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RESUMEN

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una neoplasia que surge de las células madre y
progenitores hematopoyéticos. Durante el curso de la transformacion maligna, estas células
experimentan una evolucion genética y epigenética continua y una diversificacion clonal.
Como consecuencia, la LMA se compone de poblaciones heterogéneas de células malignas.
Las subclonas de las células leucémicas suelen contener conjuntos distintos de anormalidades
citogenéticas y mutaciones somaéticas, lo que resulta en una considerable complejidad
genética. En la clasificacion de la leucemia mieloide aguda realizada por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) se describen las anormalidades genéticas y su asociacion con
caracteristicas clinico patoldgicas distintivas, asi como la significancia prondstica de cada
una de ellas. En las Gltimas revisiones se ha incluido a la LMA con mutaciones genéticas que
afectan a NPMZ1(Nucleophosmin 1), CEBPA (CCAAT/enhancer-binding protein alpha) y
RUNX1 (RUNX Family Transcription Factor 1), sin embargo, existe una variedad de
estudios que revelan la significancia que tienen otras mutaciones en el desarrollo de la
enfermedad, por ejemplo genes que codifican para proteinas con diferentes funciones que
van desde sefializacion (por ejemplo FLT3, C-KIT y NRAS), modificadores de la cromatina
(MLL, ASXL), genes supresores de tumores (TP53, WT1) hasta los genes que codifican para
proteinas con funciones de reguladores epigenéticos. Todos estos tipos de aberraciones
cromosOmicas y mutaciones pueden ser coexistentes entre unas y otras en los casos de LMA
y asi dar una diferente perspectiva de la evolucion que presentaran los pacientes. Actualmente
existen investigaciones donde se observa una coexistencia considerable de las mutaciones en
DNMT3, IDH1/2 con los genes NPM1, CEBPA y RUNXZ, las cuales no se han asociado a
las alteraciones cromosémicas balanceadas caracteristicas del desarrollo de LMA y su valor
pronostico atn no esté bien dilucidado en las clasificaciones oficiales de LMA; aunado a esto
las mutaciones juegan un papel importante en los casos de LMA con cariotipo normal, por
ser dianas terapéuticas de medicamentos aprobados por la "Food and Drug Administration™.
Tal es el caso de los inhibidores de IDH (ivosidenib para IDH1 y enasidenib para IDH2)
aprobados en 2017 para pacientes adultos con LMA refractaria o la azacitidina, un agente
hipometilante e inhibidor de DNMT3A aprobado en septiembre del 2020 para el tratamiento
continuo de pacientes adultos con LMA que lograron la primera remision completa; sin
embargo, aln sigue en investigacion el papel propio de estas mutaciones con respecto al
diagndstico y si pueden llegar a ser marcadores independientes del prondstico por si solos.

Palabras clave: PCR, Alelo especifico, Metilacion, Epigenética, Pronostico.



ABSTRACT

Acute myeloid leukemia (AML) is a neoplasm that arises from stem cells and hematopoietic
progenitors. During the course of malignant transformation, these cells undergo continuous
genetic and epigenetic evolution and clonal diversification. As a consequence, AML is
composed of heterogeneous populations of malignant cells. Leukemic cell subclones often
contain distinct sets of cytogenetic abnormalities and somatic shocks, resulting in
considerable genetic complexity. In the classification of acute myeloid leukemia carried out
by the World Health Organization (WHO), the genetic abnormalities and their association
with distinctive clinical pathological characteristics are described, as well as the prognostic
significance of each of them. In recent reviews, AML with modified genes that impair NPM1
(Nucleophosmin 1), CEBPA (CCAAT/enhancer-binding protein alpha) and RUNX1 (RUNX
Family Transcription Factor 1) have been included, however, there are a variety of studies
that reveal the significance of other changes in the development of the disease, for example
genes that code for proteins with different functions ranging from signaling (for example
FLT3, C-KIT and NRAS), chromatin modifiers (MLL, ASXL) , tumor suppressor genes
(TP53, WT1) to genes that code for proteins with epigenetic regulatory functions. All these
types of chromosomal aberrations and mutations can coexist with each other in cases of AML
and thus give a different perspective of the evolution that patients will present. Currently
there are investigations where a considerable coexistence of the identical ones in DNMT3,
IDH1/2 with the NPM1, CEBPA and RUNX1 genes is observed, which have not been
associated with the balanced chromosomal alterations characteristic of the development of
AML and their prognostic value is not yet known. well diluted in the official LMA ratings;
In addition to this, they will play an important role in cases of AML with normal karyotype,
as they are therapeutic targets of advanced drugs by the "Food and Drug Administration™.
Such is the case of IDH inhibitors (ivosidenib for IDH1 and enasidenib for IDH2) approved
in 2017 for adult patients with refractory AML or azacitidine, a hypomethylating agent and
DNMT3A inhibitor approved in September 2020 for the continuous treatment of adult
patients with AML who achieved first complete remission; however, the role of these users
with respect to diagnosis and whether they can become independent markers of prognosis on
their own is still under investigation.

Keywords: PCR, Allele specific, Methylation, Epigenetics, Prognosis.



1 MARCO TEORICO

1.1 Leucemia mieloide aguda (LMA)

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una forma de neoplasia maligna que se caracteriza
por infiltracién de la medula dsea, sangre y otros tejidos por la proliferacion, clonalidad,
diferenciacion anormal y ocasionalmente una diferenciacion pobre de células del sistema
hematopoyético. A pesar de que fue incurable hace 50 afios, los casos de LMA ahora son
curables en 35 a 40% en los pacientes adultos menores de 60 afios de edad y en un 5 a 15%
de pacientes mayores de 60 afios de edad (Dohner et al., 2010). La LMA es uno de los tipos
de leucemia mas comunes en adultos. Aun asi, los casos de LMA son raros, representando
solo un 1% de todos los canceres en Estados Unidos de América. La LMA es una enfermedad
generalmente de personas de edad avanzada y es raro que se presente antes de los 45 afios.
Se ha establecido que el promedio de edad en las personas que han sido diagnosticadas con
LMA es de 68 afios; sin embargo, existen casos reportados de LMA en nifios por lo cual
existe la posibilidad de padecer LMA en edad temprana. La LMA es ligeramente mas comdn
en hombres que en mujeres. Segun los nuevos datos de la sociedad americana del cancer
estimaron que para 2019 los casos nuevos de leucemia en Estados Unidos de Ameérica fueron
alrededor de 61,780y 22,840 de ellos fueron mortales segtin la American Cancer Society. En
México, no se cuenta con informacion confiable respecto de esta enfermedad; la incidencia,
la prevalencia y la mortalidad son datos que no se pueden considerar exactos, aunque se han
realizado diferentes esfuerzos locales o regionales para obtener informacion epidemiolégica
(Gutierrez-Aguirre et al., 2014). El perfil epidemioldgico de los tumores malignos en
México, publicado en 2011, registra 2495 casos de leucemia mieloide de 2004 a 2006, para
el afio 2008 hubo 4,338 egresos hospitalarios, de los que 2896 fueron especificamente por
LMA. De acuerdo con la informacién de egresos hospitalarios del sector salud publicada en
las bases de datos de 2011 a 2015, hubo 16,291 egresos por LMA, de los que 52% fueron
hombres y 48% mujeres, mientras que 68.9% fueron adultos y 31.1% correspondieron a
menores de 17 afios de edad. EI 10.5% de los egresos se debid a defuncién y 84.5% a curacion
0 mejoria segln la Secretaria de Salud en México. A pesar de que los avances en los
tratamientos de LMA han dejado un significante mejoramiento en los resultados de pacientes
jovenes, el pronostico de los pacientes de edad avanzada los cuales se reportan como mayoria
de los nuevos casos, permanece débil (Shah et al., 2013). Incluso con los tratamientos de hoy
en dia, el 70% de los pacientes de 65 afios de edad moriran dentro del 1 afio del diagndstico
(Meyers et al., 2013).

En esta neoplasia existe un desorden clonal de las células madre hematopoyéticas
(Hematopoietic Stem Cells, HSC) caracterizado por la inhibicién de la diferenciacion y la
subsecuente acumulacién de células en varios estadios de incompleta maduracion (blastos)
y la reduccion de la produccién de las células sanas de los elementos hematopoyéticos, estas
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citopenias causan manifestaciones clinicas como los sintomas de anemia (fatiga),
neutropenia (infecciones) y la trombocitopenia (hemorragia), los cuales estan generalmente
presentes en el momento del diagndstico y son dominantes durante el tratamiento. Durante
la progresion leucémica, los blastos de LMA ocupan y probablemente alteran el nicho donde
las células madre hematopoyéticas residen (Morrison et al., 2014). Si la cantidad de blastos
en la médula 6sea es de 20%, como minimo, se considera diagnéstico de LMA (Arber et al.,
2016). Morfolégicamente hablando, los blastos de LMA varian en el tamafio, son ligeramente
mas grandes que los linfocitos, presentan bastones de Auer y el nucleo es grande;
generalmente contienen varios nucléolos. Los blastos de LMA expresan antigenos que
también son expresados en las células mieloides sanas inmaduras, incluyendo marcadores de
diferenciacion CD13, CD33 y CD34 (Campos et al., 1989). En raras ocasiones, los blastos
pueden exhibir caracteristicas morfoldgicas e inmunofenotipicas de células mieloides y
linfoides, lo que dificulta su clasificacion como de origen mieloide o linfoide. Estos casos se
clasifican como leucemia fenotipica mixta y por lo general son de peor pronéstico (Wolach
et al., 2015). Las categorias de clasificacion de la LMA pueden estar basadas en 3 factores,
por ejemplo, si existe historial de tratamiento, antecedentes de neoplasias hematolégicas
(LMA secundaria, por ejemplo, sindrome mielodispléasico o neoplasias mieloproliferativas)
o si se desarrolla cuando no existe ningun antecedente previo de LMA (LMA de novo). Los
factores de riesgo pueden ser sindromes familiares como sindrome de Down, desérdenes
genéticos, ambiental o por exposicién a radiacion con fines terapéuticos y no terapéuticos,
asi como por agentes quimioterapéuticos antineoplasicos como los agentes alquilantes
(Deschler et al., 2006). Uno de ellos son los inhibidores de la topoisomera Il que estan
estrechamente relacionados con la LMA con translocacion 11q.23 (Pendleton et al., 2014).
Sin embargo, las alteraciones genéticas son las principales causas, algunas de ellas son las
anormalidades cromosomicas por ejemplo las translocaciones t(8;21), t(15;17) y la inversion
del cromosoma 16, todas ellas asociadas a un buen prondstico (Do6hner, et al., 2015);
alrededor de 40% - 50% de todos los casos de LMA son citogenéticamente normales (LMA-
CN) (Gaidzik et al., 2008) y las mutaciones son identificadas en mas del 97% de los casos
(Patel et al., 2012). Las anormalidades moleculares encontradas en LMA-CN se encuentran
en genes especificos que afectan genes con diferentes funciones que van desde proteinas con
funciones de sefializacion, regulacion de la transcripcion y epigenéticas.
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1.2 Clasificacion de la leucemia mieloide aguda por la Organizacion Mundial de la
Salud

En el 2001, como parte de un esfuerzo de integrar los avances realizados en el diagnostico y
manejo LMA, la organizacion mundial de la salud (OMS) introdujo un nuevo sistema de
clasificacion seguido por una version revisada en el 2008. Los conceptos que subyacen a esta
clasificacion se derivaron de numerosos estudios clinicos y cientificos publicados y de la
experiencia de mas de 100 patélogos, clinicos y cientificos de todo el mundo que colaboraron
para desarrollar esta clasificacion por consenso (Harris, et al., 1997). Después, en 2016 se
publica una nueva version de la clasificacion de la LMA que se distinguia por incorporar
informacidn genética junto con la morfologia, inmunofenotipo y presentacion clinica para
definir seis entidades principales de la enfermedad: LMA con anomalias genéticas
recurrentes, LMA con caracteristicas relacionadas con la mielodisplasia, LMA relacionada
con la terapia, LMA no especificado de otra manera, sarcoma mieloide y proliferacion
mieloide relacionada con el sindrome de Down (Arber, et al., 2016).

1.2.1 Leucemia mieloide aguda con recurrentes anormalidades genéticas

Entre los casos de LMA con anomalias genéticas recurrentes, 11 son los subtipos que se
delinean de acuerdo con distintas translocaciones cromosomicas. Ademas, las entidades
como NPM1 mutado y LMA con CEBPA mutado fueron introducidas como parte de la
revision de 2008 (Vardiman, et al., 2009), posteriormente se introdujo LMA con BCR-ABL1
positivo y LMA con RUNX1 mutado en la revision del 2016 (Arber, et al., 2016).

Tabla 1: Leucemia mieloide aguda (LMA) con recurrentes anormalidades genéticas
LMA con 1(8:21) (922;022); RUNX1-RUNX1T1
LMA con inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;022); CBFB-MYH11
LMA con PML-RARA
LMA con t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A
LMA con t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214
LMA con inv(3)(q21.3926.2) o t(3;3)(q21.3;926.2); GATA2, MECOM
LMA (Megacarioblastica) con t(1;22) (p13.3;q13.3); RBM15-MKL1
LMA con BCR-ABL1 (Entidad provisional)
LMA con mutacién en NPM1
LMA con mutaciones bialélicas de CEBPA
LMA con mutacién en RUNX1 (Entidad provisional)
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1.3 Origen de la leucemia mieloide aguda

Los trabajos pioneros realizados por Janet Rowley establecieron que la leucemia mieloide
aguda (LMA) es una enfermedad genética, a través del descubrimiento de anormalidades
cromosOmicas somaticas como las translocaciones t(8;21) y t(15;17) en las células
leucémicas de algunos pacientes (Rowley et al., 1973). EI cambio de una célula normal a una
célula maligna requiere de la adquisicion de multiples mutaciones somaticas que
colectivamente forman parte del fenotipo maligno (Grove et al., 2014). Los genomas del
cancer son genéticamente heterogéneos y esto es mas probable que refleje heterogeneidad a
nivel de las células madre leucémicas (Leukemic stem cell, LSC) (Figura 1). Las HSC
normales, al igual que otras células madre, estan indiferenciadas a lo largo de su vida.
Adicionalmente, las células madre hematopoyéticas pueden sufrir auto-renovacion
(expansién clonal) o diferenciacion (extincion clonica) divisién simétrica. En promedio, se
cree que las HSC humanas se dividen una vez cada 40 semanas (Catlin et al., 2011). La
patogénesis molecular de LMA no ha sido completamente definida. Las recurrentes
variaciones en las estructuras cromosémicas (ej., t(15;17), t(8;21), inv(16), t(9;21), t(9;11),
del5, del7, etc.) estan establecidas como diagndsticas y marcadores prondsticos, sugiriendo
que la adquisicion de anormalidades genéticas juegan un papel esencial en la transformaciéon
leuceémica; sin embargo, alrededor del 50% de los casos de LMA aguda tienen un cariotipo
normal (CN) y muchas de esas anormalidades estructurales ausentes (Bullinger et al., 2010;
Suelaetal., 2007; Walter et al., 2009). Los analisis de secuenciacion dirigida han identificado
mutaciones severas que proveen informacion diagndstica y prondstica, incluidas mutaciones
en FLT3, NPM1, CEBPA Yy TET2 (Bacher et al., 2010). El advenimiento de la secuenciacion
masiva permitio el descubrimiento de mutaciones recurrentes en DNMT3A (Ley et al., 2010)
e IDH1 (Mardis et al., 2009). A pesar de esos esfuerzos, mas del 25% de pacientes con LMA
no tienen mutaciones en un gen conocido asociado a leucemia (Shen et al., 2011).
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Figura 1. Hematopoyesis normal y generacion de blastos mieloides leucémicos. (A) Las HSC de auto
renovacion residen en la parte superior de la jerarquia, dando lugar a progenitores multipotentes que a su vez
dan lugar a progenitores comprometidos con el linaje que eventualmente producen células sanguineas
diferenciadas terminalmente. (B) La LMA esta organizada como una jerarquia iniciada por células madre de
leucemia autorrenovadoras que dan lugar a progenitores leucémicos, que a su vez dan lugar a estadios de
leucemia. HSC: Hematopoietic stem cells, MPP: Multi-Potent Progenitor, CMP: Common myeloid progenitor,
LSC: Leukemic stem cells. (Tomado y adaptado de Thomas & Majeti 2017).
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1.4 Panorama genético de la leucemia mieloide aguda

El cambio de una célula normal a una célula maligna requiere de la adquisicion de multiples
mutaciones somaticas que colectivamente forman parte del fenotipo maligno (Grove et al.,
2014). Las HSC normales, al igual que otras células madre, estan indiferenciadas a lo largo
de su vida. Adicionalmente, las células madre hematopoyéticas pueden sufrir
autorrenovacion (expansion clonal) o diferenciacion (Pina et al., 2007). La patogénesis
molecular no ha sido completamente definida. Alrededor del 50% de los casos de leucemia
mieloide aguda tienen un cariotipo normal y muchas de esas anormalidades estructurales
ausentes (Bullinger et al., 2010). Los andlisis de secuenciacion dirigida han identificado
mutaciones severas que provén informacion diagndstica y prondstica, incluidas mutaciones
en RUNX1, CEBPA y NPM1 (Papaemmanuil et al., 2016; Ley et al., 2013). Las tres
mutaciones principales son en FLT3, NPM1 y DNMT3A, que se encuentran especialmente
en la LMA de novo con cariotipo normal; sin embargo, algunos otros genes, como SRSF2,
SF3B1, U2AF1 o BCOR, a menudo se encuentran mutados en leucemia mieloide aguda
secundaria. Aunado a esto, las mutaciones en TP53, las cuales casi siempre son asociadas
con un cariotipo complejo, se encuentran principalmente en leucemia mieloide aguda
relacionada con la terapia. Se ha demostrado que algunas mutaciones (por ejemplo, en los
genes DNMT3A, TET2 y ASXL1) aparecen afios antes del diagnostico (Genovese, et al.,
2014). Estas mutaciones se caracterizan por ser los primeros eventos dentro de la
"hematopoyesis clonal de potencial indeterminado (siglas en inglés CHIP)" caracterizada por
la expansion clonal de células que portan estas mutaciones las cuales ocurren en personas
sanas Yy su incidencia aumenta con la edad, estas mutaciones se asocian con un mayor riesgo
de desarrollar enfermedades hematoldgicas malignas (Jaiswal, et al., 2014). Por lo tanto, se
consideran eventos preleucémicos que inician la enfermedad. Se ha demostrado que persisten
en la reincidencia y en la remisién completa y que proporcionan una ventaja selectiva
multlinaje sobre las células madre y progenitoras hematopoyéticas normales in vivo (Hirsch,
et al., 2015). En la mayoria de los casos de LMA, las mutaciones no se encuentran de forma
aislada, sino que estdn asociadas con otras mutaciones recurrentes o con anomalias
citogenéticas. Inicialmente, los analisis genéticos se centraban en LMA con cariotipo normal
pero recientemente se han expandido para incluir todos los tipos y evaluar los cambios
genéticos, asi como epigenéticos (Ley, et al., 2013). Anteriormente las mutaciones fueron
agrupadas como de clase | (segundos eventos en la leucemogénesis), las cuales proveen
ventajas de proliferacion o supervivencia celular y son marcadores de prondstico, por
ejemplo, FLT3 y RAS. Las de clase Il (primeros eventos en la leucemogénesis) que alteran
la diferenciacién de los progenitores hematopoyéticos y la apoptosis. Ademas, las
mutaciones en CEBPA, RUNX1, y probablemente NPM1 son mutaciones de tipo II. En el
caso de las translocaciones y mutaciones de clase Il definen entidades clinicopatoldgicas
especificas en la clasificacion de la OMS. Ahora se entiende, que hay mas de dos clases de
mutaciones en LMA (Ley, et al., 2013), de las cuales la mayoria son mutaciones
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cooperadoras (Ohgami, et al., 2015). Estas observaciones indican que estas mutaciones no
clasificadas pueden caer en varias subcategorias que van desde mutaciones que afectan a
reguladores de la metilacion del DNA, el splicing, remodeladores de la cromatina (Figura 2).
Del mismo modo, estas mutaciones no clasificadas tienen una alta concurrencia, tal es el caso
de las mutaciones entre DNMT3A y NPM1, asi como con IDH1/2 (Boissel, et al., 2010). Las
mutaciones en DNMT3A y NPM1 coexisten tanto con las mutaciones de clase | como con
las de clase Il, por lo tanto, estas mutaciones pueden no clasificarse simplemente en
mutaciones "clasicas" de clase | o clase I1, sino que caerian en nueva categoria de mutaciones,
todo esto con la propiedad de tener un potencial informativo de caracter pronostico.

DNMT3A

IDH1 IDH2| ASXL1

I Alteraciones cromosomicas L Mutaciones moleculares

. No balanceadas . Metabolismo . Remodelador de la cromatina

. Balanceadas . Factor de transcripcion . Edicion del RNA (splicing)

Regulador epigénetico . Supresor tumoral . Transduccion de sefial

Figura 2. Heterogeneidad genética en LMA. Los multiples analisis de secuenciacién masiva en casos de
leucemia mieloide aguda permitieron desvelar un gran nimero de genes significativamente mutados, ademas
de las recurrentes anormalidades cromosomicas descritas por la OMS, los cuales forman parte del fenotipo
maligno ya sea como mutaciones iniciales o conductoras en el desarrollo leucemdgeno.
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1.5 Mutaciones en el gen NPM1 en casos de leucemia mieloide aguda

NPM1 (Nucleofosmina 1), anteriormente conocida como B23 o numatrina es una proteina
nucleolar abundante en el nucleo de células en proliferacion. NPML1 en el genoma humano
estd localizada en el 5935, compuesta por 12 exones que codifican para dos isoformas;
NPM1.1 que corresponde a la proteina de tamafio completo con 224 aminoécidos como se
muestra en la figura 3 (Choi et al 2008). EI gen NPM1 en el cromosoma 5¢35.1 codifica una
molécula chaperona, transportando moléculas desde el nicleo al citoplasma; Ademas,
desempefia muchos otros roles, incluidos Biogénesis del ribosoma, duplicacion y regulacion
del centrosoma. de la via supresora de tumores ARF-TP53 (Noguera et al., 2005 Haferlach
et al., 2009). NPM1 se sobre expresa con frecuencia en maltiples neoplasias, incluidos
canceres de estdmago, colon, ovario, vejiga y prostata (Grisendi et al., 2006). En el afio 2005
Falini et al. descubrieron que las mutaciones de NPM1 son relativamente frecuentes en la
LMA (Falini et al., 2005). Estas mutaciones se encuentran casi exclusivamente en el exon
12, y hasta la fecha solo se han identificado en neoplasias mieloides, pero no en ningun otro
tumor. A menudo consisten en inserciones o duplicaciones de 4 pb entre los nucleétidos 960
y 961. Causan el reemplazo de los Gltimos siete aminoacidos (WQWRKSL) con 11 residuos
diferentes. Las mutaciones de tipo A, detectadas en el 80% de los casos, implican la
duplicacion de "TCTG" (nuclettidos 956 a 959), lo que crea una insercion en la posicién
960. Los tipos B y D son el segundo y el tercero que ocurren con mayor frecuencia, seguidos
de algunas otras mutaciones raras. Todas estas mutaciones afectan a Trp-289 y Trp-290
donde reside NoLS, lo que conduce a una localizacion citoplasmica de la proteina. EI NPM1
citoplasmico (NPM1c) solo se detecta en la LMA con el gen mutado en NPM1 (NPM1c), y
no hay mutaciones de NPM1 con NPM1 en el nucleolo. Las mutaciones de NPM1 son
exclusivamente heterocigotas, lo que implica que NPM1c es capaz de formar un dimero con
NPM1wt , reclutarlo en el citoplasma y perturbar su funcion normal (Grisendi et al., 2006).
Alrededor del 15% de LMA con NPM1 mutado muestran aberraciones cromosémicas que
incluyen +8 y del (9q) (Noguera et al 2005). La LMA con NPM1 mutado tiene una
predominancia en mujeres y es el marcador que se encuentra en mas del 50% de los casos
con cariotipo normal. Estas mutaciones que afectan a este gen son determinadas mediante
PCR, sin embargo, en algunos casos se emplea la inmunohistoquimica y se detecta en el
nacleo. Los casos con positivos para NPM1 son clasificados con pronostico favorable sin
embargo hasta el 40% de los casos frecuentemente se asocian mutaciones en FLT3 y
reguladores de la metilacion del DNA (DNMT3A e IDH1/2). La presencia de estas
mutaciones parece anular el efecto y por eso se han de identificar estas mutaciones. (Ley et
al., 2013). En adultos, morfoldgicamente estos casos muestran diferenciacion monocitica,
entre los casos que no presentan esta morfologia, se encuentran los que presentan
invaginaciones nucleares (en ingles conocido como cup-like)
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A NPM1 proteina

o | shi GG (0

A1 NES NoLS

B NPM1 Mutaciones

Exones 1 4 9 10 H

2 3

wip type | TTTTTTTTCCAGGCTATTCAAGATCTCTGGCAGTGGAGGAAGTCTCTTTAA
MueATCG | TTTTTTTTCCAGGCTATTCAAGATCTCTGTICIG GCAGTGGAG GAAGTCTCTTTAA

MutBCATG | T TTTTTTCCAGGCTATTCAAGATCTCTGCAIG GCAGTGGAG GAAGTCTCTTTAA

MutCCClG | TTTTTTTTCCAGGCTATTCAAGATCTCTGEIGGCAGTGGAG GAAGTCTCTTTAA

Figura 3. Localizacion de las mutaciones mas frecuentes en NPM1. A. Se muestran los 4 grandes dominios
nucleo, acido, basico y aromatico. EI dominio ndcleo contiene dos motivos de sefiales de exportacion nuclear
(NES). La regidn central contiene dos regiones &cidas que abarcan una sefial de localizacidn nuclear bipartita
(NLS). EI NLS también se encuentra en el dominio C-terminal, junto con una region aromaética en el extremo,
formando la sefial de localizacién nucleolar (NoLS). B. Todas las mutaciones de NPM1 en los casos de LMA
(rojo) ocurren en el exon 12 y estas son resultado de en una insercidn neta de cuatro pares de bases. Las tres
mutaciones mas comunes (tipos A, B y C) se contabilizan en el 90% de los casos.
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1.6 Mutaciones en el gen DNMT3A en leucemia mieloide aguda.

Las mutaciones en DNMT3A fueron descritas en 2010 cuando una serie de mutaciones de
tipo Missense (Mutaciones de sentido erréneo), Frameshift (Mutaciones con desplazamiento
del marco de lectura), Nonsense (Mutaciones sin sentido) y Splice-site (Mutaciones en el
sitio de empalme) que afectaban DNMT3A fueron identificadas en pacientes con leucemia
mieloide aguda (LMA) (Figura 4). La secuenciacion de exoma en muestras de LMA primaria
ha identificado mutaciones soméaticas en DNMT3A en mas de un 30% de los casos de LMA-
CN (Ley, et al., 2010). Independientemente del nimero de pacientes, la mayoria de
mutaciones en DNMT3A han sido encontradas en el dominio Mtase (Dominio metil
transferasa), con una vasta cantidad de mutaciones de tipo Missense en el codon R882 (65%
de todas las mutaciones en DNMT3A), mas frecuentemente la mutacion R882H en un
residuo de arginina (Arg882) por una histidina (Ley et al., 2010, Roller et al., 2013).
Mecanisticamente, la homo-tetramerizacion de DNMT3A es requerida para ejercer sus
propiedades cataliticas (Holz-Schietinger et al., 2011) en base a esto Russler-Germain et al
y demas autores reportaron que la mutacion DNMT3R82 muestra un efecto dominante-
negativo previniendo la formacion de homo-tetrdmeros activos por la interaccion con
DNMT3YT y la subsecuente formacion de heterodimeros, para lo cual se encontré una
disminucion al 29% (tipo nativo) de la actividad catalitica (Russler-Germain et al., 2014).
Esto explicaria la dramatica reduccion de la actividad metiltransferasa de DNMT3A, la cual
se observa como una extendida hipometilacion del DNA en CpG especificos de pacientes
con mutacion DNMT3R82_En contraste la hipermetilacion focal, la cual también se observa
en muestras de DNMT3A mutante, no pueden ser explicadas por este modelo (Ley et al.,
2010, Russler-Germain et al., 2014). Por su parte Emperle, et al 2018 reportaron un resultado
que no concuerda con Russler-Germain et al, 2014 ya que la actividad catalitica no disminuye
al formar tetrameros de DNMT3R82 con DNMT3%T sin embargo hay una gran cantidad de
reportes de que la mutacion DNMT3R8 resulta en cambios en la metilacion del DNA
proponiendo que el comportamiento negativo de las mutaciones en DNMT3A podria ser
explicado por otros mecanismos no relacionados con la directa inhibicion de las subunidades
Wild-Type en heterocomplejos (Emperle et al., 2018). A través de la investigacion de células
sanguineas en pacientes con el sindrome de Tatton-Brown-Rahman que portan la mutacion
DNMT3R82 de manera constitutiva, se demostro que la mayoria de cambios fueron eventos
de hipometilacion. Este estudio sugiere que la hipermetilacion observada en LMA con
DNMT3R82es un evento secundario (Spencer et al., 2017), incluso la observacion de algunas
de lesiones como TET2 y DNMT3A en sangre de individuos hematologicamente normales
apoyan la teoria de que estas mutaciones son iniciadoras (Laurie et al., 2012).
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Figura 4. Localizacion de las mutaciones mas frecuentes en DNMT3A. Se muestran los 23 exones del gen
y las mutaciones mas frecuentes asociadas a leucemia mieloide aguda dentro del exon 23, el cambio de
aminoacido en el codon CGC que codifica para arginina de la posicion 882 (R882) por serina, histidina y
cisteina.

1.7 Mutaciones en los genes IDH1 e IDH2 en leucemia mieloide aguda

En 2009, la secuenciacién completa del genoma en un paciente con leucemia mieloide aguda
identifico la mutacion IDH1R*? (Mardis, et al., 2009). Andlisis subsecuentes en una muestra
de pacientes con LMA confirmaron la presencia de mutaciones en IDH1 y también se
identificaron mutaciones en IDH2 en aproximadamente 20% de pacientes en LMA-CN
(Mardis, et al., 2009). Las mutaciones en IDH1 estan presentes hasta en 7-14% de los
pacientes con LMA (Platt, et al., 2015). Los pacientes con mutaciones IDH1/2 son candidatos
para terapias dirigidas como los inhibidores de IDH1™! (ivosidenib) o de IDH2™!
(enasidenib), han mostrado resultados prometedores en pacientes con LMA o sindrome
mielodisplasico. Se ha demostrado que estas moléculas inducen la diferenciacion de células
leucémicas primarias in vitro (Chaturvedi, et al., 2013) e in vivo para promover respuestas
clinicas. La LMA y una variedad de neoplasias muestran recurrentes mutaciones de tipo
missense en IDH1 e IDH2, lo que provoca que IDH1™' e IDH2™! sinteticen 2-
hidroxiglutarato (2-HG) en vez de aKG (Losman, et al., 2013). EI Oncometabolito 2-HG es
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un inhibidor competitivo del aKG lo cual produce una inhibicion de las proteinas
dioxigenasas, incluida la familia TET. En LMA se sugiere que las mutaciones en TET2 e
IDH1/2 son mutuamente excluyentes, por lo que las dos mutaciones podrian actuar en la
misma via (Figueroa, et al., 2010; Xu et al., 2011). Normalmente ambas proteinas, IDH1
citosolica e IDH2 mitocondrial existen como homodimeros dentro de su respectivo
compartimento celular y las proteinas mutadas retienen la habilidad de unirse con respectiva
compariera wild-type. Todos los reportes de las mutaciones de IDH han sido de tipo
heterocigoto, con las células cancerigenas conservando una copia Wild-type. Anteriormente,
no se habia reportado ningun caso en que el mismo paciente tuviera las dos mutaciones, hasta
que Paschka et al 2013 y Abbas et al 2012. reportaron casos de LMA con mutaciones en
ambos genes. En LMA, las mutaciones en IDH1/2 resultan en el cambio de aminoéacido,
ocurriendo primeramente en el residuo R132 en IDH1 y en R140 0 en R172 en IDH2 (Chou,
et al., 2011) (Figuras 5y 6). Algunos autores apoyan la nocion de que las mutaciones R140
0 en R172 en IDH2 pueden ser mutuamente excluyentes y han reforzado la idea de que la
mutacién del codon 140 IDH2 y el coddn 172, tienen consecuencias fisiopatoldgicas distintas
(Marcucci, et al., 2010) (Patel, et al., 2017). El bloqueo del a-KG y la presencia del inhibidor
competitivo 2-HG en células que expresan IDH1™! e IDH2™ atenlian la actividad de TET2.
Se ha demostrado que la pérdida de la funcion de TET2 e IDH1™! e IDH2™ estan asociadas
con defectos epigenéticos similares y la expresion de las proteinas IDH1™! e |IDH2™
produce una actividad ineficiente de la funcién catalitica de TET2 en las células.
Adicionalmente la expresion de las proteinas IDH1™! e IDH2™! 0 TET2™! perjudica la
diferenciacion mieloide e incrementa la expresion de marcadores de las células madre
progenitoras, sugiriendo que el papel de esas mutaciones en la LMA es bloqueador. EI codon
R132 en IDH1 y el residuo R172 en IDH2 son homdlogos. (Figueroa, et al., 2010).
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Codén (TT GTG AGT GGA TGG GTA AAA CCT ATC ATC ATA GGT CGT CAT GCT TAT GGG GAT CAA TAC AGA GCA ACT GAT TTT

WILD TYPE
LVSGQVKPITI GRHAYGDQYRATODEF
oCodon | (TT GG AGT GGA TGG GTA A CCT ATC ATC ATA GGT CAT CAT GCT TAT GGG GAT CAA TAC AGA GCA ACT GAT TTT
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LVSGQVKPI I | GCHAYGDQYRATDF

Dominio Isocitrate Deshidrogenasa

Mutacion Missense
R132H, R132C
Figura 5. Localizacion de las mutaciones mas frecuentes en IDH1. Se muestran los 10 exones del gen y las
mutaciones mas frecuentes asociadas a leucemia mieloide aguda dentro del exdn 4, el cambio de aminoacido
(Dentro de la banda verde) en el codén 132 CGT (cambio de arginina por histidina o cisteina).

Codon (TG AAG AAG ATG TGG AAA AGT CCC AAT GGA ACT ATC CCG AAC ATC (TG GGG GGG ACT GTC TTC (GG GAG CCC ATC

WILD TYPE
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p’ LKKMWKSPNGT IQHAYGGTVFREPI

aden. (TA GTC CCT GGC TGG ACC AGG CCC ATC ACC ATT GGC AGG CAC GCC CAT GGC GAC CAG TAC AGG GCC ACA GACTTT
LveoewrTKPITIGRHAHGD QY KATDEF
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R4OQ PP R
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Figura 6. Localizacion de las mutaciones mas frecuentes en IDH2. Se muestran los 11 exones del gen'y las
mutaciones mas frecuentes asociadas a leucemia mieloide aguda dentro del exén 4, el cambio de aminoacido
en los codones CGG donde cambia el aminoécido arginina por glutamina y AGG donde cambia el aminoacido
arginina por lisina marcados por los colores naranja y rosa respectivamente.
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1.8 Tratamiento convencional y especifico con inhibidores de NPM1, IDH y DNMT3A
mutante en leucemia mieloide aguda

Hace diez afios, el tratamiento de la leucemia mieloide aguda (LMA) recién diagnosticada
era practicamente invariable. Los pacientes recibian daunorrubicina o idarrubicina durante 3
dias y citarabina a una dosis de 100 mg / m? al dia durante 7 dias como infusién continua, un
régimen comunmente conocido como “3 + 7”. Afortunadamente, el avance de tecnologias
moleculares sofisticadas durante los ultimos 25 afios ha proporcionado conocimientos
fundamentales sobre la patogénesis y la fisiopatologia de la LMA. Esta caracterizacion
molecular continda ampliando nuestra comprension de la biologia de la LMA, los patrones
mutacionales que determinan la heterogeneidad de la enfermedad en el momento del
diagnostico y la recaida, asi como los multiples factores que contribuyen a la falta de
respuesta al tratamiento. Ademas, la clasificacion mutacional descriptiva ha proporcionado
una plantilla para el desarrollo de estrategias para apuntar a moléculas y vias clave de manera
selectiva, lo que lleva al desarrollo de multiples terapias dirigidas para el tratamiento de la
LMA. Quizas debido al tiempo necesario para incorporar una mejor comprension de los
fundamentos moleculares de la enfermedad, las opciones de tratamiento para la LMA han
sido limitadas durante las ultimas cinco décadas. Una mejor comprension de los mecanismos
subyacentes al efecto oncogénico de NPM1 ha dado lugar a maltiples estrategias terapéuticas
innovadoras y prometedoras, por ejemplo, la combinacion de acido todo-trans-retinoico
(ATRA) vy trioxido de arsénico (ATO), un tratamiento curativo para la leucemia
promielocitica aguda, conduce a la degradacion de NPML1, induciendo apoptosis Yy
diferenciacion celular en células mutadas en NPM1 (Martelli et al., 2015) . También se ha
descrito que los pacientes adultos en buen estado fisico menores a 60 afios con NPM1 mutado
se tratan con quimioterapia intensiva, ya que estas células generalmente expresan niveles
altos de CD33 que se puede tratar con gemtuzumab ozogamicina (Castaigne et al., 2019).
Ademas, existen numerosas terapias dirigidas y o especificas de mutaciones presentes en las
clonas leucémicas; por ejemplo, la midostaurina es el Unico inhibidor de FLT3 que, hasta la
fecha, ha demostrado un beneficio de supervivencia general en combinacion con
quimioterapia de induccion (Mandrekar et al, 2017). Sin embargo, en afios recientes IDH
mutante se ha convertido en un objetivo viable en el tratamiento de la LMA. Tales
mutaciones ocurren en blastos de aproximadamente el 20% de los pacientes con LMA [IDH1
(8%) e IDH2 (12%)]. Los agentes orales ivosidenib y enasidenib, inhibidores de IDH1 e
IDH2 mutantes, respectivamente, disminuyen el 2-hidroxiglutarato celular en mas del 90%,
reduciendo asi la hipermetilacion de histonas y restableciendo la diferenciacion mieloide
(Steinetal., 2015). En un estudio de fase 1/ I1, los pacientes con LMA refractaria / recidivante
mutada en IDH2 fueron tratados con 100 mg diarios de enasidenib, lo que resulté en una tasa
de respuesta general del 40,3% con una mediana de supervivencia promedio de 9.3 meses; el
19,3% que logrd una remision completa tuvo una supervivencia promedio de 19.7 meses. De
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manera similar, el estudio de fase I / 11 de ivosidenib en LMA con IDH1 mostré una mejoria
considerable en cuanto a la supervivencia promedio (Winer et al., 2019).

1.9 Pronostico de la leucemia mieloide aguda

A pesar de que un 70% de los pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA) consiguen
morfolégicamente una completa remision (blastos en medula 6sea <5%, ausencia de blastos
con bastones de Auer, ausencia de enfermedad extramedular, conteo absoluto de neutréfilos
>1.0x10°%L (1000/uL), conteo plaquetario >100x10°%L (100,000/uL), independencia de
transfusion de células rojas, Dohner et al., 2009) con una intensiva induccion de
quimioterapia (siglas en ingles I1IC), aproximadamente 50% de esos pacientes
experimentaran una reincidencia (Walter et al., 2015). Para establecer y aconsejar a los
pacientes acerca del prondstico de LMA, se debe tener en cuenta una gama creciente y
bastante desconcertante de variables clinicas y bioldgicas por ejemplo la edad y el estado del
paciente, la carga tumoral, LMA secundaria entre otros. En el caso de los resultados de
laboratorio como el analisis citogenético y los marcadores moleculares, el conteo total de
leucocitos y el conteo total de células sanguineas que tienen relevancia en el prondstico
incluso los niveles séricos de acido urico y de lactato deshidrogenasa podrian tener en
pacientes con LMA (Yamauchi et al., 2013; Ferrara et al., 1996; Smith et al., 2011). El
cariotipo de los blastos leucémicos determinado por el analisis de bandeo cromosémico es
aceptado como el mas importante parametro de pronostico de la LMA. EIl subconjunto de
entidades citogenéticas favorables incluye los casos con PML-RARA, los pacientes con
t(8;21) y pacientes con inv(16) (las cuales son Ilamadas leucemias CBF por sus siglas en
inglés Core Binding Factor ) que estan asociadas con un pronéstico favorable. Del otro lado,
las alteraciones con cariotipos complejos 5/5q, 7/7q, 17/abnl7p, inv (3) (g21926) / t (3; 3)
(921; g26) también son asociados con un pronostico desfavorable y los pacientes con LMA-
CN que muestran una alta heterogeneidad genética, son clasificados como riesgo intermedio
(Grimwade et al., 2010). Durante la pasada década, se demostré que LMA-CN incluia una
gran cantidad de anormalidades moleculares con diferentes comportamientos de riesgo
(Dohner, et al., 2017). El impacto pronostico de muchos marcadores depende del contexto y
el efecto de una anomalia dada por la presencia o ausencia de otro (Papaemmanuil, et al.,
2016), ademas, el uso de modernas tecnologias tales como WGS o WES en una variedad de
genes como IDH1, IDH2, DNMT3A, TET2 fueron descritos en pacientes con LMA
(Grossmann et al., 2011; Ley et al., 2010). Adicionalmente a esto se ha desarrollado modelos
de clasificacion pronostica combinando los hallazgos citogenético y los biomarcadores
moleculares genéticos (Dohner et al., 2010), por ejemplo las mutaciones en NPM1 que son
de prondstico favorable en la ausencia de mutaciones en FLT3-1TD (Verhaak et al., 2005),
las mutaciones en TP53 que son asociadas con los cariotipos complejos, cariotipos
monosomales y especificas aneuploidias cromosdmicas (ej, 25/5q2, 27/792), que predicen
un muy desfavorable resultado (Haferlach et al., 2008; Bowen, et al., 2009), sin embargo
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ambos tipos de LMA-CBF estan asociadas con mutaciones en genes que codifican para
proteinas sefializadores (NRAS, KIT, NF1, FLT3, KRAS), en LMA con t(8;21), la presencia
de mutaciones en KIT, especialmente en niveles altos de KIT mutado, aparenta estar asociada
con un pronostico desfavorable (Paschka et al., 2013). En el European Leukemia Net
“genetic risk stratification” (Tabla 2), la intencién original de las categorias genéticas era
estandarizar el informe de anormalidades genéticas particularmente para correlaciones con
caracteristicas clinicas y resultados. La distincion entre las categorias intermedia | e
intermedia Il se basaron las caracteristicas genéticas, mas que en la estratificacién prondstica.
mas largo en el grupo intermedio | que el grupo intermedio I, los 2 grupos estaban
pronosticados indistinguible en pacientes de edad avanzada, que constituyen la mayoria de
casos de LMA. Ante estos hallazgos, el panel decidi6 simplificar el sistema ELN mediante
el uso de una clasificacion de 3 grupos (favorable, intermedio, adverso) (Dohner et al., 2017).

Tabla 2. Clasificacion del riesgo por anormalidades genéticas de la European Leukemia
Net 2017 en casos de leucemia mieloide aguda

Categoria de Anormalidad genética
Riesgo
Favorable Favorable t(8;21) (g22;g22.1); RUNX1-RUNX1T1

inv (16) (p13.1922) o t(16;16) (p13.1;922); CBFB-MYH11
NPM1 mutado sin FLT3-1TD o con FLT3-ITD"
CEBPA Bialelico mutado
Intermedio NPM1 mutado y FLT3-ITD"ig"
Wild-type NPM1 sinFLT3-1TD o con FLT3-ITD"" (sin lesiones genéticas de
riesgo desfavorable)
t(9;11) (p21.3;g23.3); MLLT3-KMT2A
Anormalidades citogenéticas no clasificadas como favorables o desfavorables
Desfavorable t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214
t(v;11923.3); KMT2A reordenamiento
t(9;22)(g34.1;911.2); BCR-ABL1
inv(3)(g21.3926.2) or t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM(EVI1)
-5 0 del(5q); -7; -17/abn(17p)
Cariotipo complejo?, cariotipo monosomal®
Wild-type NPM1 y FLT3-1TD"ig"
RUNX1 mutado*
ASXL1 mutado*
TP53 mutado
Low: Baja relacidn alélica (<0.5), High: Alta relacion alélica (>0.5)
*: Estos marcadores no deben usarse como marcador de pronostico adverso si coocurren con subtipos de LMA
de riesgo favorable.
A: 3 0 mas anomalias cromosomicas no relacionadas en ausencia de 1 de las translocaciones o inversiones
recurrentes designadas por la OMS, es decir, t(8;21), inv(16) o t(16;16), t(9;11), t(v;11)(v;g23.3), t(6;9),
inv(3) o t(3;3); LMA con BCR-ABL1
B: Definido por la presencia de 1 monosomia Unica (excluida la pérdida de X o Y) en asociacion con al menos
1 monosomia adicional o anormalidad estructural.
Tomado de Dohner, et al., 2017
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1.10 Valor pronoéstico de las mutaciones en NPM1, DNMT3A, IDHI1, IDH2 en los
casos de leucemia mieloide aguda

Segun las recomendaciones de la European LeukemiaNet (ELN) de 2017, 88 mutaciones de
NPM1 transmiten un prondstico relativamente favorable solo si FLT3-ITD esta ausente o
muestra una relacion alélica baja (Tabla 2). EI impacto favorable del genotipo NPM1-mutado
| FLT3-ITD— parece ser menos evidente en los pacientes de edad avanzada, especialmente
en los mayores de 65 afios (Ostronoff et al., 2015). En general, las anomalias citogenéticas
de riesgo adverso confieren un pronéstico desfavorable a los pacientes con NPM1 favorable.
Sin embargo, estos casos deben clasificarse como AML-MRC, de acuerdo con la
clasificacion de tumores hematopoyéticos de la OMS de 2017. La informacion de estudios
clinicos realizados sugiere que las mutaciones de DNMT3AR estan estrechamente
relacionados con una desfavorable supervivencia promedio en pacientes con leucemia
mieloide aguda. Otros estudios sugieren que la importancia de DNMT3ANCRE82 g ¢]
prondstico es similar a los pacientes con DNMT3ARS2 (Ley et al., 2011; Thol, et al., 2011).
Durante la Gltima década se ha asociado la mutacion DNMT3AR®2 como un predictor
independiente de pronostico desfavorable y de resistencia a la induccion de quimioterapia
convencional (Yuan et al., 2019), en concordancia con otros estudios que concluyen que las
mutaciones en DNMT3A tienen una supervivencia promedio peor sin importar la edad,
anormalidades citogenéticas o FLT3-1TD mutado (Ley et al., 2010; Yan, et al., 2011). Como
ejemplo, la combinacion de las mutaciones en NPM1, FLT-ITD y DNMT3A, que fue
recientemente reportado, confiere un riesgo mucho mayor en la reincidencia que los casos de
LMA con NPM1y FLT3-1TD sin la mutacion en DNMT3A (Papaemmanuil et al., 2016). El
valor prondstico de las mutaciones IDH1 e IDH2 sigue siendo una cuestion de debate. La
relevancia pronostica y clinica que tienen estas mutaciones en la LMA, ha tenido resultados
inconclusos (Metzeler et al., 2016; Papaemmanuil et al., 2016; Xu et al., 2017; Dinardo et
al., 2015). Probablemente debido a la cantidad de factores y diferencias en las poblaciones
de pacientes, metodologia de estudio, agrupamiento de las mutaciones para el analisis del
prondstico la influencia de anormalidades genéticas adicionales. En un meta analisis reciente
de reportes de pacientes con mutaciones en IDH1, 12747 pacientes fueron asociados con una
peor supervivencia promedio. Sin embargo, los pacientes con mutaciones en IDH2 fueron
asociados con una favorable supervivencia promedio (Xu et al., 2017). El efecto del
prondstico de las mutaciones IDH1R*? y IDH2R40 parece estar influenciado por el contexto
genético, pacientes con NPM1 — IDH1R™2 _ DNMT3A, asi como los pacientes con NPM1 —
IDH2R tienen en promedio resultados favorable, pero aquellos con la mutacion IDH1R40
tienen un pronostico significantemente peor (Papaemmanuil, et al., 2016).) Las mutaciones
de IDH1 e IDH2 acompafiadas con FLT3™ no tienen un impacto significativo en el OS de
los pacientes (Boddu et al., 2017).
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1.11 El papel de las herramientas diagnosticas moleculares en la leucemia mieloide
aguda

Como ya se comento anteriormente el cariotipo convencional es la piedra angular de la
estratificacion del riesgo en la LMA, lo que da como resultado grupos de pronostico de riesgo
favorable, desfavorable e intermedio. Los pacientes en el grupo de riesgo favorable por lo
general responden bien a la consolidacion basada en quimioterapia. Por el contrario, los
pacientes con una citogenética desfavorable a menudo requieren un alotrasplante de células
madre para mejorar el resultado y la supervivencia. Los hallazgos citogenéticos de riesgo
intermedio se encuentran en aproximadamente el 50 % de los casos de LMA, y la mayoria
tiene un cariotipo normal. El sistema de salud actual enfatiza la eficiencia y el valor. Dado
que las pruebas genéticas en la LMA son esenciales, pero a menudo costosas, el desafio para
los patdlogos, hematdlogos y genetistas es garantizar que solo se realicen las pruebas
adecuadas y que sean informativas, rentables y clinicamente relevantes sin ser redundantes
(Rong et al 2015). La reaccion en cadena de la polimerasa alelo especifico (ASPCR) es una
aplicacion de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de muy bajo costo que permite
la deteccidn directa de cualquier mutacién puntual en el ADN humano mediante el analisis
de los productos de la PCR en un gel de agarosa o poliacrilamida tefiido con bromuro de
etidio. ASPCR funciona porque un oligonucleétido que forma un desajuste 3 ‘con la plantilla
de ADN seréa refractario a la extension del cebador por la ADN polimerasa de Thermus
aquaticus. Por lo tanto, los cebadores de oligonucleotidos especificos para todos los alelos
conocidos pueden sintetizarse y usarse para detectar los alelos en ADN de genotipo
desconocido. ASPCR ya se ha utilizado en técnicas de diagnéstico basadas en ADN que
implican el diagnostico de enfermedades genéticas e infecciosas (Ugozzoli et al 1991).
Actualmente en el mercado existen numerosas herramientas que permiten mejorar la
determinacién de una mutacion; por ejemplo, las secuencias de doble cadena gBblocks. Los
fragmentos de genes gBlocks Gene Fragments (Integrated DNA Technologies) son
fragmentos de ADN de doble hebra de 125 a 3000 pb de longitud. Son el estandar de la
industria para fragmentos de genes de doble hebra, disefiados para una construccién o
modificacion de genes asequible y facil, aplicaciones como la investigacion de anticuerpos y
la edicién del genoma mediada por CRISPR, estandares de PCR y gPCR por mencionar
algunos ejemplos. Cada fragmento de gen gBlocks pasa por un proceso de control de calidad,
que incluye la verificacion del tamafio por electroforesis capilar y la identificacion de
secuencia por espectrometria de masas. Esta rigurosa prueba asegura que la mayoria de las
colonias recombinantes obtenidas de la clonacion de cada fragmento génico gBlocks
contendran el inserto deseado.
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2. JUSTIFICACION

La leucemia mieloide aguda (LMA) es el tipo mas comun de leucemia aguda en adultos con
una tasa de mortalidad del 75% a los 5 afios, caracterizada por ser una enfermedad
heterogénea genéticamente con recurrentes anormalidades cromosomicas y mutaciones que
proveen informacion clinico patolégica y son importantes marcadores de diagndstico y
prondstico. El diagndstico, el prondstico y el tratamiento de la LMA ha cambiado en los
ultimos 15 afios de una enfermedad definida, clasificada y organizada en funcion de las
caracteristicas histoldgicas Unicamente a una enfermedad clasificada en gran medida segun
las caracteristicas genéticas, gendmicas y moleculares (de ahi la elaboracion de la
clasificacion de la Organizacién Mundial de la Salud). El anélisis citogenético de la LMA se
ha vuelto esencial para el diagnostico, la clasificacion, la estratificacion del prondstico y la
orientacion del tratamiento de la enfermedad; sin embargo, cuando una muestra de un
paciente con diagnostico presuntivo de LMA no tiene aberraciones cromosémicas el anlisis
genético molecular de los marcadores CEBPA, NPM1 y FLT3 es el procedimiento estandar
a seguir porque estos también aportan informacién clinica y terapéutica. Particularmente
NPML1 es el marcador méas frecuentemente encontrado en los casos con cariotipo normal, en
donde mas del 50% de esto casos tienen mutaciones, estas mutaciones son facilmente
detectables mediante PCR alelo especifico, ya que el 99% de las mutaciones corresponde
inserciones de 4 bp. Histéricamente es bien sabido que los pacientes con NPM1 mutado y
sin mutaciones en FLT3, son de buen pronoéstico, ya que responden mejor al tratamiento
convencional y tienen una supervivencia promedio a largo plazo. Recientemente se ha
descrito que los casos de LMA NPML1 positivos coexisten en gran porcentaje con mutaciones
en los genes reguladores de la metilacion del DNA (DNMT3A, IDH1, IDH2 y TET2) los
cuales han sido asociados con el curso de la enfermedad, respuesta al tratamiento y el
prondstico de los pacientes. En particular DNMT3A, IDH1, IDH2 se caracterizan por tener
mutaciones puntuales de un solo nucledtido en mas del 70% de los casos, lo caracteristico de
estas mutaciones es que existen inhibidores de IDH1 e IDH2 o0 de DNMT3A con aprobacion
regulatoria. De esta forma, en este trabajo se analizara el desarrollo de un ensayo basado en
técnicas de biologia molecular que permita detectar de manera segura y con una buena
sensibilidad las mutaciones encontradas con mayor frecuencia los genes NPM1, DNMT3A
R882H en el exdn 23, R132H en el exdn 4 del gen IDH1, y la mutacion R140Q en el exon
4 del gen IDH2 en casos de LMA. La informacion generada se pretende impacte en la
importancia de los analisis por biologia molecular de la presencia de mutaciones en estos
genes, y que su uso en el prondstico y diagnéstico de estas enfermedades repercuta en el
disefio de tratamientos mas efectivos y especificos mejorando asi la calidad de vida de los
pacientes.
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3. HIPOTESIS

La identificacion de las mutaciones de tipo A, B, Cy D en NPM1, R882H en DNMT3A,
R132H en IDH1, asi como R140Q y R172K en IDH2 se puede llevar a cabo a travées de una
sola prueba basada en la metodologia de PCR alelo especifica a partir de muestras con
diagnostico de leucemia mieloide aguda

4. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una prueba molecular basadas en PCR alelo especifico que permita la
identificacion de las mutaciones predominantes en los genes NPM1, DNMT3A, IDH1, IDH2
en muestras de leucemia mieloide aguda.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Validar la prueba molecular para la deteccion de las mutaciones en el gen NPML1,
apegandose a los criterios establecidos por la Entidad Mexicana de Acreditacion para
pruebas cualitativas .

2. Ensayar las pruebas moleculares en una poblacion de muestras seleccionadas con las
caracteristicas de ser positivas.

3. Disenar y evaluar una secuencia de DNA doble cadena (Gblock) para validar la
funcionalidad de la prueba molecular DNMT3A-IDH1/2
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Tipo y clasificacion del estudio
Proyecto de investigacion original de ciencia basica, en el que se plantea un estudio
descriptivo, observacional, analitico, prospectivo y transversal.

7.2 Criterios de inclusion
Muestras de médula 6sea o sangre periférica provenientes de pacientes con diagnostico de
LMA sin tratamiento previo.

7.3 Criterios de exclusion

Muestras de médula 6sea o sangre periférica provenientes de pacientes con diagnostico de
un leucemia mieloide aguda, con cariotipo anormal o con tratamiento quimioterapéutico o
radioldgico previo y muestras sin el consentimiento del paciente.

7.4 Criterios de eliminacion

Muestras en condiciones inadecuadas para el procesamiento como presencia de coagulos o
poca cantidad de la misma (menos de 3mL) y con un tiempo prolongado desde la toma hasta
la extraccion (maximo una semana).

7.5 Diseiio de oligonucledtidos

Se disefiaron oligonucledtidos o Primers a partir de metodologias reportadas en la
bibliografica para la deteccion de las mutaciones méas frecuentes presentes en los genes a
estudiar y con ayuda de las secuencias de referencia de los mismos que se encuentran en la
base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/). Ademas, se analizaron los oligonucledtidos disefiados con
ayuda del programa Oligo Analyzer (http:/www.idtdna.com/calc/analyzer). La sintesis se
solicitd a la compaiiia ELIM Biopharm.

7.6 Extraccion de DNA

Se realiz6 la lisis celular mediante el uso de SDS que fragmenta la membrana celular, la
proteasa K que rompe la membrana nuclear y una RNasa para eliminar RNA contaminante.
Una vez liberado el DNA se une a una columna de silica por medio de centrifugacion y se
realizan varios lavados para eliminar los restos celulares proteicos con tiocianato de
guanidina y azida de sodio. Finalmente, se eluyé el DNA en agua libre de nucleasas para
recuperarlo por centrifugacion..
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7.7 Reaccion en Cadena de la Polimerasa alelo especifica

La reaccion en cadena de la polimerasa especifica de alelo (AS-PCR) es una técnica basada
en primers especificos del alelo de interés, que se puede utilizar para analizar el
polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP) de manera eficaz, incluidos los polimorfismos
de transicion, transversion e insercion/delecion. Es aprovechada en la estudio de la
investigacion de enfermedades, diagndstico molecular y evidencia bioldgica forense. En este
método utiliza la enzima HotStartTaq polimerasa (5U/uL) para multiplicar un templado de
DNA o cDNA proveniente de la muestra a analizar y detectar mediante el uso de primers
especificos correspondientes a las diferentes mutaciones seleccionadas. La mezcla se coloca
a 94°C durante 10 minutos para activar la enzima y posteriormente de 25 a 35 ciclos a 94°C
durante 30 segundos para separar las cadenas de DNA, de 50 a 65°C durante 20 a 40 segundos
que permite el alineamiento de los primers o iniciadores y la enzima, y a 72°C para que se
lleve a cabo la polimerizacion del DNA. Finalmente se realiza una amplificacion final a 72°C
durante 7 - 10 minutos para agotar la actividad de la polimerasa.

7.8 Diseno del Gblock

7.8.1 Secuencia diseiiada que contiene los amplicones de interés:
CTCTCTGGCCCGCCTCAGCCACCTACTCATGGGCCGCGATACTGACGTCTCCAACATGAGCCAGTCCCGAGT
GTATAGCGTAGGGATGGGTAAAACCTATCATCATAGGTCATCCCGGATACTTCATGCAGACTATGTCTCGTA
TAGGCACTTGCGCCGGGTATCTTATAGCGAAAAGTCCCAATGGAACTATCCAGAACATCCTGGGAGGGTAT
GCGACACCTTTCGCCGGGAGCCCATCATTGCAAAAACATCCCACTAGTCCTGGCTGGACCAAGCCCATCAC
CATTGGCAAGCACGCCCATGGCGACCAGGTAGGCCAGGGTGGAGAGGGGATCCACTGACTTTTCAGAGGG
GTTTTCTGTGCTCCTCGCCTAGCCATCCTCTCTCTGCGTACAAGGCCACAGACTTTGTGGCAGACCGGGCCG
GCACTTTCAAAATGGTCTTCAAGGAAATATTATGCAAACAGATTTACATATTAAAATACTAGCTGTCCCTTT
CTTCTAGTCTCTTCTTATCCTGGCATAAACCCCAAAGGGGTTTTCAAGGACTCCGAGGACTGTCCCCAAAGA
ATCTGCTGGGTAGCATAGTTGTTATTGAAAAAAAAAATCTGCTTGGCTGCACAATAGGATCCCCTTACATCT
ATTTGGAAAGATGAGACTGCGACCTTCAGCTCAGTGACAATGCGTCGTCATACG

7.8.2 Secuencias de union de los oligonucledtidos y tamafio de los fragmentos

Gen Dir Secuencia FragGENOM | FragGBLOCK
DNMT3A F | ATACTGACGTCTCCAACATGAACCA 443 bp 327 bp
R882H R | ACAGAAAACCCCTCTGAAAAG
IDH2 F | GAAAAGTCCCAATGGAACTGTCCA 277 bp 276 bp
R140Q F | CAAGCCCATCACCATTGCCAA 179 bp 175 bp
R172K R | TGAAGACCATTTTGAAAGTGCCGGC
IDH1 F | GGATGGGTAAAACCTATCATCATAGATCA | 409 bp 558 bp
R132Q R | TGTAAGGGGATCCTATTGTGCAGCC
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7.9 Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa al 1.5 — 2 % en un volumen de 40
mL, con un voltaje de entre 100-110 voltios y por un tiempo aproximado de 40-60 minutos.
La visualizacion se realiza mediante tincion con solucion de bromuro de etidio al 1:100 por
un tiempo aproximado de 7- 10 minutos y se visualiza con un trasluminador UV.

7.10 Purificacion de productos de PCR
Se utilizo el kit QIAquick PCR Purification kit (50) (QIAGEN) que se basa en un fundamento
similar al de extraccion de DNA.

8 RESULTADOS

8.1 Diseiio de los oligonucledtidos de NPM1, DNMT3A, IDH1 e IDH2.

El andlisis de mutaciones conocidas permitio disefiar oligonucleétidos alelo especifico (con
un cambio de una o0 mas bases, correspondiente a la mutacion), para que unicamente se unan,
y consecuentemente, sean amplificados aquellos alelos que presenten una determinada
mutacion en su secuencia. Asi, en la propia reaccién de PCR, se amplificaron los alelos
mutados. Los oligonucle6tidos IDH1 R132Q F, IDH2 R140Q F, IDH2 R172K F, DNMT3A
R882H son alelos especificos (tabla 5), las bases resaltadas en color rojo y subrayadas se
unen especificamente a las mutaciones, pero no a las secuencias nativas. Mientras que las
bases rojas no subrayadas son cambios de bases respecto a la secuencia nativa, que se hacen
de forma intencional, con la finalidad de aumentar més la especificidad de unién de los
oligonucleotidos a las regiones mutadas (mismatch). Ademas de estos, se generan otros
oligonucleotidos que amplifiquen una region cercana a la mutacion, los cuales funcionan
como controles internos de reaccion (C/1). Los oligonucle6tidos utilizados para la deteccion
de las mutaciones en NPM1 se tomaron de Azari-Yam et al 2016. En este caso los
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oligonucleotidos alelo especifico son reversos y estan disefiados para detectar las variantes
mas comunes. En el caso del oligonucledtido NPM1, detecta al menos 3 variantes (entre ellas
TCTG que es la variante encontrada en mas del 80% de los casos), el oligonucledtido NPM2,
detecta la segunda mutacion mas frecuente CTTG. De igual manera se disefiaron
oligonucleotidos que amplifiquen una region cercana a la mutacion que funcionara como

control interno de reaccion.

Tabla S: Caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados en el estudio

Oligonucleétido alelo especifico

Oligonucleétido Secuencia 5'-3’ Numero Tm
de bases
IDH1 R132QF GGATGGGTAAAACCTATCATCATAGATCA 29 56.0 °C
IDH2 R140Q F GAAAAGTCCCAATGGAACTGTCCA 24 56.1°C
IDH2 R172K F CAAGCCCATCACCATTGCCAA 22 58.7 °C
DNMT3A R882H F ATACTGACGTCTCCAACATGAACCA 24 57.9°C
NPM1 TTCTTAAAGAGACTTCCTCCACTGCCATAC 30 59.4°C
NPM2 TTCTTAAAGAGACTTCCTCCACTGCCAAGC 30 61.5°C
Control interno
Oligonucleétido Secuencia 5'-3’ Numero Tm
de bases
IDH1 CTRLF AGAGAATCGTGATGCCACCAACGAC 26 61.0 °C
IDH1 CTRLR TGTAAGGGGATCCTATTGTGCAGCC 25 60.6 °C
IDH2 CTRL F CAGAGCCCACACATTTGCACTCTA 24 59.2°C
IDH2 CTRLR TGAAGACCATTTTGAAAGTGCCGGC 25 60.3 °C
DNMT3A CTRLF TCCTGCTGTGTGGTTAGACG 20 56.9 °C
DNMT3A CTRLR ACAGAAAACCCCTCTGAAAAG 21 52.8°C
NPMNR GAAGTTGGAAGTAACATTGGCCATATGG 28 58 °C
NPEX12 CAGAGAGAATATTGAAGGGGAGG 23 54.4°C
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8.2 Disefio del programa de PCR
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Figura 7. Programa de PCR para la amplificacion de los genes IDH1/2, DNMMT3 y NPMI1.
Cada uno de los programas de amplificacién mediante PCR para IDH1 e IDH2, DNMT3A (A) y
NPM1 (B), consiste de 5 etapas, desnaturalizacion inicial (1); segunda etapa de desnaturalizacion (I1);
alineamiento(l11); polimerizacion (1V) y extension final (IV).
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8.3 Analisis de la funcionalidad de los oligonucleotidos

Con base en los programas de PCR disefiados para cada juego de oligonucle6tidos, se llevd

a cabo la reaccion de amplificacion de regiones donde se encuentran las mutaciones en los
genes NPM1 (exon 12), IDH1 (ex6n 4) IDH2 (ex6n 4) y DNMT3A (ex6n 23). Las reacciones
de PCR se realizaron con la combinacion de los oligonucle6tidos directo, reverso y alelo-
especifico en una misma mezcla de reaccidn, para todos los casos. En la figura 7A, se observa
que para el ensayo de DNMT3A, la banda de amplificaciéon dentro del exn 23 esta en 546
pb. De forma similar para el ensayo de IDHL1 (figura 7B), la banda de amplificacion del exén
4 estaen 790 pb y 448 pb en IDH2 (figura 7C). Por tltimo, en el caso de NPM1 que amplifico
la region del exdn 12 generando una banda de 790 pb (figura 7D). De esta manera se descartd
que amplificaran productos al tamafio esperado de las mutaciones en la mezcla de reaccion.

A B

MP C1 C2 C3 NTC

790 bp
546 bp

C D

MP €1 C2 ¢3 NTC MP c1 c2 NTC
790le-

Figura 8. Prueba de la funcionalidad de los oligonucledtidos para DNNMT3A, IDH1, IDH2 y
NPMI. Las reacciones de PCR se realizaron con la combinacion de todos los primers en la mezcla
de reaccién, incluidos aquellos que son alelo-especificos y controles internos. Los productos se
cargaron en un gel de agarosa al 1.5 % de concentracion, en el siguiente orden: marcador de peso
molecular (MP), tres controles negativos (C1, C2 y C3), que corresponden a sujetos sanos sin ningun
tipo de mutacion y por ltimo un control NTC (Non Template Control). Las bandas de amplificacion
de los C/l de DNMT3A, IDHL1, IDH2 y NPML1 son de 546, 790, 448 y 790 pb respectivamente.
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8.4 Analisis por secuenciacion de los productos de PCR obtenidos con los
oligonucleotidos de los controles internos de NPM1, DNMT3A e IDH1/2.

Una vez obtenidas las secuencias nucleotidicas por el método de secuenciacion de Sanger de
los productos de PCR de los controles internos se procedié a analizarlas con las bases de
datos del National Center of Biotechnology (NCBI) con el software Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) el cual encuentra regiones de similitud entre secuencias bioldgicas. El
programa compara secuencias de nucle6tidos o proteinas con bases de datos de secuencias y
calcula la significacion estadistica. El analisis arroja una variedad de informacion de datos
estadisticos como el score bits o0 expected, en este caso solo se desea evaluar el dato identities
que se define como identidad el grado en el que dos secuencias (de nucleotidos o de
aminoéacidos) tienen los mismos residuos en las mismas posiciones en una alineacién, a
menudo expresada como porcentaje.

|||||| G G GG
A 100 110 120 13

b /LJ\AA Mttt

A A SR RS A 5

O e e A

C T 120

140 150

m MM\A et e

D 4 L AL LLAHA JL L LN L e i A A
110 13 140 10

Figura 9. Analisis de las secuencias obtenidas de la secuenciacion con el software BLAST. La
similitud de las secuencias corresponde al 99% (contiene la mutacién missense) y 100% de cada una
de las secuencias obtenidas por secuenciacion Sanger de los productos de PCR de los genes NPM1
(A), DNMT3A (B), IDH2 (C) e IDH1 (D).

37



8.5 Caracteristicas de las muestras seleccionadas para buscar las mutaciones en
NPM1, DNMT3A, IDH1, IDH2

La seleccion de las muestras a ensayar se realiz6 apegandonos a los criterios establecidos
para los pacientes de LMA portadores de mutaciones en NPM1, los cuales se encuentran en
la Gltima revision de la clasificacion de la LMA elaborado por la Organizacién Mundial de
la Salud del 2016. Como ya se comento anteriormente lo més caracteristico de estos pacientes
es el cariotipo normal. Se tamizaron 10 muestras como se muestra en la tabla 6.

Tabla 6: Muestras seleccionadas para el analisis de las mutaciones

Clave Clave | Presunto Estudios adicionales
muestra usada | diagnéstico

08113BM-21 M1 LMA CN, mielomonoblastica
07214BM-21 M2 LMA CN
07190BM-21 M3 LMA CN
02006BLO-21 M4 LMA BCR-ABL1-, JAK2-, CN
12157/156BL0O-20 | M5 LMA CN
H9BM-1218 M6 LMA t(8;21)", CN, LMA M6-M5
B10BM-0819 M7 LMA CN
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8.6 Analisis de las mutaciones en NPM1

Las muestras fueron ensayadas para la identificacion de las mutaciones tipo Ay B de NPML1.
El andlisis por electroforesis en geles de agarosa de los productos de amplificacion reveld
una banda de 790 pb que corresponde a la amplificacién dentro del exén 12 nativo de NPM1
(figura 8). De las muestras M1, M2, M3 y M4 ensayadas, solo las muestras M1 (figura 8B)
y M3 (figura 8C) resultaron positivas para las mutaciones en NPM1, que en el gel aparece
como una banda adicional de 347 pb. Es importante sefialar que para esta determinacion se
utilizé como control positivo DNA gendmico de la linea celular OCI-AMLS3, la cual tiene la

mutacion tipo A (figura 8A).

MP C+ C- NTC MP M1 M2 C G+ NTC MP M3 ME M5 ME M7 C- C+ NTC

790 bp
Ta0bp B

790 bp

347bp 347 bp

347bp

en
oo
e
.

P
.

.

-

R

-

Figura 10. Analisis electroforético de las mutaciones en NPM1. (A) Andlisis del material genético
de la linea celular, empleando los oligonucle6tidos para la determinacién de las mutaciones en NPM1
y los controles internos (B,C) Analisis de las muestras M1, M2, M3, M4, M5, M6y M7 (B y C). El
control interno de reaccién amplifica a 790 bp, mientras que las mutaciones a 347 bp (siendo positivas
laM1y M3). En cada reaccion se emplea DNA genémico de una persona sana como control negativo

(C-)yun NTC.
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8.6.1 Validacion

El proceso de validacion de la prueba molecular basada en PCR alelo especifico para
determinar las mutaciones mas frecuentes en el gen NPM1 se llevd a cabo con base a la
replicabilidad del ensayo en 5 dias distintos, obteniéndose un buen resultado en todos y cada
uno de los ensayos. Se utilizo de base la muestra M1 (en el gel marcada como muestra
positiva M+). Los resultados que se obtuvieron demostraron la repetibilidad y
reproducibilidad (precisién y veracidad) de la prueba ya que en todos los casos los resultados
de las muestras corresponden a su origen.

A B

MP M+ C- C+ NTC

790 bp 790 bp

347 b
" 347bp

760 bp

347 bp

Figura 11. Analisis electroforético de los 5 ensayos realizados para determinar las mutaciones
en NPM1. En todos los casos (A, B,C, Dy E) se replico el ensayo con la muestra M1 positiva (M+),
un control negativo (C-) y el material genético de la linea celular (C+), empleando los
oligonucleétidos para la determinacion de las mutaciones (347 bp) en NPM1 y los controles internos
(790 bp).
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8.7 Analisis de la mutacion en R§82H en DNMT3A

Las muestras fueron ensayadas para la identificacion de la mutacién R882H en el exdn 12.
El andlisis por electroforesis en geles de agarosa de los productos de amplificacion reveld
una banda de 546 pb que corresponde a la amplificacion dentro del exén 23 nativo de
DNMT3A (figura 9) en otras palabras, el control interno de reaccion. De todas las muestras
ensayadas solo la muestra M5 resulto positiva, que, en el gel aparece como una banda
adicional de 445 pb. La secuenciacion del producto de PCR de la muestra M1 se llevo a cabo
mediante el método de Sanger, una vez que este fue purificado (figura 12).

A B

MP M1 M2 M3 M4 M5 M6 C- NTC

546 bp

Lot 445 bp

Figura 12. Analisis electroforético de las mutaciones en DNMT3A de las muestras M1-M7. El
control interno de reaccion amplifica a 546 pb mientras que la mutacién R882H amplifica a 445 pb.
En cada reaccion se emplea DNA genémico de una persona sana como control negativo (C-) y un
NTC.

loo

Figura 13. Analisis por secuenciacion de la muestra M7 positiva para DNMT3A R882H. En el
electroferograma se muestra la secuencia correspondiente a la mutacién en el codén CGC por CAC.
Donde se cambia una guanina (sefial negra) por una adenina (sefial verde). En este caso la sefial fue
débil y el software marca como una R (Purina (adenina o guanina)).
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8.8 Analisis de la mutacion R140Q en IDH2

Las muestras fueron ensayadas para la identificacion de las mutaciones R140Q y R172K en
el exdn 4. El andlisis por electroforesis en geles de agarosa de los productos de amplificacion
reveld una banda de 448 pb que corresponde a la amplificacion dentro del exon 4 nativo de
IDH2 (figura 10) en otras palabras, el control interno de reaccién. De todas las muestras
ensayadas solo la muestra M1 (también positiva par NPM1) resulto positiva para la mutacién
R140Q, que, en el gel aparece como una banda adicional de 277 pb. No se encontrd la
mutacién R172K en ninguna de las muestras ensayadas. La secuenciacion del producto de
PCR de la muestra M1 se llevé a cabo mediante el método de Sanger, una vez que este fue
purificado (figura 14). Las mutaciones R172K en el gen IDH2 y de la mutacion R132Q en el
gen IDHL1 no se encontraron en ninguna de las 7 muestras analizadas. Sin embargo, si se
realizé la secuenciacion de los productos de PCR obtenidos con los controles internos (figura
15)

A B

MP M1 M2 M3 C- NTC

MP M4 M5 M6 M7 C- NTC

448 bp

448 bp
277 bp

Figura 14. Analisis electroforético de las mutaciones en IDH2 de las muestras M1-M7. El
amplificado dentro del exdn 4 corresponde a la banda de 448 pb. La muestra M1 resulto positiva para
la mutacion R140Q que es la banda adicional que esta a 277 pb. En cada reaccién se emplea DNA
gendmico de una persona sana como control negativo (C-) y un NTC.

o

Figura 15. Analisis por secuenciacion de la muestra M1 positiva para IDH2 R140Q. En el
electroferograma se muestra la secuencia correspondiente a la mutacion en el codén CGG por CAG.
Donde se cambia una guanina (sefial negra) por una adenina (sefial verde). En este caso la sefial fue
débil y el software marca como una R (Purina (adenina o guanina)).
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8.9 PCR del Gblock

Una vez reconstituido y diluido como especifica el fabricante, se procedié a evaluar su
funcionalidad en la reaccion de PCR. Cada ensayo se realizd con toda la mezcla de
oligonucleottidos, de tal manera que en el control negativo (C-) amplifica el control interno
de reaccion para cada determinacion. En el caso de la determinacion de IDH2 R140Q se hizo
apoyo de las muestras que resultaron positivas en cada una de las determinaciones, resultando
los amplicones esperados en el gBlock de 327 bp para DNMT3A (figura 15 A) y de 276 para
IDH2 R140Q (figura 15 B). En el caso de IDH2 R172K se observé el amplicon esperado a
175 bp (figura 15 C) y para IDH1 de 558 bp (figura 15 D).

@ gBLOCK \)
\ 698 bp 4
( |DH2 R140Q 276 bp )
IDH2 R172K 175 bp .
8 C
mp  gBlock c- NTC
327 bp
276 bp
D E
MP gBlock c- NTC MP gBlock C-

558 bp
175 bp

Figura 16. Disefio del gBlock y Analisis electroforético de las mutaciones en R882H en
DNMT3A, R132Q en IDH1 e IDH2 R140Q y R172K en el fragmento de DNA gBlock. (B)
Mutacién R882H en DNMT3A. (C) Mutacién R140Q en IDH2. (D) Mutacién R172K en IDH2. (E)
Mutacion R132Q en IDH1. En cada reaccion se emplea DNA gendmico de una persona sana como
control negativo (C-) y un NTC.
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9 DISCUSION GENERAL

Recientemente la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Clasificacion Europea de la
leucemia mieloide aguda (ELN) han incorporado nuevas entidades citogenéticas y
moleculares como componentes esenciales de la estratificacion del riesgo y toma de
decisiones terapéuticas en el manejo clinico de pacientes con LMA. Entre estas alteraciones
genéticas, los marcadores genéticos prondsticos potenciales son NPM1, FLT3 y gen
CEBPA. Las mutaciones en los genes NPM1 y FLT3 representan los indicadores de
diagnostico y prondstico mas importantes en pacientes con leucemia mieloide aguda con
cariotipo normal. Interesantemente se ha encontrado que el 95% de todas las mutaciones de
NPM1 detectadas tienen inserciones de 4 bases (4 mas frecuentes conocidas como A, B, Cy
D) (Arber et al., 2016). Esta prueba molecular basada en PCR alelo especifica permitid
detectar la mutacion que con mayor frecuencia es detectada en este gen NPM1 (mutacion
TCTQG), la cual se logré estandarizar con el uso de material genémico de la linea celular OCI-
AML3 y posteriormente validarse apegandose a los criterios establecidos por le Entidad
Mexicana de Acreditacion para pruebas cualitativas, en la cual, la reproducibilidad y
repetibilidad son los pardmetros mas representativos. Aunado a esto se pudo identificar 2
muestras positivas a las mutaciones detectadas por esta prueba, estas muestras pues, se
seleccionaron apegéandose a los criterios de establecidos por la OMS de cariotipo normal y
mas del 20% de blastos en medula 6sea o sangre periférica. Desafortunadamente la
secuenciacion de los productos de PCR obtenidos de estas muestras positivas fue incapaz de
reconocer especificamente la region de la mutacion debido al deterioro del producto de PCR,
sin embargo, fue posible identificar que la region es especifica del exén 12 de NPML1 con
ayuda del software BLAST. Interesantemente algin porcentaje de casos de NPM1 + se
caracteriza por tener morfologia de linaje de monocitos, informacion que teniamos de una de
las muestras que resulto positiva. Con respecto a la prueba molecular para determinar las
mutaciones mas frecuentes en los genes DNMT3A, IDH1 e IDH2, la cual afortunadamente
se logro establecer un programa de PCR para la determinacion simultanea de todas las
mutaciones, también permitié identificar muestras positivas. Estas 7 muestras seleccionadas
fueron sometidas al analisis de las mutaciones mas frecuentes en los genes DNMT3A, IDH1
e IDH2, de las cuales se encontré una muestra positiva a DNMT3A y otra a IDH2 (misma
que resulto positiva a NPM1), posteriormente se identificaron por secuenciacion de sanger.
Aunado a esto se decidid por disefiar y sintetizar una secuencia de doble cadena de DNA la
cual simulara la secuencia de unién de los oligonucledtidos alelo especifico, anteriormente
se encontrd ninguna publicacion de estas secuencias para su uso en PCR de punto final, sin
embargo, a la hora de usarla como templado, obtuvimos los amplicones correspondientes al
disefio para la prueba de DNMT3A, IDH1 e IDH2. Esto nos permitio validar la prueba
molecular para IDH1, de la cual no habiamos encontrado ninguna muestra positiva. Esta
prueba molecular de mayormente accesible indudablemente ayudara a orientar a la
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comunidad médica en el diagnostico preciso de casos de LMA, lo cual finalmente mejorara
la supervivencia promedio de los pacientes.

10 CONCLUSIONES

La prueba molecular basada en PCR punto final alelo especifico permite la deteccion de las
mutaciones mas frecuentes en los genes NPM1, DNMT3A, IDH1, IDH2 de forma inequivoca
en dos ensayos distintos, NPM1, DNMT3A-IDH1/2.

Mediante el uso del DNA gendmico de la linea celular OCI-AML3, la secuenciacion, la
repetibilidad, reproducibilidad y el fragmento gBlock, se validaron las pruebas moleculares
cumpliendo con los requerimientos establecidos por la Entidad Mexicana de Acreditacion
para determinaciones cualitativas.

Con esta prueba molecular y apegandose a los criterios expuestos en la clasificacion de la
Organizacion Mundial de la Salud (cariotipo normal, edad avanzada, linaje mieloide) para
los casos de leucemia mieloide aguda, es posible identificar muestras positivas a NPM1,
IDH1y DNMT3A.
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