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RESULTADOS

Fenotipo inmunologico

Se recopilaron las caracteristicas de las muestras de los 42 pacientes (analisis realizados por
el laboratorio de Hematologia de la Clinica Ruiz) y la descripcion del fenotipo
inmunoldgico obtenido del citometro de flujo. Estos datos se observan en las Tablas 8 y 9.

Los estudios inmunoldgicos y de marcadores moleculares (excepto de CEBPA) de los
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primeros 19 pacientes fueron realizados por el Dr. Eduardo Garza en el 2011 dentro de las

instalaciones de la Clinica Ruiz'®. Se reportaron en la tesis titulada “Desarrollo de un

método molecular de diagnostico clinico para la identificacion de las mutaciones en el exon

12 del gen NPML1 en pacientes con leucemia mieloblastica aguda.”

Tabla 8. Fenotipo inmunologico. Caracteristicas de las muestras y de los pacientes
analizados (1-19)

#

Sexo

Especimen

Leucocitos/uL

%Blastos

Tamafo/Granularidad

Diagnostico
inmunofenotipico

SP

32,300

89

Granulocitos

LMA promielocitica

pd
W)

MO

110,000

83

linfocitos/monocitos

LMA

MO

163,000

80

Heterogéneo

LMA
monocitica/CD2+aberrante

MO

44,000

87

Heterogéneo

LMA

SP

47,000

97

Linfocitos

LMA CD7+ aberrante

SP

24,000

90

Heterogéneo

LMA CD2+aberrante

SP

46,100

91

Heterogéneo

LMA

MR

63,000

81

Monocitos

LMA monocitica

OO |IN|O|OA~]| W IN|F

SP

41,800

90

Granulocitos

LMA promielocitica

MO

38,700

92

Granulocitos

LMA promielocitica

MO

32,800

84

Linfocitos

LMA

SP

40,700

75

Linfocitos

LMA

T | < (Z | T Z

SP

94,000

90

Linfocitos

LMA
monocitica/CD2+aberrante

SP

93,200

83

Heterogéneo

LMA
monocitica/CD7+aberrante

15

MO

53,200

91

Granulocitos

LMA promielocitica

16

MO

49,000

90

Linfocitos

LMA CD2+aberrante

17

MO

5,700

64

Linfocitos

LMA CD7+aberrante

18

< I ZZ ™

SP

141,000

78

Linfocitos

LMA
monocitica/CD7+aberrante

19

M

MO

147,000

70

Linfocitos

LMA

ND=No determinado; LMA=Leucemia mieloide aguda; SP=Sangre periférica; MO=Médula 6sea;
F=Femenino; M= Masculino.




Tabla 9. Fenotipo inmunoldgico. Caracteristicas de las muestras y de los pacientes

analizados. (Pacientes 20-43)
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Sexo

Edad

Especimen

Leucocitos/pL

%Blastos

Tamafo/Granularidad

Diagnostico

inmunofenotipico

ND

MO

5,500

40

linfocitos

LA bifenotipica
(Linfoide B-Il'y
Mieloide)

ND

MO

22,500

80

monocitos

LMA

9

MO

7,200

55

heterogéneo

LMA
CD7+aberrante

25

SP

512,000

87

heterogéneo

LMA
CD7+aberrante

36

SP

298,000

80

heterogéneo

LA bifenotipica
(Lifoide B-1l'y
Mieloide)

<

38

MO

405,000

86

heterogéneo

LA bifenotipica
(Linfoide B-1l'y
Mieloide)

36

SP

340,000

96

linfocitos

LMA CD2+y
CD7+aberrante

73

MO

97,800

93

monocitos

LMA

25

SP

3,300

71

linfocitos

LMA

3

MO

20, 900

60

linfocitos

Eritroleucemia

SP

19,900

28

linfocitos

LMA

MO

54,900

95

mayores g los linfocitos

LMA

SP

593,000

98

linfocitos

LMA

MO

26, 300

79

granulocitos

LMA
promielocitica

MO

133,000

30

linfocitos

LMA

SP

149,000

88

monocitos

LMA

SP

ND

50

linfocitos

LMA en recaida

MO

34,600

37

linfocitos

LMA

SP

184, 300

95

linfocitos

LMA

MO

17,100

65

linfocitos

LMA CD2+y
CD7+aberrante

MO

5,100

47

monocitos

LMA

T[T T [ Z|Z|Tfnm] Z [T L[5 LZ

SP

5,900

55

monocitos

LMA

ND

SP

53,100

55

monocitos

LMA

ND=No determinado; LMA=Leucemia mieloide aguda; SP=Sangre periférica; MO=Médula 6sea;
F=Femenino; M= Masculino.
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En estas tablas se aprecia el género y edad del paciente. También se observa la
morfologia mayoritaria de la muestra, el conteo leucocitario (leucocitos /uL) y el numero
de blastos. Se obtuvo un promedio de 95,800 leucocitos (se tomaron en cuenta los 42
pacientes) observandose 3,300 como el numero mas bajo y 512,000 como el nimero més
alto. El promedio del porcentaje de blastos fue de 76%, siendo 28 el nimero méas bajo y 97
el mas alto. En cuanto a la morfologia, los pacientes con morfologia (tamafio y celularidad)
similar a la linfocitaria fueron el 48%, los pacientes con morfologia heterogénea fueron el
24%, aquellos con morfologia monocitaria fueron el 17% y finalmente los pacientes con
morfologia granulocitica fueron el 12%. También se recopilaron datos sobre los antigenos
de superficie encontrados en las células de los pacientes, estos aparecen en la Tabla 10 y 11

a continuacion.

Tabla 10. Descripcion del fenotipo por citometria de flujo (1-19)

# CD7|CD10 (CD |CD |CD|CD|CD|CD|CD|CD|CD
13 |14 (15 [19 |20 |33 [34 [45 |79a

+ - - + -

+ - - +-1| -

+ -+ -

+/- +/-

- +/-

+/- +/-

-[+ +/-

+

1
2
3
4
5
6
7
8
9

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

- + - - - |+ -

CD=Representa al antigeno de superficie; MPO=Mieloperoxidasa; + positivo; - negativo; -/+ 0 +/-
fluorescencia presente en mayor o0 menor cantidad. / =No fue investigado
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Tabla 11. Descripcion de fenotipo por citometria de flujo (Pacientes 20-43)

cb|cb|cb|cb|(cb|CcD|CD|CD|CD|CD|CD
10 | 13 [ 14 [ 15 ] 19 | 20 [ 33 | 34 | 45 | 79a | 117

+/- / -1+ / +/- /

+/- + + +/- -

+/- - + +/-

+ +/- +/- +/-

+ / -+ +/-

+/- - +/- +/-

+ - + +/-

+ +/- + /

+/- -[+ +/-

+/- - +/-

+ - +/-

~|~|~|~~|~]|~|1

+/- +/- +/-

+/-

~

+ +/-

+/- +/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
+
/
/

~ |-~
~N N~ N ~N N~~~ |~
~N N~ N ~N N~~~ |~

+/-

e B e T e B e e e B B B B e N B e e

/ - - / / -1/

CD=Representa al antigeno de superficie MPO=Muieloperoxidasa; +=positivo; - =negativo; -/+ 0 +/-
=fluorescencia presente en menor o0 mayor cantidad; 98%-=tiene esas caracteristicas; / No fue
investigado

Los antigenos de superficie superficie (CD: Cluster of differenciation) o de
diferenciacion leucocitaria presentados en la Tabla 10 y 11 son proteinas que forman parte
de la superficie de un leucocito (son adquiridas y eliminadas mientras maduran). La célula
inmadura, stem cell o progenitora, por ejemplo expresa CD7, CD33 y CD34 (estas células
pueden perder el CD34 para convertirse en linfocitos NK o conservarlo para quedar siendo
linfocitos T). Cuando han madurado un poco, empiezan a expresar CD1, CD3, TCR, CD4 y
CD8. También se expresan moléculas accesorias como CD2, que es un receptor de

moléculas y esencial para la adhesion celular.
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CD13 es un marcador de linaje mieloide’™. CD14 es marcador de la estirpe monocito-
macrofago y practicamente esta ausente en granulocitos. Por otro lado, CD17 (traduccion
de sefiales), es un marcador de granulocitos. CD19, CD20 y CD21 (receptor de
complemento) se expresan en las células B inmaduras; éstas son moléculas importantes en
la proliferacion y activacion de los linfocitos. CD34 tiene relevancia en la adhesion celular
y es un marcador de células pluripotentes primarias (no expresado en linajes finales). CD35
es un receptor para fragmentos de complemento. CD45 es un marcador panleucocitario,
expresado en el linaje mieloide, linfocitario, monocitario, granulocitico y eosin6filo®. La
expresion intensa o débil de CD45 puede variar segln el estado patolégico o neoplésico del
paciente®’. En cuanto a HLA-DR (receptor de superficie MHC clase 11), todas las células
precursoras lo presentan inicialmente, pero solo las células presentadoras de antigenos
mantienen la expresion (por ejemplo, los monocitos)®. Mieloperoxidasa es un marcador
que se encuentra positivo en todas las células mieloides (no se encuentra presente en LMA
minimamente diferenciadas o megacarioblasticas). ElI 98% de los pacientes lo
presentan’>8L.

Comunmente, los marcadores que suelen estar presentes en la leucemia mieloide son
CD13, CD33 y CD117°, aunque en el articulo de Pabst et al, 2009, el inmunofenotipo de
blastos que caracteriza a LMA es el siguiente: HLA-DR'CD7'CD13"CD15'CD33"CD34",
con expresion de CD7 (usualmente negativo).

Tomando como base los datos anteriores se determind que sélo 1 paciente (#14)
presentd todos los antigenos descritos por Pabst (incluyendo CD7 aberrante), mientras que
13 pacientes (31%) presentaron los 3 antigenos mieloides y la MPO positiva. De la Tabla
10 y 11 se puede observar que 6 pacientes expresaron CD2 (15%), 9 expresaron CD7
(22%), 3 tenian expresion de CD10 (7%), 38 tenian el CD13 (93%), habia 9 con CD 14
(22%), 17 con CD15 (40%),15 con CD18 (37%), 3 con CD19 (7%), 1 con CD20 (2%), 41
con CD33 (98%), 26 con CD34 (63%), 2 con 79a(5%), 14 con CD 117 (34%) y 33 con
HLA-DR (80%). EI 100% expres6 MPO positiva.
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Resultados de mutaciones y translocaciones asociadas al prondstico de la

LMA

Se realizo el analisis de PML/RARA, RUNX1/RUNX1T1 y CBFB/MYH11 a través de RT-
PCR. También se analizaron las mutaciones en NPMI y FLT3 ITD por Andlisis de
Fragmentos y, finalmente, se analizé FLT3 D835X por RFLP. En la Figura 11 y 12 se

observa como ejemplo, el patron de bandas positivas para un paciente con la translocacion

RUNX1/RUNX1T1y la PML/RARA respectivamente.

M.PM | PT 33 | PT33

S

| Neg | Neg | Neg | Pos | Pos | Pos | Pos | Neg

Figura 11. Fotografia del corrimiento electroforético de la amplificacion de
RUNXL/RUNXITL. Se observa que la banda del DNA del paciente 34 se encuentra a la

misma altura que el control positivo para dicha translocacion (el control interno

amplifica indicando que no es un falso positivo; si hay DNA). El paciente 33 no

amplificd el Cl. Esto indicd que la RTPCR se debid repetir puesto que ni el DNA

control ni el del paciente amplifico. EI DNA de los pacientes se corre por duplicado.

M. PM= Marcador de Peso molecular; PT=Paciente; Pos=Positivo para la mutacion;

Neg=Negativo; CI=Control Interno; CP=Control positivo; CN=Control negativo.
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Neg Pos | Pos | Pos | Neg

Figura 12. Fotografia del corrimiento electroforético de la amplificacién de
PML/RARA. Se observa que la banda del DNA del paciente 33 para el
subtipo bcr3 se encuentra a la misma altura que el control positivo para
dicho subtipo. EI CI se encuentra presente. El paciente 33 no presenta el

subtipo berl.

En el caso de la CBFB/MYH11, se presentaron algunas dudas con respecto a su
positividad. Para descartar falsos positivos se realizé un FISH (Hibridacion in situ con

fluorescencia).

En el analisis de fragmentos, se compara el tamafio del gen no mutado (salvaje), con
el mutado. En la Figura 13 se observa una corrida tipica para observar la positividad de
FLT3. Por otro lado en la Figura 14, se observa una corrida de analisis de fragmentos para

NPM1.
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Figura 13. Anélisis de Fragmentos de FLT3. En el panel A se observa el DNA del paciente
amplificado en la regidn del exén 14 de FLT3. Se distingue un fragmento con un pico mas alto
gue todos los demas y uno adyacente. Tiene un tamafio de entre 155 y 157 pb. En el panel B se
observa el Control positivo con dos picos, uno en 157 pb y el otro en 205 pb (el nimero de pb
puede ser variable segln la mutacion). En el panel C el control negativo sélo presenta un pico en

la sefial de 157 pb, por lo tanto el paciente presenta un FLT3 negativo. El tamafio del fragmento

inicial procedente de la amplificacion del exén 14 deberia corresponder a las 161 pb®, pero en

este caso se ha corrido ligeramente a la izquierda. El control positivo permite ver que el
corrimiento fue hecho correctamente pues también se muestra un pico en esa longitud. Las
pequefias variaciones en longitud pueden deberse a la adicion o eliminacién de Timinas por la
enzima Taq DNA Polimerasa al final de la secuencia y como parte de un alelo diferente con

mayor nimero de Ts*.
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Figura 14. Anélisis de Fragmentos de NPM1. En el panel A se observa el DNA del paciente

amplificado en la region del exon 12de NPM1. Se distingue un fragmento con sefiales en 167,
168, 169 y 170 pb. En el panel B se observa el Control negativo con las mismas sefiales que el
paciente. En el panel C se observa el Control positivo con las mismas sefiales que el negativo
mas tres excedentes de 171, 172 y 173 pb (insercién de 3 pb). Esto indica que el paciente en

cuestion no tiene mutaciones en NPML1.

En cuanto al estudio por RFLP de FLT3 D835X, en el primer pocillo se corrid el
producto completo y en el segundo la digestion. A continuacion se agregaron los controles
positivos y negativos, para determinar las mutaciones puntuales en dicho aminoacido. En
los casos positivos aparecié una banda de 114 pb en vez de 68 y 46 pb (alelo normal).
Finalmente, en la Tabla 12 a continuacion se aprecian los resultados de todos los analisis

integrados:



Mutaciones y translocaciones
presentes

FLT3 ITD+, PML+

FLT3 ITD+, NPM1+
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Se observaron 4 pacientes con
positividad para la anormalidad citogenética
FLT3 ITD presencia
simultdnea de PML/RARA. Un paciente fue
positivo para FLT3 ITD con NPM1 mutado,

recurrente con

FLT3ITD+
FLT3TKD+, NPM1+
FLT3TKD+

NPM1+

PML+

mientras que uno fue positivo Unicamente

para FLT3 ITD. Un paciente fue positivo
para las mutaciones FLT3 TKD con NPM1,

21*, 26,30
11,35
7,15, 33
2,3,8 INV+

34,41 AML+

PML=PML/RARA; INV= CBFB/MYH11
AML=RUNX1/RUNX1T1

FLT3TKD=FLT3 con mutacion en D835X
*El paciente 21 present6 DNA hiperdiploide.

mientras que tres solo presentaron FLT3

TKD mutado. Dos pacientes presentaron
NPM1 mutado, y 3 presentaron PML/RARA

positivo a la mutacion.

Finalmente 3

pacientes fueron positivos para

CBFB/MYH11, y 2 para RUNX1/RUNX1TL1.

Condiciones optimizadas para la amplificacion de CEBPA
Iniciadores utilizados

Para desarrollar la amplificacidon del gen CEBPA, primero se obtuvo la secuencia a partir de
la base de datos de GenBank. Se recurrié al articulo de Ahn, J. et al: “A comparison
between two methods for screening CEBPA mutations in patients with acute myeloid
leukemia” para obtener 4 pares de iniciadores que cubrieran la region codificante exonica
de CEBPA en 4 partes aproximadamente de igual longitud. Estas se pueden observar en la
Figura 8 y sus secuencias se encuentran en la segunda columna del Apéndice 1.
Alternativamente, se obtuvo una propuesta de 4 pares de iniciadores a partir del programa
Oligo 6, utilizando las recomendaciones generales para la generacion de iniciadores en la
region especificada (primera columna del Apéndice 1). Estos se mandaron sintetizar segin
lo propuesto. Se seleccionaron los iniciadores con mayor especificidad y sensibilidad

analitica en condiciones optimizadas.
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Temperaturas optimizadas y reactivos utilizados

El primer ensayo se llevo a cabo utilizando las condiciones mencionadas en la metodologia
del articulo y las condiciones estandar para una PCR. Para las condiciones estandar, se
emple6 una mezcla de reaccion aforada a un total de 50 ul (con agua grado HPLC),
constituida por 1x Buffer (10mM Tris-HCI pH8.3, 50 mM KCI, 1.5 a 2 mM MgCly), 1.5
mM MgCl,, 200 uM de cada dNTP (dATP, dGTP, dCTP, y dTTP), 0.5 uM de iniciadores, y
2.5 U Tagq DNA Polimerasa (Invitrogen) utilizando un aproximado de 100 ng de DNA. El
programa del termociclador fue el siguiente: una temperatura pre-desnaturalizacion o pre-
ciclo de 95°C por 15 minutos; 35 ciclos de desnaturalizado de 94°C por 15 segundos,
hibridacion a 55°C por 30 segundos y elongacién a 72°C por 30 segundos. También se
incluyé una elongacién final o post-ciclo de 72°C por 10 minutos. Se analiz6 la generacion
de productos especificos por PAGE.

También se ensayd con las condiciones del articulo “A comparison between two
methods for screening CEBPA mutations in patients with acute myeloid leukemia™°. Para
este ultimo también se trabajo con un volumen de reaccion de 50 ul utilizando reactivos de
QIAGEN: 1x Buffer, 1.5 mM (para los sets de iniciadores 1 y 4) 0 2.75 mM (para los sets
de iniciadores 2 y 3) MgCl,, 0.2 uM de iniciadores, 200 uM de cada dNTP, 1 x Q solucién
especial para templados ricos en GC y 2.5 U de HotStarTag DNA polimerasa. Se utilizaron
100 ng de DNA. EI programa del termociclador comprendié las siguientes temperaturas:
95°C por 15 minutos para el pre-ciclo, 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 60
segundos, hibridacién a 59°C (sets de iniciadores 1y 4) y 55°C (sets de iniciadores 2 y 3)
por 40 segundos y elongacion a 72°C por 90 segundos 0 60 segundos, respectivamente. Se
incluyé un post-ciclo de 72°C por 10 minutos.

Los parametros modificados y probados fueron el tipo de DNA Polimerasa, la
concentracion de MgCl,, la temperatura y el tiempo de hibridacion. Se realizaron varios
modelos cambiando distintos pardmetros por vez (tiempos de desnaturalizacion,
hibridacion, elongacion, temperaturas, tipo de tampén o buffer, enzima Polimerasa, etc.) y
se observé que las amplificaciones con Taq Polimerasa con la PCR estandar y modificada
no eran especificas; amplificaban los iniciadores externos pero no los internos. También se

vio que los iniciadores creados por Oligo6 no presentaban buena especificidad, pues
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contaban con bandas superiores e inferiores en varios casos, otros no eran especificos o
estaban ausentes las bandas. Por ello, fue que se utilizaron los iniciadores de la literatura y
la metodologia con HotStarTag DNA Polimerasa (QIAGEN).

Al inicio, no se observaban los segmentos que se suponia que tenian que amplificar
los iniciadores centrales (gran cantidad de GC) por lo que se requirid6 modificar y probar
todas las condiciones mencionadas. Se probaron diversas temperaturas de hibridacion
partiendo de los 50°C en adelante (grado por grado). La amplificacion con el producto mas
especifico, limpio y grande fue la que se realizd a una temperatura de hibridacién de 60°C
(para todos los iniciadores), pero se optimiz6 ain mas el protocolo. Se prob6 con diversas
concentraciones de iniciadores, mas altas y bajas que las sugeridas por la literatura y se
modificd la cantidad de templado empleado. Se realizd6 una curva de Magnesio para
determinar las concentraciones Optimas de este ultimo. Debido a que el fragmento es rico
en GC, se prob6 con DMSO (dimetilsulféxido) y las soluciones para fragmentos ricos en
GC sugeridas por la literatura y se varié su cantidad. También se varié la cantidad de
enzima Polimerasa. Se verificaron los resultados a través del corrimiento en PAGE
(acrilamida:bisacrilamida 19:1) en condiciones no desnaturalizantes y exposicién a luz UV
en el transiluminador. Se observaron los resultados en un gel de poliacrilamida al 4.5% a
300V. Los resultados de la PCR optimizada se observan en la Figura 15. La amplificacion
del gen CEBPA en 4 fragmentos se logrd con las condiciones finales descritas en las Tablas

13y 14 en el termociclador GeneAmp PCR System 9700 de Applied Biosystems.
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Figura 15. Amplificacion de los 4
fragmentos de la seccion codificante de
CEBPA. Se observa la amplificacion de
los 4 sets de iniciadores. El marcador de
peso molecular (pUC18/Hpall) indica:
1ra banda=501 pb, 2da=489, 3ra=404;
4ta=353; 5ta=242; 6ta 190; 7ma= 147.
Los iniciadores 1, 2 y 4 encuentran
entre la cuarta y la 5ta banda y el P3 se
encuentra entre la 3ra y la 4ta.

M. PM=Marcador de peso molecular;

P1=par de iniciadores 1.
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Tabla 13. Composicion de la mezcla
de reaccion para la amplificacion del
gen CEBPA para un total de 50 pL
Componente o reactivo | Cantidad
(uL)

Agua HPLC (libre de | 24.5
RNAsas)
Solucion Ricaen GC 10 uL
1x Buffer | 5 uL
(componentes Tris-
HCI, KCI, 1.5 mM
MgCly)

dNTPs (dATP, dGTP, | 5L
dCTP, y dTTP) 200
uM cda uno

Iniciadores 0.5 mM 5L

| Hot Star Polimerasa 2.5 |

U

| DNA (a 100 ng) |

Tabla 14. Temperaturas optimizadas
del programa del termociclador para
CEBPA

Temperatura | Tiempo

Pre-ciclo | 95°C 15 min

94°C 1 min
3;1;503 60°C 40 seg
72°C 1 min

Post- 72°C 10 min
ciclo

Se probaron 2 pares de iniciadores mas incluidos en el articulo de Lin et al, 2005*'

(Apéndice 2). Se ensayaron las condiciones descritas en el articulo y luego se modificaron.

No se pudo obtener buenos resultados con estos iniciadores debido a que se trataba de
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regiones de 550 y 680 pb muy ricas en GC. Habria sido de mucha utilidad poder lograr

dicha amplificacion para poder disminuir el nimero de reacciones.

Confirmacion por RFLP

Se realiz6 una RFLP (Restriccion de Longitud de Fragmentos Polimorficos) para confirmar
los resultados. EI primer amplicon fue cortado por la enzima de restriccion Sacll en la
secuencia CCGCGG (6pb) de la region 3" dejando un fragmento de 64 pb y el restante (230
pb=banda observada). El segundo, tercero y cuarto amplicon fueron cortados con Rsal en
la secuencia GTAC (4pb), dejando extremos romos en 224 pb (y la longitud de la secuencia
restante), 385 y 38 pb (315 pb de bases restantes) respectivamente.

Mutaciones localizadas por secuenciacion
Se realizd la electroforesis capilar para poder observar las secuencias en direccién sentido y
antisentido. La amplificacion comienza 10 amino&cidos antes del codon de inicio de la
region codificante. Algunas particularidades de la lectura fueron que de 13 a 24 nucle6tidos
no pudieron ser leidos por corrida. Esto se debié a la gran cantidad de GC en esas regiones.
Afortunadamente, al leer la parte reversa, estas regiones se pudieron leer efectivamente. Al
analizar los PAGE en la primera purificacion antes de la secuenciacién, se observd que
existian bandas superiores a la especifica en cuestion. Esto evidencié la presencia de
heterodiplex. Para descartar la presencia de contaminacion en la muestra, se realiz6 un
“picado” que consiste en re-amplificar a partir de la banda especifica para el producto
esperado (obteniendo DNA al picar la banda). Si después de re-amplificar la banda
(evitando todo tipo de contaminacion) sigue apareciendo la banda superior, muy
probablemente no se trate de un heterodiplex, sino de contaminacion.

Un heterodlplex se refiere a DNA de doble cadena hibridado por cadenas simples
complementarias pero de diferente origen (no homdlogas). Esto sucede cuando después de
la desnaturalizacion, dos cadenas diferentes se renaturalizan: una de tipo salvaje (nativa o

wildtype) y otra mutada (con errores de apareamiento). Generalmente cuando ocurren
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variaciones en la secuencia, se forman dobleces en la doble hélice o incluso se modifica su
estructura. Esto altera su movilidad en la matriz polimérica (restringiéndola), observandose
la banda del producto original homoduplex con una banda heteroduplex por encima en la
electroforesis (Figura 16)%*#*%°. En el PAGE se observan bandas muy claras distintas a la
original (Figura 17).
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Figura 16. llustracion de la visualizacion de un heteroduplex por electroforesis. Una cadena
simple salvaje se hibrida con una mutada formando un doblez en la cadena doble. Se aprecia
como una banda doble en el PAGE®,

Se localizaron heteroduplex en los PAGE de
los pacientes 17 (fragmento 4), 23 (fragmentos 1), 26
(fragmento 4), 33 (fragmento 3) y 36 (fragmento 3). A
continuacion se realizd la secuenciacion donde se
observé que algunas secuencias se sobreponian como
en la Figura 18.

Figura 17. HeterodUplex observado
por PAGE. Pacientes 23 y 26 con

bandas superiores a la del producto
normal (de 295 pb).
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GC GC CTACC TACATCGACCCGG.
Figura 18. Electroferograma superpuesto por mutacion. Se observa que el paciente #23 (Fragmento 1

v
1'0';

-

FWD) presenta 2 secuencias superpuestas a partir de la linea recta (una normal y una mutada). La

secuencia superior es la secuencia normal y la secuencia inferior representa la secuencia mutada.

Para poder identificar la localizacion de las mutaciones se utiliz el esquema de la
Figura 19 en donde se subdivide al gen en 5 regiones. En la Tabla 15 se pueden observar
las mutaciones y SNPs localizados por secuenciacion en el gen CEBPA y en la Tabla 16 se

muestra como cambia la secuencia de aminoacidos en cada mutacion.

120

I s 317 345
1111 — _ :

1
Figura 19. Gen CEBPA subdividido en 5 regiones por sus dominios. Se observa la longitud

de los dominios en la secuencia por el nimero de aminoécidos en la parte superior®.
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Tabla 15. Mutaciones y SNPs localizados por secuenciacion en el gen CEBPA

Paciente
#

Nombre/
Localizacion
gendmica

Secuencia
Codon afectado

Cododn

Tipo de
mutacion

Dominio
afectado/
Iniciador que
amplifico

-rs192240793
NM_004364.3:c.5
73C>T

CTCGCA[C/T]CCGCAC
CAC=CAT
H [His] = H [His]

-Mutacién
sinénima (SNP
no patogénico)

-Region
intermedia
entre TAD2 y
DB

-Iniciador #3

7, 8, 11,
26, 30, 37

-rs34529039
NM_004364.3:c.6
90G>T

GCCCAC[G/T]CCCGTG
ACG=ACT
[Thr] = T [Thr]

-Mutacion
sinénima (SNP
no patogénico)

-Region
intermedia
entre TAD2 y
DB

-Iniciador #3

NM.3:¢.880 881
nsCG

AACAT[/CG]CGCGG
ATCGC=>ATCGCGC

-Insercién de
2pb  (Cambio
en el marco de
lectura)

-Dominio
basico
-Iniciador #4

-rs137852731
NM_004364.3:c.2
01_202insCTAC

CCTAC[-/CTAC]ATCGA
CCTACATC=CATC

-Delecion de 4
pb

(Cambio en el
marco de
lectura)
-Mutacion
patogénica

-Antes de
TAD1
-Iniciador #1

NM.3:c.927_928d
elACG

TGGAG[-/ACG]CAGCA
AGACGCA=AGCA

-Delecion de 3
pb

-Region
intermedia

entre DBy
bZIP
-Iniciador #4

NM.3:¢.567_568d
elTCGCA

CCC[-/TCGCA]CCCGCA
CCTCGCACC= CCcCC

-Delecién de 5
pb (Cambio en
el marco de
lectura)

-Region
intermedia
entre TAD2 y
DB

-Iniciador #3

TAD=Dominio de transactivacién; DB=Dominio béasico; bZIP=Cierre de leucina.
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Se observaron 5 mutaciones (12%) en las secuencias, las cuales ya se habian observado
como un heteroduplex en el PAGE. En la secuenciacion, todas las mutaciones localizadas
fueron de tipo de variacion insercion/delecion, observandose como dos secuencias
superpuestas con una pequefia diferencia en la alineacion (debido a que uno de los dos
alelos estd mutado y se diferencia del original; se recorre la secuencia al ocurrir una
insercion/delecion). De las mutaciones mencionadas, una ocurrié antes del dominio de
TAD1, dos ocurrieron en la region entre TAD2 y el Dominio Basico, una ocurrié en la
region entre el Dominio Bésico y bZIP y una ocurrié en el Dominio Bésico. La que ocurrio
antes del dominio de TAD2 se encuentra localizada antes del segundo codon de inicio por
lo que probablemente generd la version truncada de la proteina en gran cantidad.

A propésito de la amplificacion, dos mutaciones (7%) ocurrieron en la region del
fragmento 4, hubo quince cambios en la secuencia en la region 3 (36%) de las cuales 13
eran SNPs. Se presentd una mutacion en la region 1 (2%). Las 5 mutaciones que se
presentaron fueron de insercion/delecion, cuatro fueron de delecion y una fue de insercion.
Todas las secuencias que no se pudieron leer correctamente, se volvieron a secuenciar,

incluso aquellas que tenian una altura muy baja, o mucho ruido de fondo.



Tabla 16. Cambios en la secuencia de aminoacidos por mutaciones

Paciente Aminoacidos

5

Normal

Arg

Asn

Asn lle

Ala

Val

Arg

5

CGC

ATC

GCG

CGG

GGC

Mutada

-l

5

Normal

lle

Ala | Tyr

lle

Asp

Pro

5

Normal

Normal

4

Mutada
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En la Tabla 16 se observo que en el paciente 17 ocurre una insercion de 2 pb

cambiando el marco de lectura. EI primer y segundo aminoacido en donde se recorre la

secuencia permanece sin cambios, pero a partir del tercero se observan cambios en el

aminoacido, afectando las funciones proteicas y estructurales. Puede darse el caso que un

aminoacido como Treonina (polar sin carga) por ejemplo, cambie por otro como la



64

Asparragina (que también es polar sin carga), en donde no hay un cambio serio de funcion
por tener estructuras similares polares y sin carga. También en el caso de inserciones o
deleciones en tripletes, el dafio a la funcion y estructura es menos severo ya que no cambia
el marco de lectura y muchos aminoacidos se conservan iguales®.

Siete pacientes (17%) presentaron un SNP no patogénico en el aminoécido 191. La
mutacion recae en el tercer nucleotido del codén de la Histidina, resultando en una
mutacion sindnima (Figura 20). Se dice que no es patogénica pues el aminoacido no cambia
y, por lo tanto, sus funciones no son alteradas. En este caso el SNP se tuvo que localizar en
la secuencia reversa ya que la secuencia frontal caia dentro de las regiones dificiles de leer.
Otro SNP (mutacion sindnima) encontrado fue el que ocurre en el aminoécido 230, donde
la mutacion igualmente recae en el Gltimo nucleétido del codén de la Treonina, no
modificandola. Esta mutacion no patogénica localizada en 6 pacientes (14%) ocurre en la

region intermedia entre TAD2 y el Dominio bésico.
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Figura 20. Visualizacién de un electroferograma con SNPs localizados. En el panel A se observa el
SNP en la posicién de 230 con una base mixta de G y T. En el panel B se observa el SNP en la

posicién 191 con una base mixtade Cy T.

La frecuencia de la mutacion en el aminoacido 230 es la Unica reportada (Tabla 4),

con A/T=0.159/ 348 (A). La frecuencia menor alélica reportada por dbSNPs se refiere al
alelo menos frecuente en un polimorfismo dado (genotipos de 1000 genomas fase 1:
individuos de todo el mundo). Para la frecuencia reportada en la literatura, se muestra que
el alelo A tiene una frecuencia de 15.9 % y que fue observado 348 veces en 2188

cromosomas (1094 genomas o individuos analizados)®’. En los anélisis realizados en este
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proyecto se observo que la frecuencia para el polimorfismo A/T localizado en el codén 191
fue de 0.08 (A), mientras que fue de 0.07 (A) para el polimorfismo A/T localizado en el
coddn 230. El alelo A del polimorfimo en el codon 191 tuvo una frecuencia de 8% y fue
observado 7 veces en 84 cromosomas (42 individuos). Por otro lado, el alelo A del
polimorfismo en el codén 230 tuvo una frecuencia de 7% y se observd 6 veces en 84

cromosomas (42 genomas).

Conociendo las mutaciones que ocurrieron en CEBPA, se compararon los porcentajes
encontrados en esta cohorte, con la presencia de mutaciones en otras cohortes de

investigacion (Figura 21).

Cariotipo normal y
sin mulo_c!om
46%
CEBPA+, PML /,FLT3ITD+ 2%
2% FLT3ITD+, NPMI +
e 2%
CEBPA+' FLT3TKD 5 FLTITKD+, NPMI
+29%™ ~_CEBPA+ 704 2%

Figura 21. Gréfica circular con el porcentaje del perfil molecular de los pacientes.
Se observan los porcentajes de los marcadores moleculares localizados en 42
pacientes. PML=PML/RARA; INV= CBFB/MYH1l, AML=RUNX1/RUNX1T1,
FLT3TKD=FLT3 con mutacion en D835X.

Se observé un gran numero de pacientes con cariotipo normal y sin mutaciones. El
perfil molecular mas frecuente fue el de FLT3 ITD con PML/RARA mostrando un 10%.
CBFB/MYH11 y CEBPA le siguieron con 7%. Dichos porcentajes se compararon con un panel
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de estudios mutacionales de 13 pacientes europeos, 5 pacientes de Estados Unidos y 1 de
Japon. En este estudio se observaron algunos porcentajes de hasta 17.4% para FLT3 ITD+
y 4.2% para CEBPA. Comparando estos porcentajes podemos ver que difieren bastante,
esto puede deberse a la poblacion estudiada que es en su mayoria de origen caucésico en
comparacion con la cohorte realizada en este proyecto. CEBPA mutado se presentd en
menor cantidad en el estudio de la literatura, mientras que FLT3 se presentd en mayor

cantidad®.

Andlisis comparativo de mutaciones y datos

A continuacion se analizara la integracion de todos los datos encontrados en los pacientes
con CEBPA mutado (Ver Tabla 17).
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Tabla 17. Perfil molecular e inmunofenotipico de los pacientes con CEBPA mutado

Perfil molecular

Mutacién
localizada en el
gen CEBPA

Fenotipo
inmunoldgico

Tipo de muestra, nimero
de leucocitos, % de blastos
y su morfologia, antigenos
de superficie, sexo y edad

del paciente

MO; 5,700 L;64%L; CD7-/+;
CD13+; CD34+; CD 45+/-;
CD117+/-; HLA-DR+/-;
MPO+/-. Fem: 47 afios

LMA CD7+
aberrante

PML-, INV-, AML-, FLT3ITD-, FLT3TKD-
, NPM1-, CEBPA+

SP; 512,000 L; 87%H; CD10-
/+; CD13+; CD19+/-, CD33-/+;
CD 45+/-; CD79a-/+; HLA-
DR+/-; MPO+/-. Masc: 25 afios

LMA CD7
aberrante

PML-, INV-, AML-, FLT3ITD-, FLT3TKD-

NPM1-. CEBPA+ Antes de TAD1

SP; 340,000 L; 96%L; CD13+;
CD 14-/+; CD15+/-, CD33+;
CD34+/-; HLA-DR+/-; MPO+
Masc: 36 afios

LMA CD2+Y
CD7+ aberrante

PML-, INV-, AML-,
FLT3TKD+, NPM1-, CEBPA+

FLT3ITD-, | Entre DBy bZIP

MO; 26,300 L; 79%G;
CD13+/-; CD33+/-; CD34+;
CD45+/-; CD117+/-;HLA-
DR+/-; MPO+/-. Masc: 13 afios

PML+, INV-, AML-,
FLT3TKD-, NPM1-, CEBPA+

FLT3ITD-, LMA

Entre TAD2 y DB i
promielocitica

SP; --- L; 50%L; CD13+;
CD33+; CD34+/-; CD 45+/-;
HLA-DR+; MPO+/-. Fem: 43
afios

PML-, INV-, AML-, FLT3ITD-, FLT3TKD-

NPM1-. CEBPA+ Entre TAD2 y DB

LMA en recaida

DB=Dominio Basico30900 I=Leucocitos; 50% L=tamafio y granularidad similar a linfocitos, G=granulocitos; H=heterogéneo;
M=monocitos. SP =sangre periférica; MO=médula 6sea. Fem: Femenino; Masc: Masculino.

En la literatura ya se ha mencionado que no se ha observado relacion entre las
mutaciones CEBPA y la edad, sexo, recuento de leucocitos y porcentaje de blastos®.
Efectivamente en la tabla superior se puede apreciar que no existe correlacion clara entre

estos parametros, no obstante destacan algunos puntos.

Primeramente se observa que dos pacientes presentaron leucocitosis severa, el 23 y
26. Ademas el 17, el 23, y 26 presentaron CD7 aberrante (de linaje linfocitico). También se
observa que tres de los pacientes presentaron un porcentaje de blastos muy alto (arriba de
79%), el 23, 26 y 33. Destaca que de los 5 pacientes con mutaciones, 3 presentaron
cariotipo normal, lo cual es éptimo para la aparicion de mutaciones en CEBPA, uno
presentd PML/RARA y otro presentd una mutacion puntual en FLT3 D835X. Se dice que

PML/RARA suprime la expresion de CEBPA, pero eso no significa que no puedan coexistir.
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No se presentaron casos de CEBPA coexistiendo con marcadores de mal prondstico
como FLT3 ITD (corroborando su buen pronostico), aungue si se pueden llegar a presentar.
Si coexistio con FLT3 D835X, pero sobre esta mutacion se dice que no se ha esclarecido el
potencial de su efecto activador. No se presentaron casos de RUNX1/RUNX1T1 con
CEBPA, como se habia mencionado en la literatura, puesto que parece ser que siguen la

misma via de leucemogeénesis y una anomalia suprime a la otra.



