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FRECUENCIA DE ALTERACIONES CITOGENETICAS DIAGNOSTICADAS POR RT-
PCR EN PACIENTES PEDIATRICOS MEXICANOS CON DIAGNOSTICO DE
LEUCEMIA AGUDA

RESUMEN

ANTECEDENTES: Las leucemias agudas (LA) representan la neoplasia maligna mas
frecuente en los nifios. Su clasificacion inmunolégica y citogenética ha impactado en su
pronéstico. En México, hemos logrado generalizar la clasificacion inmunoldgica, sin
embargo, la clasificacién citogenética se ha limitado a la busqueda de tres o cuatro
traslocaciones de alto riesgo en leucemias linfoblasticas agudas (LLA) e igualmente de
tres o cuatro en leucemias mieloides agudas (LMA).

JUSTIFICACION: Considerando que el conocimiento de las alteraciones citogenéticas de
los pacientes con LA son indispensables paras realizar su clasificacién y definicion del
tratamiento se realizo un tamizaje de 28 translocaciones asociadas a estos
padecimientos con pacientes mexicanos.

OBJETIVOS : Describir la frecuencia de los siguientes rearreglos cromosémicos por RT-
PCR: t(1;11)(p32;923), t(1;11)(q21;923), t(1;19), t(3;5), 1(3;21), t(4;11), 1(5;12), 1(5;17),
t(6;9), 1(6;11), (8;21), t(9;9), 1(9;11), t(9;12), 1(9;22), t(10;11), t(11;17), t(11;19)(923;p13.1),
t(11;19)(923;p13.3), t(12;21), t(12;22), t(15;17), 1(16;21), t(17;19), t(X;11);la inv(16), y en
la secuencia del gen TAL1 en pacientes con LA.

MATERIAL Y METODOS: Se trata de un estudio descriptivo, transversal, prospectivo y
prolectivo. Se incluyeron nifios menores de 18 afos, con diagndstico morfolégico de
leucemia aguda, sin tratamiento previo. Se buscaran las siguientes alteraciones
cromosoémicas: t(1;11)(p32;923), t(1;11)(q21;923), t(1;19), 1(3;5), 1(3;21), t(4;11), 1(5;12),
t(5;17), 1(6;9), t(6;11), t(8;21), 1(9;9), t(9;11), t(9;12), 1(9;22), t(10;11), t(11;17),
t(11;19)(q23;p13.1), 1(11;19)(q23;p13.3), t(12;21), t(12;22), t(15;17), t(16;21), t(17;19),
t(X;11); la inv(16), y en la secuencia del gen TAL1 con técnica RT-PCR.

RESULTADOS: Se estudiaron 100 pacientes con diagnéstico de LA de inicio, 13 se
excluyeron por no cumplir con la cantidad de DNA necesario para el proceso del perfil de
alteraciones geneticas, se obtuvo una muestra de 87 pacientes (52 varones, 34 mujeres)
El grupo mas frecuente de edad al diagndstico fue de 2 a 3 afios con 20 (22.9%)
pacientes. De los 87 pacientes estudiados, 22 (25.2%) presentaron alguna alteracion
genética, mientras que 65 (74.7%) obtuvieron un resultado negativo, siendo la alteracién
genética mas frecuentemente encontrada las traslocaciones t(12;21)(p13922) vy
t(9;22)(q34q11), relaciondndose esta ultima con un mal pronostico en los pacientes
portadores por lo cual su identificacién es de suma importancia.

CONCLUSION: Con la realizacién de este trabajo podemos concluir que las alteraciones
genéticas mas frecuentes en los pacientes con Leucemia aguda que acuden al Hospital
Infantil de México son la traslocacién t(12;21)(p13922), y t(9;22)(gq34q11), lo cual es
similar a lo reportado en la literatura.



INTRODUCCION:

Las leucemias agudas son un grupo heterogéneo de padecimientos que suponen
la proliferacién desordenada de una clona de células hematopoyéticas. Desde un
punto de vista morfolégico se han dividido en Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)

y Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA)."

Constituyen la entidad neoplasica maligna mas frecuente de la edad pediatrica. La
LLA representa cerca del 75% de las leucemias agudas pediatricas. La incidencia
de LLA en Estados Unidos es de aproximadamente 3.4 casos por 100,000
individuos menores de 15 anos. El pico de incidencia ocurre entre las edades de 3
y 4 anos, con un predominio de los pacientes del sexo masculino sobre el

femenino.?
Factores de riesgo.

La exposicion a radiacion ionizante se ha establecido como un factor ambiental
que predispone al desarrollo de leucemia, en especial LMA. El riesgo de LLA es
significativamente mas alto entre nifios cuyos padres tienen mayor edad (madres
mayores de 35 afios, padres mayores de 40 anos). El rol de un factor infeccioso
también se ha estudiado dando origen a hipétesis como la “infeccidén retrasada”
que sugiere que la LLA es causada por una falta de exposicion a infecciones y una
falla de la modulacion del sistema inmunologico. Mas tarde, una respuesta
inmunoldgica anormal ocurre hacia una o mas infecciones virales o bacterianas

comunes la cual desencadena los eventos que conducen al desarrollo de LLA.2



Fisiopatologia.

El desarrollo de LLA, al igual que otras hemopatias malignas, involucra la
transformacion de una sola célula progenitora que tiene capacidad para la
expansion monoclonal indefinida. El evento leucemdgeno puede ocurrir en células
linfoides con linaje de precursores B o T, o bien, en precursores mas tempranos, o
que da origen a los diferentes subtipos de LLA basado en la etapa de

diferenciacion de las células linfoides en las que ocurre el evento.?

Las manifestaciones clinicas se relacionan con la infiltracion de los blastos en la
médula Osea, el sistema linfatico y/o sitios extramedulares, como el sistema
nervioso central. Estas manifestaciones dependen no solo de la naturaleza del
clon leucémico sino del crecimiento que ha tenido hasta el momento en que los
sintomas son reconocidos, se hace el diagnostico correcto y se inicia el

tratamiento.’
Diagnéstico.

El diagnostico definitivo de Leucemia se basa en la demostracion de una blastosis
medular que iguale o supere el 25% de la totalidad celular?, el estudio morfoldgico,
citoquimico, inmunologico y citogenético detallado es fundamental para etiquetar

el tipo de Leucemia aguda.



MARCO TEORICO.

El cancer es un problema de salud mundial y nacional dado que representa la
segunda causa de mortalidad infantil, solo después de los accidentes en los

pacientes pediatricos de 4 a 18 afios de edad.*

El cancer en menores de 18 afios difiere significativamente del que se presenta en
la edad adulta. De acuerdo a estadisticas recientes de Instituto Nacional del
Cancer de Estados Unidos, la tasa de sobrevida a 5 anos de los nifos

diagnosticados con cancer ha llegado al 77%.°

En la poblacion pediatrica los principales tipos de cancer son las leucemias, los
tumores de sistema nervioso central (SNC) y los linfomas.® A nivel mundial se
habla de una incidencia de cancer en la edad pediatrica de 100 a 180 por cada

1,000,000 de nifios por afio, con variantes en cada pais.'

Las leucemias agudas son enfermedades monoclonales que se originan en la
médula ésea, caracterizadas por crecimiento incontrolado de formas celulares
inmaduras de componentes sanguineos llamados blastos. En México la tasa de
incidencia se ha incrementado de 7.75 a 44.9 casos por millon de nifilos en los

ultimos afios, representando de las mayores tasas de incidencia.’



Desde un punto de vista morfologico se han dividido en Leucemia Linfoblastica
Aguda (LLA) y Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA). Constituyen la entidad

neoplasica maligna mas frecuente en la edad pediatrica.®

En México, las leucemias agudas representan alrededor de 40% de todas las

neoplasias, mientras que en otros paises constituyen entre 30 y 34%.

1.- Leucemias Linfoblasticas Agudas

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) se define como una alteracién genética que
tiene como consecuencia la proliferacion monoclonal de células precursoras de
células de serie linfoide o de los globulos blancos. Es el cancer mas frecuente en
la edad pediatrica con una incidencia entre 3 y 4 pacientes por cada 100,000 por
ano. Cada ano se diagnostican alrededor de 2500 a 3000 nifios. El pico de
presentacion es alrededor de los cuatro afos. En México, los datos reportados son

similares a lo descrito en la literatura.®

En pediatria la edad mas frecuente de presentacion es dentro del grupo de edad
de 3 a 5 afos. Aproximadamente 2,400 nifios y adolescentes menores de 20 afios
son diagnosticados con LLA cada afo en los Estados Unidos, existiendo un

aumento gradual de su incidencia en los ultimos 25 afios."

Existen algunas enfermedades en las cuales la incidencia de ésta enfermedad es
mayor (sindrome de Down, sindrome de Bloom, anemia de Fanconi, sindrome de
ataxia-telangiectasia)'"'#'. Asi mismo estan descritos algunos factores que se
han considerado predisponentes como son la exposicion a insecticidas o el ser

producto de madre fumadora durante el embarazo.® El cuadro clinico es variable



sin embargo los signos y sintomas mas comunes son la palidez de tegumentos, la
presencia de hematomas, petequias y hepatomegalia. En los estudios de
laboratorio se observan alteraciones en la biometria hematica (anemia,

trombocitopenia, leucopenia o leucocitosis)."

La sospecha diagnostica de LLA se basa en la identificacion de sindromes
sugestivos como sindrome infiltrativo, hemorragico, anémico y sindrome febril,

El diagndstico se hace con base en las manifestaciones clinicas, exploracion fisica
y hallazgos de laboratorio. El estandar de oro para el diagnostico es el aspirado de
meédula 6sea, donde se deben realizar estudios de morfologia, inmunocitoquimica,
fenotipo y de biologia molecular. Y se establece al encontrar mas del 25% de
blastos de caracteristicas linfoides en la médula 6sea, se clasifica con base en los
siguientes aspectos:

Morfoldégico: la clasificacion se hara en base a los criterios internacionales.
Inmunoldgico: las LLA seran clasificadas desde este punto de vista en precursor
de células B (80-85%), (pre B tempranas, pre B y pre B transicional); B maduras,
células T, de acuerdo al porcentaje de positividad de los anticuerpos
monoclonales. Genética: alteraciones numeéricas las leucemias seran clasificadas
en grupos de ploidia y las alteraciones estructurales cromosomicas se dividiran en
traslocaciones (que son las mas frecuentes), deleciones, inversiones, etc.'
Tomando en cuenta indicadores clinicos y paraclinicos los casos seran
clasificados en dos grupos de riesgo lo que servira para determinar el tipo de

tratamiento a recibir (Tabla 1)."®'"1
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TABLA 1.- Clasificacion de la LLA por riesgo.

<10 ANOS

<1 ANO

> 10 ANOS

NO BLASTOS EN SANGRE J|PRESENCIA DE

PERIFERICA EL DIA 7

PRO B, PRE B Y PRE B
TRANSICIONAL

HIPERDIPLOIDIA

t(12;21)

BLASTOS EN
SANGRE
PERIFERICA EL DIA
7

RESPONDEDOR

(1;19)

t(4;11) (> 1 ANO)
t(9;22)

t(4;11) U OTRO
REARREGLO MLL
EN PAC. <1 ANO

SNC
TESTICULAR
MEDIASTINAL
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El tratamiento de las LLA se divide en tres fases principales: la induccién a la
remision, la consolidacién y el mantenimiento. La induccion a la remision y la
consolidacion son comunes en los dos esquemas de tratamiento (riesgo habitual y
alto riesgo), diferenciandose estas en el mantenimiento. La supervivencia de estos
pacientes ha aumentado de manera muy significativa en los ultimos 30 afos

siendo actualmente superior del 70% hasta 85% en algunos grupos.'®

2. - Leucemias Mieloides Agudas

Las Leucemias Agudas Mieloides (LMA) se definen como la proliferacion maligna
de blastos con diferenciacion mieloide, diagnosticandose cuando existen mas de
20% de mieloblastos en la médula 6sea de acuerdo a la Organizacion mundial de
la Salud (OMS). La LMA representa el 15-20% del total de leucemias en la

infancia.?°

Esta leucemia (LMA) ha sido clasificada en 8 subtipos por el grupo cooperativo
francés, americano y britanico (FAB), basandose en la morfologia y en la tincion
histoquimica, lo que ha mejorado el conocimiento de esta enfermedad, de sus
bases moleculares y su biologia, desarrollandose mejores estrategias

terapéuticas(Tabla 2).2'?%%,
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TABLA 2. Clasificacion FAB para LMA.

Blastos grandes, agranulares,
indiferenciados. >90% blastos

Indiferenciada, >90% blastos,
<10% promielocitos/monocitos

Mieloblastica aguda con J[> 30% y < 89% blastos; >10%
maduracion promielocitos, mielocitos; <20%
monocitos

Aguda promielocitica J| >20% de promielocitos
hipergranular anormales hipergranulares,
Cuerpos de Auer presentes

Aguda promielocitica J| Fina granularidad del
variante microgranular citoplasma en los promielocitos,
nucleos bilobulados.

Aguda mielomonocitica >30% blastos en serie no
eritroide, >20% pero <80%
monolitos. Monocitos en sangre
periférica  >5x10° /L; lisozima
>3v lo normal.

Aguda mielomonocitica J| >5% eosindfilos anormales con
con eosinofilia granulos basofilos.

Monocitica aguda >80% celulas monociticas son
monoblastos, resto son
promonocitos/monocitos

Monocitica aguda con [ <80% células monoliticas son
diferenciacion monoblastos, el resto son
promonocitos/ monocitos.

Eritroleucemia >30% de la serie no eritroide
son blastos; >50% de la médula
6sea son eritroblastos

Megacarioblasica >30% de la serie no eritroide j| MP-, SN-, NASDA
son megacarioblastos; J| plaquetaria +,
Aguda mielofibrosis frecuente MP+ por ME.

13



Por otro lado el sistema de clasificacion de la OMS incorpora, al igual que grupo
FAB, informacion clinica y morfolégica agregandose caracteristicas
inmunofenotipicas, citogenéticas y moleculares, lo cual dificulta su integracién a

nivel nacional.

Por lo anterior para obtener el correcto diagnostico se obliga a realizar diversos
estudios tales como: evaluacion histoquimica (PAS, Sudan negro, esterasa, etc.),
inmunofenotipicos (antigenos linfociticos B o T, HLA-DR, etc.) al igual que
evaluacion citogenética y anomalias moleculares de gran importancia.?* Es por
ello que a los nifios con LMA deben realizarse, idealmente, analisis cromosomicos
de la leucemia, pues son importantes marcadores de diagndstico y prondstico. Se
han identificado anormalidades cromosomicas clonales en los blastos de cerca del
75% de los nifios con LMA, y son utiles en la definicion de los subtipos con
caracteristicas particulares como 1(8;21) con M2, t(15;17) con M3, inv(16) con M4
Eo, anomalias 11923 con M4 y M5, t(1;22) con M7.%:%:2" En |a literatura
internacional se han demostrado la existencia de estos como valores

pronosticos.?®2930

Como factores prondsticos favorables en LMA infantil con los cuales contamos en
nuestro hospital incluimos translocaciones, [t(15;87), (8;21)], inversiones
(inversion del cromosoma 16), cuenta leucocitaria <100x10°L, subtipos FAB M1 o
M2 con cuerpos de Auer, M3 y M4Eo y remisién completa al primer ciclo de

quimioterapia del tratamiento.
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Dentro del tratamiento de los pacientes con LMA infantiles se encuentra basado
en el esquema NOPHO 93 modificado, mostrando tasas de supervivencia libre de

enfermedad a 5 afios alrededor del 50% en distintos grupos.*’

3. Clasificacion inmunoldgica de las leucemias.

Se basa en la tipificacion inmunoldgica mediante la identificacion del linaje celular
especifico, a través de anticuerpos mononucleares, asi como el estadio de
diferenciacion. De acuerdo a la clasificacion segun los inmunofenotipos se
consideran los siguientes tipos: pre B temprana, la mas frecuente (60.4%), pre B
transicional y pre B (estas 3 variedades se describen como “‘comun”), B, T, y

cuando es nulo.*

ANTECEDENTES

Alteraciones citogenéticas en LA

Los avances en el campo de la Genética han permitido el estudio mas a fondo de
la estructura de la informacion genética a nivel de cromosomas y genes. El estudio
cromosomico es una parte importante del estudio de cualquier hemopatia maligna,
ya que no solo contribuye al diagnostico de las mismas sino que la informacion

que aporta suele constituir un factor prondstico de primer nivel.*

Los estudios cromosomicos de las leucemias humanas durante las ultimas tres

décadas, han dado un gran aporte al conocimiento de los cambios genéticos que

15



ocurren en estas enfermedades. El analisis citogenético de las céulas tumorales
ha revelado la presencia de alteraciones cromosdmicas clonales en mas de

30,000 neoplasias humanas.®*

En el caso de las leucemias agudas, se estima que hasta en el 60% existe una
alteracion cromosdmica, principalmente traslocaciones, inversiones, deleciones,
monosomias y trisomias.>®> Se piensa estas influyen directamente en el prondstico

del paciente, ya que se relaciona con la respuesta al tratamiento.

La identificacion de alteraciones genéticas especificas es actualmente un
elemento indispensable para la subclasificacion de las leucemias en distintos
grupos prondsticos para su adecuado tratamiento. Las alteraciones citogenéticas
mas frecuentes en neoplasias hematoldgicas son los rearreglos y puntos de
ruptura (translocaciones e inversiones cromosomicas), deleciones y aberraciones
numericas cromosémicas (monosomias,trisomias,etc.). Estas alteraciones se
identifican con el cariotipo o por estudios de biologia molecular. Hoy sabemos
que las alteraciones genéticas de las neoplasias son, generalmente, los agentes
causales de la patologia y definen distintos comportamientos biolégicos, que se
traducen obviamente en distintos comportamientos clinicos y finalmente en

prondsticos muy variables.

Las anormalidades cromosoOmicas tanto estructurales como numéricas se han
clasificado recientemente como importante factor pronostico. Un ejemplo claro de

ello es el caso de LMA donde estas alteraciones estan bien caracterizadas como
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favorables, riesgo intermedio y adversas(Tabla 3).***" Asi como su categorizacién
se ha publicado, por ciertos grupos, las prevalencias obtenidas de estas

alteraciones(Tabla 4).%

Tabla 3. Subgrupos prondsticos de LMA basados en alteraciones citogenéticas y

anormalidades moleculares.

t(8;21)(922;q22) .
inv(16)(p13.922),
t(16;16)(p13.922)

t(15;17)

Citogenética Normal
t8

t(3;5)
t(9;11)(p22q23)
Otras no definidos

Cariotipo complejo .
(>3 anormalidades)
MK+

Monosomia del 5,
del5q

Monosomia del 7,
del7q

Otros 11923 abnl
Inv(3)(921926.2),
1(3;3)(921126.2)
t(6;9), 1(9;22)
Anl(17p)

Citogenética
normal con
mutacion NMP1 o
mutacion CEBPA
en ausencia de
FLT3-ITD

Mutacioén de c-
KIT con:

t(8;21)(922;922) o

inv(16)(p13.922),
t(16;16)(p13.922)

Expresion alta de
EVI1 (con o sin
lesion
citogenética
3926)
Citogenética
normal con FLT3-
ITD en ausencia
de mutacién
NPM1

17



Tabla 4. Frecuencia de las alteraciones citogenéticas mas comunes en LMA.
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La LMA es una enfermedad clinica y geneticamente heterogenea, ademas de la
respuesta inicial del paciente al tratamiento, su pronostico esta determinado por la
presencia de anomalias citogenéticas. Varias anomalias citogenéticas recurrentes
tales como reordenamiento 11923 nos ayudan a predecir el resultado de las
neoplasias mieloides y leucemias agudas. Hasta ahora se han identificado mas de

60 traslocaciones asociadas.*®

El ejemplo claro de las diferencias dadas por la presentacién de alteraciones
cromosOmicas esta presente por grupos de edad, diferenciando las LLA
presentadas en nifios y adolescentes a la manifestada por adultos. Autores de un
reciente estudio de cohorte en adultos con LMA mostraron que los nifios con
t(9;11) (p22;923) con aberraciones adicionales tenian menores tasas de
supervivencia global que los que tienen otros subgrupos de LMA.* El analisis
detallado de los rearreglos citogenéticos por varios afos ha proveido de
informacion importante para aclarar las incidencias de anormalidades individuales

y su significancia pronostica (Figura 1).*'
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m(4;11)/11g23 Ot(12;21) @HeH W 1(9;22) Bt(1;19) W 14q32 O Other |

100% — = = = = = = = = =  —

80%

60%

40%

Proportion of cases

20%

0%

Figura 1. Distribucién de las principales alteraciones citogenéticas en LLA acuerdo

a subgrupos de edad. HeH:hiperdiporidia.

El estudio de las alteraciones geneticas de este trabajo incluye traslocaciones e
inversiones que se buscan de manera rutinaria como t(15;17), inv(16), t(9;22),
t(11;17), t(1;19), t(12;21), t(4;11), sin embargo se incluyeron como nuevas las
siguientes alteraciones; t(1;11)(q21;923), t(1;11)(p32;923), t(1;19), t(3;21), 1(3;5),
t(4;11), t(5;12), t(5;17), t(6;9), t(6;11), 1(8;21), t(9;9), t(9;11), t(9;12), t(9;22),
t(10;11), t(11;17), t(11;19) (923;p13.1), t(11;19)(923;p13.3), t(12;21), t(12;22),
t(15;17), 1(16;21), t(17;19), t(X;11); la inv(16), y rearreglos en la secuencia del

gen TALT.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las recomendaciones de la FAB son realizar la clasificacion Morfologica,
Inmunologica y Citogenetica por lo que consideramos que es de gran
tarscendencia investigar las nuevas alteraciones citogeneticas que se estan
estudiando en el mundo. Por lo anterior realizamos el siguiente planteamiento; el
diagnostico molecular de las LA en el HIMFG podria mejorar si incrementamos el
panel de alteraciones citogenéticas. Esto nos permitira conocer mejor la

epidemiologia de las mismas en nuestra poblacion.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cual es la frecuencia de alteraciones citogenéticas diagnosticadas por RT-PCR
en pacientes pediatricos mexicanos con diagnostico de Leucemia aguda que

acudieron al Hospital Infantil de México?

JUSTIFICACION

Actualmente en nuestro instituto solo se analizan 4 translocaciones [inv(16),
(8;21), 1(15;17) y t(9;22)] por RT-PCR por lo que ampliar el panel permitira
conocer la frecuencia de las otras descritas y poder correlacionarlo con la
presentacion clinica y pronostico de los pacientes. El tener un diagndstico
molecular de las LA es indispensable para su clasificacién y por lo tanto para su

tratamiento. Lo anterior permitira que el grupo de pacientes que se clasifican como
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alto riesgo por no tener el estudio citogenético sea tratado deacuerdo a su riesgo
real o incluso ser enviado a transplante de médula &sea oportunamente.
Finalmente el realizar una descripcion adecuada de la epidemiologia molecular de
las LA nos permite comparar nuestros resultados con los realizados a nivel
internacional. Asi mismo podremos realizar publicaciones de LA en las cuales se

exige el diagnodstico molecular.

OBJETIVOS

Objetivo General.

Describir la frecuencia de los siguientes rearreglos cromosémicos detectados por
RT-PCR: t(1;11)(p32;923), t(1;11)(q21;923), t(1;19), t(3;5), t(3;21), t(4;11), t(5;12),
t(5;17), t(6;9), t(6;11), t(8;21), t(9;9), t(9;11), t(9;12), t(9;22), t(10;11), t(11;17),
t(11;19)(q23;p13.1), t(11;19)(923;p13.3), t(12;21), t(12;22), t(15;17), t(16;21),

t(17;19), t(X;11); la inv(16), y en la secuencia del gen TAL1 en pacientes con LA.

Objetivos Especificos.

» Describir la frecuencia de la translocacion t(1;11)(p32;923) en pacientes con
LA detectados por RT-PCR

* Describir la frecuencia de la translocacion t(1;11)(q21;923) en pacientes con
LA detectados por RT-PCR

* Describir la frecuencia de la translocacion t(1;19) en pacientes con LA

detectados por RT-PCR

22



Describir la frecuencia de la translocacion t(3;5) en
detectados por RT-PCR
Describir la frecuencia de la translocacion t(3;21) en
detectados por RT-PCR
Describir la frecuencia de la translocacion t(4;11) en
detectados por RT-PCR
Describir la frecuencia de la translocacion t(5;12) en
detectados por RT-PCR
Describir la frecuencia de la translocacion t(5;17) en
detectados por RT-PCR
Describir la frecuencia de la translocacion t(6;9) en
detectados por RT-PCR
Describir la frecuencia de la translocacion t(6;11) en
detectados por RT-PCR
Describir la frecuencia de la translocacion t(8;21) en
detectados por RT-PCR
Describir la frecuencia de la translocacion t(9;9) en
detectados por RT-PCR
Describir la frecuencia de la translocacion t(9;11) en
detectados por RT-PCR
Describir la frecuencia de la translocacion t(9;12) en

detectados por RT-PCR

pacientes

pacientes

pacientes

pacientes

pacientes

pacientes

pacientes

pacientes

pacientes

pacientes

pacientes

con

con

con

con

con

con

con

con

con

con

con

LA

LA

LA

LA

LA

LA

LA

LA

LA

LA

LA
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Describir la frecuencia de la translocacion 1(9;22) en pacientes con LA
detectados por RT-PCR

Describir la frecuencia de la translocacion t(10;11) en pacientes con LA
detectados por RT-PCR

Describir la frecuencia de la translocacion t(11;17) en pacientes con LA
detectados por RT-PCR

Describir la frecuencia de la translocacion t(11;19)(q23;p13.1) en pacientes
con LA detectados por RT-PCR

Describir la frecuencia de la translocacion t(11;19)(g23;q13.3) en pacientes
con LA detectados por RT-PCR

Describir la frecuencia de la translocacion t(12;21) en pacientes con LA
detectados por RT-PCR

Describir la frecuencia de la translocacion t(12;22) en pacientes con LA
detectados por RT-PCR

Describir la frecuencia de la translocacién t(15;17) en pacientes con LA
detectados por RT-PCR

Describir la frecuencia de la translocacién t(16;21) en pacientes con LA
detectados por RT-PCR

Describir la frecuencia de la translocacién t(17;19) en pacientes con LA
detectados por RT-PCR

Describir la frecuencia de la translocacion t(X;11) en pacientes con LA

detectados por RT-PCR
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* Describir la frecuencia e la inversion del cromosa 16 en pacientes con LA
detectados por RT-PCR
* Describir la frecuencia el rearreglo en la secuencia del gen TAL1 en

pacientes con LA detectador por RT-PCR.

HIPOTESIS

- La alteracion genética mas frecuente en pacientes con Leucemia aguda es la
traslocacion t(12;21)(p13q922).

- La alteracion genética mas frecuente en pacientes con Leucemia linfoblastica
aguda es la traslocacion 1(9;22).

- La alteracion genética mas frecuente en pacientes con Leucemia mieloblastica

aguda es t(15;17)

MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio

Se trata de un estudio descriptivo, transversal, prospectivo y prolectivo.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion:

* Menores de 18 anos al diagnéstico
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* Diagnéstico morfolégico de LA
* Sin tratamiento previo

Criterios de exclusion.

1. Muestras de pacientes en las que se obtenga un rendimiento de ARN
menor a 0.1ug/pl.

2. Muestras de pacientes en las que no se obtenga la banda de control de
integridad del ARN y de la presencia de inhibidores de la PCR (amplificado
de 911pb)

Criterios de eliminacion.

* No aplica ya que se trata de un estudio transversal

PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO

Los datos demograficos se analizaron con medidas de tendencia central.

Realizamos el analisis de frecuencia. La distribuciéon de frecuencias se realizé en

forma de tabla de los datos estadisticos, asignando a cada alteracion genética su

frecuencia correspondiente.
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METODOLOGIA

Se identificaron a los niflos con sintomatologia sugestiva de LA y que contaban

con criterios para realizacion de aspirado de médula 6sea.

Se realiz6 un extendido de la muestra de médula 6sea y de manera simultanea se
tomd un tubo con EDTA con tapon morado y se depositaron 2 ml de médula dsea.
Se revisd el aspirado de médula 6sea y en base a los criterios de la FAB se
establecio el diagndstico morfolégico de Leucemia mieloide aguda o de Leucemia

linfoblastica aguda.

Se estudiaron los pacientes con LA de quienes se obtuvieron datos demograficos
y clinicos (Anexo 1) con la clasificacion inmunoldgica de la leucemia, se tomaron
2 ml de sangre periférica con la que se realizé una RT-PCR multiple para la

tipificacion/subtipificacién de leucemias. (Anexo2)

La prueba que se realizé utilizando la RT-PCR cualitativa multiple anidada en la
que se investigaron los siguientes rearreglos cromosomicos: t(1;11)(p32;923),
t(1;11)(921;923), t(1;19), t(3;5), t(3;21), t(4;11), t(5;12), t(5;17), t(6;9), t(6;11),
t(8;21), t(9;9), t(9;11), t(9;12), 1(9;22), t(10;11), t(11;17), t(11;19)(923;p13.1),
t(11;19)(q23;p13.3), t(12;21), t(12;22), t(15;17), t(16;21), t(17;19), t(X;11) ; la

inversion del cromosdma 16, y en la secuencia del gen TAL1
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DESCRIPCION DE VARIABLES

Cuantitativa
continua

Categodrica
dicotdmica

ETICA

En anos

t(10;11),
(923;p13.1),
(923;p13.3),
t(1;11)(p32;923),
t(1;11)(021;923)  t(9;11),
t(3;21), t(15;17), inv(16),
t(9;22), t(6;11), t(11;17),
t(X;11), t(1 ;19), t(17;19),
t(12 ;21), TAL1, t(8;21),
t(3;21), t(16;21), t(4:11),
)
)

t(11;19)
t(11;19)

1(9;12), t(5;12), t(12;22),
t(6;9),  %(9;9),

t(5;17)

t(3;9),

Linfoblastica
Aguda
Mieloide Aguda

No de afos del
nacimiento al
momento del
diagnostico

Variaciones en la
estructura,
funcién y
comportamiento
del material
genético (ADN)

Serie celular
involucrada

Al tratarse de un estudio prospectivo en el que se utilizd tejido biologico de

pacientes requiere la firma de una carta de consentimiento informado asi como

una carta de asentimiento en caso de estar indicado.
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RESULTADOS

Caracteristicas de la muestra:

Se estudiaron muestras de 100 pacientes los cuales contaban con diagnostico de
leucemia aguda de inicio y cuyas muestras de médula 6sea fueron recibidas en el
Laboratorio de Biologia Molecular de nuestra institucion durante el periodo del
estudio, 13 se excluyeron por no cumplir con la cantidad de DNA necesario para el
proceso del perfil de alteraciones geneticas, se obtuvo una muestra de 87
pacientes (52 varones, 34 mujeres) (Grafico 1). El grupo mas frecuente de edad al
diagnostico fue de 2 a 3 afos con 20 (22.9%) pacientes, seguido del grupo de 4 a
5 anos con 13 (14.9%) pacientes. Siendo el grupo de menor incidencia el de 16
afnos con 3 (3.4%) pacientes (Grafico 2). De los pacientes estudiados 68 fueron

diagnosticados con LLA (72.8%), y 19 con LMA (20.7%) (Gréafico 3).

Del grupo de pacientes con LLA, se clasificaron como de Riesgo habitual (RH) a
18 (26.4%) pacientes y de Alto riesgo (AR) a 50 (73.5%) pacientes, siendo los
principales indicadores la edad al diagnostico e hiperleucocitosis. Asi mismo se
identificO a 5 pacientes categorizados como de riesgo habitual previo a la
identificacion de la alteracion genética, que ya con el resultado positivo a una
alteracion genética, corresponden a pacientes de alto riesgo. Respondieron
adecuadamente a tratamiento con esteroide 56 (82%) pacientes y 12 (18%)
tuvieron mala respuesta al mismo (Grafico 4). Se observé que la médula 6sea
remitié a los 7 dias en 39 (57.3%) pacientes, a los 14 dias en 17 (25%) pacientes,

a los 21 dias en 6 (8.8%) pacientes, a los 28 dias en 2 (2.9%) pacientes y en 4
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(5.8%) pacientes no se logro documentar remision por diversas causas
principalmente cuadros infecciosos que limitaron la realizacion de aspirado de

médula 6sea (Gréafico 5).

En el grupo de pacientes con LMA (19 pacientes), se observo adecuada respuesta
al primer ciclo de tratamiento en 15 pacientes (79%) y 4 (21%) de ellos no tuvieron

una buena respuesta (Grafico 6).

De la muestra de 87 pacientes se identifico infiltracion a Sistema Nervioso Central
solo en 8 (9.1%) pacientes, en el resto las muestras de liquido cefalorraquideo

fueron negativas para células neoplasicas.

INCIDENCIA DE ALTERACIONES GENETICAS DIAGNOSTICADAS POR RT-

PCR.

De los 87 pacientes 28 (33.3%) de ellos obtuvieron un resultado positivo a alguna
de las 28 traslocaciones que se detectan por RT-PCR (HemaVision), mientras que

60 (65.6%) obtuvieron un resultado negativo para alguna de estas traslocaciones.

Dentro del grupo de pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda (68 pacientes),
22 (32.4%) pacientes tuvieron un resultado positivo a una traslocacion, de los
cuales la mas comun en 7 de los pacientes (10.2%) fue t(12;21)(p13q22), seguida
de t(9;22), con 5 pacientes (7.4%), el resto de las traslocaciones fueron:
t(11;19)(923,pp13.3), STIL(1p32)(TALI(1p32), t(8;21)(922922), t(4;11)(q21923),
1(9;22)(932q11), MLL(11923)AFFI(4921.3). al relacionarlo con la clinica, se
observo que solo en 2 (9%) pacientes con alguna alteracion genética no se logré

remision de la médula ésea, en 1 (4.5%) paciente se logré remision al dia 21, en 5
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(22.7%) pacientes a los 14 dias y en 14 (63.6%) pacientes a los 7 dias, siendo

estos la mayoria.

En el caso de los pacientes con Leucemia Mieloide Aguda (19 pacientes), 7
pacientes presentaron una traslocacidén de los cuales las mas frecuentes fueron
con 2 (10.5%) pacientes cada una: t(15;17) y 1(8;21)(q22922), el resto de las
traslocaciones fueron: t(10;11)(p12q923), t(15;17)(q22:9q12), y t(16;21)(p11:9g22). Al
relacionarlo con la clinica se observé que solo 2 pacientes no presentaron una
buena respuesta al primer ciclo de tratamiento, y fueron los positivos a la

traslocacion t(15;17) y 1(8;21)(922922) respectivamente.

En la tabla 5 se describen las frecuencias de las alteraciones genéticas

identificadas por tipo de leucemia. Ver Tabla 5
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DISCUSION

La descripcion de alteraciones cromosomicas asociadas especificamente a un tipo
de leucemia, ha permitido conocer en un periodo corto el significado clinico de
muchos marcadores citogenéticos y, mas importante todavia, se ha constituido
como un paso previo a la deteccidn y localizacion de los genes implicados en la

génesis tumoral.

En nuestro estudio, se estudiaron pacientes con Leucemia aguda en los que
predomind el sexo masculino sobre femenino siendo similar a lo reportado en la
mayoria de la literatura.' Asi como la Leucemia de estirpe Linfoblastica fue la mas

diagnosticada en un 72.8%, seguida de la Mieloide en un 20.7%.

Algunos investigadores han considerado que estas alteraciones cromosomicas
son un epifendmeno del proceso oncogénico sin relacion con su causa. Sin
embargo, este criterio cambié completamente, cuando mediante las técnicas de
biologia molecular, se puso en evidencia la existencia de genes especificos
comprometidos en las translocaciones cromosomicas presentes en la mayor parte

de las leucemias y que son activados por la translocacion.*?

Existen diversos estudios realizados en varias partes del mundo durante la ultima
década, que se han enfocado a analizar la frecuencia y los tipos de alteraciones a
nivel de genes y cromosomas de los pacientes con Leucemia aguda, Hye-Jin Kim,
et al, describieron en un estudio realizado en 270 pacientes coreanos la frecuencia
de las alteraciones genéticas identificadas por RT-PCR (HemaVision),

concluyendo que la alteracion mas frecuente es la traslocacion t(12;21)(p13922)
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seguida de 1(8;21)(9q22922) y t(9;22)(q32q11)43. En nuestro estudio se realiz6 la
determinacion de las alteraciones genéticas por RT-PCR (HemaVision) con un
total de 100 muestras de las cuales 87 pacientes se reportaron con Leucemia
Aguda, 22 de los pacientes con LLA presentaron una alteracion genética de estos
la alteracién mas frecuente fue también t(12;21)(p13q22) y 1(9;22)(q34q11) a pesar
de que nuestra muestra fue menor; sin embargo en segundo lugar encontramos

t(11;19)(q23p13.3) la cual se relaciona a mal prondstico (Tabla 5).

Existen otros estudios como el realizado por Vazquez y Ramirez en el Hospital
Universitario San Vicente de Paul de Medellin entre 1998 y 2001 donde se
analizaron las alteraciones cromosomicas en la médula ésea de 44 nifios (entre un
mes y 14 afos) con LLA. El estudio revel6 que 17 pacientes (41.5%) presentaban
cariotipo normal y 24 (58.5%) lo tenian anormal; de estos ultimos 18 (75%) tenian
un mosaicismo cromosomico, 4 (16.7%) exhibian cariotipos hiperploides y 2

(8.3%) presentaban otras alteraciones genéticas.**

En Costa Rica se realizé un estudio citogenético a pacientes con Leucemia,
referidos al Hospital Nacional de Nifos e incluyé a 107 pacientes menores de 14
afnos. Las Leucemias agudas constituyeron el 98% de los casos, 70% LLA 'y 26%
LMA. Los hallazgos citogenéticos encontrados fueron principalmente alteraciones
numeéricas (trisomias 8,19,20,21,y 22) asi como deleciones (cromosomas 5 y 6),

traslocaciones t(8;14) e inversiones (cromosoma 11).%°

Otro estudio llevado a cabo en el mismo hospital en 177 nifios con Leucemia

Linfoblastica Aguda de precursores B se observd una distribucion entre cariotipos
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normales y aquellos con anormalidades cromosomicas de 29% y 71%
respectivamente. Las aberraciones encontradas fueron: t(4;11) en 3%, 1(9;22) en
3%, 1(1;19) en 5%, hiperdiploides en 39% y otras aberraciones cromosomicas en

219% 46

En México se han realizado algunos estudios pero no limitados a la poblacion
pediatrica como el realizado en el Hospital Juarez de México, sobre la frecuencia
de los hallazgos citogenéticos en pacientes con enfermedades hematologicas. Se
estudiaron 64 pacientes que acudieron al servicio de Hematologia de enero 1999
a junio 2000, tomandose muestras de médula 6sea y/o sangre periférica, se
procesaron de manera directa y se realizaron cultivos de 24, 48 o 72 horas, las
metafases se analizaron por técnica de bandas GTG, los resultados se reportaron
segun los criterios del ISCN (1995). El rango de edad de la poblacion fue de 1 a 77
afnos, de acuerdo con la clasificacién del grupo FAB, 22 pacientes correspondieron
al tipo de Leucemia Linfoblastica aguda, 14 a Leucemia Mieloblastica aguda, 16 a
Leucemia Granulocitica cronica, 7 a Sindrome mielodisplasico y 3 fueron sin
diagnostico confirmado. Se obtuvo el estudio citogenético de los pacientes en el
58%, el cariotipo no fue informativo en el 26.5% y en el 15.6% presento
hipocelularidad. De los resultados obtenidos, el 28% fue cariotipo normal, 21.8%

presentaron una alteracién numérica y el 51% una alteracién estructural.*’

Lo que hemos observado es que la identificacién de alteraciones genéticas por
cariotipo asi como por citogenética se ve limitada por la pobre cantidad de
alteraciones a estudiar en cada muestra, lo cual nos limita al diagnostico de las

mismas, por el contrario, al realizar el analisis de las alteraciones citogenéticas
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mediante RT-PCR (HemaVision) se incrementa el numero de alteraciones
detectadas, se disminuye tiempo de procesamiento y se podria clasificar con

mayor precision a los pacientes.

Por lo anterior es importante continuar investigando acerca de las alteraciones
geneéticas presentes en pacientes con leucemia y correlacionarlo con la
presentacion clinica para valorar pronostico en cada uno de los pacientes que

acuden a nuestro hospital.

CONCLUSION

Con la realizacién de este estudio se puede concluir que la Leucemia aguda es
mas frecuente en pacientes del sexo masculino de 2 a 3 afios de edad, que la
estirpe Linfoide es mas frecuente, y de estos con un adecuado tratamiento se

observa buena respuesta en un 82% con remisiéon de la médula ésea al dia 7.

Con la realizacion de la determinacion de las alteraciones genéticas mediante RT-
PCR(HemaVision) se concluye que las alteraciones genéticas mas frecuentes en
los pacientes con Leucemia aguda que acuden al Hospital Infantil de México son
la traslocacion t(12;21)(p13922), y 1(9;22)(q34g11), lo cual es similar a lo reportado
en la literatura, asi mismo nos a permitido la identificacion de alteraciones que se
relacionan a un mal pronostico como lo es la traslocacion t(11;19)(q23p13.3) la
cual en nuestros pacientes fue la segunda en frecuencia, siendo de gran

importancia su identificacion ya que en un futuro podria modificarse el tratamiento
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de estos pacientes mejorando su respuesta al tratamiento y por lo tanto el

pronostico de los mismos.

Por otro lado la determinacion de las alteraciones genéticas mediante RT-PCR es
una técnica adecuada ya que nos permite identificar el mayor numero de
alteraciones genéticas en menor tiempo. Por lo que el diagndstico citogenético de
nuestros pacientes se precisara en un mayor porcentaje logrando una mejor
clasificacion en el riesgo que este presenta y posteriormente realizar una
correlacion a largo plazo con la respuesta al tratamiento evaluando prondstico y

supervivencia de cada paciente.

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES.

Se incio el proyecto en junio del 2012 con la estandarizacién de la técnica, revision
y actualizacion de la literatura, incluyendo muestras de pacientes en febrero del
2013 y concluyendo el 10 de Junio 2014. Se obtuvieron los datos clinicos y

demograficos de cada paciente en el mes de junio del presente. (Anexo 3)
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Grafico 1. Sexo de pacientes mexicanos estudiados con leucemia aguda.
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Grafico 2. Edad de pacientes mexicanos estudiados con leucemia aguda.
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Grafico 3. Clasificacion de Leucemias.
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Grafico 4. Respuesta a esteroide en pacientes con LLA.
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Gréfico 5. Remision de Médula Osea en pacientes con LLA.

TABLA RESULTADOS

Tabla 5. Frecuencia de alteraciones genéticas.

LLA
t(12;21)(p13qg22) 38(14%) 7(7.5%)
t(8;21)(q22922) 20(7.4%) 1(1%)
t(9;22)(q34q11) 17(6.2%) 7(7.5%)
t(1;19)(Q23P13) 13(4.8%) 0
t(4;11)(q21q23) 8(2.9%) 1(1%)
t(15;17)(q22q21) 9(3.3%) 0
t(11;19)(g23,p13.3) 3(1.1%) 4(4.3%)
del(1p34) 2(0.74%) 2(2.1%)
t(10;11)(p12q23) 1(0.37%) 0
t(16;21)(p13g22) 0 0
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ANEXO 1




ANEXO 2
TECNICA DE EXTRACCION DE RNA TOTAL

Purificacion de RNA Celular Total de Sangre Entera Humana.
(QIAGEN).

Procedimiento:

1. Mezcle 1 volumen de sangre total humana con 5 volumenes de Buffer EL en un tubo
de tamaiio apropiado (no provisto).

Para resultados 6ptimos, el volumen de la mezcla (sangre + Buffer EL) no debera exceder 3/4
del volumen del tubo usado. Esto ultimo para permitir un mezclado eficiente. Por ejemplo,
agregar 5ml de Buffer EL a 1 ml de sangre total, y mezclar en un tubo el cual tenga un volumen
total de 8 ml o mas.

Nota: Usar una cantidad apropiada de sangre total. Mas de 1.5 ml de sangre sana
(normalmente entre 4000 — 7000 leucocitos por microlitro) puede ser procesada. Reduzca
apropiadamente la cantidad utilizada si la sangre utilizada contiene un nimero elevado de
leucocitos. (En este caso, también ajuste la cantidad de Buffer RLT en el paso 6.)

2. Incube por 10-15 minutos en hielo. Mezcle en vortex brevemente 2 veces durante la
incubacioén.

La suspension turbia se convierte en translucida durante la incubacién, indicando la lisis de
eritrocitos. Si es necesario, el tiempo de incubacion puede extenderse a 20 minutos.

3. Centrifugue a 1700 rpm por 10 minutos a 4°C, y remover y descartar completamente
el sobrenadante.

Los leucocitos formaran un botén después de la centrifugacion. Asegurese que el
sobrenadante es removido completamente. Trazas de eritrocitos, los cuales le dan al botén un
tinte rojo, seran eliminadas en el siguiente paso de lavado. Véase la pagina 32 si la cantidad de
eritrocitos que permanecen es grande.

4., Agregue Buffer EL al botén de células (usar 2 volimenes de Buffer EL por cada
volumen de sangre total usado en el paso 1). Resuspender las células usando el
vortex brevemente.

Por ejemplo, agregar 2 ml de Buffer EL por 1 ml de sangre total usada en el paso 1.

5. Centrifugue a 1700 rpm por 10 minutos a 4°C, y remover y descartar completamente
el sobrenadante.

Nota: El remover incompletamente el sobrenadante interferira con la lisis y subsecuente ligado
de ARN a la columna de centrifugado QlAamp (blanca), resultando en bajo rendimiento.

6. Agregue Buffer RLT al botén de leucocitos de acuerdo con la tabla abajo. Usar
vortex o pipetear para mezclar.
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Cuando no se use sangre sana, refiérase al nimero de leucocitos para determinar el
volumen de Buffer RLT requerido. El Buffer RLT destruye las células. Ningin cumulo de
células debera ser visible antes de proceder con el paso de homogenizacién. Usar vortex o
pipetear mas para remover cualquier cimulo.

. Buffer RLT* (ul) . Sangre total sana (ml) . No. de leucocitos

. 350
. 600

. Hasta 0.5 . Hasta 2 x 10°
.05a1.5 .2x10°a1x 10’

*Asegurese que B-ME es agregado al buffer RLT (ver “Cosas para hacer antes de iniciar”).

7.

10.

1.

12,

13.

14.

Pipetee el lisado directamente dentro de una columna de centrifugado Q/Ashredder
(color morado) en un tubo de recoleccion de 2 ml (provisto) y centrifugar por 2
minutos a maxima velocidad para homogenizar. Descarte la columna de
centrifugacion QlAsheredder y guarde el lisado homogenizado.

Para evitar la formacion de aerosol, ajustar la pipeta a 2750 pl para asegurar que el lisado
se agregue a la columna de centrifugacion QIAshredder en un sélo paso.

Si se han usado muchas células, después de la homogenizacién el lisado sera demasiado
viscoso para pipetear. Si este es el caso, favor de referirse a la pagina 32.

Agregar 1 volumen (350 pl o 600 pl) de etanol al 70% al lisado homogenizado y
mezclar pipeteando. No usar centrifuga.

Un precipitado puede formarse después de la adicién de etanol. Esto no afectara el
procedimiento Q/Aamp.

Pipetee cuidadosamente la muestra, incluyendo cualquier precipitado que se haya
formado, dentro de una columna de centrifugacion Q/Aamp nueva (color blanco) en
un tubo colector de 2 ml (provisto) sin humedecer el borde. Centrifugar por 15
segundos a 210,000 rpm. El volumen maximo de carga es 700 pl. Si el volumen de la
muestra excede los 700 pl, cargue sucesivamente alicuotas dentro de la columna de
centrifugacion Q/lAamp y centrifugue como anteriormente.

Descarte el filtrado y el tubo colector.

Transfiera la columna de centrifugacion Q/Aamp en un nuevo tubo colector de 2 ml

(provisto). Agregue 700 pl de Buffer RW1 a la columna de centrifugacion QlAamp y
centrifugue por 15 segundos a 210,000 rpm.

Descarte el filtrado y el tubo colector.

Coloque la columna de centrifugacion Q/Aamp en un nuevo tubo colector (provisto).
Pipetee 500 pl de Buffer RPE dentro de la columna de centrifugacion QlAamp y
centrifugue por 15 segundos a 210,000 rpm.

Descarte el filtrado y el tubo colector.

Cuidadosamente abra la columna de centrifugacion QIAamp y agregue 500 ul de
Buffer RPE. Cierre la tapa y centrifugue a toda velocidad (14,000 rpm) por 3 minutos.
Nota: Algunos rotores de centrifuga se distorsionan levemente tras la desaceleracion,
resultando en que el filtrado, conteniendo el Buffer RPE entre en contacto con la columna
de centrifugado QlAamp. El retirar la columna de centrifugado Q/Aamp y el tubo colector
del rotor puede también causar que el filtrado entre en contacto con la columna de
centrifugacion QlAamp.

Recomendacion: Coloque la columna de centrifugacion Q/Aamp en un nuevo tubo
colector de 2ml (no provisto) y descarte el tubo colector viejo junto con el filtrado.
Centrifugue a toda velocidad por 1 minuto.

Este paso ayuda a eliminar la probabilidad de posibles remanentes de Buffer RPE.
Transfiera la columna de centrifugado Q/Aamp en un tubo de centrifuga (Eppendorf)

de 1.5 ml (provisto) y pipetee de 30-50 pl de agua libre de RNasas (provisto)
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directamente en la membrana de Q/IAamp. Centrifugue por 1 minuto 210,000 rpm
para eluir. Repita si se proces6 >0.5 ml de sangre total (o >2x 10° de leucocitos).

TECNICA E INTERPRETACION DE RT-PCR.

1. PROPOSITO DE LA PRUEBA -DETECCION DE 28 TRANSLOCACIONES

El kit HemaVision HV01-28N es una prueba de diagnoéstico in vitro de 28 translocaciones
cromosomales causantes de leucemia incluyendo mas de 80 puntos de ruptura ademas de las
variantes de empalme de mRNA asociadas. Ademas, detecta nuevos puntos de ruptura y variantes
de empalme de mRNA para las 28 translocaciones. Es una prueba rapida de un dia con muy alta
sensibilidad (>99%) y especificidad (>99%) y limites de deteccién tan bajo como 10°®.

Este andlisis lleva a las pruebas de diagndstico in vitro todavia mas profundo a una descripcion
detallada de la organizacién de los exones de genes hibridos originados de translocaciones
cromosomales.

El kit HemaVision HV01-28N es una prueba cualitativa que usa RNA total extraido de células de
sangre total o médula ésea como material de inicio en el analisis. La prueba utiliza transcripciéon
reversa, seguido por reacciones en cadena de la polimerasa multiples y anidadas (RT-PCR),
electroforesis en gel de agarosa e interpretacion.

HemaVision identifica cromosomas, genes y exones en el punto de ruptura de los genes hibridos.
Ademas, la prueba identifica las variantes de empalme del mRNA de los genes hibridos. EIl kit
contiene iniciadores para 25 reacciones de cDNA, 25 andlisis maestros, y 15 andlisis de
separacion.

Exones del gen Abc del cromosoma A Exones del gen Bcd del cromosoma B

V ' ' ' Puntos de ruptura

150 120 bp

Iniciador de cDNA en el gen Bed
»> < Iniciador de PCR-1 en el gen Abcy gen Bed
> < Iniciador de PCR-1I (anidada) en el gen Abcy gen Bcd
t(A;B)(Abc-Bcd)
Amplificados y Puntos de ruptura
—_— 960 bp Abc ex4-Bcd ex2
J— 810 bp Abc ex4-Bcd ex3

[ —— —_— 570 bp Abc ex2-B ex2
e — ; _ 420 bp Abc ex2-Bcd ex3
—_ + —— 360 bp Abc ex1-Bcd ex2
—_— 1 { — 210 bp Abc ex1- Bcd ex3
p— — rmm—— 750 bp Abc ex4 Aex2 —Bcd ex2 (variantes de empalme)
e 600 bp Abc ex4 Aex2 —Bcd ex3 (variantes de empalme)

Figura 1: llustracion de como el kit de HemaVision HV01-28N identifica los cromosomas, los genes hibridos y los exones
del punto de ruptura entre las 28 traslocaciones cromosdmicas de leucemia. Son presentados solamente los puntos de
ruptura de los genes hibridos que mantienen el carco de lectura de transcripcidn original.
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1. PRINCIPIOS DE LA PRUEBA.

RNA es la platilla para la sintesis de cDNA en una reaccién usando transcriptasa reversa (RT) e
iniciadores de cDNA especificos. El cDNA a su vez es la plantilla para la amplificacion por PCR
usando una DNA-polimerasa Taq de inicio caliente e iniciadores de PCR especificos. Muchos de
los genes hibridos tienen varios puntos de ruptura. Por lo tanto, los iniciadores de PCR son
disefiados para unirse en posiciones que permitan la busqueda de todos estos puntos de ruptura
como es ilustrado en la figura 1. Todo el proceso de la prueba y un ejemplo de los resultados de la
prueba son mostrados en la figura 2.

RNA Total

Sintesis de cDNA

y

PCR Maestra

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 m

Banda de control interno de la reaccion O N WO 1 s, W -

Banda especifica de la translocacion M6 —

PCR de separacion

3

Banda de control interno de la reaccion

Banda especifica de la translocacion M6B ]

Interpretacion

Figura 2: Proceso de trabajo y resultados de un andlisis con HemaVision HV01-28N. Resultado: positivo en M6 y M6B,
amplificado de 397 pares de bases (pb). Conclusién: Haciendo uso de la tabla 11 se puede se puede concluir que el
paciente tiene una translocacion en t(9;22)(q34;q11) con un punto de ruptura en el M-bcr (punto de ruptura mayor) en
la posicién BCRex13-ABLex2 (b2a2) generando una proteina quimérica P210 (kDa)
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Preparacion de RNA

RNA total es extraido de células de sangre total, lineas celulares, o médula 6sea con el Mini Kit de
extraccion de RNA de sangre QlAamp (Qiagen 52304).

Sintesis de cDNA

El cDNA es sintetizado en una reaccion la cual contiene el RNA aislado y susando la Mezcla para
cDNA (iniciadores) del kit HemaVision HV01-28N y una transcriptasa reversa, buffer 5x, DTT y
dNTP, DTT del componente reactivo del kit HemaVision HV06-RMP.

PCR Maestra

El cDNA es usado como plantilla para ocho reacciones de amplificacién por PCR multiples (PCR
Maestra-1) seguido posteriormente por ocho reacciones de PCR anidada (PCR Maestra-Il). Todas
las reacciones usan mezclas de iniciadores del kit HemaVision HV01-28N y la DNA-polimerasa de
HemaVision, buffer 10x, y dNTP del kit HemaVision Hv06-RMP. Cada reaccion de PCR Maestra
contiene cuatro, cinco o seis pares de iniciadores para translocaciones especificos y un par de
iniciadores del control interno de la reaccién especificos para el gen constitutivo biotinidasa. Los
productos de la PCR Maestra-ll son analizados por electroforesis en gel de agarosa. La banda de
control interno de la reaccién de 911 pb es un control positivo para evaluar que tengamos RNA
intacto y la funcionalidad de las reacciones de la RT-PCR. Una banda especifica de translocacion
refleja que la prueba es positiva para una translocacion. La identidad de esta translocacion es
establecida en la PCR de Separacion.

PCR de Separacion

Cada una de las reacciones de PCR de Separacion contiene sélo un par de iniciadores para
translocacion especificos y un par de iniciadores del control interno de la reacciéon. Cuando por
ejemplo, la reaccion maestra M6 es positiva para una banda especifica de translocacion continte
la prueba usando las reacciones de separacion M6A-M6E. Una vez mas el cDNA es usado como
plantilla para la PCR de Separacion-l seguida por la PCR de Separacién-ll anidada. La PCR de
Separacion anidada es analizada por electroforesis en gel de agarosa.

Interpretacion de resultados

Una muestra es positiva para una translocacion cuando ambas PCR (Maestra y de Separacion)
producen bandas con tamafio molecular idéntico. El punto de ruptura es identificado por el nimero
de la reacciodn de separacion y por el tamafio molecular del amplificado de translocacién especifica
haciendo uso de la tabla 11: Tabla de Interpretacion. Mas de una banda especifica de
translocacion tanto en la PCR Maestra como en la de Separacion revela la presencia de empalmes
alternativos del mMRNA del gen hibrido.

La figura 2 muestra el proceso para analizar muestras de sangre o médula 6sea con la prueba de
HemaVision HV01-28N. en este ejemplo, la prueba es positiva en la PCR Maestra M6 y en la PCR
de Separacion M6B con una banda de translocacion especifica de 397 pb. Al observar la Tabla de
Interpretacion (Tabla 11) se puede concluir que el paciente tiene una translocacion t(9;22)(q34;911)
con un gen hibrido BCR-ABL1. El punto de ruptura une a los exones BCRex13-ABL1ex2 también
llamado b2-a2. Este punto de ruptura pertenece al punto de ruptura mayor (M-bcr) del gen BCR.
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1. COMPONENTES DEL KIT Y SU ALMACENAMIENTO.

El kit de HemaVision HV01-28N contiene dos cajas con Mezcla de Iniciadores (ver figura 3) y un
Manual del Usuario con instrucciones. El kit es transportado a -20°C o menor y ambas cajas deben
ser almacenadas a -20°C por el usuario. Durante la realizacién de la prueba siempre mantenga los
reactivos de la prueba en hielo (0°C). Cada kit contiene material suficiente para 25 pruebas
Maestras y 15 pruebas de Separacion.
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PCR-I
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Figura 3: Muestra el contenido del kit de HemaVision HV01-28N.

CAJA 1:

Mezclas de iniciadores para PCR Maestra y para cDNA:
200 pL Mezcla cDNA 1x (tapa blanca)

155 pL PCR Maestra-1 8x (tapas azules)

155 pL PCR Maestra-Il 8x (tapas rojas)

CAJA 2:

Mezclas de iniciadores para PCR de Separacién:
95 uL PCR de Separacion-l 37x (tapas azules)
95 pL PCR de Separacion-II 37x (tapas rojas)

NOTA: Para la funcionalidad de la prueba de RT-PCR multiple de HemaVision HV01-28N, es escencial también obtenery
usar los reactivos provistos en el kit HemaVision HV06-RMP el cual contiene: Transcriptasa Reversa-MMLV; buffer de
cDNA 5x; DTT; dNTP, DNA-Polimerasa HemaVision, buffer de PCR 10x.
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Notas

PROCEDIMIENTO.

Almacene todos los componentes de la prueba como fue descrito en la seccion 3:
Componentes del Kit y su Almacenaje.

No mezcle reactivos de diferentes lotes.

Una técnica de pipeteo cuidadosa es esencial para resultados precisos.

Este protocolo es optimizado con enzimas y buffers del kit HemaVision HV06-RMP.

Este protocolo es optimizado por el termociclador Perkin EImer GeneAmp 9600. El uso de
otro tipo de termociclador puede requerir la optimizacién por el usuario.

Como un control positivo para la calidad del RNA y la funcionabilidad de cada una de las
reacciones de la RT-PCR, debe estar presente un fragmento de 911 pb del gen constitutivo
biotinidasa en todas las lineas excepto en las reacciones positivas para un amplificado
especifico de translocacién donde puede ser débil o estar ausente.

Como control negativo realice una reaccion de cDNA sin plantilla de RNA.

Preparacion del RNA.

Use sangre de flebotomia recolectada en un tubo con EDTA. Alternativamente, se puede
usar médula 6sea recolectada en un tubo con EDTA. No congele la muestra de sangre o
médula 6sea ni use muestras recolectadas en tubos con heparina como anticoagulante.
Separe las células mononucleares de la sangre total o de la médula 6sea por el método
Ficoll-Hypaque.

Dentro de las 24 horas posteriores de recoleccion, extraiga RNA total con el Mini Kit de
extraccion de RNA de sangre QlAamp (Qiagen 52304). Normalmente 5-10 ug de RNA total
es extraido de 1x10” células sanguineas mononucleares.

Mida la concentracion de RNA leyéndola su densidad éptica a 260 nm. Una absorbancia
de 1 unidad a 260 nm corresponde a 40 yg de RNA por mL. Ajuste la concentraciéon de
RNA a 0.1 pg/ pyL con H0O libre de RNasas.

Haga alicuotas de 20 pL (0.1 ug/ pL) de RNA en tubos libres de RNasas. Almacene estas
alicuotas de RNA a -80°C o use el RNA inmediatamente para la sintesis de cDNA.

Pruebas Maestra y de Separacion.

Paso 1: Sintesis de cDNA.

1.1

En la habitacion de Mezcla Maestra prepare la Mezcla de sintesis de cDNA de acuerdo con la

Tabla 1 usando los reactivos de HemaVision HV06-RMP

No agregue volumen adicional para compensar pérdidas de liquido por la preparacion. Esto ya
ha sido considerado en las cantidades de la tabla.

Tabla 1: Mezcla de sintesis de cDNA.

Numero de muestras 1 |2

Buffer MMLV-RT 5x (uL) 11.0 22.0
DTT 100 mM (uL) 55| 11.0
Mezcla de dNTP 10 mM (L) 55| 11.0
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MMLV-RT (uL) 22| 44
Volumen Total (uL) 24.2 48.4

1.2 En la habitacién de cDNA agregue 8 uL de Mezcla cDNA (iniciadores) del tubo de la tapa
blanca del kit de HemaVision HV01-28N a uno de los tubos con 20 pL de RNA total (2 pg).
Mezcle gentilmente y centrifugue por 10 segundos.

1.3 En un tubo libre de RNasas a parte, agregue 8 uL de Mezcla de cDNA a 20 pL de H;O (control
negativo).

1.4 Incube los tubos en un bloque térmico o en bafio de agua a 65°C por 5 minutos. Enfrié y
mantenga en hielo.

1.5 Agregue 22 uL de la Mezcla de sintesis de cDNA al tubo con 28 puL de RNA+Mezcla cDNA vy al
tubo de control negativo del paso 1.4. Mezcle gentilmente y centrifugue por 10 segundos.

1.6 Incube a 37°C por 45 minutos.

1.7 Agregue 50 pL de H,O a cada tubo de cDNA.

1.8 Incube a 95°C por 5 minutos para inactivar la enzima RT-MMLYV.

1.9 Enfrie y mantenga el tubo de cDNA em hielo (0°C, no congelar) por un maximo de tres dias
antes de usarlo en la PCR Maestra y la PCR de Separacion.

Paso 2: PCR Maestra-I

Con el fin de lograr una maxima sensibilidad y especificidad cada muestra es analizada con una
reaccion de PCR Maestra primera y otra reaccion anidada.

2.1 En la habitacion de Mezcla Maestra prepare la Mezcla de PCR Maestra-l de acuerdo con la
Tabla 2 usando los reactivos de HemaVision HV06-RMP. Mezcle y centrifugue por 10
segundos.

No agregue volumen adicional para compensar pérdidas de liquido por la preparacion. Esto ya
ha sido considerado (+10%) en las cantidades de la tabla.

Tabla 2: Mezcla PCR Maestra-|

NuUmero de muestras 1

Numero de reacciones PCR 8 16

Buffer PCR 10x (uL) 22.0 44.0
Mezcla de dNTP (uL) 4.4 8.8
DNA-polimerasa HemaVision (L) 3.5 7.0
H,O (uL) 102.1 204.2
Volumen Total (uL) 132.0 264.0

2.2 Para cada muestra identifique los tubos en una fila de 8 microtubos del M1 al M8.

2.3 Alicate 15 yL de Mezcla PCR Maestra-I a cada uno de los tubos de PCR en la(s) fila(s) de 8
microtubos.

2.4 A estos tubos agregue 5 pL de iniciadores de PCR Maestra-I de los tubos de tapa azul M1-M8
a los tubos de PCR correspondientes. Por ejemplo, al tubo de PCR identificado como M1
agregue 5 yL del M1 PCR-I.

2.5 En la habitacion de PCR agregue 5 yL de cDNA (del paso 1.9) a cada uno de los tubos de
PCR del paso 2.4. Cierre los tubos, mezcle y centrifugue por 10 segundos. Volumen por tubo:
25 L.
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2.6 Transfiera los tubos a un termociclador e inicie la amplificaciéon por PCR usando los parametros
de ciclado de PCR de la Tabla 3.

Tabla 3: Parametros de amplificacion de la PCR Maestra-I

Paso | Tiempo/Temperatura Ciclos
1 15 minutos a 95°C 1
30 segundos a 95°C
2 30 segundos a 58°C 25
1 minuto 30 segundos a 72°C
3 Mantener a 4°C 1

Paso 3: PCR Maestra-ll (anidada)

3.1 En la habitacidon de Mezcla Maestra prepare la Mezcla PCR Maestra-Il de acuerdo con la Tabla
4 usando los reactivos de HemaVision HV06-RMP. Mezcle y centrifugue por 10 segundos.

No agregue volumen adicional para compensar pérdidas de liquido por la preparacion. Esto ya
ha sido considerado (+10%) en las cantidades de la tabla.

Tabla 4: Mezcla PCR Maestra-ll

Numero de muestras 1 2
Numero de reacciones PCR 8 16
Buffer PCR 10x (uL) 220 | 44.0
Mezcla de dNTP (uL) 4.4 8.8
DNA-polimerasa HemaVision (L) 3.5 7.0
H,O (uL) 137.3 | 274.6
Volumen Total (uL) 167.2 | 334.4

3.2 Para cada muestra identifique los tubos en una fila de 8 microtubos del M1 al M8.

3.3 Alicate 19 pL de Mezcla PCR Maestra-Il a cada uno de los tubos de PCR en la(s) fila(s) de 8
microtubos.

3.4 A estos tubos agregue 5 pL de iniciadores de PCR Maestra-Il de los tubos de tapa roja M1-M8
a los tubos de PCR correspondientes. Por ejemplo, al tubo de PCR identificado como M1
agregue 5 yuL del M1 PCR-II.

3.5 En la habitacién de PCR abra cuidadosamente y sin derramar los tubos de PCR que contienen
las reacciones de la PCR Maestra-l. De estos tubos transfiera 1 pL a los tubos de PCR
Maestra-1l correspondientes del paso 3.3. Para esta transferencia puede utilizarse una pipeta
de ocho camaras. Cierre los tubos, mezcle y centrifugue por 10 segundos. Volumen por tubo:
25 L.

3.6 Transfiera los tubos a un termociclador e inicie la amplificacion por PCR usando los parametros
de ciclado de PCR de la Tabla 5.

Tabla 5: Parametros de amplificacion de la PCR Maestra-li

Paso Tiempo/Temperatura Ciclos
1 15 minutos a 95°C 1
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30 segundos a 95°C

30 segundos a 58°C 20
1 minuto 30 segundos a 72°C

10 minutos a 72°C 1
Mantener a 4°C 1

Paso 4: Electroforesis en gel

4.1 Prepare un gel de agarosa al 1.5% (p/v) de al menos 10 cm de longitud en buffer TBE 1x.
Agregue bromuro de etidio a una concentracion final de 0.5 pg/ pL.
4.2 En la habitacién de electroforesis en gel abra cuidadosamente los tubos de PCR con la PCR

Maestra-1l sin contaminar los guantes o alrededores con gotas de los amplificados con gran
numero de copias.

Agregue 3 pL de buffer de carga 10x dentro de cada tubo de PCR. Cargue aproximadamente
14 pL por pozo en el gel (carriles 1-8). Finalmente, cargue un marcador de peso molecular en
el carril 9.

4.3 Corra el gel en buffer TBE 1x hasta que el colorante azul Bromofenol haya migrado
aproximadamente % del gel.
4.4 Examine el gel con luz UV y documente el resultado por fotografia.

Paso 5: Interpretacion de los resultados de PCR Maestra-ll

Positivo para una (o mas) banda(s) especificas de translocacion. Continie con las
reacciones de Separacion correspondientes para identificar la translocacion.

Positivo para una banda especifica de translocacién pero es muy débil o apenas una
mancha. Positivo para la banda de control interno de reaccion (911 pb) en todos los
carriles. Continie con las reacciones de Separacion relevantes para identificar la
translocacion.

Negativo para una banda especifica de translocacioén y positiva para la banda de control
interno de reaccion (911 pb) en todos los carriles M1-M8. El paciente es negativo para las
28 translocaciones detectadas por HemaVision HV01-28N.

Negativo para una banda especifica de translocacion y negativo para la banda de control
interno de reaccion (911 pb) en todos los carriles M1-M8. La prueba fall6 mas debidamente
a 1) pobre calidad del RNA, o 2) uso del termociclador con un perfil de temperatura
diferente del de ABI 9600, o 3) mezcla incorrecta de reacciones. Corrija y repita la prueba.
Negativo para una banda especifica de translocacion y positivo para la banda de control
interno de reacciéon (911 pb) en algunos de los carriles M1-M8. La prueba fallé mas
debidamente a 1) uso del termociclador con un perfil de temperatura diferente del de ABI
9600, o 2) mezcla incorrecta de reacciones. Corrija y repita la prueba.

El control negativo de la prueba es positivo (presencia de banda): La(s) reaccién(es) fue
contaminada con DNA. Identifique la contaminacion y repita la prueba.

Paso 6: PCR de Separacion-|

Cuando una muestra aparece como positiva para una translocacion en la PCR Maestra-ll, dicha
translocacion y el punto de ruptura del gen hibrido pueden ser identificados analizando el cDNA
remanente en una reaccion de PCR de Separacidn primera y otra anidada.
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6.1 En la habitacion de Mezcla Maestra prepare la Mezcla de PCR de Separacién-I de acuerdo con
la Tabla 6 usando los reactivos de HemaVision HV06-RMP. Mezcle y centrifugue por 10
segundos.

No agregue volumen adicional para compensar pérdidas de liquido por la preparacion. Esto ya
ha sido considerado (+10%) en las cantidades de la tabla.

Tabla 6: Mezcla PCR de Separacion-l

Numero de positivos en la PCR Maestra-ll 1 1 1
Numero de reacciones PCR de Separacion-l | 4 5 6

Buffer PCR 10x (uL) 11.00 | 13.75 | 16.50
Mezcla de dNTP (uL) 220 | 275 | 3.30
DNA-polimerasa HemaVision (uL) 1.76 | 2.20 | 2.64
H,O (uL) 51.04 | 63.80 | 76.56
Volumen Total (uL) 66.0 | 82.5 | 99.0

6.2 Identifique cuatro, cinco o seis tubos de PCR (p.ej. si la PCR Maestra M6 es positiva identifica
cinco tubos para la PCR de Separacién: M6A, M6B, ...M6E).

6.3 Alicate 15 pyL de Mezcla PCR de Separacién-l a cada uno de los tubos de PCR.

6.4 A cada uno de estos tubos agregue 5 pL de iniciadores de PCR de Separacién-| de los tubos
de tapa azul (p.ej. al tubo de PCR identificado como M6A agregue 5 yL de la mezcla de
iniciadores M6A).

6.5 En la habitacion de PCR agregue 5 yL de cDNA (del paso 1.9) a cada uno de los tubos de
PCR del paso 6.4. Cierre los tubos, mezcle y centrifugue por 10 segundos. Volumen por tubo:
25 L.

6.6 Transfiera los tubos a un termociclador e inicie la amplificacion por PCR usando los parametros
de ciclado de PCR de la Tabla 7.

Tabla 7: Parametros de amplificacion de la PCR de Separacion-l

Paso | Tiempo/Temperatura Ciclos
1 15 minutos a 95°C 1
30 segundos a 95°C
2 30 segundos a 58°C 25
1 minuto 30 segundos a 72°C
3 Mantener a 4°C 1

Paso 7: PCR de Separacion-ll (anidada)

7.1 En la habitaciéon de Mezcla Maestra prepare la Mezcla PCR de Separacién-Il de acuerdo con la
Tabla 8 usando los reactivos de HemaVision HV06-RMP. Mezcle y centrifugue por 10
segundos.

No agregue volumen adicional para compensar pérdidas de liquido por la preparacion. Esto ya
ha sido considerado (+10%) en las cantidades de la tabla.
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Tabla 8: Mezcla PCR de Separacion-li

Numero de positivos en la PCR Maestra-li 1 1 1
Numero de reacciones PCR de Separacion-ll 4 56
Buffer PCR 10x (uL) 11.00 | 13.75 | 16.50
Mezcla de dNTP (uL) 220 | 2.75 3.30
DNA-polimerasa HemaVision (uL) 1.76 | 2.20 2.64
H,O (uL) 68.64 | 85.80 | 102.96
Volumen Total (uL) 83.6 | 104.5| 1254

7.2 Identifique cuatro, cinco o seis tubos de PCR (p.ej. si la PCR Maestra M6 es positiva identifica
cinco tubos para la PCR de Separacion: M6A, M6B, ...M6E).

7.3 Alicate 19 yL de Mezcla PCR de Separacion-1l a cada uno de los tubos de PCR.

7.4 A cada uno de estos tubos agregue 5 uL de iniciadores de PCR de Separacion-Il de los tubos
de tapa roja (p.ej. al tubo de PCR identificado como M6A agregue 5 pL de la mezcla de
iniciadores MGA).

7.5 En la habitaciéon de PCR abra cuidadosamente y sin derramar los tubos de PCR que contienen
las reacciones de la PCR de Separacion-l. De estos tubos transfiera 1 yL a los tubos de PCR
de Separacion-ll correspondientes del paso 7.4. Cierre los tubos, mezcle y centrifugue por 10
segundos. Volumen por tubo: 25 pL.

7.6 Transfiera los tubos a un termociclador e inicie la amplificacion por PCR usando los parametros
de ciclado de PCR de la Tabla 9.

Tabla 9: Parametros de amplificacion de la PCR de Separacion-ll

Paso Tiempo/Temperatura Ciclos
1 15 minutos a 95°C 1
30 segundos a 95°C
2 30 segundos a 58°C 20
1 minuto 30 segundos a 72°C
3 10 minutos a 72°C 1
4 Mantener a 4°C 1

Paso 8: Electroforesis en gel

8.1 Prepare un gel de agarosa al 1.5% (p/v) de al menos 10 cm de longitud en buffer TBE 1x.
Agregue bromuro de etidio a una concentracion final de 0.5 pg/ pL.

8.2 En la habitacién de electroforesis en gel abra cuidadosamente los tubos de PCR con la PCR
de Separacion-Il sin contaminar los guantes o alrededores con gotas de los amplificados con
gran numero de copias.

Agregue 3 pL de buffer de carga 10x dentro de cada tubo de PCR. Cargue aproximadamente

14 pL por pozo en el gel (carriles 1-8). Finalmente, cargue un marcador de peso molecular en
el carril 9.

8.3 Corra el gel en buffer TBE 1x hasta que el colorante azul Bromofenol haya migrado
aproximadamente % del gel.
8.4 Examine el gel con luz UV y documente el resultado por fotografia.

5 INTERPRETACION.
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Positivo para la banda de control interno de la reaccion (911 pb) en todas (cuatro o cinco o
seis) las reacciones de PCR de Separacion-Il. La banda de control interno de la reaccién
puede ser débil o puede estar ausente en el carril que contenga una fuerte banda de
translocacién especifica. La banda de translocacion especifica tiene el mismo peso
molecular que la banda especifica de translocacion en la reaccién de PCR Maestra-Il
correspondiente. Identifique la translocacion con el uso de la Tabla 11.

Como un ejemplo: Ambas reacciones M6 y M6B contienen un amplificado de 397 pb. La
Tabla 11 demuestra que la muestra tiene un translocacion t(9;22)(q34;911) con un gen
hibrido BCR-ABL1 teniendo su punto de ruptura en los exones b2-a2.

Cuando dos reacciones PCR Maestras-Il y dos PCR de Separacién-1l cuentan con bandas
especificas de translocacion puede ser causado por la presencia de dos translocaciones.
Pero también pueden ser causadas por la amplificacion de dos regiones de una sola
translocacion que se sobreponen entre si. P.ej. el gen BCR en la translocacion
(9;22)(BCR-ABL1) puede tener puntos de ruptura después del exén 1, exén 6, exén 12,
exén 13, exdén 14, exd6n 19 y exdén 20 dando como resultado proteinas quiméricas
funcionales con un punto de ruptura del gen ABL1 en el exones 2 0 3. M6 y M6B contienen
iniciadores para PCR que se unen al exén 12 del BCR. M8 y M8F contienen iniciadores
para PCR que se une al exén 1 de BCR. Cuando el punto de ruptura esta localizado en
cualquier lugar después del exén 12 de BCR, M6 y M6B seran positivas. Pero a veces
M8/M8F también son positivas junto con M6/M6B (cuando no hay ninguno de los
empalmes alternativos). La translocacion debe ser interpretada como positiva en M6B, vea
Tabla 10. Esta tabla muestra translocaciones con dos o tres reacciones Maestras/de
Separacion positivas.

Tabla 10: Translocaciones con dos o tres reacciones Maestra y de Separacion positivas.

Separacion positiva... ... y también Interprete la Translocacién
Separacion translocacion de la
positiva. Separacion
M1D M2D & M5B M1D t(10;11)
M2D M5B M2D t(10;11)
M2C M5C M2C t(11;19)
M4B M8B M4B t(3;21)
M5D M2E M5D t(9;11)
M6A M7C M6A inv(16)
M6B M8F M6B t(9;22)
M7D M4B & M8B M7D t(3;21)
M8C M4D M8C t(15;17)

La PCR de Separacion-Il es negativa para la banda de “translocacién especifica) vista en
la reaccion de PCR Maestra-Il correspondiente. Cuando todas las reacciones de
Separacion cuentan con la banda de control interno de la reaccién (911 pb) la prueba debe
ser interpretada como negativa para las translocaciones presentadas por el kit de
HemaVision HV01-28N. Cuando algunas o todas las reacciones de Separacion son
también negativas para la banda de control interno de la reaccién (911 pb) la prueba de
Separacion fallé y ésta debe ser repetida.
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El kit de HemaVision HV01-28N encuentra 28 translocaciones o rearreglos cromosémicos
con mas de ochenta mRNA variantes de los genes hibridos gracias a la heterogeneidad de
los puntos de ruptura y/o de los empalmes alternativos. Como consecuencia, el nimero de
fragmentos de PCR positivos para una translocacion es grande.

Tabla 11: Tabla de interpretaciéon

M1y M1A-D
PCR TRANSLOCACION GENES PUNTOS DE RUPTURA Y FRAGMENTOS DE PCR
M1A t(X;11)(q13;923) MLL(11923) MLL ex8 — FOXO4 ex2: 244 pb
FOX04(Xq13.1) MLL ex9 — FOX04 ex2: 376 pb
MLL ex10 — FOXO4 ex2: 490 pb
M1B t(6;11)(927;923) MLL(11923) MLL ex8 — MLLT4 ex2: 309 pb
MLLT4(6q27) MLL ex9 — MLLT4 ex2: 441 pb
MLL ex10 — MLLT4 ex2: 555 pb
M1C t(11;19)(q23;p13.1) MLL(11923) MLL ex8 — ELL ex3: 283 pb
ELL(19p13.1) MLL ex8 — ELL ex2: 331 pb
MLL ex9 — ELL ex3: 415 pb
MLL ex9 — ELL ex2: 463 pb
MLL ex9 — ELL ex2 ins120: 583 pb
MLL ex10 — ELL ex2: 697 pb
M1D t(10;11)(p12;923) MLL(11923) MLL ex8 — MLLT10 ex6: 268 pb
MLLT10(10p12) MLL ex7 — MLLT10 ex5: 304pb
MLL ex8 — MLLT10 ex4: 433 pb
MLL ex7 — MLLT10 ex3: 439 pb
M2 y M2A-E
PCR TRANSLOCACION GENES PUNTOS DE RUPTURA Y FRAGMENTOS DE PCR
M2A t(1;11)(p32;923) MLL(11923) MLL ex8 — EPS15 ex2: 184 pb
EPS15(1p32)
M2B t(11;17)(923;912-21) MLL(11923) MLL ex7 — MLLT6 ex11: 304 pb
MLLT6(17921)
M2C t(11;19)(q23;p13.1) MLL(11923) MLL ex8 — MLLT1 ex2: 187 pb
MLLT1(19p13.3) MLL ex9 — MLLT1 ex2: 319 pb
MLL ex10 — MLLT1 ex2: 433 pb
MLL ex11 — MLLT1 ex2: 580 pb
M2D t(10;11)(p12;923) MLL(11923) MLL ex8 — MLLT10 ex10: 269 pb
MLLT10(10p12) MLL ex8 — MLLT10 ex9: 365 pb
MLL ex9 — MLLT10 ex10: 401 pb
MLL ex8 — MLLT10 ex8: 461 pb
MLL ex9 — MLLT10 ex9: 497 pb
MLL ex9 — MLLT10 ex8: 593 pb
M2E t(9;11)(p22;923) MLL(11923) MLL ex8 — MLLT3 ex9(B): 367 pb
MLLT3(9p22) MLL ex9 — MLLT3 ex9(B): 499 pb

MLL ex10 — MLLT3 ex9(B): 613 pb

M3 y M3A-D
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PCR

TRANSLOCACION

GENES

PUNTOS DE RUPTURA Y FRAGMENTOS DE
PCR

M3A t(1;19)(q23;p13) TCF3(19p13.3) TCF3 ex16 — PBX ex3: 376 pb
PBX1(PRL)(1923.3) TCF3 ex16 — PB ex3 (ins 27 pb): 403 pb
M3B t(17;19)(922;p13) TCF3(19p13.3) TCF3 ex15 — HLF ex4: 207 pb
HLF(17922) TCF3 ex14 — HLF ex3: 269 pb
TCF3 ex16 — HLF ex3: 552 pb
TCF3 ex14 — HLF ex2: 605 pb
TCF3 ex16 — HLF ex2: 888 pb
TCF3 ex16 — HLF ex4(ins59): 389 pb
TCF3 ex16 — HLF ex4(ins87): 417 pb
M3C t(12;21)(p13;922) ETV6(12p13) ETV6 ex5 — RUNX1 ex4: 389 pb
RUNX1(21g22.3) ETV6 ex5 — RUNX1 ex3: 428 pb
M3D TALd STIL(1p32) STIL ex1 — TAL1 ex1 d1+d2: 184 pb
40kpb delecion 1p32 TAL1(1p32)
M4 y M4A-D
PCR TRANSLOCACION GENES PUNTOS DE RUPTURA Y FRAGMENTOS DE PCR
M4A t(8;21)(922;922) RUNX1(21g22.3) RUNX1 ex6 — RUNX1T1 ex2: 197 pb
RUNX1T1(8922) RUNX1 ex7 — RUNX1T1 ex2: 389 pb
RUNX1 ex8 — RUNX1T1 ex2: 551 pb
M4B t(3;21)(q26;922) RUNX1(21g22.3) RUNX1 ex6 — MDS1-EVI1 ex2: 291 pb
MDS1-EVI1(3926) | RUNX1 ex7 — MDS1-EVI1 ex2: 483 pb
RUNX1 ex8 — MDS1-EVI1 ex2: 645 pb
M4C t(16;21)(p11;922) FUS(16p11.2) FUS ex7 — ERG ex13: 315 pb
ERG(21g22.3) FUS ex8 — ERG ex11: 453 pb
M4D t(15;17)(922;912) PML (15922) PML ex3 — RARA ex3: 325 pb
RARA(17g12)
M5 y M5A-E
PCR TRANSLOCACION GENES PUNTOS DE RUPTURA Y FRAGMENTOS DE PCR
M5A t(4;11)(q21;923) MLL(11qg23) MLL ex8 — AFF1 ex8(1546): 191 pb
AFF1(4921.3) MLL ex8 — AFF1 ex7(1459): 278pb
MLL ex9 — AFF1 ex8(1546): 323 pb
MLL ex8 — AFF1 ex6(1414): 323 pb
MLL ex9 — AFF1 ex7(1459): 410 pb
MLL ex10 — AFF1 ex8(1546): 437 pb
MLL ex9 — AFF1 ex6(1414): 455 pb
MLL ex10 — AFF1 ex7(1459): 524 pb
MLL ex10 — AFF1 ex6(1414): 569 pb
M5B t(10;11)(p12;923) MLL(11qg23) MLL ex7 — MLLT10 ex17: 200 pb
MLLT10(10p12) MLL ex8 — MLLT10 ex16: 386 pb

MLL ex7 — MLLT10 ex15: 491 pb
MLL ex9 — MLLT10 ex16: 518 pb
MLL ex7 — MLLT10 ex14: 539 pb
MLL ex7 — MLLT10 ex13: 572 pb
MLL ex7 — MLLT10 ex12: 617 pb

60




M5C

t(11;19)(q23;p13.3)

MLL(11923)
MLLT1(19p13.3)

MLL ex8 — MLLT1 ex7(B): 315 pb
MLL ex9 — MLLT1 ex7(B): 447 pb
MLL ex10 — MLLT1 ex7(B): 561 pb

M5D

1(9;11)(p22;923)

MLL(11923)
MLLT3(9p22)

MLL ex8 — MLLT3 ex6(A): 322 pb
MLL ex9 — MLLT3 ex6(A): 454 pb
MLL ex10 — MLLT3 ex6(A): 568 pb

MSE

t(1;11)(q21;923)

MLL(11923)
MLLT11(1g21)

MLL ex8 — MLLT11 ex2: 401 pb
MLL ex9 — MLLT11 ex2: 533 pb
MLL ex10 — MLLT11 ex2: 647 pb

M6 y M6A-E

PCR

TRANSLOCACION

GENES

PUNTOS DE RUPTURA Y FRAGMENTOS DE PCR

M6A

inv(16)(p13;922)

CBFB(16g22.1)
MYH11(16p13.11)

CBFB ex4 — MYH11 ex30(G): 192 pb
CBFB ex4 — MYH11 ex29: 399 pb

CBFB ex5 — MYH11 ex30(D): 288 pb
CBFB ex5 — MYH11 ex29(E): 495 pb

M6B

1(9:22)(p34;q11)

BCR(22q11)
ABL1(9q34.1)

M-bcr, P210:

BCR ex12 — ABL1 ex3
BCR ex13 — ABL1 ex3
BCR ex12 — ABL1 ex2
BCR ex14 — ABL1 ex3
BCR ex13 — ABL1 ex2
BCR ex14 — ABL1 ex2

b1a3): 118 pb
b2a3): 223 pb
b1a2): 292 pb
b3a3): 298 pb
b2a2): 397 pb
b3a2): 472 pb

~ e~~~ o~ o~

M-ber, P230:
BCR ex19 — ABL1 ex3 (c3a3): 838 pb

(
BCR ex20 — ABL1 ex2 (c3a3): 973 pb
BCR ex19 — ABL1 ex2 (c3a2): 1012 pb
BCR ex20 — ABL1 ex2 (c3a2): 1047 pb

M6C

1(9;12)(q34;p13)

ETV6(12p13)
ABL1(9q34.1)

ETV6 ex2 — ABL1 ex3: 121 pb
ETV6 ex3 — ABL1 ex3: 286 pb
ETV6 ex2 — ABL1 ex2: 295 pb
ETV6 ex4 — ABL1 ex3: 421 pb
ETV6 ex3 — ABL1 ex2: 460 pb
ETV6 ex4 — ABL1 ex2: 595 pb
ETV6 ex5 — ABL1 ex3: 967 pb
ETV6 ex5 — ABL1 ex2: 1141 pb

M6D

1(5;12)(q33;p13)

ETV6(12p13)
PDGFRB(5333)

ETV6 ex4 — PDGFRB ex11: 464 pb
ETV6 ex4 — PDGFRB ex9: 800 pb

M6E

1(12;22)(p13;q11-12)

ETV6(12p13)
MN1(22q12.1)

ETV6 ex2 — MN1 ex2(1): 244 pb
ETV6 ex3 — MN1 ex2(2): 409 pb
ETV6 ex4 — MN1 ex2: 544 pb

M7 y M7A-D

PCR

TRANSLOCACION

GENES

PUNTOS DE RUPTURA Y FRAGMENTOS DE PCR

M7A

1(6;9)(p23;q34)

DEK(6p23)
NUP214(9q34)

DEK ex9 — NUP214 ex18: 320 pb
DEK ex10 — NUP214 ex18: 449 pb
DEK ex9 — NUP214 ex17: 479 pb
DEK ex10 — NUP214 ex17: 608 pb
DEK ex9 — NUP214 ex16: 629 pb
DEK ex9 — NUP214 ex15: 716 pb
DEK ex10 — NUP214 ex16: 758 pb
DEK ex10 — NUP214 ex15: 845 pb
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SET ex7 —NUP214 ex18: 246 pb
SET ex8 — NUP214 ex18: 393 pb
SET ex7 — NUP214 ex17: 405 pb
_ _ SET(9934) SET ex8 — NUP214 ex17: 552 pb
M7B | 1(9:9)(p34:034) NUP214(9934) SET ex7 — NUP214 ex16: 555 pb
SET ex7 — NUP214 ex15: 642 pb
SET ex8 — NUP214 ex16: 702 pb
SET ex8 — NUP214 ex15: 789 pb
CBFB exd — MYH11 ex34 (F): 174 pb
CBFB ex5 — MYH11 ex34 (A): 270 pb
CBFB ex4 — MYH11 ex33: 387 pb
. _ CBFB(1622.1) CBFB ex5 — MYH11 ex33 (B): 483 pb
M7C | inv(16)(p13;022) MYH11(16p13.11) | CBFB ex4 — MYH11 ex32: 636 pb
CBFB ex5 — MYH11 ex32: 732 pb
CBFB ex4 — MYH11 ex31: 789 pb
CBFB ex5 — MYH11 ex31: 885 pb
RUNX1 ex6 — RPL22 (EAP) 22pb del extremo 3’ ex2:
_ _ RUNX1(21422.3) 127 pb
M7D | 1(3:21)(426:022) RPL22 (EAP) (3p26) | RUNX1 ex7 — RPL22 (EAP) 22pb del extremo 3 ex2:
319 pb
M8 y MBAF
PCR | TRANSLOCACION _ | GENES PUNTOS DE RUPTURA Y FRAGMENTOS DE PCR
_ _ ZBTB16(11923) | ZBTB16 ex4(A) — RARA ex3: 285 pb
MBA | 1(11:17)(a23:912) RARA(17q12) ZBTB16 ex5(B) — RARA ex3: 373 pb
RUNX1 ex6 — MDS1-EVI1 ex5; 91 pb
RUNX1 ex7 — MDS1-EVI1 ex5: 283 pb
_ _ RUNX1(21922.3) | RUNX1 ex8 — MDS1-EVI1 ex5: 445 pb
M8B | 1(3;21)(426;022) EVI1(326) RUNX1 ex6 — MDS1-EVI1 ex2: 667 pb
RUNX1 ex7 — MDS1-EVI1 ex2: 859 pb
RUNX1 ex8 — MDS1-EVI1 ex2: 1021 pb
PML(15022 PML ex6 — RARA ex3: 353 pb
M8C | t(15;17)(q22:912) RARgm‘;q&) P
NPM1(5435 NPM1 ex4(S) — RARA ex3: 91 pb
M8D | (5:17)(q35:q12) RARAE1§q1)2) (S) P
NPM1(5435 NPM1 ex6 — MLF1 exé: 276 pb
M8E | 1(3:5)(q25.1:935) MLF1((3(?25_)1) P
m-bcr, P190:
BCR ex1 ABL1 ex3 (e1a3): 146 pb
M8F | £(9:22)(q34:q11) E\gf}fgq; 41)1) BCR ex1 ABL1 ex2 (e1a2): 320 pb
934 BCR ex6 ABL1 ex3 (e6a3): 788 pb
BCR ex1 ABL1 ex2 (e6a2): 962 pb

La Tabla 11 es usada para la interpretacion de los resultados observados en la electroforesis en
gel de agarosa de la PCR de Separacién-ll. La tabla enlista las translocaciones, los genes
involucrados, los exones en el punto de ruptura y el tamafio molecular de los amplificados de la
PCR Maestra y de Separacion-ll. El enumerado de los exones fue actualizado de acuerdo a
GenBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/. Son presentados solamente los puntos de ruptura
de los genes involucrados que mantienen el marco de lectura de transcripcién original.

Nota: Puede aparecer un amplificado de la PCR-Il con un peso molecular no enlistado en la Tabla
11 como consecuencia de la amplificacion de un punto de ruptura o un empalme alternativo que no

haya sido publicado todavia.
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Nota: La tabla de interpretacion ha sido actualizada de acuerdo al Comité de Nomenclatura de
Genes HUGO (HGNC). Para una lista de los cambios hechos en los nombres de los genes vea la

seccion “6. Abreviaciones de genes de acuerdo al HGNC.”

6 ABREVIACIONES DE GENES DE ACUERDO AL HGNC:

El Comité de Nomenclatura de Genes HUGO (HGNC) aprueba un nombre dnico y significativo para
cada uno de los genes humanos conocidos. La tabla 12 contiene una lista de todos los genes
relevantes para los productos HemaVision, con la abreviatura anterior y su abreviatura del HGNC

correspondiente.

Tabla 12

Abreviacion vieja 3. Abreviacién HGNC 59. Cromosoma 60. ID HGNC

ABL ABL1 9q34.1 HGNC: 76
AF10 MLLT10 10p12 HGNC: 16063
AF17 MLLT6 17921 HGNC: 7138
AF1p EPS15 1p32 HGNC: 3419
AF1q MLLT11 1921 HGNC: 16997
AF4 AFF1 4921.3 HGNC: 7135
AF6 MLLT4 6927 HGNC: 7137
AF9 MLLT3 9p22 HGNC: 7136
AFX1 FOX04 Xq13.1 HGNC: 7139
AML1 RUNX1 21g22.3 HGNC: 10471
BCR BCR 22911 HGNC: 1014
CAN NUP214 9q34 HGNC: 8064
CBFB CBFB 16922.1 HGNC: 1539
DEK DEK 6p23 HGNC: 2768
E2A TCF3 19p13.3 HGNC: 11633
ELL ELL 19p13.1 HGNC: 23114
ENL MLLT1 19p13.3 HGNC: 7134
ERG ERG 21g22.3 HGNC: 3446
ETO RUNX1T1 8q22 HGNC: 1535
FUS FUS 16p11.2 HGNC: 4010
HLF HLF 17922 HGNC: 4977
MDS1 EVI1 3926 HGNC: 3498
MLF1 MLF1 3925 HGNC: 7125
MLL MLL 11923 HGNC: 7132
MN1 MN1 22q12.1 HGNC: 7180
MYH11 MYH11 16p13.11 HGNC: 7569
NPM NPM1 5935 HGNC: 7910
PBX1 PBX1 1923.3 HGNC: 8632
PDGFRB PDGFRB 5931-932 HGNC: 8804
PLZF ZBTB16 11923 HGNC: 12930
PML PML 15922 HGNC: 9113
RARa RARA 17912 HGNC: 9864
SET SET 9q34 HGNC: 10760
SIL1 STIL 1p32 HGNC: 10879
Tal1 TAL1 1p32 HGNC: 11556
TEL ETV6 12p13 HGNC: 3495
TLS FUS 16p11.2 HGNC: 4010
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ANEXO 3

Fecha de inicio:
junio 2012

(mes/afio)

TRIMESTRE

10

11

12

ACTIVIDAD

Obtencién de insumos

Estandarizacion de
técnica

Revision y actualizacion
de la literatura

Inclusién de pacientes

Toma de muestras

Anélisis de los estudios

Presentacion de
resultados

Elaboracién de
manuscritos

Publicacién

OTRAS ACTIVIDADES (ESPECIFICAR)
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