68

DISCUSION

Para llegar a la exitosa secuenciacion de los 42 pacientes, primero se realizd la
optimizacion de la amplificacion. La enzima HotStarTag DNA Polimerasa fue la mas
adecuada debido a que ésta no se activa hasta que hayan transcurrido 15 minutos de
incubacion y comienza el paso inicial de calor para la desnaturalizacion. De esta manera, se
evitan amplificaciones inespecificas). Ademas, su solucion tampon puede minimizar los
productos de amplificacion o especificos y los primer-dimers®®.

La Solucién Q para fragmentos ricos en GC fue el paso clave para poder llegar a la
Optima amplificacion. Las regiones ricas en GC normalmente son dificiles de amplificar ya
que forman estructuras secundarias (como hairpins u horquillas) y no se aparean las bases
correctamente (mispriming). Cuando existen muchas repeticiones de G, se produce un
doblamiento inter e intrahebra debido a la formacion excesiva de puentes de hidrégeno con
las guaninas vecinas (en posicion N-7). La formacion de horquillas puede truncar la
amplificacion por terminacion prematura de la extension de la polimerasa (se observa en el
gel como bandas de menor tamarfio). Para evitar esto, se utilizan soluciones como la DMSO
y la betaina (supuestamente contenida por la solucion Q, ademas de glicerol). Estos son
adyuvantes e isoestabilizantes que hacen al DNA mas accesible a la enzima para la
amplificacion al facilitar la separacion de las hebras de la doble hélice. La betaina (analogo
de un aminoacido) tiene cargas positivas y negativas cercanas al pH neutral y de esta
manera se puede equilibrar la temperatura de fusion (Tm) diferencial entre los
apareamientos AT y GC. EI DMSO por otro lado, interrumpe la hibridacion inter e
intrahebra. En esta PCR, la solucién Q demostrd ser més efectiva que el DMSO®.
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En cuanto a la amplificacion en general, ésta se llevé a cabo generando productos
especificos, confirmados después en la secuenciacion (la polimerasa cuenta con actividad
de correccidn 5"= 3"exonucleasa, logrando eliminar algunos de los errores en la secuencia
que va sintetizandose). La amplificacion incluyd un tiempo adicional de extension debido a
que la tasa de extension de dicha polimerasa es de 2-4 kb por min a 72°C, por lo cual se
tenia que asegurar un tiempo largo para lograr la amplificacion total aunque fueran
fragmentos pequefios®®.

Sobre el tema de la secuenciacion, se obtuvieron resultados interesantes. Se
encontraron 18 cambios en la secuencia original (43%), algunos resultando en SNPs y otros
en mutaciones. El 12% de los pacientes, presentd mutaciones no sinénimas, lo cual es
compatible con lo mencionado acerca de la frecuencia en la literatura revisada
(Introduccién). En la literatura se han reportado 5 regiones de mutaciones frecuentes®, la
primera es antes del dominio de TAD1, la segunda es en la regién de TAD2, la tercera en la
parte N-terminal del Dominio bésico, la cuarta entre la parte C-terminal del Dominio bésico
y la parte N-terminal de bZIP (regién tenedor) y finalmente en la parte C-terminal de bZIP
(cierre de leucina). La region 1y 4 es donde prevalecen la mayoria de las mutaciones. En la
primera region (antes del segundo codon de inicio) normalmente ocurren mutaciones sin
sentido (inserciones o deleciones) que cambian el marco de lectura, aunque no todas lo
cambian. Esto normalmente dobla la proporcion de la formacién de la isoforma de 30 kDa
con efecto dominante negativo sobre la proteina nativa de 42 kDa. La p30kDa se une con
una afinidad de solamente 14% comparada con la normal, por lo que no realiza sus
funciones normalmente®. El acortamiento de la proteina de 42 kDa hace que se pierdan las
propiedades de transactivacién y cierta actividad antiproliferativa. Por otro lado, no se sabe
con certeza qué efecto tienen las mutaciones en TAD2 donde son mayoritarias las
inserciones de 3 y 6 pb segun la literatura. S6lo algunas de éstas Ultimas truncan la proteina
y otras podrian alterar el dominio. En bZIP la mayoria de las mutaciones son inserciones o
deleciones que no cambian el marco de lectura®.

En las secuencias analizadas en este proyecto, (excluyendo los SNPs), una secuencia
mutada se detecto en la region 1, otras tres secuencias se detectaron en la region 3 y una en

la region 4. No se encontraron mutaciones en la region especifica de los dominios de
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poliglicinas o poliprolinas donde se forman hélices de giros pronunciados que pueden
interrumpir la proteina. El paciente #23 presentd mutaciones antes del codon de inicio del
segundo aminoéacido por lo tanto presentara la isoforma en p30kDa (carente de los primeros
116 aminoécidos) en sintesis aumentada, la pérdida de los dominios transactivadores y de
las funciones caracteristicas de la proteina nativa. Las mutaciones en bZIP no generan la
p30kDa, sino que por algun otro mecanismo (transcripcion alterada) interrumpen la
habilidad del cierre de leucina para dimerizarse con otros elementos. Las mutaciones en el
dominio bésico afectan la unién al DNA,; de este tipo se presentd una. Finalmente queda
por esclarecer si las mutaciones que ocurren en los espacios entre los dominios son
patogénicas, incluyendo los SNPs. Se prevee que si pueden ser patogénicas debido a que
interrumpen ciertos doblamientos en la proteina, pero hace falta mas investigacion al
respecto.

Se observo una cantidad importante de SNPs en las secuencias analizadas; el 30% de
los pacientes los presentd. Los SNPs al parecer no ocasionan dafio patogénico, ya que no
cambian el aminoacido (mutacion sinénima). EI SNP que aparecidé en mas ocasiones fue
CEBPA{NM_004364}.3:¢.573C>T (codon 191), pero éste no se reporta en NCBI (Tabla 4),
por lo tanto no se observa tan frecuentemente en la poblacion.

Al realizar los andlisis de secuenciacion se pudo observar que aunque las mutaciones
no estan distribuidas aleatoriamente, éstas si estan distribuidas a lo largo de todo el gen. Por
esta razon es que la secuenciacién queda como el método eficaz para detectarlas. El
Analisis de Fragmentos no corresponderia porque no necesariamente van a existir
mutaciones que acorten o alarguen el DNA vy, por otro lado, una PCR multiplex, no seria
atil ya que se tiene que analizar todo el gen y no se pueden tener tantos iniciadores en una
sola reaccion. Se vio que los heterodlplex se pueden detectar por medio de una simple
PCR, pero esto no es adecuado como diagnostico ya que no siempre se generan
heteroduplex cuando hay mutaciones (a veces se trata de contaminacion). Para el caso de
las mutaciones bialélicas, se requeriria realizar una clonacion molecular para asi poder
determinar en qué alelo se encuentran dichas mutaciones. De otra manera por
secuenciacion simple, el sobrelape de las secuencias (en N-terminal y C-terminal

usualmente) seria muy dificil de interpretar.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_011109.16?report=graph&db=nucleotide&v=6060915:6061015&content=5&m=6060966!&mn=rs192240793

71

El método de secuenciacion fue muy util, aunque no perfecto. Se logré cumplir con el
objetivo de secuenciar a los 42 pacientes en ambos sentidos. Las regiones GC aun siguen
siendo dificiles de leer por lo que tal vez se deba incorporar otro reactivo al proceso de
secuenciacion, o bien, directamente en la amplificacion (aunque esto puede alterar la
optimizacion ya desarrollada). Algunas de las secuencias mostraron alturas desequilibradas
y secuencias dificiles de leer (ruido de fondo) debido a algunos errores comunes. Estos
incluyeron errores normales en la manipulacion, escaso material genético, o contaminacion
por sales, proteinas, ya que el DNA fue extraido manualmente con kits. Algunas secuencias
no pudieron ser reanalizadas debido a la escasez de reactivos. Se debe destacar que la
concentracion de DNA, afecta drasticamente a los picos observados, por lo que se debe
hacer un célculo preciso de ésta antes de realizar las reacciones de secuenciacion.

La investigacion de la localizacion y frecuencia de las mutaciones en CEBPA se debe
correlacionar con el tiempo de sobrevida, recaidas y remision completa para estos pacientes
(no realizado para este trabajo), para asi poder determinar el buen prondstico de la
mutacion. Estos andlisis sirven para clasificar de mejor manera las mutaciones y poder
ofrecer mejor tratamiento, como el algoritmo presentado en la Figura 7. Analisis como
éstos han llegado a algunas conclusiones por ejemplo aquella en donde se ha observado que
los pacientes con multiples mutaciones se parecen mas a los del grupo FAB M1, mientras
que los pacientes con una sola mutacién al FAB M2%. Es necesario seguir investigando
estas cuestiones, ya que cada subtipo tiene diferente pronostico y se maneja de distinta
manera.

Quiza algunas de las mutaciones no pudieron ser observadas por secuenciacion ya
que esto depende del DNA que se pueda obtener de los leucocitos (influye la cantidad de
células) vy de las células que cuenten con la mutacién. Cuando los blastos son pocos, es
dificil visualizar la mutacion o el SNP (base mixta). Ademas, en caso de que se tratara de
una mutacion monoalélica heterocigota, de cada blasto se puede esperar que tenga la mitad
del producto mutado, por lo cual se reduce el porcentaje de encontrar una secuencia

anormal.

Con este trabajo se ha demostrado que la secuenciacion es realmente importante para

la deteccion de mutaciones de buen prondstico en CEBPA. El objetivo que persiguio el
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trabajo fue el realizar una técnica (optimizacion de la amplificacion y secuenciacion) por la
cual se pudiera garantizar que se encontrarian las mutaciones (en una region particular del
gen) para el uso en el diagnostico. Es importante tener en cuenta que aunque dicha técnica
ya se podria aplicar en el laboratorio en el cual se realizd, ain queda mucho por hacer por
extenderlo a otros, principalmente en México. La secuenciacion es un método que requiere
de reactivos costosos y sobre todo de instalaciones adecuadas para todo el proceso, por lo
cual no se podria realizar en cualquier laboratorio simple. Por esta razén el método se
realiz6 con la mitad de los reactivos. Aln quedarian algunas cosas por hacer antes de
incorporarlo de lleno en el diagnostico, como desarrollar controles positivos por ejemplo, y
evaluar algunos controles de calidad, pero la parte metodoldgica ya es adecuada para
implementarse con las cantidades determinadas. No se le pueden aplicar muchos controles
de calidad a esta prueba dado que las mutaciones ocurren en una sola region y las
secuencias deben ser evaluadas visualmente o a través de un programa. Para este estudio, la
deteccion de los marcadores moleculares asociados al pronostico funciond como un control
analitico cualitativo. Se recomienda la comparacion de las secuencias obtenidas con un
programa de alineacion y la inspeccidn visual para las secuencias impuras. Ademas se
recomienda una inspeccion rapida de bases mixtas en cada corrida. Las DIV se pueden
localizar visualmente al determinar la sobreposicion de la secuencia.

La obtencién de un resultado positivo para la mutacion de CEBPA, sirve al médico
para saber el caracter de la leucemia. Las mutaciones CEBPA descartan la posibilidad de
otras de mal pronéstico ya que éstas se presentan en su mayoria en pacientes con cariotipo
normal (aunque existen excepciones). El estudio de mutaciones asociadas al pronéstico de
la LMA, como las que se llevaron a cabo en este proyecto, permite corroborar el perfil de
CEBPA. La determinacién de estas mutaciones (screening) en asociacion con los genes
maestros implicados en la leucemogénesis sirve para determinar el impacto de los eventos
genéticos en la supervivencia total. Es dificil especular el porqué las mutaciones tienen un
prondstico favorable, pero los cientificos aventuran esta conclusion debido a las similitudes
entre los efectos de las translocaciones (proteinas quiméricas mencionadas en la
Introduccidn), algunos ya tratables y los efectos de las mutaciones de CEBPA®. Ya que se

conoce que una leucemia no es de mal prondstico, probablemente se descarte el uso de
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trasplante de médula 6sea y se opte por el uso de una quimioterapia que en estos casos
inducird a remision sin recaidas por el caracter facilmente reversible de estas mutaciones.
Con un buen pronostico se puede esperar mejores tasas de supervivencia y remision
completa.

Conociendo que CEBPA es un marcador de buen prondstico, surgen otras incognitas.
Restaurar la funcion de CEBPA promete ser un blanco para estrategias terapéuticas nuevas
ya que las mutaciones dobles en este gen pueden directamente promover la LMA. CEBPA
podria superar el bloqueo de diferenciacion en los blastos de LMA con ayuda de una
terapia inductiva de diferenciacion, mejorando asi la supervivencia del paciente y los

porcentajes de remision completa.

Ya se han hecho hallazgos utiles sobre la interaccion de CEBPA con ciertos factores y
farmacos. Por ejemplo se ha encontrado que LEF-1 (Factor potenciador de union linfoide)
puede activar al promotor CEBPA restaurando su expresion y corrigiendo la mielopoyesis
defectuosa. Sin embargo, es aln demasiada la dificultad para desarrollar farmacos que
modulen factores de transcripcion especificos y sobre todo que puedan llegar a células
blanco. En este caso, es dificil que se pueda lograr la restauracion de un factor de
transcripcion dentro del nlcleo, pero para ello siguen en investigacion peptidos de fusion y
vectores lentivirales. También se prevee activar una via de diferenciacion de CEBPA a
través de moléculas que modulen la expresiéon de su mMRNA o la proteina. Los inhidores de
las cinasas MAP/ERK vy de la tirosina cinasa de FLT3 bloquean la fosforilacion de CEBPA
en la serina 21, aumentando el potencial de diferenciacién granulocitica de la proteina por
lo cual los hace buenos candidatos para futuros tratamientos. Incluso se ha demostrado que
la Serina 21 mutada a Alanina ya no representa un sustrato para las cinasas ERK 1/ 2, por
lo cual puede seguir induciendo la diferenciacion granulocitica. Otro farmaco evaluado es
el acido 2-ciano-3,12-dioxooleano-1,9-dieno-28-oico (CDDO), el cual puede inducir la
traduccion de CEBPA. Este compuesto logra alterar el cociente de expresion de las
isoformas de CEBPA en favor de la isoforma de tamafio completo (42 kDa) induciendo la
diferenciacion granulocitica'®. En conclusion, se deben seguir haciendo estudios sobre los

marcadores moleculares para estratificar el riesgo de manera mas eficaz.



