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. RESUMEN

La leucemia linfoblastica aguda de tipo B es una neoplasia caracterizada por alteraciones
cromosOmicas recurrentes que incluyen aneuploidias y translocaciones, las cuales son
utilizadas como marcadores moleculares para su clasificacion (Organizacion Mundial de la
Salud). Las translocaciones relacionadas a esta neoplasia incluyen a la t(1;19) E2A-PBX1,
t(4;11) MLL-AF4, t(9;22) BCR-ABL1 y t(12;21) TEL-AML1, cada una de las cuales tiene un
valor en el diagnostico, pronostico y tratamiento de la enfermedad. La identificacién de los
transcritos de fusion generados por dichas translocaciones se lleva a cabo mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) acoplada a una transcripcion reversa (RT). Las
variables que afectan una reaccién de PCR son diversas, por lo que la estandarizacién de
una prueba diagnoéstica requiere el empleo de metodologias aplicadas al disefio de
experimentos. La metodologia Taguchi es una alternativa que se basa en el empleo de
arreglos ortogonales los cuales permiten valorar la influencia de cada una de las variables

con la finalidad de obtener las condiciones 6ptimas del ensayo.

La estandarizacion de un RT-PCR multiplex para la identificacion de 4 marcadores, se
realiz6 utilizando 5 arreglos ortogonales considerando las variables y los niveles de las
mismas que influyen principalmente en la PCR (Taqg polimerasa, temperatura y tiempo de
alineamiento, ciclos de amplificacién, cantidad de cDNA y concentraciones de los oligos).
A través de 86 ensayos independientes se logrd obtener exitosamente las condiciones
Optimas para identificar a los genes de fusion de manera independiente y simultdneamente
en un ensayo Unico. Los resultados demuestran que la utilizacion de arreglos ortogonales es
una herramienta util para la optimizacion de técnicas moleculares. La metodologia Taguchi
permitio estandarizar mediante un método rapido y robusto la deteccidn de los transcritos
fusién E2A PBX1, MLL-AF4 , BCR-ABL1y TEL-AMLL1 con caracteristicas favorables para

ser utilizado en el diagnostico clinico.
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1. ABSTRAC

B acute lymphoblastic leukemia is a neoplasm characterized by recurrent chromosomal
abnormalities including aneuploidy and translocations, which are used as molecular
markers for classification (World Health Organization). Translocations related to this
neoplasm include the t (1, 19) E2A-PBX1, t (4, 11) MLL-AF4, t (9; 22) BCR-ABL 1 and t
(12; 21) TEL-AML 1, each of which has a value in the diagnosis, prognosis and treatment
of disease. Identifying fusion transcripts generated by these translocations is performed by
chain reaction (PCR) coupled with a reverse transcription (RT). Variables affecting a PCR
reaction are different, so that the standardization of diagnostic testing requires the use of
methods applied to experimental design. Taguchi's methodology is an alternative that is
based on the use of orthogonal arrangements which allow to evaluate the influence of each

of the variables in order to obtain optimum conditions of the test.

Standardizing a multiplex RT-PCR for the identification of four markers, was performed
using five orthogonal arrangement considering the variables and levels thereof which
primarily influence the PCR (Taqg polymerase, temperature and time alignment, number of
cycles, amount of cDNA and concentrations of primers). Through 86 independent tests was
successfully managed to obtain optimal conditions to identify fusion genes independently
and simultaneously in a single assay. The results demonstrate that using orthogonal arrays
is a useful tool for the optimization of molecular techniques. The Taguchi methodology
allowed to standardize through a fast and robust method the detection of fusion transcripts
E2A PBX1, MLL-AF4, BCR-ABL1 and TEL-AML1 with favorable characteristics for use

in clinical diagnosis.
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I11. INTRODUCCION

La produccion de células sanguineas —hematopoyesis- es un proceso complejo a través del
cual las células troncales hematopoyéticas proliferan y se diferencian, dando lugar a los
distintos tipos de células maduras circulantes (eritrocitos, granulocitos, linfocitos,
monocitos y plaquetas). La hematopoyesis tiene lugar en la médula 6sea (MO), tejido
esponjoso donde el desarrollo de las células sanguineas toma lugar. Esta ocupa la cavidad
central de los huesos. En recién nacidos , todos los huesos tienen médula activa. Cuando
una persona llega a la edad adulta, los huesos de las manos, pies, brazos y piernas ya no
tienen médula 6sea. La columna vertebral (vértebras), los huesos de la cadera y el hombro,
las costillas, el esterndn y el craneo contienen la médula ésea que produce las células

sanguineas en los adultos.

El proceso hematopoyético inicia con la activacion de un programa de diferenciacion de las
Ilamadas células tronco hematopoyéticas (CTH). Estas células tienen dos caracteristicas
funcionales que las distinguen: son capaces de auto-renovarse y son multipotenciales es
decir pueden dar origen a los distintos linajes sanguineos. Las CTH dan origen a las células
progenitoras hematopoyéticas (CPH), las cuales han perdido su capacidad de auto-
renovacion, pero conservan su potencial proliferativo. Estas pueden ser multipotenciales, o
bien pueden estar restringidas a dos (bipotenciales) o a un solo linaje (monopotenciales).
Las CPH dan lugar a las células precursoras reconocibles por su morfologia a pesar de ser
inmaduras. Y finalmente los precursores hematopoyéticos al madurar, generan las células

sanguineas circulantes (Figura 1).

Es evidente que la hematopoyesis es un proceso muy complejo, en el que participan
diversos tipos celulares y sus productos; todos éstos interactian estrechamente para
permitir que la produccion de células sanguineas ocurra de manera controlada. Alteraciones
en la hematopoyesis, puede conducir a situaciones de sobreproduccion de células
hematopoyéticas 0 a una produccion deficiente de las mismas, cualquiera de éstas
condiciones puede conducir a estados fisiolégicos muy delicados, e incluso, a la muerte del
individuo. Las leucemias son un ejemplo de enfermedades asociadas a un aumento en la

produccién de las células hematopoyéticas debido a que se originan a partir de alteraciones
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presentes en las CTH y CPH. ? Los cuatro tipos de leucemia son la leucemia mieloide
aguda, leucemia mieloide crénica, leucemia linfoblastica aguda y leucemia linfocitica
cronica. La leucemia aguda es una enfermedad de progresion rapida que produce células
que no estan completamente desarrolladas es decir son inmaduras y por ende no pueden
llevar a cabo sus funciones normales. La leucemia crénica es usualmente de progresion
lenta y los pacientes tienen un gran nimero de células maduras. En general, estas células
maduras pueden llevar a cabo solo algunas de sus funciones normales. Los cuatro tipos
principales de leucemia estan clasificados en subtipos de acuerdo a caracteristicas
especificas de las células afectadas. De hecho conocer el subtipo de la enfermedad es muy

importante para establecer el tratamiento mas adecuado para el paciente.

Figura 1. Diferenciacién y maduracion de las células sanguineas. CTH: Células tronco hematopoyéticas
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1.-Clasificacion de neoplasias linfoides (leucemias linfoides)

Las neoplasias/leucemias linfoides o linfociticas, son  neoplasias de las ceélulas
hematologicas de la estirpe linfoide que esta conformada por células B, T y natural killer
(NK), en las cuales los procesos de diferenciacion, proliferacion o apoptosis estan
alterados. Estas leucemias linfoides pueden ser agudas o cronicas dependiendo de la
progresion de la enfermedad, si es de progresion lenta y se tienen principalmente células
maduras hablariamos de leucemia linfocitica cronica (LLC), mientras que si la progresion
de la enfermedad es rapida y se observan primordialmente células inmaduras como los

blastos, hablarfamos de leucemia linfocitica o linfoblastica aguda (LLA). 3

1.1 Clasificacion de leucemia linfoblastica aguda

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es una proliferacion maligna de células linfoides
blogueadas en una etapa temprana de diferenciacion (precursores/linfoblastos). LLA es una
enfermedad biolégicamente y clinicamente heterogénea, por lo que caracterizaciones
morfoldgicas, inmunoldgicas, citogenéticas, bioguimicas y genético- moleculares de los
linfoblastos leucémicos son necesarios para establecer el diagndstico o para excluir otras
posibles causas del fallo de la médula 6sea y finalmente para clasificar los subtipos de
LLA.* El esquema de clasificacion original propuesto por el grupo cooperativo Francés-
Americano-Britanico (FAB) desde los afios 70°s divide a la LLA en 3 subtipos (L1-L3),
que se diferencian en base a la tincion citoquimica y a la morfologia, incluyendo el tamafio
celular, la prominencia de nucléolos, la cantidad y aspecto del citoplasma (Tabla 1).
Después con la identificacion de la expresion de los antigenos de superficie de membrana o
de los componentes citoplasmaticos mediante anticuerpos monoclonales y el desarrollo de
la citometria de flujo, fue posible clasificar a las leucemias linfoblasticas agudas segun su
origen celular (B 6 T) y su grado de diferenciacion o maduracion, y es lo que se conoce

como clasificacion inmunofenotipica (Tabla 1).
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Tabla 1. Clasificacién morfoldgica e inmunofenotipica de Leucemias Linfociticas Agudas

Clasificacion Morfologica Clasificacion Inmunofenotipica*
Tipo FAB Caracteristicas sobresalientes de blastos Linaje celular B
L1 Células pequefias con escaso citoplasma, -LLA de precursores tempranos de
nucléolos indistintos y no visibles. células B
L2 Células heterogéneas y grandes con citoplasma -LLA comun
moderadamente abundante, nlcleo irregular con -LLA de precursores de células B

hendiduras, nucléolo grande y prominente. LLA de células B
L3 Células grandes con citoplasma moderadamente
abundante, nicleo regular de oval a redondo, Linaje celular T
nucléolo prominente, basof_llla cnoplgsmatlca _LLA de precursores de células T
destacada y vacuolas citoplasmaticas.

LLA de células T

LLA: Leucemia linfocitica aguda; FAB: Grupo cooperativo Francés-Americano-Britanico
* Basada en marcadores de superficie ®

Sin embargo actualmente es utilizada la clasificacion de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) de neoplasias de tejidos hematopoyéticos y linfoides publicada en el 2001 y
actualizada en el 2008. Donde la leucemia linfoblastica aguda cae en una categoria general

llamada neoplasia de precursores linfoides. >°"#*

1.2 Principios de la Organizaciéon Mundial de la Salud para la clasificacion de las

neoplasias linfoides.

Los principios de la clasificacion del 2001 de la OMS estuvieron basados en la
Clasificacion Revisada Europea-Americana de neoplasias linfoides (REAL), publicada por
el Grupo de Estudio Internacional del Linfoma en 1994. El proceso de elaboracion de la
clasificacion de la OMS 2008 involucré grupos de trabajo de patélogos, asi como a un
comité asesor clinico (CAC) de médicos expertos de todo el mundo, entonces es un
consenso mundial sobre el diagnostico de estos padecimientos, y ha sido aprobada para su
uso por patélogos, médicos y cientificos.’? La clasificacién de neoplasias linfoides se basa
en un principio muy importante que consiste en la utilizacion de toda la informacion

disponible para definir o reconocer la entidad de la enfermedad, tales como la morfologia,
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inmunofenotipo, genética, caracteristicas moleculares y clinicas. Hoy en dia las
caracteristicas genéticas estan jugando un papel muy importante en la clasificacion de
enfermedades linfoides, ya que para muchos de los linfomas de células B pequefias y otras
leucemias han sido identificadas alteraciones genéticas recurrentes. Por lo tanto la
importancia relativa de cada una de estas caracteristicas es diferente entre enfermedades,
dependiendo del estado de los conocimientos actuales y por ende no existe ningun
“estandar de oro” por el que se definan todas las enfermedades. En esta clasificacion las
entidades de la enfermedad se estratifican de acuerdo a su linaje celular y a su grado de
diferenciacion ya sea de células linfoides precursoras o maduras. Una caracteristica de
suma importancia dentro de la morfologia es conocer el porcentaje de blastos en medula
Osea, sangre periférica y otros tejidos involucrados ya que permitird categorizar a las
neoplasias hematoldgicas y evaluar su progresion. Los estudios citogenéticos y de biologia
molecular son hoy en dia una parte esencial para el diagnostico, no solo para identificar
anormalidades genéticas especificas, sino para establecer una base de datos contra la cual
estudios de progresion posteriores puedan ser comparados. Entonces vemos que para
realizar el diagnostico de neoplasia linfoide, se requiere de un enfoque multidisciplinario,
donde varios estudios diagnosticos en correlacion con la clinica se asocien en reporte Unico

e integral '+

La clasificacion de la OMS, incluye muchas entidades neoplasicas definidas por
anormalidades genéticas especificas, incluyendo rearreglos cromosémicos debido a
translocaciones, deleciones, inserciones y mutaciones especificas, por tanto es esencial
determinar las caracteristicas genéticas de las células neoplésicas. Es recomendable que la
evaluacion inicial incluya un andlisis citogenético completo de medula 6sea con el fin de
confirmar el diagndstico presuntivo basado en estudios clinicos, morfoldgicos, de
inmunofenotipo y técnicas moleculares como la reaccién en cadena de la polimerasa
acoplada a una transcripcion reversa (RT-PCR) y la hibridacion fluorescente in situ (FISH)
que se utilizan para detectar rearreglos de genes como las translocaciones que estén
presentes pero que muchas veces no logran ser identificadas por el andlisis citogenético. De
hecho un gran nimero de mutaciones han sido detectadas por secuenciacion y otras
técnicas moleculares han surgido y estan siendo empleadas para detectar marcadores

moleculares importantes que vemos que son utilizados actualmente por la OMS para
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clasificar a las neoplasias hematoldgicas, asi como para el diagnostico, prondstico y plus es
que han permitido individualizar tratamientos y que se ven reflejados en el aumento de
sobrevida, como en el caso de la leucemia linfobléstica aguda de tipo B con anormalidades
genéticas. Por todo lo anterior vemos que es de suma importancia clasificar de manera
correcta cualquier enfermedad para asi contribuir de manera exitosa en el proceso de

recuperacion de los pacientes. *?

1.3 Clasificacion de la OMS-2008 para las neoplasias de precursores linfoides (leucemias

linfoblasticas agudas).

Dentro de la clasificacion de la OMS las leucemias linfoblasticas agudas caen dentro de la
categoria llamada neoplasias de precursores linfoides donde se encuentran clasificadas de
acuerdo al tipo celular afectado en dos grandes grupos (1y 2) ( Figura 2)*:

1) Leucemia /Linfoma Linfoblastica/o de tipo B
2) Leucemia/ Linfoma Linfoblastica/o de tipo T.
La Leucemia /Linfoma Linfoblastico de tipo B a su vez se divide en 2 categorias:
a) Leucemia/ Linfoma Linfobléstica/o de tipo B de otro modo no especificado

b)Leucemia/Linfoma Linfoblastica/o de tipo B con anormalidades genéticas

recurrentes.

La incidencia mundial leucemias en nifios es de 15-50 casos por cada 100,000 personas por
afio. Segun reportes de la OMS, las neoplasias de precursores linfoides que incluyen a la
leucemia/linfoma linfoblastica/o de tipo B y T son consideradas ante todo enfermedades de
los nifios. Y aproximadamente un 85% de los casos que se presentan como LLA son del
tipo celular de precursores B (LLA-B).}314151617 Agroximadamente el 75% de los casos de
LLA-B exhiben aneuploidia o rearreglos cromosémicos gruesos 0 sub-microscopicos
recurrentes, los cuales permiten que puedan ser sub-clasificadas, tal y como se muestra en

la clasificacion propuesta por la OMS-2008."%12% Donde la leucemia/ linfoma
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Linfoblastica/o de tipo B con anormalidades genéticas recurrentes se divide en 7 subtipos
(Figura 2) que incluye translocaciones balanceadas y otras anormalidades que tienen que
ver con el numero de cromosomas, entonces para cada subtipo se tiene un marcador
molecular especifico, y si se realiza la identificacion correcta permitiran el diagndstico, la

clasificacién y el tratamiento adecuado para pacientes con LLA-B.*

t(9:22) (q34;911.2)
BCR/ABL1

~

t(4;11); (q21;q23) MLL-
AF4

N

De otro modo no t(12;21) (p13;q22)
especificado TEL/AML1

Leucemia/Linfoma
- Linfobldstico B
NEOPLASIAS DE

PRECURSORES

LINFOIDES

al t(1;19) (q23;p13.3) E2A-
genetlcas PBX1
recurrentes con

— 4

{ Anormalidades

Leucemia/Linfoma
Linfobldstico T

t(5;14)(q31;932)
IL3-IGH

{ Con hiperdiploidia

~

{ Con hipoidiploidia

Figura 2. Clasificacion de neoplasias de precursores linfoides segtin la OMS (2008).*

2.- Leucemia/linfoma linfoblastica/o de tipo B con anormalidades genéticas

recurrentes.
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Es la neoplasia infantil mas coman y la principal causa de muerte relacionada con el cancer
en nifios y adultos jovenes.'* Este grupo de enfermedades esta caracterizado por
alteraciones citogenéticas recurrentes que incluyen aneuploidias y translocaciones
cromosomicos. Hiperdiploidia, con el aumento de al menos 5 cromosomas, es una de las
alteraciones mas frecuentes en la infancia en la LLA infantil y se asocia con resultados
favorables. Por el contrario, la hipodiploidia, con menos de 44 cromosomas, se asocia con
pésimo pronostico. Los reordenamientos cromosomicos recurrentes (translocaciones) son
comunes en LLA-B y son eventos criticos en el proceso de leucemogénesis. Estos incluyen
la t(1;19) con el gen de fusién E2A-PBX1, t(4;11) con el gen de fusion MLL-AF4, t(9;22)
con el gen de fusion BCR-ABL1, t(12;21) con el gen de fusion TEL-AML1 y
t(5;14)(931;932) con el gen de fusion IL3-1IGH (Figura 2). Estos rearreglos cominmente
perturban genes que codifican reguladores de la hematopoyesis, supresores tumorales,
oncogenes, 0 tirosina-quinasas, pero comunmente requieren cambios genéticos adicionales

para establecer el fenotipo leucémico completo. 13192

La identificacion de estos rearreglos es vital en los esquemas de clasificacion de riesgo que
actualmente existen, donde se incluye la presencia o ausencia de estas anormalidades
citogenéticas junto con las caracteristicas clinicas (cuenta de leucocitos, edad, presencia de
enfermedad extramedular) y la medicion de la enfermedad minima residual al final de la
terapia de induccion para clasificar a los nifios con LLA-B dentro de categorias de bajo,

estandar/intermedio, alto o muy alto riesgo. 2>

En la Tabla 2 se muestra como de acuerdo a la translocacion presente y las otras
caracteristicas mencionadas se clasifica al paciente en un grupo de riesgo. Esta clasificacion
fue propuesta por Children’s Oncology Group (COG) con la finalidad de individualizar el
tratamiento. Es decir en estos nifios, se utiliza como base el grado de riesgo para asignar el
tratamiento para que los pacientes con caracteristicas clinicas y bioldgicas favorables con
probabilidades de tener un desenlace muy bueno con un tratamiento modesto, se puedan
librar de un tratamiento mas intensivo y toxico; al mismo tiempo, se puede proporcionar un
tratamiento mas radical y potencialmente mas téxico a los pacientes que tienen

probabilidades mas bajas de supervivencia a largo plazo.?
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Estos genes de fusion se transcriben a un mRNA de fusion, después se realiza una
transcripcion reversa (RT) a través de la cual se obtiene el cDNA, que puede servir como
objetivo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para identificar cada uno de los
genes de fusion. **

De los marcadores mencionados asociados a LLA-B se han seleccionado cuatro de ellos,
t(1;19) con el gen de fusién E2A-PBX1, t(4;11) con el gen de fusion MLL-AF4, t(9;22) con
el gen de fusion BCR-ABL1 y t(12;21) con el gen de fusién TEL-AML1 que se consideran
importantes porque poseen una frecuencia relativamente alta en pacientes pediatricos con
LLA-B.

Tabla 2. Anormalidades genéticas en leucemia linfoblastica aguda de precursores B. %

NEOPLASIAS DE PRECURSORES LINFOIDES B CON ANORMALIDADES GENETICAS

RECURRENTES
Translocacion Marcador molecular Frecuencia en Riesgo
nifios

1(9;22) (q34;911.2) BCR/ABL1 5% Alto riesgo

t(4;11)(p21;923) MLL-AF4 5% Muy alto riesgo
t(12;21) (p13;922) TEL/AML1/ 25% Bajo riesgo

ETV6-RUNX1
1(1;19)(q23;p13.3) E2A-PBX1/ 5-6 % Riesgo habitual
TCF3-PBX1

2.1 - Leucemia/ linfoma linfoblastica/o B con t(9;22) (q34;911.2) con el gen de fusion

BCR-ABL1 como marcador molecular.

En la mayoria de las leucemias, las translocaciones generan un gen de fusion que produce
un mRNA que codifica una proteina quimérica con propiedades estructurales y funcionales
distintas de las proteinas constitucionales normales. Se han identificado muchos genes de
fusion. El mejor caso conocido es el gen quimérico BCR-ABLI1, que es el resultado de la

translocacion 1(9;22) (q34;911.2) que da lugar al cromosoma Philadelphia (Ph). Los genes
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involucrados en esta translocacion son el gen ABL presente el cromosoma 9 y el gen BCR
en el cromosoma 22. La t(9;22) fusiona las secuencias 5"de la region llamada break cluster
region (BCR) a las secuencias 3"de ABL, la cual codifica a una tirosina-cinasa. Los puntos
de ruptura del cromosoma 9 estan dispersos en una region de casi 200 kb dentro del primer
intrén, entre el exon 1b y el exon 2( también llamado a2) de ABL (Figura 3a), mientras que
los puntos de ruptura de BCR se encuentran en dos areas: 1) a 5.8 kb en la denominada M-
ber (major break cluster region) que ocurre en los pacientes con leucemia mieloide cronica
y la otra en area denominada m-bcr (minor break cluster region) que ocurre en la mayoria
de los casos de LLA con Ph positivo (Figura 3a). La fusion de genes creados por las
rupturas en M-ber (ruptura tipo de LMC) codifica a una proteina de fusion de 210 kDa
(p210), mientras que las fusiones que ocurren en m-ber (ruptura tipo de LLA) codifica p190

(Figura 3b).

a
BCR (22q11)
1 alternative 2 34 5678 910111516 17181920 212223
el exons
<«cen 7 tel—>
m-bcr
~55 kb
ABL (9934)
1b 1a 2345678 910 11
a2 a3
tel >
<«cen breakpoint region
~200 kb
type frequency
el-a2 1 | 2 | 3 | 4 3595%
| [
1767 227 401 697
et-a3 1 | SRRRREEEREEE [ 3 | 4 3rare
1 I |

Figura 3. a) Diagrama esquematico de la estructura exoén/ intrén de los genes BCR y ABL,
involucrados en la t(9;22) (g34;q11.2) con enfoque en el punto de ruptura minor breakpoint cluster
region (m-ber). b) Diagrama esquematico de los transcritos de BCR-ABL p190.%

BCR-ABLI activa multiples vias de sefalizacion, incrementa la proliferacion celular y

desregula la diferenciacion y adhesion. El tratamiento de las células leucémicas con BCR-
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ABLI1-positivo son inhibidores de tirosina-cinasas.

Alteraciones genéticas adicionales son determinantes criticos de el linaje t la progresion de
leucemia BCR-ABLI1. La delecion temprana de el gen que codifica para el factor de
transcripcion IKZF1 (IKAROS) es comun en leucemia linfoide BCR-ABLI1 pero es raro en
LMC. IKAROS es un factor de transcripcion de dedo de zinc requerido para el desarrollo
de todas las lineas linfoides. Esta alteracion coopera con BCR-ABLI en la induccion de
leucemia linfobléstica. Historicamente, la LLA con BCR-ABLI1 se ha asociado con muy
mal prondstico. Inhibidores de la tirosina-cinasa tales como el mesilato de imatinib
(Gleevec) han transformado el tratamiento y el prondstico de los pacientes con leucemia
BCR-ABLI1-positivo. La adicién de imatinib con quimioterapia intensiva en nifos con LLA
BCR-ABLI1-positivos resulta en una tasa de supervivencia del 84% con 4 afios libres del
evento. Una proporcion de los pacientes se vuelven resistentes a estos agentes, tipicamente

. . - - . 24,18,25
a través de mutaciones adquiridas en el dominio quinasa de ABL1. “"™™

2.3 - Leucemia/ linfoma linfoblastica/o B con t(12;21) (p13;q22) con el gen de fusién TEL-

AML1 como marcador molecular.

El rearreglo mas comun en LLA-B es la t(12;21) (p13;g22) rearreglo que da lugar al gen de
fusién TEL-AMLL1. Este ocurre en aproximadamente el 25% de los nifios con LLA. Esta
translocacion no es detectable por citogenética convencional pero es rapidamente detectado
por técnicas moleculares como RT-PCR y FISH. La mayoria de los pacientes positivos
oscilan entre 1-12 afios de edad en el diagndstico, con un pico entre los 2-5 afios. Los

pacientes con este gen de fusion tienen un prondstico muy favorable.

La t(12;21) involucra el gen TEL/ETV6 localizado en el cromosoma 12 y el gen
AML1/RUNX1 localizado en el cromosoma 21. El gen TEL es muy grande y consiste de 8
exones, pero los puntos de ruptura se encuentran en una region de 15 kb entre los exones 5-
6 (Figura 4a). Los puntos de ruptura del gen AMLL1 pueden ocurrir tanto en el intron 1 que
es muy grande (mas frecuentemente) o en el intron 2. En la mayoria de los casos, los
transcritos de fusion TEL-AML1 muestran una union del exon 5 (nucle6tido 1033) de TEL
a el segundo exon (nucledtido 503) de AML1 ( Figura 4b).
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TEL es un miembro de la familia ETS de factores de transcripcién que son blancos
frecuentemente de los reordenamientos y mutaciones en la leucemia o en otras
malignidades. Tanto TEL como AML1 son requeridos para la hematopoyesis normal y la
proteina TEL-AMLL1 puede perturbar la expresion de los genes reguldos por AMLL1, que lo
convierten en un represor trasncripcional, tambien causa sobreexpresion del receptor de la
eritropoyetina (EPOR) vy la activacion de la senalizacion rio debajo de JAK/STAT. La
expresion de ETV6-RUNX1 promueve la autorenovacion de las células B progenitoras

pero solo no induce leucemia. 8222627

a
TEL (12p13)
1a 2 4 5 6 7 8
—1 T HH"+
-
<« tel _ cen—»

breakpoint region
~15 kb

£3
L]e
03

AML1 (21q22)

1 2 3 4 5 6 7a 7b 8
L {1
«tel —f—— cen—»

breakpoint region
~150 kb

i

I /\

488 1033

4] 5 | B [« [ s e
I I
5
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Figura 4. a) Diagrama esquematico de la estructura del exén/ intrén de los genes TEL y AMLI,
involucrados en la t(12;21) (p13;922). b) Diagrama esquematico de los transcritos de fusién TEL-
AML1. *

2.4 - Leucemia/ linfoma linfoblastica/o B con t(4;11)(p21;923) con el gen de fusion MLL-
AF4

Mixed-lineage leukemia—rearranged (MLL-rearranged) leukemia es una entidad unica por
su iniciacion en el utero y por su respuesta pobre al tratamiento. EI gen MLL localizado en

el cromosoma 11 en la region 23 forma un transcrito de fusion con el gen AF4 localizado
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en el cromosoma 4 en la region g21, mediante la translocacion t(4;11) )(p21;g23) que por
citogenética convencional no es detectada. La leucemias positivas con MLL-AF4 ocurren en un
50-70% de los infantes con LLA y en de aproximadamente en un 5% de los casos

pediatricos.

El gen MLL esta compuesto de 37 exones y regula la hematopoyesis a través del
mantenimiento de la expresion de genes homedticos. La proteina MLL contiene una region
de 3 hooks AT (AT-HOOKS), los cuales tienen la capacidad de unirse al surco menor del
DNA. Un dominio con capacidad de unién al DNA hemimetilado esta localizado en la
porcion 5’ de la proteina codificada por el exon 8. Un dominio de dedo de zinc es
codificado por los exones 11-16 y un dominio homologo al la Drosophila trithorax esta
localizado en la parte 3’ del gen. Cerca de 80 parejas del reordenamiento MLL han sido
identificadas. EI gen AF4 esta compuesto de 20 exones y codifican una proteina rica en

serina- prolina.

La principal region de ruptura del gen MLL a sido bien caracterizada y esta localizada en
un fragmento denominado BamHI de 8.3 kb.

Los grupos de los puntos de ruptura en la region de 6.5 kb entre los exones 8-12 (Figura
5a); la ruptura ocurre mas frecuentemente en los intrones 9 y 10 en pacientes pediatricos y
adultos con LLA, y en el intron 11 en infantes con LLA, conllevan a la fusion de genes que
involucran los exones 9y 10 en pacientes pediatricos y adultos, y en el exdn 11 en infantes
(Figura 5b). La region del punto de ruptura del gen AF4 es mas grande, abarca una region
de 40 kb (Figura 5a). El punto de fusién mas frecuente en los genes de fusién MLL-AF4 es

el exdn 4; en raros casos los exones 5,6,7 estan fusionados al gen MLL (Figura 5b). >*'%2>2%
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Figura 5. a)Diagrama esquematico de la estructura exén/intrén de los genes MLL y AF4, los cuales
estan involucrados en la t(4;11) (g21;923). b) Diagrama esquematico de los diferentes tipos de

transcritos de fusion de MLL-AF4,
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2.5 - Leucemia/ linfoma linfoblastica/o B con t(1;19)(q23;p13.3) con el gen de fusion E2A-

PBX1 como marcador molecular.

La t(1;19)(q23;p13.3) involucra al gen E2A que se encuentra en el cromosoma 19 (banda
p13.2-p13.3) y el gen PBX1 ubicado en el cromosoma 1 (g23). Es detectada en
aproximadamente del 5-6 % de los nifios con LLA. Y la organizacion genomica de E2A
esta bien definida y los puntos de ruptura ocurren casi exclusivamente en una region intron
de 3.5 kb entre el ex6n 13 y 14. La organizacion gendmica del gen PBX1 aln no esta
completamente conocida y los puntos de ruptura estan dispersos en una region intrén de
aproximadamente 50 kb entre el exén 1 y 2. En la mayoria de los casos el transcrito de
fusién E2A-PBX1 muestra un constante sitio de unién del exon 13 (nucleétido 1518) de
E2A a el segundo exon (nucleétido 388) de PBX1 (Figura 6a). Una variante del transcrito
de fusion esta descrita cerca del 5-10% de los casos positivos de LLA con t(1;19), la cual

esta caracterizada por una adicion de 27 nucleétidos (Figura 6b).

a
E2A (19p13)
1 234 5 6 78910 111213 1415a 15b 16
- cen breakpoint region
~3.5 kb
PBX1 (1923)
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breakpoint region
~50 kb
b
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1518 388
13 [ ] 2
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Figura 6. a) Diagrama esquematico de la estructura del exén/ intrén de los genes E2A-PBXI1

involucrados en la t(1;19)(q23;p13.3) b) Diagrama esquematico de los transcritos de fusion E2A-
PBX1. **
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El gen E2A codifica los factores de transcripcion E12 y E47 que pertenecen a la familia
basic hélix-loop-helix (bHLH) y son requeridos para el desarrollo temprano linfoide y la
perdida de E12-E47 promueve el desarrollo de el linfoma de células T. El gen PBX1 es
requerido para el desarrollo de precursores linfoides. E2A-PBX1 se une a proteinas HOX y
probablemente interfiere con la diferenciacion hematopoyética por la disrupcion de la

expresion de genes regulados por HOX, 2418252930
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3.- Metodologias moleculares

La citogenética es empleada en la deteccidn de diversos marcadores moleculares como las
anormalidades numeéricas, estructurales , translocaciones e inversiones en los cromosomas,
por ejemplo es usada para la identificacion del cromosoma filadelfia. Muchas neoplasias
hematopoyéticas (leucemias y linfomas) se asocian a translocaciones especificas que
activan a los oncogenes. La deteccion de estas translocaciones, generalmente mediante el
analisis citogenético o con la técnica de FISH , suelen ayudar mucho al diagnostico pero en
algunos casos, las técnicas moleculares revelan translocaciones u otros reordenamientos
que no llegan a ser detectables por citogenética por lo que se recurre al uso de metodologias
moleculares mas especificas como el PCR, reconocimiento especifico de secuencias de
DNA por enzimas de restriccion, en hibridaciones de regiones de DNA y su deteccion por
marcaje radioactivo o sondas fluorescentes. Por ejemplo los marcadores moleculares de
leucemia linfoblastica aguda de tipo B como la t(12;21) con el gen de fusion TEL-AML1 o
la translocacion t(4;11) con el gen de fusibn MLL-AF4 son identificados con la técnica
RT-PCR , incluso en casos en los que los resultados de la citogenética resultaron negativos.
Por lo que el uso de esta metodologia permite hacer el diagnostico y la clasificacion de la
leucemia para que el paciente reciba un tratamiento individualizado, ya que existen
protocolos establecidos de tratamiento en los cuales la presencia de estos genes de fusion
son un factor de riesgo y dependiendo de cual este presente, el paciente lo recibird con la
finalidad de que se cure y los efectos secundarios a causa de la quimioterapia sean menos

agresivos.

Transcripcion Reversa (RT)

La capacidad para estudiar comparativamente la expresion de poblaciones de RNA
mensajero (MRNA) de diferentes muestras ha sido posible gracias a la aplicacion de la
transcripcion reversa (RT) que junto con la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
permiten aislar secuencias de genes, las cuales pueden ser visualizadas en geles de agarosa
o poliacrilamida. La utilizacion de una varias combinaciones de oligonucleétidos facilita el

aislamiento de miles de especies de MRNA; por lo que la combinacion de ambas técnicas
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ha sido aplicada exitosamente en varias situaciones, como por ejemplo; para diagnosticar
diversos procesos de enfermedad, modelos de diferenciacion y desarrollo. La transcripcion
reversa también Ilamada transcripcion inversa tiene como finalidad obtener DNA
complementario (cDNA) a partir del RNA utilizando una enzima llamada Transcriptasa
Reversa que tiene 3 distintas actividades enzimaticas: una de DNA polimerasa dependiente
de RNA, una de exoribonucleasa hibrido-dependiente (RNasa H) y una de DNA polimerasa
dependiente de DNA. En vivo la combinacion de estas 3 actividades permite la
transcripcion de un genoma de RNA de cadena simple en un DNA de doble cadena por
infeccion retroviral. Pero para la transcripcion in vitro solo las 2 primeras actividades son
utilizadas para producir cONA de cadena sencilla (Figura 7). Ademas de la enzima se
emplean oligo-dT primers, random primers o random nonameros que se alinean al RNA
molde para iniciar la sintesis mediante la incorporacion de los nucledtidos complementarios

para obtener finalmente el cDNA que podra ser usado para amplificacion por PCR. 31323

Sintesis de cDNA
nRNA AMAAA

1 Alineamiento de primer

mRNA AAAAAA
—
Transcripcion reversa
(DNA polimerzea dependiente de RNA)
mRNA AAAAAA
INA .
Degradacion de RNA
[RNoss H]
<DNA “

|

Reacciones posterfores

Figura 7. Sintesis de la primera cadena de cDNA mediante la Omniscript Transcriptasa Reversa. **
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa conocida por sus siglas en ingles como PCR
(Polymerase Chain Reaction) es considerada hoy en dia como una herramienta
imprescindible en el laboratorio de Biologia Molecular e Ingenieria Genética, el objetivo de
esta técnica es la amplificacion directa de un gen o de un fragmento de DNA, o indirecta de
un RNA (en este caso, a través del cDNA), presentes en mezclas de diversas fuentes como
extractos crudos de tejidos, sangre completa, mezclas de fragmentos de DNA obtenidos con
enzimas de restriccion y muestras resultantes de la extraccion o aislamiento de DNA o
RNA, etc. Sin embargo, es importante resaltar que es necesario conocer la secuencia de un
parte de la region de DNA o RNA que se desea amplificar para sintetizar los
oligonucledtidos (llamados también primers, iniciadores, cebadores, oligos, etc.) que seran
las secuencias que flanquearan la region de interés a amplificar, por lo que se consideran
parte determinante del éxito de la PCR. Estos oligonucleotidos deben ser especificos para
una unica region del genoma, por lo que se deben tomar en cuenta varios criterios para el
disefio de estos, tales como; el tamafio se dice que el ideal es de 20-25 nucleétidos de
longitud y generalmente son 18-30 nucledtidos de longitud, la temperatura de alineamiento,
contenido de GC, repetidos de G o C, la base del extremo 3’ debe ser una G o C y la auto-
complementariedad debe ser evitada para minimizar la formacion de estructuras
secundarias y dimeros de primer. La DNA polimerasa es la enzima que lleva a cabo la
replicacion del fragmento diana a partir del oligonucleétido y tiene la caracteristica de ser
termoestable ya que es enzimaticamente activa a temperaturas relativamente altas (75-95
°C), esto permite su actuacion en sucesivos ciclos sin inactivarse; ademas la replicacion a
temperaturas elevadas impide la formacion de hibridos parcialmente desapareados y
contribuye a la especificidad y rendimiento de la reaccién. Ademas de que se tomaran en
cuenta ciertas condiciones para que la enzima trabaje adecuadamente como el pH,
determinadas cantidades de magnesio en forma de MgCl, , KCI, y quiza puedan necesitarse
otras sales o reactivos dependiendo de cada polimerasa. Finalmente otros componentes
importantes en la reaccion de PCR son los dinucle6tidos (ANTPs) que deberan usarse en

concentraciones equivalentes para minimizar errores de incorporacion de bases. %
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El proceso de la PCR consiste en 3 etapas bien definidas: La primera etapa es conocida
como desnaturalizacién, donde se realiza un calentamiento breve que va de 90-95°C para
que ocurra la separacion de las 2 hebras del DNA. La segunda etapa se conoce como
hibridacion o de alineamiento, en la cual ocurre la union de los cebadores con el DNA
molde por efecto de un enfriamiento rapido utilizando temperaturas que oscilan de los 37-
65°C. Finalmente esta la etapa conocida como elongacion, extension o replicacion, en la
cual la DNA polimerasa termoestable elonga los cebadores, empleando como molde ambas
hebras originales. La replicacion transcurre en direccion 5 —3a partir del extremo 3"-OH
de cada cebador, empleando como sustrato los cuatro dNTPs, esta se lleva a cabo a una
temperatura de aproximadamente 72°C hasta terminar la lectura de la hebra molde o hasta
que se comience una nueva etapa de desnaturalizacion. Este ciclo de 3 pasos se repite de
entre 25 y 40 veces usando termocicladores programados con el propdsito de que haya una
acumulacién de la secuencia blanco, llegandose a sintetizar millones de copias. Ademas de
las tres etapas de cada ciclo, comunmente se afiade una etapa previa y una final al conjunto
de todos los ciclos. La previa, a temperatura elevada sirve basicamente para inactivar
proteasas y nucleasas de la muestra, asi como para asegurar la desnaturalizacion completa
del DNA de partida, especialmente si este es de gran tamafio 0 posee regiones muy
compactadas. La etapa final, por su parte, consiste en una prolongacion de la altima
elongacion, para permitir que se completen todos los fragmentos (Figura 8). Existen
variantes de la PCR por ejemplo la RT-PCR tiene caracteristicas muy importantes, ya que
detecta transcritos y es un método semicuantitativo de expresion génica. Esta técnica esta
acoplada a una transcripcion reversa mencionada anteriormente, en la cual se genera una
molécula de cDNA, el cual es utilizado como molde para la amplificacion, ya que es una

molécula mucho més estable que el RNA.*"3%
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Desnaturalizacion Alineamiento Extensién

95°C 15° | 95°C 40”
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| 4°C oo
|
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Figura 8. Programa aplicado a la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La
desnaturalizacion del DNA es el paso inicial en el cual se requiere de una temperatura de 90-95°C, en el
paso del alineamiento la temperatura y tiempo dependen de la cantidad de oligonucledtidos en la
reaccion y de su Ty, ( Melting Temperature), la extension debe realizarse a la temperatura 6ptima de
funcionamiento de la polimerasa de 70-75°C y el tiempo depende de la longitud del fragmento
amplificado (1min=1000 pb). Estos pasos se repiten en ciclo precedidos de una desnaturalizacion y una
extension final al concluir el nimero de ciclos.

Para lograr que la reaccion de PCR sea un éxito se deben determinar los niveles adecuados
de los reactivos con los que se trabajara como lo son; la cantidad de la polimerasa, la
concentracion de magnesio, la concentracion de los primers y la cantidad de DNA o cDNA
a utilizar; asi como también las condiciones de temperatura de alineamiento, tiempo de
alineamiento y numero de ciclos, la determinacion de los niveles de todas estas variables
que influyen en el PCR (Tabla 3) se realiza monitoreando las; para lo que se realiza un
disefio para el andlisis del experimento, este disefio tradicionalmente se realiza analizando
experimentalmente los niveles tedricos y variandolos de acuerdo a los resultados obtenidos,
el analisis generalmente se realiza utilizando el disefio factorial, el cual analiza todas las
combinaciones posibles de las variables involucradas a sus diferentes niveles de interés.
Recientemente se ha empezado a utilizar en diferentes ambitos una herramienta de disefio
experimental basada en la Metodologia Taguchi, esta surgi6 como una alternativa
econdémica y rapida para el andlisis simultaneo de las variables que influyen en un proceso

o desarrollo de un producto. “°
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Tabla 3. Variables que influyen en la técnica de PCR

Variable Unidades Paso critico
Polimerasa Unidades de enzima Extension o sintesis
Mg™ Concentracion molar Extensidn o sintesis
Nucleétidos Concentracion molar Materia prima de sintesis
Grados centigrados Alineamiento especifico

Temperatura de alineamiento

Tiempo de alineamiento

Segundos

Alineamiento especifico

Temperatura de extension

Grados centigrados

Activacion de la polimerasa

Temperatura de desnaturalizacion

Grados centigrados

Desnaturalizacion del DNA

Oligonucledtidos

Concentracion molar

Alineamiento e inicio de la sintesis

24
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4.- Diseno de experimentos basado en la metodologia Taguchi

La humanidad siempre ha tenido una fascinacion por la calidad. Hoy en dia la tecnologia da
testimonio del deseo incesante del hombre para proporcionar un alto nivel de calidad en
productos y servicios. Conducidos por la necesidad de competir en precio, rendimiento y
rentabilidad , los fabricantes estan cada vez mas conscientes de la necesidad de optimizar
productos y procesos. La calidad lograda mediante el disefio de experimentos es para
muchos costo-efectivo, ya que les permite ganar y mantener una posicion competitiva en el
mercado mundial. Los modelos de disefio de experimentos son modelos estadisticos
basados en la experimentacion, cuyo objetivo es identificar y cuantificar los efectos de
maultiples variables simultaneamente. Se sabe que si se repite un experimento en
condiciones indistinguibles, los resultados presenta una variabilidad que puede ser grande o
pequefia. Si la experimentacion se realiza en un laboratorio donde las causas de variabilidad
estan muy controladas, el error experimental sera pequefio y la variacion en los resultados
por lo tanto también sera pequefia. Pero si se experimenta en procesos industriales,
administrativos, etc; la variabilidad es grande en la mayoria de los casos. El objetivo del
disefio de experimentos es estudiar si utilizar determinadas condiciones produce una
mejora en el proceso y para ello se debe experimentar utilizandolas o no. Si la variabilidad
experimental es grande, solo se detectara la influencia las condiciones utilizadas cuando se
produzcan grandes cambios en relacion con el error observado. La metodologia del disefio
de experimentos estudia como variar las condiciones habituales en que se realiza un
proceso empirico para aumentar la probabilidad de detectar cambios significativos en la
respuesta, y asi se obtiene mayor conocimiento del comportamiento del proceso de interés.
Desde la época de los 40°s el Dr. Genichi Taguchi introdujo varios conceptos estadisticos
nuevos los cuales han probado ser herramientas valiosas en el tema del mejoramiento de la
calidad. Muchos fabricantes japoneses han utilizado sus propuestas para mejorar la calidad
de procesos y productos con un éxito sin precedentes. La calidad de los automdviles

japoneses es atribuida en gran medida a la aplicacion de la metodologia Taguchi.
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Esta metodologia se basa en un enfoque el cual es completamente diferente de las practicas
convencionales de ingenieria de calidad. Su metodologia enfatiza el disefio de la calidad en
los productos y procesos, mientras que la practica mas usual se basa en la inspeccion.

En sus practicas de mejoramiento de la calidad, Taguchi esencialmente utiliza las
herramientas estadisticas convencionales, pero las simplifica mediante la identificacion de
un set de lineamientos estrictos para el disefio de experimentos y el analisis de resultados.
La propuesta de Taguchi ha sido extremadamente efectiva en mejorar la calidad de
productos japoneses. Recientemente las industrias occidentales han empezado a reconocer
al Método Taguchi como un herramienta sencilla pero altamente efectiva para mejorar la
calidad de procesos y productos. Taguchi adopt6é una excelente filosofia para el control de
calidad en las industrias de manufactura. Su doctrina fue creada en un entorno totalmente
diferente donde los ingenieros piensan, respiran y viven calidad. De hecho el dio inicio a
nueva cultura de calidad en E.U.A por ejemplo, Ford Motor Company, ha decretado que
todos los ingenieros de Ford Motor son entrenados en la metodologia Taguchi y que sus
principios son usados para resolver sus problemas de calidad. Su filosofia tiene
consecuencias muy grandes, a pesar de que esta fundada en 3 conceptos o principios muy
simples y fundamentales. Todas las técnicas y tecnologia surgen enteramente de estas 3

ideas; las cuales son las siguientes:

1.- La calidad debe ser disefiada sobre del producto y no revisada sobre el.

2.- La calidad se mejora minimizando la desviacion de un objetivo. El producto
debe disefiarse como inmune a los factores ambientales incontrolables.

3.- El costo de la calidad debe ser medida en funcion de la desviacion del estandar y

las perdidas deben ser medidas a lo largo de todo el sistema.

Taguchi construyd sobre la observacion de W.E Deming que el 85% de la falta de calidad
es atribuible al proceso de manufactura y solo el 15% se atribuye al trabajador. Por lo tanto
el desarroll6 sistemas de manufactura que fueran robustos o insensibles a las variaciones

ambientales diarias o de temporada, marca de equipo y otros factores externos. Los 3
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principios fueron sus guias en el desarrollo de estos sistemas, examinando los factores que
afectan la calidad de produccién y los pardmetros especificos del producto.
Para lograr la calidad de un producto deseable mediante el disefio de experimentos, el Dr.

Taguchi recomienda un proceso de 3 etapas.

1.- Disefio de sistemas
2.- Disefio de parametros

3.- Disefio de tolerancia

La fase de disefio de sistema es determinar los niveles adecuados de trabajo de los factores
del disefio. Esto incluye disefiar y probar un sistema basado en el juicio del ingeniero
(experto) de los parametros del proceso o producto, partes y materiales seleccionados
basados en la tecnologia actual. A menudo esto involucra conocimiento e innovacion de los
campos aplicables de la ciencia y tecnologia. Mientras el disefio del sistema ayuda a
identificar los niveles de trabajo de los factores del disefio; el disefio de parametros busca
determinar los niveles del factor que produce el mejor rendimiento del proceso o producto
bajo estudio. La condicion optima es seleccionada de modo que la influencia de los factores
incontrolables causa una variacion minima del rendimiento del sistema. El disefio de
tolerancia es un paso usado para afinar los resultados del disefio de parametros por
endurecimiento de la tolerancia de los factores con influencia significante sobre el

producto.

Taguchi construyd un set especial de arreglos ortogonales (AO’s) para disefiar sus
experimentos. ElI uso de cuadros latinos de arreglos ortogonales para el disefio de
experimentos data de antes de la segunda guerra mundial. Por la combinacion de cuadros
latinos ortogonales en una Gnica manera, Taguchi prepard un nuevo set de arreglos
ortogonales estandar para ser usado por numerosas situaciones experimentales. Un AO
comun para el analisis de factores a dos niveles y se muestra en la Figura 8. Este arreglo,
designado por el simbolo Lg, es usado para el disefio de experimentos donde se deba
analizar hasta 7 factores a dos niveles cada uno. El arreglo tiene 8 filas y 7 columnas. Cada

fila representa una condicion a ensayar con los niveles de los factores indicados por los
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numeros en la fila. Las columnas verticales corresponden a los factores especificos en el

estudio.

Cada columna tiene 4 condiciones al nivel 1 y 4 condiciones al nivel 2 para el factor
asignado a la columna. Dos factores en 2 niveles se combinan en 4 posibles formas, como
lo son (1,1), (1,2), (2,1) y (2,2). Cuando 2 columnas de un arreglo forman estas
combinaciones el mismo numero de veces, se dice que las columnas estan balanceadas o
que son ortogonales. De modo que cualquiera par de columnas de un arreglo ortogonal Lg
(2") tiene el mismo nimero de combinaciones (1,1), (1,2), (2,1) y (2,2). Por lo tanto, las 7

columnas son de un arreglo (L) son ortogonales una de otra.

Los AO facilitan el proceso de disefio de experimentos. Para disefiar un experimento se
debe seleccionar el arreglo ortogonal mas adecuado, asignar los factores a las columnas
apropiadas, y finalmente, describir las combinaciones de los experimentos individuales
Ilamadas condiciones de ensayo. Asi que en un AO Lg, cada fila representa cada uno de los
ensayos necesarios que se tienen que llevar a cabo para completar el experimento. Las
descripciones de cada experimento estan determinadas por los nimeros 1y 2 que aparecen
en las filas de las corridas de prueba. Un experimento factorial requeriria de 2’ o0 128
corridas, pero no proporcionaria informacién mas relevante a la obtenida por el AO Lg. El
arreglo obliga a todos los experimentadores a disefiar experimentos idénticos. Los
experimentadores pueden seleccionar designaciones diferentes para las columnas pero para
las 8 corridas de prueba incluiran todas las combinaciones independientes de cada columna
definida. Asi los arreglos ortogonales aseguran consistencia en el disefio por diferentes

experimentadores (Figura 9).
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B. Factorial 27 = 128 ensayos

A. Arreglo Ortogonal Lg AT 5
Variable | 1| 2 [3 |4 [5]6]7 EXPERIMENTO BL B2 B3 B4
FACTORIAL Cllc2|ci]c2|ci]c2|ci]c2
Ensayo | A|B|C|D|E|F|G COMPLETO
T1 1 1 1 1 1 1 1 Gl T1
F1
G2
T2 11|12 ]2]2]2 1
T3 1|22 1]1]z2]2 o Gl
T4 Tl 22 2 2]t1 G2 T3
D1 T
TS 2121212 o G
T6 |2]1]2]2|1]2]1 £2 G2 ™
T7 2 2 1 1 2 2 1 Gl T7
P2 &
T8 2 2 1 2 1 1 2
Gl
Fl M& T8
E1
Gl T6
2 &
D2 Gl T4
F1
- G2
Gl
F2 M |12

Figura 9. Comparacién de un arreglo ortogonal Lg contra un factorial 2’. (A). AO Ly corridas
necesarias para el analisis de un experimento que involucre 7 variables a 2 niveles cada una. (B).
Ensayos necesarios en un disefio factorial completo 27, se muestra la distribucién que corresponde a los
ensayos del arreglo ortogonal Ls.

En la metodologia Taguchi los resultados de los experimentos son analizados para lograr

uno o mas de los siguientes objetivo:

1.- Establecer la mejor condicion optima para un producto o proceso.
2.- Estimar la contribucién de los factores individuales.

3.- Estimar la respuesta bajo las condiciones 6ptimas.

La condicion éptima es identificada por el estudio de los efectos principales de cada uno de
los factores. El proceso involucra manipulacion aritmética menor de los resultados

numericos y usualmente pueden realizarse con la ayuda de una simple calculadora. Los
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efectos principales indican la tendencia general de la influencia de los factores. Conociendo
la caracteristica, por ejemplo; se puede saber si un valor mas bajo o méas alto producen el
resultado preferido; los niveles de los factores los cuales son esperados para producir el

mejor resultado pueden ser predichos.

El conocimiento de la contribucion de cada factor individual es una clave para decidir la
naturaleza de el control que se tiene que establecer en una produccion o proceso. El anélisis
de varianza (ANOVA) es la herramienta estadistica comdnmente mas aplicada a los
resultados del experimento para determinar el porcentaje de contribucién de cada factor. El
estudio de la tabla ANOVA para un andlisis dado ayuda a determinar cuales de los factores

necesitan control y cuales no.

Para determinar la condicion éptima mediante el analisis de los resultados de los
experimentos, es necesario establecer cual serd la caracteristica a optimizar . Cada producto
esta disefiado para realizar alguna funcién destinada. Alguna caracteristica medible,
generalmente referida como una caracteristica de calidad es usada para expresar que
también un producto esta llevando a cabo su funcion. En una mayoria de casos, la
caracteristica de calidad puede ser una sola cantidad medible tal como el peso, la longitud,
las horas, etc. Para algunos productos medidas subjetivas como bueno, malo, bajo y alto
pueden ser usadas. No importa como la calidad del producto sea medida, ya sea por un solo
criterio o por combinacién de multiples criterios, la medida tendra una de las siguientes 3

caracteristicas:

1.- El mayor es mejor
2.- El pequefio es mejor

3.- El nominal es el mejor

Ya elegida uno o varias de las caracteristicas mencionadas, se tomaran en cuenta para
determinar el mejor disefio de pardmetros y cumplir con el objetivo de optimizar el proceso

0 producto.
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Una vez determinada la condicion Optima, es usualmente una buena practica realizar un
experimento de confirmacion. Sin embargo, es posible estimar un ensayo con la condicion
Optima de los resultados de los experimentos que se llevaron a cabo en la condicién no
Optima. Cabe sefialar que la condicién Optima puede no necesariamente estar entre los
muchos experimentos llevados acabo ya, debido a que el AO representa solo una pequefia

fraccion de todas las posibilidades.

Entonces la técnica para aplicar la metodologia Taguchi consta de los siguientes 4 pasos

sencillos Figura 10) que se seguiran para cumplir con los objetivos de este método:

1.- Lluvia de ideas de las caracteristicas de calidad y disefio de los pardmetros
importantes para el producto o proceso.

2.- Disefar y conducir los experimentos

3.- Analizar los resultados para determinar las condiciones éptimas

4.- Correr una prueba o varias pruebas confirmatorias usando las condiciones

Optimas.

Lluvia de ideas

1. Cuales son las caracteristicas de
calidad?

2. Cuales son los parametros

YV U U T,

Anélisis de los resultados

Confirmacién del test

Figura 10. Esquema de la técnica del método Taguchi.
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Dado que la técnica de la metodologia Taguchi resulta facil y sencilla, su utilizacion ha
resultado atractiva para ser aplicada en diversas areas bioldgicas o biotecnoldgicas como lo
son: en el procesamiento de alimentos, fermentaciones microbioldgicas, medicina, biologia
molecular, tratamiento de aguas residuales y bioremediacion, su empleo en la
estandarizacion de técnicas diagnosticas para la identificacién de marcadores moleculares
no ha sido utilizada por lo que resulta una metodologia muy atractiva para comprobarse si

es efectiva en este campo del analisis. *>*
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IV. ANTECEDENTES

La leucemia es una enfermedad neoplasica hematolégica que se caracteriza por una
proliferacion no regulada de las células progenitoras. Este sindrome hematoldgico se da
por la expansion clonal de las células hematopoyéticas como resultado de una alteracion en
los mecanismos de proliferacién, diferenciacién y muerte celular, en cualquiera de las
etapas de maduracién de las células sanguineas. Las leucemias agudas se dividen en 2
categorias dependiendo del progenitor hematologico afectado: mieloides y linfoides. Y
estas a su vez dependiendo de progresion de la enfermedad (lenta o rapida) y del grado de
diferenciacion de las células sanguineas presentes en el paciente (maduras o inmaduras) se
clasifican en crénicas y agudas. Las leucemias agudas son el cancer mas frecuente en nifios
mexicanos menores de 15 afios y de estas las leucemias linfoblasticas agudas (LLA)
representan cerca del 77 % de todas las leucemias diagnosticadas en nifios y ademas
representan la segunda causa de muerte en nifios mexicanos de 1 a 14 afios. La leucemia
linfoblastica aguda (LLA) es una neoplasia de progenitores linfoides inmaduros siendo la
del linaje de tipo B la mas comdn. La leucemia linfoblastica aguda de precursores B ( LLA-
B) es la neoplasia mé&s comun en los nifios. La mayoria de los casos de LLA-B presentan
alteraciones citogenéticas recurrentes que incluyen aneuploidias y translocaciones
cromosomicas que generan genes de fusidn interrumpiendo la actividad de factores

transcripcionales o activando oncogenes, eventos clave en la leucemogénesis. >+’

De hecho gracias a la identificacion de las alteraciones genéticas cromosdmicas en
neoplasias hematoldgicas como las leucemias linfoblasticas agudas B/T la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2008 redefini6 los criterios principales de diagnéstico
y clasificacion de los tumores de tejidos hematopoyéticos y linfoides.™ La identificacion de
los transcritos de fusion asociados a LLA-B (t(1;19) con el gen de fusion E2A-PBX1,
t(4;11) con el gen de fusion MLL-AF4, t(9;22) con el gen de fusion BCR-ABL1 vy la
t(12;21) con el gen de fusiébn TEL-AML1) son de suma importancia para el diagnostico,
prondstico y tratamiento. La técnica molecular empleada para la deteccion de estos
transcritos de fusion es la transcripcion reversa acoplada a una reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR). Estas técnicas han tenido que estandarizarse para poder ser

empleadas como una herremienta diagnéstica.** De hecho un claro ejemplo de esta
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necesidad, es el trabajo realizado por el BIOMED Europeo donde el objetivo es identificar
estos genes de fusion de manera individual mediante RT-PCR. Existen metodologias que se
aplican para lograr la estandarizacion con la finalidad de obtener el mejor ensayo o
producto, el método comuinmente usado es el factorial, que consiste en llevar a cabo todas
las combinaciones posibles de las variables a analizar, lo que lo hace un método costoso y
tardado. Por otro lado la metodologia Taguchi basada en arreglos ortogonales permite
estandarizar procesos 0 ensayos, este metodo solo analiza algunas combinaciones, pero se
realiza un analisis de varianza (ANOVA) para predecir el mejor ensayo, por lo que le

confiere las caracteristicas de ser rapido y econémico. 2

La utilizacion de la metodologia Taguchi en el campo de la biologia ha generado resultados
muy favorables. De hecho un trabajo de investigacion realizado por Pérez-Contreras en el
2012 consistio en el desarrollo y validacion de un panel de pruebas moleculares para el
diagnostico por laboratorio de neoplasias mieloproliferativas clésicas utilizando esta
metodologia. Por lo que resulta atractivo implementar el disefio de experimentos basados
en la metodologia Taguchi usando arreglos ortogonales para llegar a obtener las
condiciones Optimas para la lograr la identificacion de los diferentes genes de fusion por un

la técnica de RT-PCR multiplex.
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V. JUSTIFICACION

Existen genes de fusion asociados a estas leucemias que son conocidos como marcadores
moleculares y son identificados través del empleo de técnicas moleculares como la reaccion
en cadena de la polimerasa acoplada a una transcriptasa reversa (RT-PCR) ya que por
citogenética muchas veces logran escapar. Los transcritos de fusion de valor pronéstico
asociados a LLA son: la t(1;19) con el gen de fusion E2A-PBX1, t(4;11) con el gen de
fusion MLL-AF4, t(9;22) con el gen de fusion BCR-ABL1 y la t(12;21) con el gen de
fusion TEL-AML1. Esto hace necesario el disefio de nuevas pruebas genético moleculares

estandarizadas y optimizadas mediante disefio de experimentos. #2444

La metodologia Taguchi basada en arreglos ortogonales abre una alternativa en la busqueda
de pardmetros adecuados para cada variable con el fin de lograr la optimizacion de la
prueba que ademas también tiene como objetivo reducir costos y tiempo de investigacion.
Por lo tanto la aplicacién de esta metodologia permitara obtener el mejor ensayo para

identificar de manera rapida y confiable los diferentes genes de fusidn asociados a LLA.
40,42
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VI. HIPOTESIS

El empleo de arreglos ortogonales permite optimizar una prueba de RT-PCR Multiplex para
la identificacion de marcadores moleculares asociados a leucemia linfoblastica aguda de

tipo B.

VIl. OBJETIVOS

- Objetivo general

Aplicar la metodologia Taguchi para la optimizacion de una prueba RT-PCR Multiplex
aplicada en el diagnostico por el laboratorio de leucemia linfoblastica aguda de tipo B.

- Objetivos especificos

B Establecer mediante arreglos ortogonales las condiciones O6ptimas para la
identificacion independiente de los marcadores molecurales E2A-PBX1, MLL-AF4,
BCR-ABL1, TEL-AML1 mediante RT-PCR Multiplex.

B Optimizar y estandarizar mediante un disefio de experimentos basados en arreglos
ortogonales una prueba RT-PCR Multiplex para identificar 4 marcadores
moleculares de leucemia linfoblastica aguda de tipo B de valor predictivo mediante

un solo programa de amplificacion.
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VIIl. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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IX. MATERIALES Y METODOS

1. Manipulacion de acidos nucleicos

1.1 Extraccion de 4cidos nucleicos

La extraccion de RNA total de las células sanguineas se llevd a cabo utilizando el kit
comercial QlAamp® RNA Blood Mini Kit de QUIAGEN® de acuerdo a las
especificaciones del proveedor. De manera breve este protocolo consiste en adicionar 5 mL
de buffer EL a la muestra (sangre o medula 6sea) para hacer una lisis selectiva de los
eritrocitos. Los leucocitos se recuperan por centrifugacion para después agregar el buffer de
lisis RLT, y el lisado se coloca en una columna QlAshredder y se centrifuga para eliminar
los restos celulares. Al filtrado se le agrega etanol al 70% libre de RNAsas y la mezcla se
coloca en una columna QIAamp, se centrifuga y el filtrado se elimina. Después la columna
se lava con el buffer RW1 y se le aflade DNAsa y se deja reposar 15 minutos a temperatura
ambiente para que se lleve a cabo la digestion de DNA, la DNAsa es removida por un
segundo lavado con el buffer RW1; en seguida se lava el RNA con el buffer RPE y se
elimina este buffer por centrifugacion para finalmente eluir el RNA de la columna
adicionando 30uL de agua libre de RNAsas. Una vez concluida la extraccion de RNA este

se almacen0 a -70°C para su posterior uso.

1.2 Cuantificacion y analisis de integridad de acidos nucleicos

La cuantificacion de acidos nucleicos se realizd6 mediante una dilucion 1:50 con agua libre
de nucleasas y se utilizd un espectrofotometro BioPhotomer Eppendorf® para realizar la
lectura a diferentes absorbancias del espectro del UV (230, 260, 280 y 320 nm) debido a
que los acidos nucleicos absorben eficientemente luz ultravioleta debido a la presencia de
bases aromaticas nitrogenadas a lo largo de las cadenas de DNA. La absorcion de UV de
DNA o RNA es una caracteristica de la molécula, que es usada eficientemente para

determinar su concentracion. Y dado que los acidos nucleicos tienen un maximo de
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absorcion a una longitud de onda de 260nm. A esta longitud por lo tanto, la absorcion es
proporcional a la concentracion. Por lo que para la obtencion de la cuantificacion total de

los &cidos nucleicos se utilizaron las siguientes férmulas:

- Concentracion de DNA= (50 ng/uL) ( Azeo) ( Factor de dilucion)= ng/uL

- Concentracion de RNA= (40 pug/mL) ( Azso) ( Factor de dilucion)/ 1000= pg/uL

La integridad de los acidos nucleicos fue analizada mediante electroforesis en geles de
1.2% a 1.6% de agarosa invitrogen®, con buffer TBE 1x (Tris - Acido Bdrico - EDTA)
invitrogen®. Los geles se visualizaron tifiéndolos con una solucion de bromuro de etidio al

0.01%, las imagenes fueron tomadas mediante un foto-documentador Applied Biosystem®.

2. Transcripcion Reversa (RT)

La transcripcion reversa se realizo utilizando de 0.5 a 1 ug de RNA, random nondmeros, y
el Omniscript RT kit de QUIAGEN® que contiene la Transcriptasa Reversa Omniscript,
los dNTP’s, el buffer y agua libre de RNAsas. Por lo que se siguio el protocolo establecido

por el proveedor obteniendo asi cDNA para su uso.

3. PCR Y PCR Multiplex acoplado a transcripcion reversa para la deteccion de los

diferentes genes de fusion asociados a leucemia linfoblastica aguda de tipo B.

Los genes de fusion de E2A-PBX1, TEL-AML1, MLL-AF4, BCR-ABL1 (p190) y el gen
JAK2 que se usdé como control interno de la reaccién, se detectaron utilizando los

oligonucle6tidos mostrados en la Tabla 4.
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Tabla 4. Oligonucleotidos para la identificacién de los genes de fusién asociados a leucemia linfoblastica
aguda de tipo B y oligonucleétidos para identificar el gen control (JAK2).

NOMBRE TA('\SDA)NO SECUENCIA 53 (TrC")
E2A-A 19 CACCAGCCTCATGCACAAC 623
PBX-B 19 TCGCAGGAGATTCATCACG 60.2
MLL-A 17 CCGCCTCAGCCACCTAC 64.4
AFA-B 20 TGTCACTGAGCTGAAGGTCG 62.4

BCR-e1-A 21 GACTGCAGCTCCAATGAGAAC 60.0

ABL-a23-B 21 GTTTGGGCTTCACACCATTCC 64.0
TELA 20 TGCACCCTCTGATCCTGAAC 62.4

AML1-B 19 AACGCCTCGCTCATCTTGC 623

JAKZ FIIC GTTACCAGATGGAAACTGTTCGCTCAGAC

@ 30 A 615
JAK2 R 616 30 TGTCTTCCTGTCTTCTTCTCTGATAAGCAG | 592

Oligonucledtidos analizados con el software OligoAnalyzer 3.1

4. Variables analizadas en el (AO) Lis para la deteccion de los diferentes genes de

fusion

Las variables que se muestran en la Tabla 5 fueron las analizadas por la Metodologia

Taguchi utilizando una matriz establecida (AO) L

para la optimizacion de la prueba

independiente de cada uno de los genes de fusion.

Tabla 5. Variables analizadas en el (AQ) L para la deteccion de los genes de fusion

A B C D E F G H I ] K L M N N

M T°A TA N. cDNA Oligonucleétidos

Variable Mix
(uL) °C) (s) Ciclos uL  E2A-A  PBX-B  MLL-A  AF4B  BCR-  ABL- TEL-A AMLL-B  JAK2  JAK2
el-A a3-B F R
uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM
Nivel 1 10 60 45 30 0.5 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
(bajo)

Nivel 2 12.5 62 90 35 1.0 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4

(alto)

M Mix: Multiplex PCR Master Mix de QUIAGEN®, T¢ A : Temperatura de Alineamiento, T’ A: Tiempo de Alineamiento
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5. Variables analizadas en el (AO) L, para la deteccion de los diferentes genes de

fusion

Las variables que se muestran en la Tabla 6 fueron las analizadas por la metodologia
Taguchi utilizando una matriz establecida (AO) L, para lograr la optimizacion del PCR
multiplex y asi en una sola condicion poder identificar cualquiera de los genes de fusion

asociados a leucemia linfoblastica aguda de tipo B.

Tabla 6. Variables analizadas en el (AO) L, para la deteccidn de los genes de fusion

A B C D E F G H I ] K L
M ¢cDNA AML1-B  ABL- TEL-A MLL-A T BCR- PBX-B  AML1-B  ERROR  ERROR
Mix a3-B el-A
Variable (s)
(uL)  (uL) (uM) (uM) (uM) (uM) (uM) (uM) (uM)
Nivel 1 10 0.5 45 30 0.5 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
(bajo)
Nivel 2 12.5 1.0 90 35 1.0 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
(alto)

M Mix: Multiplex PCR Master Mix de QUIAGEN®, T’ A: Tiempo de Alineamiento

6. Andlisis de resultados por metodologia Taguchi

Los resultados obtenidos de cada disefio experimental se analizaron mediante una
herramienta estadistica llamada Analisis de Varianza (ANOVA) que fue resuelto por
minimos cuadrados. Las matrices de los experimentos realizados se obtuvieron colocando
las variables y los niveles de estudio en las matrices de los arreglos ortogonales Li,y Lig
(Tabla 7 y 8). Las formulas empleadas para realizar los calculos necesarios para el analisis
por metodologia Taguchi basada en arreglos ortogonales y resuelto por ANOVA se

muestran en la Tabla 9.
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Tabla 7. Matriz del arreglo ortogonal L
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zZ — N N NN ANA AN
> — N AN A ANNAAN
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Tabla 8. Matriz del arreglo ortogonal L,

A

Variable

Ensayo

10
11
12
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Tabla 9. Formulas utilizadas en los célculos para el analisis de datos.

Formula Descripcion
Sumatoria de la “caracteristica de calidad” (Y) de cada
) ) ) ) factor (F4) en sus diferentes niveles (1y 2)
F’L1=ZY’L1 F’LZ=ZY’L2
Promedio de los factores, se usa para obtener el
N0 27 (X Yiy) promedio de cada factor ( F4) mediante la sumatoria de
F1, = N Fi, = N su “caracteristica de calidad” (Y) en sus diferentes
1 2 niveles (1y 2).
Suma de cuadrados
2
sspi = L= Fi)
(N1 + N2)

glF4L=Numero de niveles de Fi—1

Grados de libertad

Cuadrados medios (Varianza)

SSF4
MS =
gl
F calculada ( Ratio de la varianza), se utiliza para
MSi obtener la significancia de cada factor y representa el
FO = indice de variacién respecto al error.
MSerror

Suma Pura de cuadrados

Porcentaje de contribucion de cada factor

Y optima (Yopt), indica la prediccion de Y con los
valores considerados como dptimos para cada variable.
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X. RESULTADOS

1. Identificacién de muestras positivas para los diferentes genes de fusion asociados a

leucemia linfoblastica aguda de tipo B.

Para identificar muestras positivas para cada uno de los genes de fusidn, se reclutaron
primeramente muestras con diagnostico presuntivo de leucemia linfoblastica de tipo B, a
las cuales se les realizo la extraccion de RNA Yy transcripcion reversa respectiva para
obtener el cDNA y asi mediante un tamizaje identificar los genes de fusion (E2A-PBX1,
MLL-AF4, BCR-ABL1, TEL-AML1) mediante la técnica de PCR. Se llevaron a cabo PCR’s
individuales para identificar muestras positivas para cada uno de los genes de fusion de
interés, y asi poder emplear la metodologia Taguchi para la optimizacion de un PCR
multiplex. EI anélisis electroforético de los productos obtenidos en los ensayos realizados
para la deteccion de los transcritos E2A-PBX1, MLL-AF4, BCR-ABL1, TEL-AML1 se
muestra en la Figura 11 donde el amplificado de 373pb corresponde al gen de fusién E2A-
PBX1, el de 521pb corresponde a la variante (e1-a2) del gen de fusién BCR-ABL p190, la
banda de 298pb corresponde al gen de fusion TEL-AML1 y el amplificado de 427pb

corresponde a la variante (e9-e4) del gen de fusion MLL-AF4.

1 2 3 4 MPM

<— 200pb

Figura 11. Andlisis electroforético de muestras positivas para cada uno de los genes de fusion. Los
amplicones obtenidos a través de los PCR’s individuales fueron separados en un gel de agarosa al
1.5%. Los amplificados corresponden a los genes de fusion: 1) E2A-PBX1 (373pb); 2) BCR-ABL1
(521pb); 3) TEL-AMLL1 (298pb) y 4) MLL-AF4 (427pb). (MPM) Marcador de peso molecular de 100pb.
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2. Aplicacion de la metodologia Taguchi para la optimizacion de técnicas de

identificacion de marcadores moleculares.

El gen de fusion BCR-ABL1 p190 que se genera a través de la t(9;22) (g34;q11), TEL-
AML1 se genera con la t(12;21) (p13;922), MLL-AF4 se da a través de t(4;11)(q21;923) y
E2A-PBX1 que se genera a través de la translocacion t(1;19) (g23;p13), son cuatro de las
cinco anormalidades genéticas recurrentes que involucran alguna translocacion y que se
asocian a una leucemia linfoblastica aguda, por lo que son considerados como marcadores
moleculares de suma importancia para su diagndéstico y el establecimiento del tratamiento.
Por lo que se analizd cuales serian las variables o factores que podrian influir de manera
importante en la deteccion de estos marcadores por la técnica de RT-PCR multiplex. Las
variables a considerar después del andlisis fueron la cantidad de master mix, temperatura de
alineamiento, tiempo de alineamiento, nimero de ciclos, cantidad de cDNA y la
concentracion de cada uno de los oligonucledtidos . Una vez que se determinaron las
variables, se decidié que arreglo ortogonal utilizar para poder llevar a cabo los ensayos. De
modo que se cuantifico el DNA amplificado como variable respuesta para realizar los
calculos necesarios y el analisis de los indices de variacion de cada factor que interviene en
la identificacion de cada uno de los genes de fusion. Las variables analizadas fueron 15 a 2
niveles (Tabla 5) para cada uno de los marcadores moleculares. La matriz de ensayos se
obtuvo al sustituir las variables y sus correspondientes niveles de estudio en AO L. La
cuantificacion del DNA amplificado final para cada uno de los transcritos de fusion se
muestra en la Tabla 10. Los porcentajes de contribucion, el ratio de la varianza o F
estadistico de cada variable y el error de la prueba se obtuvieron mediante el analisis de

varianza (ANOVA) y se enlistan en la Tabla 11 para cada uno de los genes de fusion.
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Tabla 10. Cantidad de DNA amplificado de controles positivos para cada uno de los genes de fusién
BCR-ABL1, TEL-AML1, MLL-AF4, E2A-PBX1 obtenido mediante PCR multiplex.

Ensayo

T1 | T2

T3 | T4

T5

T6

T7

T8 | T9

T10 | T11

T12

T13

T14

T15 | T16

BCR-ABL1
DNA
ng/uL

108 | 14

16.8 | 14.3

14.1

14.3

124

153 | 23

193|184

154

18

16.1

16.4 | 16.5

TEL-AML1
DNA
ng/uL

99 | 17

19.8 | 17.7

16

17.9

16.3

18.6 | 20.6

22.8 | 19.5

19.6

17.3

22.3

174 | 181

MLL-AF4
DNA
ng/ulL

15.1 | 14.6

134 | 145

13.2

14.9

12.9

15.8 | 16.6

17.7 | 185

174

18.8

21

16.4 | 19

E2A-PBX1
DNA
ng/uL

11.8 | 11.9

16.9 | 15.7

12.8

135

13.8

204 | 89

225|184

16.4

204

219

18.4 | 14.9

T: Ensayo (trial)

Tabla 11. Contribucién de las variables para los genes de fusion BCR-ABL, TEL-AML1, MLL-AF4 y

E2A-PBX1
Clave Variable BCR-ABL1 TEL-AML1 MLL-AF4 E2A-PBX1

=3 % C FP %C FP % C FP % C
A Master M. 74.6 47.8 70.3 28.1 522.3 722 324 16.1
B T A 6.1 3.3 1.1 Pooled 9.6 1.2 9.6 4.4
c TA 6.7 3.7 16.5 6.3 18.3 2.4 1.4 Pooled
D N. Ciclos 13 Pooled 1.2 Pooled 8.7 1.1 6.5 2.8
E cDNA 18.1 11.1 47.3 18.7 1.4 Pooled 26.0 12.8
F E2A-A 0.0 Pooled 10.4 3.8 7.0 0.8 9.3 43
G PBX-B 15.8 9.6 11.3 4.2 38.3 5.2 6.7 2.9
H MLL-A 1.7 Pooled 35.0 13.7 54.3 7.4 12.9 6.1
I AF4-B 11.7 6.9 0.2 Pooled 0.1 Pooled 0.6 Pooled
J BCR-e1-A 4.1 2.0 0.8 Pooled 42.1 5.7 1.4 Pooled
K ABL-a3-B 0.5 Pooled 2.1 Pooled 0.3 Pooled 25.1 12.3
L TEL-A 0.0 Pooled 27.3 10.6 0.5 Pooled 13.3 6.3
M AML1-B 25 Pooled 0.7 Pooled 115 15 32.9 16.4
N JAK2F 7.3 41 6.5 2.2 2.6 0.2 16.4 7.9
N JAK2R 3.9 19 16.5 6.3 4.9 05 0.6 Pooled
e ERROR 1.0 9.7 1.0 6.1 1.0 2.1 1.0 7.7

a) Grado de confianza de la prueba, b) Indice de variacion, %C: Porcentaje de contribucién, Pooled(Combinado) :
Variable asignada al error por no ser significativa.
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El analisis electroforético de los productos obtenidos en los ensayos realizados para la

optimizacion de la deteccion de cada uno de los genes de fusion mediante el AO Lig

presentaron los siguientes tamafios: Los amplificados de 521 pb corresponden a la variante
(p190 el-a2) del gen de fusion BCR-ABL1, los de 298 pb corresponden al transcrito de
TEL-AML1 , los de 427 pb (e10-e6) corresponden a uno de los 10 transcritos de fusion que

se pueden generan entre MLL-AF4, los de 373 pb corresponden al gen de fusion E2A-PBX1

y finalmente los amplificados de 628 pb corresponden a una region del gen JAK2 que

abarca del el1-e16 que fue usada como control interno de la reaccion y que por ende nos

habla de la calidad del cDNA; es mostrado en la Figura 12. En la figura 13 se ilustra la

comparacion de los ensayos realizados bajo las condiciones iniciales contra las que

resultaron las 6ptimas mediante el empleo de la metodologia Taguchi

Al M 1 2 3 4 5 6 7 8 M
628 pb (JAK2)
521 pb (BCR-ABLL)
M 9 10 11 12 13 14 15 16 M
i 628 pb (JAK2)
_ 521 pb (BCR-ABL1)
Bl M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
628 pb (JAK2)
298pb (TEL-AML1)
M 11 12 13 14 15 16 M
«— 628 pb (JAK2)
«— 298pb (TEL-AML1)
12 3 4 5 6 7 8 M
C
«— 628 pb (JAK2)
«— 427 pb (MLL-AF4)
M 9 10 11 12 13 14 15 16
«— 628 pb (JAK2)
+—1427 pb (MLL-AF4)
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628 pb (JAK2)
373 pb (E2A-PBX1)

«——628 pb (JAK2)
4——373 pb (E2A-PBX1)

Figura 12. Analisis electroforético de los productos de amplificacion para los ensayos de deteccion de
los genes de fusion BCR-ABL1, TEL-AML1, MLL-AF4 y E2A-PBX1. Los amplificados obtenidos de
cada uno de los ensayos del arreglo ortogonal L (1-16) disefiado para los genes de fusion fueron
separados en geles de agarosa al 2.0 % vy tefiidos con bromuro de etidio. A) Los transcritos a 521 pb
corresponden al gen de fusion BCR-ABL1 p190 el-a2. B) Los amplificados de TEL-AML1 presentan un
tamafio de 298 pb. C) El gen de fusién MLL-AF4 con la variante (e10-e6) genera un transcrito de 427
pb. D) El transcrito de 373 pb corresponde al gen de fusion E2A-PBX1. La regién que abarca del exon
11-16 de JAK2 (628 pb) es comun para cada uno de los ensayos, ya que se utilizd6 como control interno
de la reaccion. M: Marcador de peso molecular.

Inicial Optimo

628 pb (JAK2)

(BCR-ABL1) 521 pb 427 pb (MLL-AF4)

(E2A-PBX1) 373 pb 298 pb (TEL-AML1)

Figura 13. Andlisis electroforético comparativo de la deteccion de los diferentes genes de fusion. Se
realizaron los ensayos bajo las condiciones optimas obtenidas del AO L mediante el analisis de las
variables que influyen en la técnica de RT-PCR multiplex y se compararon contra los ensayos
realizados bajo las condiciones iniciales. 1) Control positivo para E2A-PBX1( 373 pb) (Condicién
inicial), 2) Control positivo para BCR-ABL1 p190 el-a2 (521 pb) (Condicion inicial), 3) Control positivo
de TEL-AML1 (298 pb) (Condicion inicial), 4) Control positivo de MLL-AF4 (el0-e6) 427 pb
(Condicién inicial), 5) Control positivo para E2A-PBX1( 373 pb) (Condicién 6ptima), 6) Control
positivo para BCR-ABL p190 el-a2 (521 pb) (Condicién 6ptima), 7) Control positivo de TEL-AML1 (
298 pb) (Condicién 6ptima), 8) Control positivo de MLL-AF4 (el10-e6) 427 pb (Condicién 6ptima). M)
Marcador de peso molecular de 100 pb
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2.1 PCR multiplex acoplado a transcripcion reversa para obtener la condicion ptima para
la deteccidn en una sola reaccién las 4 alteraciones cromosomicas con genes de fusion:
t(9;22)(g34;911) con BCR-ABL1 p190, t(12;21) con TEL-AML1, t(4;11) con MLL-AF4 y
t(1;19) con E2A-PBX1 mediante el AO L,.

Para obtener la condicion Optima con la que se podrd identificar cualquiera de las 4
alteraciones cromosomicas con sus respectivos genes de fusion, se tomaron en cuenta las
variables que contribuyeron de manera significativa en cada uno de los arreglos ortogonales
L1 establecidos para la obtencidn de la condicion éptima individual de cada uno de los
genes de fusion. De todas las variables analizadas la cantidad de master mix, cantidad de
cDNA, ciertos oligonucleétidos (AML1-B, ABL-a3-B, TEL-A, MLL-A, BCR-el-A y
PBX-B) y el tiempo de alineamiento resultaron ser las mas significativos y se muestran en
la Tabla 12. De acuerdo con el nimero de estas variables, se decidio utilizar un arreglo
ortogonal L;, para poder llevar a cabo los ensayos. Se trabajo solo un control positivo
(MLL-AF4 e10-e6). De tal manera que se cuantifico el DNA amplificado como variable
respuesta para realizar los calculos necesarios y el analisis de los indices de variacion de
cada factor que interviene en la identificacion de los genes de fusion, para finalmente

obtener la condicion dptima.

Las variables analizadas fueron 11 a 2 niveles (Tabla 6); donde 9 columnas corresponden a
las variable que contribuyeron principalmente y 2 corresponden al error. La matriz de
ensayos se obtuvo al sustituir las variables y sus correspondientes niveles de estudio en AO
Li». La cuantificacion del DNA amplificado final para el transcrito de fusion se muestra en
la Tabla 13. Los porcentajes de contribucion, el ratio de la varianza o F estadistico de cada
variable y el error de la prueba se obtuvieron mediante el andlisis de varianza (ANOVA) y

se enlistan en la Tabla 14 para el gen de fusion seleccionado.
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Tabla 12. Variables que contribuyeron principalmente en los AOs L

VARIABLE | % DE CONTRIBUCION
Master M. 41.02
cDNA 14.2
AML1-B 16.35257874
ABL-a3-B 12.34131832
TEL-A 10.64590189
MLL-A 10.56
TA 6.255070024
BCR-e1-A 5.690200211
PBX-B 5.172361885

Tabla 13. Cantidad de DNA amplificado del control positivo (MLL-AF4 e10-e6)

Ensayo | T1 T2 T3 T4 | TS5 | T6 T7 T8 T9 | T10 | T11 | T12
DNA
ng/uL | 189 | 143 | 16.2 | 16.7 | 15 | 151 | 182 | 179 | 182 | 19.8 | 18.0 | 16.3

Tabla 14. Contribucién de las variables finales analizadas en el AO L;, mediante el empleo de un
control positivo para (MLL-AF4 e10-e6)

%
Clave Variable PP Contribucién

A Master M. 3.948 38.48
B cDNA 0.208 2.03

C AML1-B 0.001 0.01

D ABL-a3-B 0.001 0.01

E TEL-A 0.424 4.14

F MLL-A 1.532 14.93
G TA 1.532 14.93
H BCR-el-A 0.001 0.01

| PBX-B 0.611 5.96

J ERROR 1.962° 19.12
K ERROR 0.038° 0.37

a) Grado de confianza de la prueba, b) indice de variacion

Como se describe en materiales y métodos se realizé el analisis electroforético de los
ensayos descritos en la matriz del arreglo ortogonal L, los amplificados de 427 pb indican
la presencia del transcrito de fusion MLL-AF4 (e10-e6) y los amplificados de 628 pb
corresponden a la region del gen JAK2 que abarca del exon 11 al exon 16, que como ya se

menciond se utiliza como control interno de la reaccion (Figura 14). Una vez que se
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obtuvo la condicién optima mediante el ANOVA del AO Ly, , se llevaron a cabo los
ensayos para definir si era posible identificar cualquiera de los 4 genes de fusion bajo la
misma condicion que resulté como éptima; los resultados se muestran en la Figura 15,
donde se observa que amplifico el transcrito correspondiente a cada uno de los genes de
fusion BCR-ABL1, TEL-AML1, MLL-AF4 y E2A-PBX1 y el control interno de la reaccion
(JAK?2) para cada uno de los ensayos; por lo tanto podemos decir que se cumplié con el
objetivo de identificar cualquiera de los 4 genes de fusion en una sola reaccion de RT-PCR

multiplex.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M
(JAKZ) 628pb_} —— . ol il H . ; ) N

(MLL-AF4) 427 pb —— : v ‘ - h u H il oo
kil i b

Figura 14. Analisis electroforético de los productos de amplificacion para los ensayos de deteccién del
gen de fusién MLL-AF4. Los amplificados obtenidos de cada uno de los ensayos del arreglo ortogonal
Ly, (1-12) disefiado para el gen de fusion fueron separados en geles de agarosa al 2.0 % vy tefiidos con
bromuro de etidio. El gen de fusion MLL-AF4 con la variante (e10-e6) genera un transcrito de 427 pb.
La regién que abarca del ex6n 11-16 de JAK2 (628 pb) es comun para cada uno de los ensayos, ya que
se utiliz6 como control interno de la reaccion. M: Marcador de peso molecular.

«—628 pb (JAK2)

BCR-ABLL) 521pb —p
( )521p «—427 pb (MLL-AF4)

(TEL-AML1) 298 pb —

Figura 15. Analisis electroforético de la deteccién de los diferentes genes de fusion BCR-ABL1, TEL-
AML1, MLL-AF4 y E2A-PBX1 mediante un RT-PCR multiplex utilizando una misma condicién
Optima. 1) Control positivo para E2A-PBX1(373 pb), 2) Control positivo para BCR-ABL1 p190 el-a2
(521 pb), 3) Control positivo de TEL-AML1 (298 pb) , 4) Control positivo de MLL-AF4 (e10-e6) 427 pb.
La regién que abarca del ex6n 11-16 de JAK2 (628 pb) es comun para cada uno de los ensayos, ya que
se utilizé como control interno de la reaccion. M) Marcador de peso molecular de 100 pb.
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XI. DISCUSION

La deteccion de los marcadores moleculares asociados a leucemia linfoblastica aguda de
tipo B (LLA-B) forma parte de los criterios principales en los algoritmos de diagnostico
de la OMS, la deteccidn de estos contribuye a establecer el diagndstico correcto, a clasificar
la enfermedad de manera exacta y una vez identificada la presencia de alguno de los genes
de fusion, se tomaran en cuenta para la clasificacion de riesgo establecida por el (COG) con
la finalidad de establecer el tratamiento adecuado y personalizado.?® Los marcadores
moleculares se consideran importantes porque poseen una frecuencia relativamente alta en
pacientes pediatricos con LLA-B. La identificacion de estos marcadores se hace
principalmente por técnicas moleculares basadas en la técnica de PCR. La primera fase de
experimentacion consistio en la utilizacion de la metodologia Taguchi para la
estandarizacion de la variables que afectan la técnica de identificacion independiente de los
marcadores esto en base en el estudio de Thanakiatkrai y Welch (2011) quienes reportaron
la optimizacion de una técnica molecular (QPCR) utilizando la metodologia Taguchi y el
analisis de experimentos por disefio factorial, donde se observd que sus resultados no
tuvieron diferencias significativas.** Lo que implico llevar a cabo cuatro arreglos
ortogonales, uno para cada uno de los genes de fusién. Este disefio permite una exploracion
de los experimentos de los cuales no se tiene informacion previa; dependiendo del nimero
de variables involucradas y que se consideraron que afectan el ensayo de la PCR, se
seleccion6 el arreglo ortogonal adecuado. EI AO que se utilizd6 en los primeros
experimentos fue el Lig , ya que es ideal para experimentos de los que no se sabe el
comportamiento de las variables. Este arreglo ortogonal permite analizar hasta 15 variables
mediante 16 ensayos experimentales. Las variables se trabajaron a 2 niveles designados
como 1 para el nivel bajo y 2 para el nivel alto, los niveles se decidieron a partir de valores

de referencia que se establecieron como la condicion inicial.

La identificacion de los transcritos de fusion se realizd por RT-PCR. Se obtuvieron las
concentraciones del DNA amplificado de cada uno de los ensayos realizados para utilizar la
concentracion como la variable respuesta y asi poder determinar los porcentajes de
contribucion de cada una de las variables y el F estadistico (F de Taguchi, indice de
variacion), el cual si es mayor de 2 indica que el aporte de la variable al experimento es
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significativo. Este analisis también determina el nivel 6ptimo a utilizar de cada variable y
su efecto sobre la reaccion. Los resultados del andlisis de los cuatro arreglos ortogonales se
muestran en la Tabla 11.

La variable que mas influye en la reaccion para la deteccion del gen de fusion BCR-ABL1
con un porcentaje de contribucion del 47.8% fue la cantidad de Multiplex PCR Master Mix
QIAGEN®. Esta variable esta constituida por una mezcla de HotstarTag® DNA
polimerasa (2.5U por cada 12.5 uL), buffer Multiplex PCR con 6mM de MgCl, (pH=8 a
20°C) y una mezcla a 400 uM de cada dNTP. Esta variable puede ser la méas influyente
debido a que contiene 3 de los principales reactivos de la PCR, por ejemplo el MgCl,
afecta el alineamiento de los primers asi como la actividad y fidelidad de la enzima. La
DNA polimerasa requiere magnesio libre en la unién con el templado, los primers y los
dNTPs. La polimerasa dado que es la que lleva a cabo la sintesis, la concentracion también
es importante para la especificidad, ya que si esta en concentraciones altas se favorece la
sintesis de productos inespecificos. La concentracion de cada uno de los nucleotidos debe
ser igual porque una diferencia aumentara el grado de incorporacién errénea.® Por lo tanto
el Multiplex PCR Master Mix es el factor crucial que afecta primordialmente el desarrollo
de la PCR. Y vemos que es el factor con el mayor porcentaje de contribucion en la mayoria
de los arreglos realizados. Por lo que seria de gran interés realizar un arreglo ortogonal que
nos permita analizar de manera individual los componentes del master mix para conocer el
porcentaje de su contribucion. Otra variable que contribuye significativamente en un
11.1% es la cantidad de cDNA. Ya que cantidades grandes de DNA patron elevan,
generalmente, el rendimiento de productos de la PCR no especificos. Esta es la segunda

variable que resultd importante en la mayoria de los arreglos llevados a cabo .

El célculo de Yest= 16.56 fue similar a los valores del DNA amplificado en los ensayos
experimentales en el arreglo ortogonal Lis lo que refleja el comportamiento de la reaccién
en un 90.3% de acuerdo al grado de confianza de la prueba (aportacion del error=9.7%).
Con estos resultados se hizo la prediccion del ensayo optimo, el cual se realizo utilizando
las variables que tuvieron un porcentaje de contribucion por debajo del error a nivel bajo, y

aquellas que lo tuvieron por arriba del error se trabajaron siguiendo el criterio de el mayor
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es el mejor lo que puede sugerir utilizar un nivel alto o bajo. Lo que resulta en un ensayo
con el minimo de recursos a excepcion de la cantidad de Multiplex PCR Master Mix
QIAGEN® vy la cantidad de cDNA que se trabajaron con el nivel alto. Asi el ensayo dptimo
se llevo a cabo con 12.5 uL. Multiplex PCR Master Mix QIAGEN®, 1 uL de cDNA molde,
E2A-A, PBX-B, MLL-A, AF4-B, BCR-el-A, ABL-a3-B, TEL-A, AML1-B, JAK2F y
JAK2R a una concentracién de 0.2 uM en un volumen final de 25ulL, con una temperatura
de alineamiento de 60 °C, tiempo de alineamiento de 45s, con 30 ciclos de amplificacion y
tuvo una Y= 17.2 la cual es muy similar a la Y estimada y es equiparable al ensayo del
carril numero 3 en el AO Ly (Figura 12A) en cuanto a cantidad de DNA amplificado e
intensidad de banda. Por tanto se ahorran recursos comparandolo con las condiciones
iniciales 'y posee las caracteristicas deseables para el analisis electroforético, ya que
favorece la amplificacién del transcrito BCR-ABL1, el gen control JAK2 y no se observan
inespecificidades. La corrida de comparacion del ensayo éptimo contra el ensayo en
condiciones iniciales se muestra en la Figura 13 para la deteccion de los transcritos BCR-
ABL1.

Las variables que afectan la deteccion del gen de fusion E2A-PBX1 resultaron ser la
cantidad de Multiplex PCR Master Mix QIAGEN® con una aportacién del 16.1%, el oligo
(AML1-B) con un 16.4%, oligo (ABL-A3-B) con 12.3%, oligo (JAK2F) con un 7.9% y la
cantidad de cDNA con un 12.8%. EIl grado de confianza de la prueba refleja que tan
certero es el analisis experimental en la técnica de identificacion, mientras mas pequefio sea
el valor mayor sera la descripcién del experimento, para este caso el grado de confianza fue
de 7.7% (variabilidad el error= 7.7%), esto nos indicé que el disefio describe el 92.3% del
comportamiento del experimento. El calculo de Yest=19.52 fue similar a valores de los
ensayos experimentales del arreglo ortogonal L6, Con estos resultados se predijo el ensayo
optimo, el cual se realizo utilizando casi todas las variables a nivel bajo con excepcion del
Multiplex PCR Master Mix QIAGEN®, la cantidad de cDNA vy el oligo (JAKF) que se
utilizaron a un nivel alto, el resultado que arrojo este ensayo fue de una Y= 20.1 que es casi
igual a la de la Y estimada y ademas es equiparable al mejor en ensayo obtenido en el AO
L16 que se que puede visualizar en el carril 9 y 14 de la Figura 12D. El resultado nos lleva a

utilizar el minimo de recursos, siendo econémico y mas especifico en la amplificacion
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comparado con las condiciones iniciales. El ensayo optimo se realiz6 con 12.5 pL
Multiplex PCR Master Mix QIAGEN®, 1 uL de cDNA, E2A-A, PBX-B, MLL-A, AF4-B,
BCR-el-A, ABL-a3-B, TEL-A, AML1-B y JAK2R se utilizaron a una concentracién de 0.2
uM y JAK2F a una concentracion de 0.4uM en un volumen final de 25uL, con una
temperatura de alineamiento de 60 °C, tiempo de alineamiento de 45s y con 30 ciclos de
amplificacion. La comprobacion de los resultados del analisis de la prueba RT-PCR en la
identificacion del gen de fusion E2A-PBX1 se realiz6 comparando un ensayo realizado en
condiciones iniciales contra las condiciones dptimas después el analisis estadistico por la

metodologia Taguchi y se ilustré en la Figura 13.

Respecto al analisis de las variables que afectan la deteccion del gen de fusion TEL-AMLL.
Las variables que més influyen son la cantidad de Multiplex PCR Master Mix QIAGEN®
con un porcentaje de contribucion del 28.1% , la cantidad de cDNA en un 18.7% , la
concentracion del oligo (TEL-A) con un porcentaje de contribucién del 10.6% , oligo
(MLL-A) con 13.7% y (JAK2R) con un 6.3% . La contribucion importante que tiene
oligonucledtido TEL-A podria estar relacionado con el hecho de que esta implicado en la
identificacion del gen de fusion de interés. calculo de Yest= 21.31 fue similar a algunos de
los valores del DNA amplificado de los ensayos del AO Ly, lo que indica que los ensayos
experimentales realizados en el arreglo ortogonal Lis reflejan el comportamiento de la
reaccion en un 93.9% de acuerdo al grado de confianza de la prueba (aportacion del
error=6.1%). Con estos resultados se hizo la prediccion del ensayo éptimo, utilizando las
variables que tuvieron un porcentaje de contribucion por debajo del error a nivel bajo, y
aquellas que lo tuvieron por arriba del error se trabajaron siguiendo el criterio de el mayor
es el mejor, lo que resulta en un ensayo con el minimo de recursos con excepcion de la
cantidad de Multiplex PCR Master Mix QIAGEN®, la cantidad de cDNA, y los oligos (
TEL-A y MLL-A). El resultado que arroja este ensayo es equiparable al mejor en el AO Lig
, visualizado en el carril 9 de la Figura 12B, por tanto se ahorran recursos comparandolo
con las condiciones iniciales y posee las caracteristicas deseables para el analisis
electroforético, ya que favorece la amplificacion del transcrito TEL-AML1. Por tanto el
ensayo optimo se llevo a cabo con 12.5 uL Multiplex PCR Master Mix QIAGEN®, E2A-
A, PBX-B, AF4-B, BCR-el-A, ABL-a3-B, AML1-B y JAK2F y a una concentracion de
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0.2 uM, MLL-A, JAK2R y TEL-A a una concentracion de 0.4 uM en un volumen final de
25uL, con una temperatura de alineamiento de 60 °C, tiempo de alineamiento de 45s, con
30 ciclos de amplificacion y utilizando 1 uL de cDNA molde y tuvo una Y= 20.5 la cual es
similar a la Y estimada. La corrida de comparacion del ensayo éptimo contra el ensayo en
condiciones iniciales se muestra el la Figura 13 para la deteccion de los transcritos TEL-
AML1I.

Para la deteccion del gen de fusiébn MLL-AF4 se analizaron al igual que en los anteriores
arreglos 15 variables de las cuales las que mas influyeron en la deteccidn de este gen de
fusion son el Multiplex PCR Master Mix QIAGEN® con un 72.2%, los oligos PBX-B en
un 5.2%, MLL-A 7.4% y BCR-el-A 5.7% . El célculo de la Yest= 21.3 fue superior a
cualquier valor de DNA amplificado e indica que las corridas experimentales realizadas en
el AO Ly reflejan el compartimiento de la reaccion en un 97.9% de acuerdo al grado de
confianza de la prueba (aportacion del error=2.1%). Con estos resultados se hizo la
prediccion del ensayo 6ptimo, el cual se realizé utilizando la mayoria de las variables a
nivel bajo, lo que resulta en un ensayo con menor cantidad de recursos empleados, con
excepcion de la cantidad de Multiplex PCR Master Mix QIAGEN®, cantidad de cDNA y
la concentracion del oligo (MLL-A) que se utilizaron a un nivel alto, el resultado que arroja
este ensayo optimo y el resultado de la Yest son equiparables al mejor ensayo observado el
carril 14 de la Figura 12C del AO Ly, lo que permite el ahorro recursos comparandolo con
las condiciones iniciales, y cuenta con caracteristicas deseables para el anélisis
electroforético, ya que se favorece la amplificacion del gen de fusion MLL-AF4. Asi el
ensayo Optimo se realiz6 con 12.5 uL Multiplex PCR Master Mix QIAGEN®, 1uL de
cDNA, E2A-A, PBX-B, AF4-B, BCR-el-A, ABL-a3-B, TEL-A, AML1-B, JAK2F y
JAKZ2R a una concentracion de 0.2 uM y MLL-A a 0.4uM en un volumen final de 25 pL,
con una temperatura de alineamiento de 60 °C, tiempo de alineamiento de 45s y con 30
ciclos de amplificacion y se obtuvé una Y= 20.5 la cual es muy similar a la Y estimada. Las
corridas de comparacion del ensayo optimizado contra la condicidn inicial se muestra en la

Figura 13 para la deteccion del transcrito de fusion MLL-AF4.
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El hecho de que algunos oligonucledtidos sean factores que contribuyen de manera
importante y de manera diferente en los distintos arreglos sugiere que tiene que ver con la
formacion de estructuras secundarias de los oligos producidas por las interacciones
intermoleculares e intramoleculares, lo que puede conllevar a un rendimiento bajo de la
reaccion, a una amplificacion inespecifica y que simplemente no haya amplificado porque
se reduce en gran medida la disponibilidad de los primers. Se sabe que en una PCR las
interacciones entre un par de oligos son dificiles de evitar y hay posibilidad de que exista
formacion de harpins, homodimeros y heterodimeros (dato no mostrado) ahora en una
mezcla donde interactdan diez oligonucledtidos aumenta esta posibilidad.3**>* También la
interaccion es diferente respecto a la identificacion de cada uno de los genes de fusion,
ademas de que la matriz de DNA de cada muestra tiene secuencias distintas que podrian dar
lugar a interacciones inespecificas del primer con el DNA y se vea reflejado en la
generacion de amplificados inespecificos que es lo que se conoce como mispriming y lo
podemos ver reflejado en el carril 2 de la Figura 13 que es un ensayo que se llevé a cabo
en condiciones iniciales (no optimas). Ademas las interacciones son diferentes y no
proporcionadas ya que cada uno de los 16 ensayos del arreglo ortogonal es una condicion
diferente en la que varia la concentracion de cada uno de los oligonucleotidos. Cabe
mencionar que se realizd un andlisis de los oligonucleétidos empleados mediante el
software OligoAnalyzer 3.1 con la finalidad de calcular los AG para conocer la posibilidad
de formacion de las interacciones mencionadas, y se observaron valores por debajo de AG=

-10 kcal/mol que son tolerados generalmente en el disefio de oligonucleétidos.*®

La segunda y ultima parte del trabajo de tesis consistié en generar un RT-PCR multiplex
para la deteccién simultanea de los cuatro genes de fusion E2A-PBX1, MLL-AF4, BCR-
ABL1 y TEL-AML1 en una sola condicion de PCR. Para lograr este objetivo se disefio un
arreglo ortogonal L3, tomando en cuenta las variables que resultaron con los porcentajes de
contribucion significativos por arriba del error de los cuatro arreglos ortogonales Lig
llevados a cabo en primera etapa. Las variables consideradas fueron el Multiplex PCR
Master Mix QIAGEN®, cantidad de cDNA, ciertos oligonuclettidos (AML1-B, ABL-a3-B,
TEL-A, MLL-A, BCR-e1-A y PBX-B) vy el tiempo de alineamiento se muestran en la Tabla

6. Dado que el AO L, permite analizar 11 variables se adicionaron 2 columnas al error ,
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donde el porcentaje de contribucion obtenido para esta variable representé el grado de
confianza de la prueba. Se realizo el analisis de estas variables para determinar el indice de
variacion de cada una (estadistico F= F de Taguchi, indice de variacion), el porcentaje de
contribucion y el nivel 6ptimo para su utilizacion en la deteccion de los cuatro marcadores
moleculares, los ensayos experimentales se realizaron como lo describe el AO Li2, que se

aplico en una muestra positiva para el gen de fusion MLL-AF4.

Una vez llevados a cabo los ensayos descritos por el AO L;, y cuantificada la cantidad de
DNA amplificado final como la caracteristica de calidad, se analizaron los resultados
mediante el analisis de varianza (ANOVA) obteniendo los datos mostrados en la tabla x.
Donde se observé que la variable que influye de significativamente en la deteccion
simultanea de los marcadores es la cantidad de Multiplex PCR Master Mix QIAGEN®
como se habia observado en los arreglos ortogonales iniciales Lig , mientras que las
variables adicionales que se tomaron en cuenta para el L, no resultaron ya significativas y
se trabajaron en un nivel bajo y solo la cantidad de Multiplex PCR Master Mix QIAGEN®
se utilizo a un nivel alto. Pero se consider0 utilizar el nivel alto en cuanto a la cantidad de
cDNA ya que este nivel resulto ser significativo en los arreglos iniciales. De esta manera se
logré obtener el 6ptimo para la detecciéon simultanea de los marcadores. El cual se realiz6
utilizando 12.5 uL Multiplex PCR Master Mix QIAGEN®, 1uL de cDNA, E2A-A, PBX-
B, MLL-A, AF4-B, BCR-el-A, ABL-a3-B, TEL-A, AML1-B, JAK2F y JAK2R a una
concentracion de 0.2 uM en un volumen final de 25 pulL, con una temperatura de
alineamiento de 60 °C, tiempo de alineamiento de 45s y con 30 ciclos de amplificacion. En
la Figura 15 se muestra el analisis electroforético del ensayo Optimo aplicado para
identificar los genes de fusion mediante una sola condicion de PCR, donde se puede

visualizar que se logro la amplificacion de los cuatro genes de fusion.
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XIl. CONCLUSIONES

Con base en los resultados de el presente trabajo, se concluye que la utilizaciéon de la
metodologia Taguchi basada en arreglos ortogonales permitio llegar a las condiciones
Optimas del RT-PCR multiplex para la deteccién independiente y simultanea de los
transcritos de fusion E2A-PBX1, MLL-AF4, BCR-ABL1 y TEL-AML1 marcadores de
leucemia linfoblastica aguda de tipo B con anormalidades genéticas recurrentes
(Organizacion Mundial de la Salud). La utilizacion de esta metodologia generé un
resultado rapido, econémico y confiable comparado con otras metodologia aplicadas al
disefio de experimentos. El arreglo ortogonal propuesto por la metodologia Taguchi
aplicado a la determinacion de los marcadores se llevo a cabo a través de 16 ensayos
analizando 15 variables a 2 niveles cada uno, este nimero de ensayos comparado con los
3,2768 necesarios para un analisis factorial representd un ahorro considerable de recursos.
EL analisis de los datos revel6 que la variable de mayor contribucion en los arreglos
disefiados para la deteccion de cada uno de los marcadores fue la mezcla para PCR
(Multiplex PCR Master Mix QIAGEN®). Adicionalmente, se determind el porcentaje de
contribucion de cada una de las variables (cantidad de cDNA, temperatura y tiempo de
alineamiento, nimero de ciclos y concentracién de cada uno de los oligonucledtidos)

permitiendo establecer una mejora del proceso.
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