, ARF 

parece tener también efectos independientes de p53, que podrían contribuir al 
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fenotipo de las células proliferantes de la CB linfoide189. Con todo, la 

confirmación del papel de la inactivación de estos genes en la patogénesis de 

las neoplasias linfoides ha venido de la mano de diversos estudios 

experimentales en el modelo murino. Así, por ejemplo, se ha comprobado que 

los ratones transgénicos con deleción de p16 y p19 (p14 en humanos) 

(p16INK4A-/-/p19ARF-/-) adquieren una mayor susceptibilidad para desarrollar 

determinadas neoplasias, principalmente linfomas y leucemias linfoides de baja 

penetrancia190.   

Otro aspecto abordado en el trabajo fue la comparación de los 

resultados del análisis de las deleciones de p16 mediante las técnicas de PCR 

cuantitativa a tiempo real y PCR convencional semicuantitativa. De forma 

llamativa, se pudo comprobar la excelente correlación existente entre los 

resultados obtenidos con ambas técnicas, detectándose discrepancias en tan 

sólo dos ocasiones. En concreto, se trató de dos casos en que p16 parecía 

estar delecionado en el análisis con la PCR a tiempo real e indemne mediante 

la PCR convencional: únicamente uno de ellos pudo estudiarse con una técnica 

alternativa, FISH, confirmándose la existencia de una deleción homocigota de 

p16. Posiblemente la causa de las discrepancias observadas fue la elevada 

proporción de células contaminantes no blásticas en las muestras analizadas. 

De cualquier forma, los resultados sugieren una sensibilidad y especificidad 

similar de ambos métodos, lo que favorecería la utilización de la PCR a tiempo 

real por su mayor sencillez y mejor coste-eficacia. 

Para acabar, cabe decir que no se pudo determinar un perfil clínico-

hematológico característico de la CB con deleción de p16, a excepción de su 
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fenotipo exclusivamente linfoide. Tampoco se observaron diferencias 

significativas en la respuesta al tratamiento y la supervivencia de los pacientes 

con CB linfoide según tuvieran o no deleciones de p16, si bien el número de 

casos estudiados no permite establecer conclusiones definitivas.  

 

En el segundo trabajo de la tesis nos planteamos analizar la expresión 

del gen de survivina en las distintas fases evolutivas de la LMC. En esta 

ocasión, el número de pacientes incluidos en el estudio fue relativamente 

pequeño (sólo 16), pero el interés del trabajo residía en ser el primero en 

aportar información acerca del estado de este gen en la LMC. 

Los resultados evidenciaron de forma concluyente la sobreexpresión de 

survivina tanto en la fase crónica como en la CB de la LMC, extendiendo así la 

lista de neoplasias en que este gen se encuentra desregulado. Junto a ello, se 

comprobó que la expresión de survivina era mucho mayor en la CB, con unos 

niveles hasta siete veces superiores a los registrados en la fase crónica. Con 

respecto a este punto, se estudió la posibilidad de que los niveles elevados de 

survivina en la CB guardaran relación con la mayor proporción de células 

inmaduras presentes en esta fase de la enfermedad, pues se sabe que en 

condiciones fisiológicas la survivina se expresa en pequeña cantidad en los 

progenitores hematopoyéticos CD34+. Sin embargo, los resultados del trabajo 

descartaron esta hipótesis, al no observarse correlación entre los niveles de 

survivina y el porcentaje de blastos de las preparaciones y, además, detectarse 

una mayor expresión de survivina en las CB mieloides que en las linfoides, a 

pesar de que en estas últimas el grado de infiltración por células blásticas era 
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superior. Con todo, una observación de interés fue precisamente el hecho de 

que la sobreexpresión de survivina se registrara tanto en las CB mieloides 

como en las de estirpe linfoide, lo que sugiere que esta anomalía molecular no 

es específica de una determinada línea celular, a diferencia de lo que ocurre 

con otras alteraciones adquiridas en la CB, como las mutaciones de p53 (más 

frecuentes en las CB mieloides) o las deleciones de p16 (exclusivas de las CB 

linfoides).  

Por tanto, de lo anterior se deduce la posible implicación de la 

desregulación del gen de survivina en la patogénesis del mantenimiento y 

progresión de la LMC. De hecho, este gen se ha identificado recientemente 

como un miembro más de la familia de inhibidores de la apoptosis191, cuya 

sobreexpresión parece contribuir a la patogénesis del cáncer humano192. Así, el 

gen de survivina codifica la síntesis de una proteína intracelular con capacidad de 

inhibir la apoptosis, mediante la interacción con la caspasa 9, y de desempeñar 

además un papel relevante en la fase de mitosis del ciclo celular, preservando el 

adecuado funcionamiento microtubular. La survivina se expresa habitualmente en 

los tejidos fetales, pero resulta indetectable en la práctica totalidad de los tejidos 

de los individuos adultos, excepto en las células tímicas, células endoteliales 

activadas y progenitores hematopoyéticos CD34+, donde se expresa en pequeña 

cantidad durante la fase de mitosis. Por el contrario, la survivina está 

sobreexpresada en la mayoría de las neoplasias en que se ha estudiado, 

ocupando en un estudio reciente el cuarto puesto entre los tránscritos más 

frecuentemente sobreexpresados en los cánceres humanos193. Por ello, se ha 

postulado un mecanismo patogenético común a múltiples neoplasias humanas 
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consistente en la recuperación de la capacidad de síntesis de survivina perdida 

tras el período fetal, lo que posiblemente contribuiría al mantenimiento de la 

viabilidad y capacidad proliferativa de las células tumorales.  

Quedan por dilucidar los mecanismos implicados en la desregulación del 

gen de survivina en la LMC. En este sentido, estudios recientes han sugerido 

que la sobreexpresión de survivina en las células neoplásicas se debe 

principalmente a una desregulación de los mecanismos de transcripción de 

este gen193. Así, entre las alteraciones que se han involucrado en dicho 

proceso se encuentran la amplificación del gen de survivina en el 

neuroblastoma, la desmetilación selectiva de su promotor en el cáncer de 

ovario y la inactivación de p53 en las células leucémicas192. Este último 

mecanismo es el que merece más atención en la LMC, dada la elevada 

frecuencia de alteraciones de p53 en los pacientes con CB. A este respecto, 

distintos grupos han demostrado la supresión de la transcripción de survivina 

mediada por la activación de p53 en respuesta al daño en el ADN, lo que 

podría contribuir, al menos en parte, a los mecanismos de apoptosis celular 

dependientes de p53195,196. En nuestro estudio, el único paciente con un i17q 

(por tanto, con inactivación de al menos un alelo de p53) mostró 

sobreexpresión de survivina, pero con niveles por debajo de la mediana de 

expresión del conjunto de CB. De cualquier forma, la relación entre los genes 

p53 y survivina en la LMC debe examinarse con profundidad en próximos 

estudios. 

Por último, la sobreexpresión de survivina no se asoció con un perfil 

clínico característico de la CB. A su vez, el limitado tamaño de la serie impidió 
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estudiar su valor pronóstico en esta enfermedad. No obstante, es improbable 

que pueda llegarse a determinar con precisión el valor pronóstico de la 

sobreexpresión de survivina en la CB de la LMC, en vista de los resultados 

controvertidos referidos en series extensas de pacientes con leucemia aguda 

mieloblástica. Así, mientras en un estudio francés que incluyó 125 pacientes197 

la expresión de survivina constituyó un factor pronóstico desfavorable para la 

supervivencia, en un estudio más reciente americano con 116 casos no se 

confirmó este supuesto198. De cualquier forma, el hecho de que la 

sobreexpresión de survivina sea un fenómeno selectivo de las células 

neoplásicas que puede potencialmente contribuir a su viabilidad y capacidad 

proliferativa resulta suficiente para estimular el desarrollo de agentes 

terapéuticos capaces de bloquear de forma específica esta molécula. 

  

A modo de conclusión, trataré de definir un modelo teórico de la 

patogénesis de la progresión de la LMC basado en la revisión de la bibliografía 

y en los resultados obtenidos en los trabajos de esta tesis. Según este modelo, 

la actividad de la oncoproteína BCR-ABL, fundamental en el desarrollo y 

mantenimiento de la fase crónica de la LMC, desempeñaría también un papel 

relevante en la progresión de la enfermedad, al facilitar la acumulación de 

alteraciones citogenéticas y moleculares adicionales responsables de la 

disminución de la apoptosis celular, el incremento de la actividad proliferativa y 

el bloqueo de la diferenciación celular presentes en la CB. De hecho, BCR-ABL 

parece contribuir a la inestabilidad genómica de las células proliferantes de la 

LMC, mediante su interferencia con los mecanismos de reparación del ADN y 
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su efecto promotor de la supervivencia de clonas leucémicas con alteraciones 

genéticas secundarias. De esta forma, en un momento dado de la evolución de 

la LMC se produciría una anomalía molecular crítica en alguna de las células 

proliferantes, cuya expansión clonal daría origen a la CB. Por lo general, dicha 

anomalía suele afectar a genes que codifican proteínas nucleares relacionadas 

directa o indirectamente con los mecanismos de regulación de la transcripción 

génica, lo que parece razonable, si se considera que el desarrollo de 

mutaciones adicionales en las vías de transmisión de señal citoplasmáticas 

activadas por BCR-ABL no supondría, en principio, ninguna ventaja sustancial 

para la clona proliferante. Por otro lado, parece que entre las anomalías 

adquiridas de la CB predominan aquellas que resultan en una pérdida de 

función de genes supresores de tumores sobre las que involucran a 

oncogenes. En este sentido, la inactivación genética o funcional del gen 

supresor de tumores p53 constituiría la alteración molecular más importante de 

la CB, tanto por su frecuencia como por sus implicaciones en la biología 

celular. Así, entre los mecanismos involucrados en la pérdida de función de p53 

se encontrarían las mutaciones del gen y las deleciones de 17p como 

consecuencia de la formación del i17q, presentes en un 20-30% y un 15% de 

las CB, respectivamente, sobre todo en aquellas de fenotipo mieloide, así como 

la inactivación funcional de p53 por deleción de p14, anomalía esta última 

observada en hasta un tercio de las CB linfoides. Por otro lado, la anomalía 

molecular adquirida más frecuente de la CB linfoide sería la deleción 

homocigota del exón 2 del locus INK4A/ARF, en la cual se pierden los genes 

supresores de tumores p16 y p14, lo que podría contribuir a la desregulación 
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de dos vías distintas de control del ciclo celular, p16/Rb y p14/p53. Por último, 

existirían una serie heterogénea de alteraciones moleculares que se han 

implicado también en la patogénesis de la CB de la LMC, como son la 

hipermetilación de c-ABL, la sobreexpresión de c-myc y la activación de la 

telomerasa o de la vía de la β-catenina. En este sentido, queda por confirmar si 

la sobreexpresión de survivina desempeña un papel relevante en el 

mantenimiento de la viabilidad y la capacidad proliferativa de las células 

blásticas de la LMC. De cualquier forma, el perfil biológico de las células de la 

CB es bastante constante, sea cual sea el tipo de anomalía molecular 

secundaria, caracterizándose por una proliferación elevada independiente de 

los factores de crecimiento y una pérdida de diferenciación celular. A este 

respecto, cabe mencionar que el trastorno de la diferenciación celular de la CB 

podría ser consecuencia tanto de la elevada proliferación celular de los 

progenitores inmaduros como de la presencia de alteraciones secundarias de 

genes implicados en la regulación de la diferenciación, tales como la 

sobreexpresión de EVI-1 o la inactivación de C/EBPα.        
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1. Una tercera parte de los pacientes con CB linfoide de la LMC presenta 

deleciones homocigotas del gen supresor tumoral p16, cuya presencia 

no parece asociarse a un perfil clínico característico de la CB ni tiene 

valor pronóstico. Dado que esta alteración molecular no se detecta en la 

fase crónica ni en la CB mieloide, cabría especular acerca de su posible 

implicación en la patogénesis de la progresión de la LMC a la CB de 

fenotipo linfoide. Por otra parte, la técnica de PCR a tiempo real 

constituye un método simple y seguro para determinar el estado 

delecional del gen p16.  

 

2.  El gen de survivina está sobreexpresado tanto en la fase crónica de la 

LMC como en la CB. Sin embargo, los niveles de expresión de survivina 

son hasta siete veces superiores en la CB que en la fase crónica. La 

sobreexpresión de survivina se registra tanto en la CB de estirpe 

mieloide como en la linfoide, lo que apunta a que esta anomalía no es 

específica de una determinada línea celular, a diferencia de lo que 

ocurre con otras alteraciones moleculares adquiridas en la CB. Por 

tanto, estos resultados amplían la lista de neoplasias en que la survivina 

se encuentra desregulada y sugieren una posible implicación de la 

sobreexpresión de survivina en la patogénesis del mantenimiento y 

progresión de la LMC.  
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