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ANTECEDENTES

Amplificacion de CEBPA

La elucidacion de la secuencia del gen CEBPA ya ha sido realizada por varios autores. En
este proyecto de tesis se utilizardn las condiciones de PCR ya publicadas en articulos
cientificos y se instituiran nuevas condiciones y modificaciones pertinentes para poder
realizar la amplificacion y secuenciacion en el laboratorio. En el articulo de Ahn, J. et al del
2009, se describen 4 sets de iniciadores para una secuenciacion directa de CEBPA, como
se aprecia en la Figura 8. Estos iniciadores son los que se tomaron en primera instancia para
este proyecto.
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Figura 8. Representacion esquematica de los iniciadores para secuenciacion

directa en CEBPA.
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Thomas Pabst y su grupo de investigacion fueron los pioneros en la secuenciacion de
este gen, publicando varios articulos como éste: “Dominant-negative mutations of CEBPA,
encoding CCAAT/enhancer binding protein-o (C/EBPa), in acute myeloid leukemia”®.
Debido al éxito que tuvieron, se tomaron los mismos iniciadores para otros articulos como
el de Lin, L. et al, 2005

Partiendo de la efectiva amplificacion del gen CEBPA en dichos articulos, se
pretende demostrar que hasta ahora, la secuenciacion es el método mas efectivo para
detectar las mutaciones en dicho gen (debido a que no se ha determinado una en
especifico), y asi poder establecer el estado pronostico del paciente. No se ha instituido esta
prueba de deteccién de mutaciones como parte del diagnostico rutinario, por lo que seria
ideal optimizarla para darle un uso préactico posterior. El tratamiento de los pacientes con
LMA debe ser basado en esquemas individualizados con marcadores moleculares. Ademas
de esto, se pretende determinar la incidencia de las diversas mutaciones de CEBPA y
asociarlas a las translocaciones analizadas, lo cual, aunque ya se estudia en la actualidad,

requiere de mayor investigacion.

Metodos de diagnostico existentes

En décadas pasadas, cualquier diagnostico de leucemia era sindénimo de una fatalidad
pronta debido a la falta de tratamientos especificos. Pero hoy en dia, las nuevas técnicas
han proporcionado un mejor conocimiento de esos eventos moleculares, especialmente en
el caso de LLA, donde ya se ofrecen altos porcentajes de remision completa (sobre todo en
nifios) y supervivencia libre de enfermedad (SLE)?. El avance en el conocimiento de la
genética molecular en los dltimos 15 afios ha permitido la identificacion de cientos de
mutaciones y/o reordenamientos de genes, que reflejan la heterogeneidad de la enfermedad.
Esto ayuda a establecer mejor el prondstico de la enfermedad y a identificar dianas o

blancos moleculares®.

Hay diversos métodos para el diagnostico de las mutaciones en CEBPA, como el
analisis de fragmentos de DNA, los métodos de hibridacion con sondas de fluorescencia y
la secuenciacion. El anélisis de fragmentos presenta algunas limitaciones debido a que no

contempla todo el gen CEBPA y ya que las mutaciones estan dispuestas a lo largo de todo
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el gen (o al menos la parte que codifica para la proteina), no funciona adecuadamente.
Ademas el anélisis de fragmentos basado en el tamafio no puede distinguir sustituciones de
base, lo cual es un detalle importante ya que se reporta que 18 al 44% de las mutaciones en
CEBPA son de este tipo; solo puede detectar los cambios en longitud de DNA debido a una
mutacioén de insercion o delecion. Una PCR comin o una mdaltiplex tampoco podria
distinguir lo anteriormente mencionado y ademas no seria Gtil porque las mutaciones estan
localizadas en regiones distribuidas a lo largo de la secuencia (aunque sin embargo,
localizadas), por lo cual se requeririan mas de 3 pares de iniciadores para detectarlas'®. El
andlisis de cariotipo es completamente impractico para estos casos, puesto que no se trata
de mutaciones que ocasionen translocaciones y puedan ser distinguidas en un microscopio.

Ademas el analisis citogenético es muy laborioso*®.

La secuenciacion directa es necesaria para detectar las mutaciones de sustitucion. Las
técnicas de hibridacion son dtiles pero es dificil detectar la mutacion en cuestion, ya que
tiene mejor utilidad para translocaciones, deleciones y anormalidades numericas; en el caso
de las mutaciones CEBPA, no se conoce con certeza la ubicacion de la mutacion en
cuestion, por lo que no se pueden prefabricar sondas para ello. Los analisis de truncacién de
proteinas (PTT) podrian ser de utilidad en el gen CEBPA, debido a que las mutaciones en la
region N-terminal producen una proteina truncada, pero no serviria en el caso de
mutaciones en la regién C-terminal®®. EI SSCP (Polimorfismo de Conformaciones
Monocatenarias) logra indicar que hay una mutacion y se puede observar por medio del
corrimiento de geles de electroforesis (el cambio de conformacién de la hebra simple

mutada ocasiona una migracién mas lenta) pero no se sabe en cuél nucleétido ocurre®.

Otros métodos de analisis son los microarreglos o la determinacion de perfiles
genéticos donde se pueden establecer relaciones entre la expresion de miles de genes (con
hibridaciones multiples que se realizan en un solo tiempo) prediciendo efectivamente
algunos subtipos y perfiles de LMA, definidos por sus fenotipos y genotipos®**. Estos
pueden determinar la actividad transcripcional y estimar frecuencia de mutaciones con una
hibridacién especifica a sondas basadas en mutaciones 0 SNPs conocidos™. Esto ha
mostrado una alta efectividad, pero también presenta un alto costo por lo que ain no es

viable para la mayoria de la poblacion. Los microarreglos para detectar la metilacion del
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DNA se utilizan para detectar alguna alteracion o metilacién aberrante (regulacién
epigenética de la expresion de genes) que puede ocasionar el desarrollo de una LMA. Otros
métodos incluyen la citometria de flujo para detectar marcadores como algunos receptores,
por ejemplo, CXCR4 (expresado en LMA) .

Algunas de las técnicas mencionadas son poco especificas, mientras que otras son
muy laboriosas 0 muy costosas, por lo cual se ha recurrido a la secuenciacion como medio
para la deteccién de mutaciones en el gen'®. La secuenciacion sigue siendo el método mas
efectivo para el diagndstico de mutaciones en CEBPA. Idealmente los paneles de analisis
para mutaciones genéticas deben ser precisos, rapidos, baratos y automatizados. La
secuenciacion no es una prueba econdmica, pero al menos lo es mas que los microarreglos.
Aunque la secuenciacion no es siempre el método mas sensible o eficaz, permite el analisis
inmediato y detallado y rapido de fragmentos amplificados por PCR que constituyen todo

un gen.

Secuenciacion

La secuenciacion, descrita muy brevemente, ha sido perfeccionada a través de los afios. Se
comenzd con la generacion de cadenas de distinto tamafio en 1977, es decir el método
quimico (degradacién quimica) de Maxam y Gilbert. Por este método rompian cadenas de
DNA de cadena sencilla marcadas radiactivamente con reacciones quimicas especificas
(para idenditicar las 4 bases) y luego las evaluaban en geles de electroforesis y subsecuente
autorradiografia. Luego se prosiguié con el método enzimatico o de sintesis de Sanger. En
el método original se incluia cierta cantidad de dideoxinucleétidos sin extremo 3"OH libre.
Estos, al incorporarse en la cadena de DNA, acaban con la elongacion de la misma
formando una mezcla de cadenas de diferente longitud y luego las evaluaban como en el

método anterior.

La secuenciacion consta de algunas etapas béasicas como el marcado, donde las
moléculas son transformadas por un marcado radiactivo o fluorescente. Después llega el
paso de separacion en donde se genera una serie de cadenas sencillas de DNA marcadas de

diferentes tamafios. Las longitudes de dichas cadenas se diferencian en una sola base, lo
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cual al analizarlo resulta en que se puede leer todo el DNA ya que cada una de las cadenas
indica como va avanzando la secuencia por nucleétido. A continuacién se realiza una
electroforesis. De esta manera se puede observar una imagen de bandas donde la longitud
varia en un Unico nucledtido. Se aprecia en forma de una escalera de bandas ordenadas
seglin el nucleétido que va truncando la secuencia®.

La secuenciacion automatizada es basicamente una electroforesis capilar en donde
capilares diminutos toman la muestra de una placa, ésta migra a través del polimero (con
matriz de separacion) desnaturalizante que los rellena. Aqui las moléculas de DNA (con
carga negativa) migran a través del capilar con polimero hacia la carga positiva en un
medio conductivo tampdn. Los fragmentos de DNA migraran con base en su tamafio. A
continuacion, cuando llegan al final del capilar, un laser excitara los fluorocromos con los
gue se habian marcado las bases. El laser excita los colores, haciendo que estos emitan una
longitud de onda especifica. La fluorescencia emitida es separada por longitud de onda y
colectada en una camara CCD (acoplada a las cargas) que convierte los patrones de emision
en picos de colores. Cada color de fluorescencia corresponde a una base nitrogenada
determinada™.

Existen muchos otros métodos de secuenciacion que incluyen otros reactivos y
métodos. La deteccion por ejemplo, en vez de ser determinada por fluorescencia de laser,
puede ser hecha a partir de diferencias de conductividad, sin embargo, el método mas
utilizado sigue siendo el mencionado anteriormente (para propdsitos de investigacion a
pequefia escala). En el 2005, también surgi6 la técnica de pirosecuenciacion por Jonathan
Rothberg, que consta en la determinacion de la generacion de pirofosfato posterior a la
adicion de un dNTP especifico. El pirofosfato es convertido a ATP, quien dirige la accién
de una luciferasa generando luz de acuerdo a la cantidad de éste; la altura de cada pico es
proporcional al nimero de nucle6tidos incorporados. Esta técnica sélo es Gtil para la lectura
de fragmentos de DNA pequefios®.





