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RESUMEN

MC. Angel Lugo Trampe
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Titulo del Estudio: “ANALISIS DE PERFILES DE EXPRESION GENICA EN LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA”

Introduccidn. La Leucemia Linfobldstica Aguda (LLA) es una enfermedad muy heterogénea que presenta
gran variabilidad, tanto en la biologia como en el prondstico, por lo que el entendimiento de los eventos que
llevan a su desarrollo otorgard las bases para el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento. Los nuevos
métodos de diagndstico y seguimiento de la enfermedad y los esquemas de tratamientos actuales, han
mejorado dramaticamente la supervivencia en los pacientes con LLA. El seguimiento de la ERM requiere la
deteccion de pequeias cantidades de células malignas, particularmente en muestras de sangre, durante y
después del tratamiento, para lo cual se usan técnicas muy sensibles que permitan: a) identificar por ejemplo
una célula maligna entre 10° células blancas (sensibilidad minima de 10'3), b) discriminar entre células
malignas y normales sin resultados falsos positivos, c) utilizar marcadores estables, especificos de la leucemia,
que no generen resultados falsos negativos al perderse durante el curso del tratamiento, d) utilizar
marcadores cuantificables y e) que no involucren metodologias costosas, sofisticadas e impracticas para uso
clinico rutinario. En los ultimos 5 afios se han realizado esfuerzos en la busqueda de genes marcadores que
presenten niveles de expresion que permitan el prondstico de respuesta al tratamiento y el monitoreo de la
ERM, lo que a llevado a la identificacion de genes que han sido propuestos como marcadores, aunque éstos
estudios se han centrado en poblaciones étnicamente diferentes a las de México, asi como también los
esquemas para su tratamiento, lo que pudiera en parte responder las diferencias en la respuesta terapéutica.
Por lo que en éste proyecto nos propusimos utilizar la tecnologia de microarreglos de expresidn génica, con la
finalidad de analizar los perfiles de expresidn génica de pacientes con LLA del noreste mexicano, y seleccionar
genes con niveles de expresion significativos que pudieran ser utilizados porteriormente para determinar su
utilidad como marcadores prondstico y para el monitoreo de la ERM; ademas de identificar vias regulatorias
alteradas y su probable implicacion en la leucemogénesis.

Material y Métodos. Se recuperaron muestras de sangre periférica y/o médula ésea de pacientes con LLA de
recién diagndstico y sin haber iniciado tratamiento, que acudieron al Servicio de Hematologia del Centro
Universitario contra el Cancer, en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la Universidad
auténoma de Nuevo Ledn, durante el periodo de Febrero 2005 — Agosto 2007. A partir de las células
mononucleares purificadas por linaje con perlas magnéticas de pacientes con LLA, se realiz6 la extraccion de
RNA total, el cual fue transcrito in vitro, marcado, hibridado en microarreglos de expresion génica, lavado y
escaneado siguiendo las instrucciones de la casa comercial Affymetrix, para el microarreglo utilizado (HG
U133 Plus 2.0). Los niveles de expresion génica obtenidos fueron normalizados y posteriormente comparados
entre grupos con el software R y mddulos de Bioconductor, de acuerdo a las variables de: linaje de la
leucemia, grupos de edad, sexo y grupos de riesgo. Se realizd analisis de vias con el software Ingenuity®, a
partir de los genes seleccionados y sus respectivos niveles de expresion génica, para seleccionar genes
involucrados en procesos de regulaciéon de la expresion génica y diferenciacion celular. Los niveles de
expresion de los genes identificados en conjunto con 8 genes previamente reportados por otros
investigadores, fueron validados por qPCR. Los niveles de expresion obtenidos por gPCR fueron normalizados
y comparados con un grupo control sano por el método AACt, y la prueba estadistica t. Los resultados fueron
graficados para identificar asociacién en las diferencias de expresion entre los grupos de pacientes
comparados.

Resultados. Se recuperaron muestras de 48 pacientes, de los cuales se les determiné el perfil de expresion
génica con microarreglos a 11 pacientes, con replicado técnico. Se identificaron 46 genes diferencialmente
expresados al comparar pacientes con LLA de linaje T y B; 3 genes diferencialmente al comparar nifios &
adultos; 263 genes al comparar niflos & adultos con LLA-T, y 529 al comprar nifios & adultos con LLA-B. No se
identificaron genes expresados diferencialmente al comparar pacientes de acuerdo al riesgo de recaida: alto
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& habitual. El andlisis de vias basado en los genes con expresion diferencial evidencié a la via Wnt — B
Catenina constantemente alterada, destacando su alteracion en la via del desarrollo del sistema
hematoldgico. Como resultado se seleccionaron 36 genes con expresion diferencial, involucrados en procesos
de regulacion de expresidn génica y diferenciacion celular, los cuales fueron validados por qPCR, en conjunto
con 8 potenciales genes marcadores previamente reportados y 4 genes enddgenos para la normalizacion de
los niveles de expresién. Los ensayos de validacion confirmaron la sub-expresidn significativa de PAX5, AP1B1
y PLCG2 en LLA-T; la expresion de los genes CDKN2A y OPAL1 fue muy heterogénea y no se asocio a ninguna
variable estudiada. Los genes WBP5 y SNK1LK mostraron sub-expresion significativa tanto en nifios como en
adultos. Los genes FLT3 y RGS1 mostraron sub-expresidn en pacientes con hiperdiploidia y Phi+. El gen
DEFA1-3 mostrd sub-expresidn exclusivamente en el grupo de pacientes con alto riesgo de recaida; mientras
que los pacientes con riesgo habitual solamente mostraron sobre-expresion, ademas de algunos pacientes de
alto riesgo.

Contribuciones y Conclusiones. Este trabajo es el primero en México enfocado al estudio de los perfiles de
expresion génica en LLA, en el cual se han identificado vias y genes con niveles de expresién alterados,
algunos de los cuales ya han sido previamente reportados; mientras que otros se han identificado en otros
tipos de leucemia y no han sido validados ni evaluada su capacidad prondstica y/o utilidad para ser
empleados para el monitoreo molecular de la ERM. Nuestros resultados muestran la heterogeneidad ya
observada previamente en perfiles de expresidon; ademas descarta el empleo de variables como la edad y el
sexo como factores que alteren los niveles de expresion génica. Identificamos la expresidn diferencial de los
genes AP1B1, PLCG2, WBP5, SNF1LK, RGS1 y DEFA1-3, y los proponemos como potenciales marcadores
prondsticos de respuesta al tratamiento, y para el monitoreo de la ERM en LLA. La sub-expresion de las
defensinas 1-3 en pacientes con alto riesgo de recaida aporta indicios que apoyan la hipdtesis de la probable
implicacién de un agente viral como agente etioldgico de la LLA, dado el papel antiviral de éstas.

Dra. Rocio Ortiz Lopez
Directora de Tesis
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CAPITULO |
ANTECEDENTES
1.1 DEFINICION.

La leucemia linfoblastica aguda (LLA), también conocida como leucemia linfocitica
aguda, es una neoplasia maligna de células linfoides, o linfoblastos, caracterizada por un
rapido y descontrolado crecimiento. Es predominantemente una enfermedad de la nifiez,
representando un tercio de todas las malignidades de éste grupo etareo.® Ambos linajes
precursores (las células T o B) pueden desencadenar la LLA. La LLA de células B (LLA-B)
representa cerca del 88% de todos los casos.” La incidencia de LLA es cinco veces mayor
que la de las leucemias agudas no-linfoblasticas. En sujetos adultos, la enfermedad
representa un 15% de las leucemias agudas, pero las tasas de respuesta al tratamiento y de
supervivencia en este grupo son inferiores a las observadas en leucemias mieloides
agudas.’

La LLA estd caracterizada por hallazgos morfolégicos, inmunoldgicos, citogenéticos y
moleculares, algunos de los cuales tienen importantes implicaciones clinicas tanto para el
diagnéstico como para la prediccion de respuesta a un régimen de tratamiento especifico.
Con los métodos actuales, las caracterizaciones de LLA permiten predicciones hasta un 95%
de los pacientes con LLA en términos de la presentacion y respuesta clinica,
particularmente en pacientes pediatricos, pero este panorama es mas incierto en sujetos
adultos. Incluso, la caracterizacion de la LLA en las diferentes etapas de la vida puede tener
un significado distinto en términos de prondstico; por ejemplo, la presencia de cromosoma
Filadelfia en nifios con LLA se considera de buen prondstico, mientras que este mismo
hallazgo es de pobre prondstico en sujetos adultos. Se postula que varios factores propios
del huésped (como la edad) y anormalidades cromosémicas recurrentes son las posibles

razones de la heterogeneidad clinica observada en LLA.*

1.2 EPIDEMIOLOGIA.
La LLA representa aproximadamente menos del 1% de los canceres del adulto, y el

25% de los canceres infantiles. En EUA, tomando en cuenta todos los grupos etareos, la LLA
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representa menos del 0.4% de todos los canceres, 13.6% de todas las leucemias, y el 29.6%
de todas las leucemias linfociticas. La tasa de incidencia ajustada por edad para LLA es
diferente varias veces entre paises, con las tasas mas altas en Espafia, entre hispanos en
Los Angeles, en Caucdsicos en Quebec y Ontario, y en Nueva Zelanda. Las tasas mas bajas
se encuentran en paises en desarrollo, entre negros de EUA, judios israelies y chinos e
indios asiaticos, cuyas tasas pueden ser varias veces mas bajas que los paises mas ricos y
desarrollados.”®

En nifos, la LLA es la malignidad mds comun, alcanzando su incidencia maxima
entre los 2 y 5 afios, excepto en Africa y en el Oeste Medio. Las tasas mas altas de
ocurrencia de LLA infantil ocurren en Costa Rica, y entre los hispanos en Los Angeles. "2 En
EUA, la LLA representa cerca del 25% de todos los canceres infantiles y el 79.5% de todas
las leucemias infantiles, y el 99% de todas las leucemias linfociticas. Sin importar que sea el
tipo de cdncer mas comun en nifios, éste permanece como una enfermedad rara tanto en
nifos como en la poblacién en general (3.6 y 1.4 casos por 100,000 por afio,
respectivamente).’

En contraste, la LLA representa sélo el 20% de las leucemias agudas en los adultos.
Aunque la mayoria de los adultos en tratamiento por LLA se encuentran entre los 30-35
anos de edad, se observa que la incidencia de LLA aumenta progresivamente después de
los 50 afios de edad.’®

En EUA la LLA es mas frecuente en caucasicos que en afroamericanos (incidencias
de 1.5y 0.8 por 100,000 habitantes en blancos y negros, respectivamente).*!

Menos de la mitad de los adultos con leucemia sobreviven 5 afios después de su
diagnéstico, pero cerca de dos tercios de los casos de adultos con LLA sobreviven al menos
5 afos después de su diagndstico. La sobrevida de la leucemia infantil es mucho mejor que
en adultos, con mas de tres cuartos de todos los nifios con leucemia y mas de 4/5 de los
casos de LLA sobreviven al menos 5 afios posteriores al diagnéstico. ° La LLA infantil es una
de las historias de éxito mas interesantes en la historia de la quimioterapia, mostrando una
mejora notable debido a tratamientos innovadores, con una tasa de sobrevida a 5 anos del

3% en 1964; incrementandose a 57% entre 1975-1977, y a 87% entre 1996-2002.°
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En EUA, la LLA representa menos del 1.1% del total de muertes relacionadas al
cancer, y el 28.9% de todas las muertes por leucemia. En nifios estadounidenses, sin
embargo, la LLA representa cerca del 16% de la mortalidad por cancer y el 50% de todas las
muertes por leucemia. °

La tasa de incidencia de LLA es mas alta el hombres que en mujeres, y ésta
diferencia es mas pronunciada entre blancos (70% mas leucemia en hombres y 60% mas
LLA en hombres) que entre negros (30% y 15%, respectivamente). En nifios, la tasa de
incidencia para todas las leucemias, y para LLA, son ligeramente mas altas en hombres que
en mujeres, con cerca de un 30%.°

En EUA, para la leucemia, en hombres, mujeres y todos combinados, los caucasicos
tienen una incidencia mas alta que los negros (30 — 40%), y éste mismo patron se observa

aln mas fuertemente en LLA (85y 215%). °

1.3 ETIOLOGIA.

Aunque la causa de LLA es desconocida, es poco probable que la transformacion
leucémica sea el resultado de un solo evento mutacional, sino que mds bien es la
culminacién de la acumulacion de multiples procesos mutacionales que involucran
complejas interacciones entre la susceptibilidad del huésped, el dafo cromosémico por
exposicién de las células progenitoras susceptibles a carcinégenos (fisicos, quimicos y
virales). Los estudios de concordancia de LLA en gemelos monocigotos muestran un
porcentaje del 5%, indicativo de la importancia de los factores ambientales en la etiologia
de la LLA.® Recientemente se ha publicado en un estudio con gemelos idénticos
portadores de la translocacion TEL-AML1 hallazgos que indican la existencia de un primer
evento genético que predispone a las células como pre-leucémicas, y la persistencia de
células troncales leucémicas aun cuando las células leucémicas circulantes han sido
erradicadas.'

Entre las anormalidades genéticas que predisponen a LLA se incluyen el sindrome
de Down y la ataxia-telangiectasia.” ** También existe evidencia de ciertos polimorfismos

en el gen de la metil-tetrahidrofolato reductasa (MTHFR) que estan asociados a este tipo
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de leucemia.t’” 8

Entre los factores adquiridos después de la concepcién y asociados a LLA,
se incluyen anormalidades citogenéticas somaticas, toxinas ambientales y causas
infecciosas.®

Entre las toxinas ambientales soélo existe una clara relacion entre la exposicion a
radiaciones ionizantes y el desarrollo de LLA.'® Un estudio de asociacion entre tabaquismo
y LLA sugiere un riesgo incrementado de esta leucemia en fumadores mayores de 60
afios.”® Entre los agentes infecciosos, los retrovirus han sido implicados en la
leucemogénesis en animales experimentales; sin embargo, solo se ha demostrado una
clara asociacién entre infeccidn por virus Epstein-Barr y LLA-B o leucemia de Burkitt.?" 2

Las leucemias secundarias a quimioterapia y radioterapia se caracterizan por
anormalidades citogenéticas especificas y generalmente, son de pobre prondstico. Los
agentes alquilantes e inhibidores de la topoisomerasa |l también estdn implicados a
leucemias probablemente iatrogénicas; sin embargo, éstas leucemias son principalmente

mieloides (> 90%), pero actualmente se observa un incremento de LLA en sujetos tratados

con inhibidores de la topoisomerasa II.%*

1.4 DIAGNOSTICO Y CLASIFICACION.

El diagndstico de la LLA es dependiente de la identificacidon y caracterizacién de
células blasticas en sangre periférica o médula dsea. Generalmente se basa en
caracteristicas morfoldgicas, citoquimicas e inmunoldgicas de los blastos. Sin embargo,
frecuentemente son necesarios estudios citogenéticos y moleculares para confirmar el
diagndstico, predecir el comportamiento clinico, y estratificar pacientes para su terapia.’*
28 La clasificacion Franco-Americana-Britanica (FAB) de las LLA, la cual reconoce tres
subclases de LLA (L1, L2 y L3), esta basada estrictamente en la morfologia y citoquimica del
blasto®, mientras que el esquema de clasificacion de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) también incorpora la inmunofenotipificacién y citogenética. 2

Clinica y biolégicamente, las LLA y los linfomas linfoblasticos son consideradas como
una sola entidad, y los términos son comunmente intercambiables. Sin embargo, el

término “linfoma” es empleado cuando la enfermedad esta localizada en nddulos linfoides




Antecedentes

Andlisis de Perfiles de Expresidn Génica en Leucemia Linfoblastica Aguda

o tejido blando, mientras que “leucemia” se emplea cuando la enfermedad se encuentra

en médula 6sea o sangre. *°

1.4.1 MORFOLOGIA

Los linfoblastos en pacientes con LLA tienden a ser heterogéneos en tamaiio y
forma. A diferencia de la reciente clasificacion de la OMS, la clasificacion FAB de las LLA
enfatiza la presencia de subgrupos de linfoblastos precursores: L1, que es mds comun en
nifios que en adultos (85% vs. 30%), y L2, que es mas comun en adultos que en nifios (60%
vs. 15%). En ambas clasificaciones (OMS y FAB) se reconoce a los subtipos mas maduros de
células B como células Burkitt L3. *3!

Los linfoblastos precursores L1 son pequeiios con escaso citoplasma, cromatina fina
y con nucléolo indistinto (>90% del total de blastos) (Figura 1). Los linfoblastos precursores
L2, por otro lado, son tipicamente células medianas a grandes con una alta relacién nucleo-
citoplasma, nucléolo prominente, y membrana nuclear irregular (Figura 1). Aunque la
reproducibilidad de la clasificacion de linfoblastos precursores L1y L2 es pobre, distinguir
ambas morfologias es muy Util para el diagndstico por su valor descriptivo. Varios estudios
sugieren que pacientes con tipo celular L1 tienen una mejor respuesta a la terapia, con
mejor sobrevida libre de enfermedad que los pacientes con morfologia celular L2.%3%3°
Los blastos L3 (Burkitt) tienen una morfologia distinta, con tamafo uniforme, nucleo

redondeado y una cromatina finamente agrupada. La caracteristica diagndstica de éste tipo

celular es que es profundamente baséfilo y con citoplasma vacuolado.®

1.4.2 CITOQUIMICA E INMUNOFENOTIPIFICACION

La clave diagndstica citoquimica de la LLA es la carencia de actividad de la
mieloperoxidasa (MPO) y negatividad para la esterasa inespecifica (NSE). *> La prueba
funcional de MPO en la citoquimica sigue siendo el estandar de oro para determinar
actividad de MPO, aunque algunos laboratorios estan incrementando el uso de la tincion

de Cloroacetato Esterasa e inmunotincidn, especialmente para la deteccidn con citometria

de flujo.*
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La negatividad para MPO y NSE podria dar la posibilidad de un diagndstico de LLA,
sin embargo es necesaria una posterior evaluacion por citometria de flujo. Generalmente,
los siguientes marcadores son Utiles y los mas usados por los laboratorios: CD34, TdT,
CD1a, CD2, CD19, CD3, CD7, CD4, CD8, CD10, CD13, CD14, CD22, CD33, CD64, CD117,
cCD79a y la inmunoglobulina de superficie (Ig)M (ver Cuadro 1). La MPO deberia ser

evaluada por citometria de flujo solamente si fue negativa en la tincidn citoquimica.

Figura 1. Morfologia de los blastos en la Leucemia Linfoblastica Aguda. (A) Blastos L1; (B)
blastos L2; (C) morfologia de “cielo estrellado” en una biopsia de médula ésea en un caso
con leucemia L3; (D) blastos L3. Figura tomada de Albitar, M et al, 2008.%

La expresion de la Desoxinucleotidiltransferasa Terminal (TdT) junto con CD19+ 6
cyCD79a y CD22+ de superficie o plasmatica son diagndsticos para LLA de precursores de
células B (ver Cuadro 1), independientemente de la expresién de CD13 y CD33. La
expresion de CD10 (Antigeno Comun de LLA, CALLA) ademds de los marcadores anteriores
es diagnostico de LLA de precursor B intermedio. Aunque la expresion de CD19 es
diagndstica para el linaje B, ésta se detecta en el 80% de los casos de Leucemias Mieloides
Agudas (LMA) portadores de la translocacion t(8;21); sin embargo, los casos son positivos

para MPO y son facilmente distinguibles de LLA.>” El marcador CD20 es expresado en
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aproximadamente el 55% de los pacientes con LLA de precursores de células B y mas
frecuentemente en pacientes con Leucemia de Burkitt. Las células bldsticas que carecen de
la expresion de TdT son clasificadas como Burkitt (L3) si muestran una morfologia de tipo

L3 (ver Figura 1).>

Cuadro 1. Clasificacion de LLA de acuerdo al inmunofenotipo.

Marcadores pertinentes disponibles para estudios inmunohistoquimicos

General: TdT, CD34

Célula-B: CD20, CD79a

Célula-T: CD3, CD4, CD8, CD5, CD45R0O

Mieloide: MPO, CD68, lisozima, glicoforina A, Factor VIII, CD61

Otros: queratina, NSE, miogenina, CD99
Marcadores comiinmente usados para flujo-inmunofenotipificacion en leucemia aguda

General: CD34, HLA-DR, TdT, CD45

Marcador de células-B: CD10, CD19, cCD22, CD20, CD79a, CD24
Marcador de células-T: CD1a, CD2, cCD3, CD4, CD8, CD5, CD7
Mieloide: MPO, CD117, CD13, CD33, CD11c, CD14, CD15

Pro-B: TdT+, CD19/22/79A+, CD10-, cp-, slg-

Precursor-B comun: TdT+, CD19/22/79A+, CD10+, slg-

Pre-B: TdT+, CD19/22/79A+, CD10+, cp+, slg-

Burkitt: TdT-, CD19/22/79A+, CD10+, slg+

Timocito pro/inmaduro: TdT+, cCD3+, CD2/5/7+/-

Timocitos comun: TdT+, cCD3+, CD2/5/7+, CD4+/CD8+, CD1a+
Timocito maduro: TdT+/-, CD3+, CD2/5/7+, CD4+ o CD8+, CD1a-

La  determinacion de  marcadores mediante citometria de flujo
(inmunofenotipificacion, IFT) en conjunto con hallazgos citomorfoldgicos son cruciales para
la identificacion de las LLA atipicas:

e LLA Burkitt-Like (Burkitt Atipica): TdT-, CD19+, e IgM+
e LLA con eosinofilia

e LLA aplasica e hipoplasica

e LLAgranular

e LLA de células en espejo de mano

e LLA de células NK: CD56+

e LLA bifenotipicay bilinaje: CD13+y/o CD33+

e LLA mieloperoxidasa positiva: MPO+
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1.4.3 ANORMALIDADES CITOGENETICAS Y MOLECULARES

Aproximadamente el 45% de los casos de LLA muestran anormalidades citogenéticas en
estudios de cariotipo, siendo entonces el estudio citogenético una valiosa herramienta
diagndstica y pronostica para evaluar a los pacientes con LLA. Ademas, la mayoria de éstas
anormalidades pueden ser detectadas empleando modernos métodos tales como la
Hibridacién in situ Fluorescente (FISH), Hibridacion Gendmica Comparativa (CGH) y
Transcripcién Reversa acoplada con Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR). El FISH
y la RT-PCR son empleadas para detectar la Enfermedad Residual Minima (ERM) vy
monitorear a los pacientes durante y después de la terapia; la RT-PCR cuantitativa permite
el monitoreo de la Enfermedad Residual. Las anormalidades citogenéticas mds comunes se

listan en el Cuadro 1.%°

Cuadro 2. Anormalidades moleculares en la Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)

Anormalidad Lesion Citogenética % de Adultos con % de Nifios con
cromosomica LLA
8924 Myc-Ig T(8;14), t(8;22), t(2;8) 5 2
>46 cromosomas NA Hiperdiploidia 5 25
<46 cromosomas NA Hipodiploidia 5 6
12p12 ETV6-AML1 T(12;21)(p12;922) 1 22
19p13.3 E2A-PBX1 t(1;19), t(17;19) 3 5
1123 MLL t(4;11)(q21;q23) 8 10
t(9;11)(p21;q23)
t(11;19)(923;913.3),
t(3;11)(922;q23),
t(X;11)(q13;923)
9934 BCR-ABL t(9;22)(q34;q11) 25 3
14911 Antigeno t(14q11) 20 15
Receptor de
Células T
5935 HOX11L2 t(5;14)(935;032) 1 2.5
1p32 TAL-1 t(1;14)(p32;q11) 12 7
10q24 HOX11 t(10;14)(q24;q11), 8 1
t(7;10)(q35;024)
9p21 p16™ " p15™*®  Del(9p21-22) 15 20
9932 TAL-2 t(7;9)(q34;932) Rara Rara
13q14 mIR15/mIR16 Del(13q14) 3 2
1122 ATM Del(11¢22-23) 28 16
623 Desconocido Del(6q), 6 5

1(6;12)(q23;p13)
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El FISH es una técnica que emplea sondas de DNA marcadas fluorescentemente y
gue pueden ser hibridadas tanto en cromosomas en metafase e interfase. Presenta como
principal ventaja la especificidad de secuencia y es extremadamente util en es diagndstico
de translocaciones, muchas de las cuales no son evidentes en un cariotipo. Tiene las
desventajas de que requiere cultivo celular para su ensayo en metafases y que es una
metodologia cuantificable subjetiva que depende del criterio del observador.

El CGH es una metodologia que permite evidenciar ganancias o pérdidas de material
gendmico (evento llamado desbalance cromosdmico) que resultan invisibles en un
cariotipo, pero que tiene la limitante de no poder demostrar la existencia de
translocaciones. Es un método de analisis masivo o de alto rendimiento (High Throughput,
en inglés), en el que el DNA del paciente es marcado con fluorescencia e hibridado con una
matriz, ya sea de clonas ordenadas de DNA gendmico humano (denominado “BAC-CGH"),
en un microarreglo de oligonucleétidos (denominado “Oligo-CGH"”), o en una variante de
éste Ultimo disefiado inicialmente para genotipificacidn, y cuyo andlisis posterior demostré
gue también es util para identificar desbalances gendmicos con la mayor resolucion
actualmente posible, con una resolucién cercana a 1 Kpb (denominado “SNP-CGH).

Los microarreglos de expresién génica son una metodologia util para determinar
simultaneamente los niveles de expresidn génica, y su potencial depende de la densidad de
transcritos representados en el microarreglo. En muchos casos estos microarreglos
contienen secuencias de cDNA u oligonucledtidos que permiten detectar diferentes
patrones de empalme alternativo. Los microarreglos de expresion permiten conocer los
cambios en el perfil de expresién bajo diferentes condiciones o estados patolégicos, y
otorgan informacién que permite identificar en varios casos las vias metabdlicas o de
control celular que se encuentran alteradas. Se utiliza principalmente para la busqueda de
marcadores genéticos de una condicidon patoldgica, enfocandose en un subconjunto de
genes y recientemente también ha servido para determinar algunos perfiles preferenciales
de expresion génica asociados a la evolucion de determinadas patologias como el cancer

de mama, lo que se ha denominado “firma gendmica” (genomic signature, en inglés).
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Esta metodologia ha sido empleada para subclasificar la LLA y estratificar pacientes
. .38 . .
de acuerdo al riesgo y respuesta a la terapia.”™ El uso de los microarreglos de expresién ha
brindado conocimiento Util e interesante en la biologia de la LLA. Ha probado su utilidad
como una herramienta de descubrimiento, y algunos reportes han mostrado que la
clasificacion y subclasificacidon obtenida por microarreglos puede ser adaptada empleando
herramientas diagndsticas estandar tales como la RT-PCR cuantitativa. Sin embargo,
numerosos aspectos técnicos relacionados a la reproducibilidad y practicidad necesitan ser
s - 39-43

resueltos antes de que se acepte para su uso clinico.

También se ha descrito que la clasificacion y sub-agrupamiento de las LLA
empleando microarreglos de expresion correlaciona perfectamente con resultados de

anormalidades en el cariotipo y en la IFT.** %

En un estudio en el que se analizan con
microarreglos a 10 pacientes con LLA, se encontrd sobreexpresiéon de los genes TRB, CD3D
(altamente representados en LLA-T), MME (sobrexpresado en LLA con t(9;22)) y del factor
de crecimiento tisular conectivo (CTGF) como un marcador especifico para LLA con
t(4;11).® En un estudio mas reciente se reporta el uso de microarreglos para la clasificacion
de 23 casos de LLA, observandose un grupo de 29 genes sobreexpresados. Algunos de ellos
codifican para proteinas empleadas como marcadores en la IFT (CD19 y CD3), y en sus
resultados el gen CD74 muestra ser Util para distinguir entre los tipos B y T de LLA; el
“agrupamiento jerarquico” de 19 genes (ZW10, LDLC, PTPN9, HMGCL, HSA277841, MYB,
CNR2, ILT8, MAPK4, UBL4, SH120, MDS023, GGPS1, ATF1, APPBP2, ZNF146, ZNF202, FADD

y TP53) demostré ser predictivo para remisién a largo plazo.*

1.5 PRONOSTICO

La curacién es el objetivo primordial en cualquier tipo de leucemia, sobre todo en
pacientes jovenes. La subclasificacion de la LLA segun el cariotipo ha contribuido
enormemente a determinar el prondstico de la enfermedad. La mayoria de los avances en
el tratamiento actual en LLA se han alcanzado a partir de la adaptacién exitosa de las
estrategias de tratamiento de LLA en nifios. El tratamiento de la LLA incorpora multiples

drogas dentro de un régimen en secuencia especifica en dosis e intensidad, y se divide en

10
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cuatro fases: 1) induccién; 2) consolidacion intensificada; 3) mantenimiento prolongado; y
4) profilaxis del Sistema Nervioso Central. La terapia de combinacién intensiva en LLA
siguiendo éste patrén ha resultado en una tasa de remisién completa del 80% - 90%, y una
tasa de sobrevida libre de leucemia del 30% - 40%. Varios grupos en EUA y alrededor del
mundo estan investigando modificaciones en éstos bloques de tratamiento en un esfuerzo
por mejorar aun mas el éxito terapéutico. Estas estrategias no solo incluyen drogas
guimioterapéuticas conocidas, también incorporan nuevas drogas dirigidas (anticuerpos
monoclonales e inhibidores de tirosina-cinasas), asegurando la posicion del trasplante de
células troncales como parte de la consolidacion en la primera remisién y el uso del
monitoreo molecular de la ERM, estableciendo de ésta manera un nuevo sistema

prondstico que permite la aplicacién de una terapia personalizada basada en el riesgo.

1.5.1 ENFERMEDAD RESIDUAL MiNIMA Y ESTIMACION DEL RIESGO.

En pacientes con LLA la remision se define como la restauracion de Ia
hematopoyesis normal, con un porcentaje de blastos menor al 5% en médula dsea (limite
de blastos considerado normal en un sujeto sano). La presencia de células leucémicas por
debajo del limite del 5 % es denominada Enfermedad Residual Minima (ERM);*® asi, un
paciente declarado en ERM puede albergar hasta 10 células leucémicas/ml.

Tanto en nifios como en adultos con LLA, se piensa que las recaidas resultan a partir
de las células leucémicas residuales que permanecen cuando se ha alcanzado remision
morfoldgica y existe un remanente por debajo de los limites de deteccién que emplean los
métodos rutinariamente empleados (la microscopia convencional y la citogenética). Varias
técnicas sensibles han sido empleadas para monitorear la persistencia de la clona
leucémica durante el tratamiento, en un intento por identificar pacientes que estan en
remision morfologica y citogenética, pero en los que existe persistencia subclinica, y tienen
un riesgo de recaida incrementado. El estudio de la ERM en LLA tiene el potencial de
proveer datos sobre la eficacia clinica de las estrategias de tratamiento estandares, y

también de las nuevas estrategias, enfocadas a incrementar la tasa de curacién.

11
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En los paises desarrollados, los protocolos de tratamiento modernos logran inducir
ERM en virtualmente todos los casos de LLA (> 95%), pero aproximadamente del 20-30%
experimentan recaida. En los paises en vias de desarrollo el rango de ERM varia de 30-70%

de los casos.*” *®

Actualmente se emplean las caracteristicas clinicas y bioldgicas para
estimar el riesgo de la recaida, pero no son totalmente confiables. La asignacién de éste
riesgo incluye caracteristicas clinicas (edad y sexo), estudios basicos de laboratorio (cuenta
de células blancas y presencia o ausencia de leucemia en fluido cerebro espinal),
caracteristicas de los blastos leucémicos (inmunofenotipo, citogenética, diagnodstico
molecular para la presencia de translocaciones) y respuesta a la terapia.

Las primeras caracteristicas de riesgo fueron identificadas a partir de estudios
epidemioldgicos que correlacionaban las caracteristicas clinicas con los resultados finales
del paciente. Por ejemplo, se encontré que los lactantes (< 1 afio) tenian una menor
sobrevida que los nifios entre 2 y 10 anos de edad. La caracterizacién inmunofenotipica de
los blastos leucémicos posteriormente reveld que los pacientes con LLA-T tenian un mayor
riesgo de recaida que los pacientes con LLA-PreB. Mas recientemente, un estudio que
correlaciona hallazgos por analisis citogenético y diferencias en los perfiles de expresion
génica permitio la identificacidn de distintos subtipos de LLA-B, las cuales incluyen diversas
translocaciones, como: t(9;22)(BCR-ABL), t(1;19)(E2A-PBX1), t(12;21)(TEL-AML1), rearreglos
en el gen MLL en el cromosoma 11g23 y cariotipos hiperdiploides con mas de 50
cromosomas.*?

El monitoreo secuencial de la respuesta celular a la quimioterapia in-vivo promete
ser una estrategia importante para determinar el prondstico de los pacientes. Sin embargo,
el examen morfolégico de la sangre periférica o de las células de la médula dsea, que es el
método tradicional para identificar la enfermedad residual, es subjetiva y tiene una
sensibilidad muy limitada (Figura 2).*°

El monitoreo de la ERM es utilizado para una exacta estratificacion de la terapia. La
estratificacion incluye intensificacion del tratamiento en pacientes con alto riesgo de

recaida y reduccidn en pacientes de bajo riesgo.*’

12
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Figura 2. Diagrama de frecuencia de células leucémicas en sangre periférica o
médula dsea de pacientes con LLA, durante y después de la quimioterapia y
durante el desarrollo de recaidas. Se muestran los limites de detecciéon de las
técnicas morfoldgicas, asi como el limite de deteccidon de la inmunofenotipificacién
por citometria de flujo y de las técnicas de PCR. Obsérvese que Unicamente la qPCR
permite detectar recaidas cuando los niveles de blastos tienen valores menores de
10 células blancas. I: tratamiento de induccidn; C: tratamiento de consolidacion; II:
tratamiento de reinduccién. (Figura modificada, originalmente publicada por
Szczepanski et al).*®

Las técnicas de deteccidon de la ERM confian en la habilidad para identificar un
marcador unico de células leucémicas. Los dos métodos que tipicamente han sido
empleados para la deteccion y monitoreo de la ERM incluyen a la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) y Citometria de Flujo (CF). Las técnicas de PCR se han utilizado para el
monitoreo de fusiones génicas especificas de leucemia (p.e. BCR-ABL), o clonas con
rearreglos especificos de los genes de la Cadena Pesada de Inmunoglobulinas (abreviado
IgH en inglés) o del Receptor de Células T (abreviado TCR en inglés). Para el monitoreo de la
ERM por CF, al momento del diagnéstico de debe de identificar la presencia de un
Inmunofenotipo (IFT) aberrante en la superficie celular de los blastos leucémicos. Estas
técnicas tienen una mayor sensibilidad que los andlisis citogenéticos estandares, ya que

son capaces de detectar desde 1 a 10" células leucémicas en un fondo de 10° células
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normales. Las caracteristicas generales de cada una de éstas técnicas se describen en el

Cuadro 3.

1.5.1.1 DETECCION DE ERM POR CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo multiparamétrica es una metodologia ampliamente aplicable
y fiable para el monitoreo de la ERM en LLA con presencia de un inmunofenotipo inusual o
aberrante expresado en la superficie celular de los linfoblastos. Estos inmunofenotipos
aberrantes pueden ser el resultado de la expresidon de linaje cruzado (p.e. prescencia de
antigenos mieloides en una célula progenitora linfoide), expresidn asincrénica de antigenos
de maduracidn linfoide (p.e. cuando dos o mas antigenos normalmente no expresados en
la misma etapa de diferenciacion hematopoyética son co-expresados en el linfoblasto),
sobre-expresion de antigenos, ausencia de antigenos de maduracion normales, y/o
expresion ectépica de antigenos.**>*

La deteccién de ERM por CF puede ser utilizada en la mayoria de los casos de LLA de
linaje T y B, es rapida, relativamente sensible, y cuantitativa, con la habilidad de detectar
una célula leucémica en un fondo de 10° — 10* células normales. Entre las desventajas de
ésta técnica se incluyen la carencia de estandarizacién entre laboratorios, con variacién
significativa dependiendo de la experiencia del operador, dificil de distinguir entre
progenitores normales de blastos leucémicos residuales, y la inestabilidad de la expresidn
antigénica de la clona leucémica, cuyo IFT cambia durante el tratamiento y puede resultar

°2 33 por otro lado, la seleccién inapropiada de antigenos para

en ERM falso negativo.
distinguir células leucémicas y normales pueden dar como resultado resultados de ERM

falso positivos.

1.5.1.2 DETECCION DE ERM BASADA EN LA PCR

La amplificacién por PCR de wuna secuencia especifica de DNA o DNA
complementario (cDNA) Unica para la clona leucémica, puede permitir la identificacién de
una célula maligna entre 10" — 10° células normales, haciéndola en general, un método mas

sensible que la CF para determinar la ERM. Dos tipos secuencias de blancos pueden ser
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empleadas para detectar ERM en pacientes con LLA: las regiones de unién de los rearreglos
de los genes IgH y TCR; o las regiones fusionadas de rearreglos cromosémicos. Ademas a
los blancos comunmente usados, varios estudios han sugerido que el gen supresor del
tumor de Wilms (WT1), aberrantemente expresado en la mayoria de los casos de LMA y
LLA, puede servir también como un blanco util para el analisis de la ERM.>*>®

La delecidn e insercidn aleatoria de nucledtidos durante los rearreglos de los genes
IgH y TCR genera secuencias Unicas que pueden servir como marcadores especificos de
clonas leucémicas que pueden ser identificados al momento del diagndstico y utilizados
para analisis seriales de ERM. La secuencia nucleotidica de la region de unién puede ser
empleada en el disefio de oligonucleétidos especificos por paciente para la amplificacion
por PCR y deteccién de la ERM durante el tratamiento y seguimiento de la leucemia.”’ Los
rearreglos génicos especificos de clona de los genes IgH y TCR pueden ser identificados
durante el diagndstico en el 80 — 95% de los casos empleando varios conjuntos de
oligonucledtidos.>” *® Subsecuentemente, son disefiados oligonucledtidos y sondas basados
en la secuencia del rearreglo de la clona leucémica, para la deteccion y monitoreo de la
ERM de manera personalizada.

Los rearreglos cromosdmicos especificos de leucemia también son utiles como
secuencias blanco para detectar y monitorear la ERM. Para ello, son disefiados
oligonucledtidos flanqueando la regién fusionada a manera de obtener un producto de PCR
que contiene la secuencia fusionada. En la mayoria de los casos, las translocaciones
cromosoémicas y sus puntos de ruptura estan repartidos en regiones de mas de 2 Kpb, con
lo que se excede la longitud maxima que puede ser eficientemente amplificada; razén por
la cual las fusiones génicas son identificas sobre RNAm. El RNAm derivado de la expresién
del gen fusionado obtenido durante la translocacion (tales como BCR-ABL [t(9;22)] y MLL-
AF4[t(4;11)]) puede ser empleado como secuencia blanco para realizar la PCR, retro-
transcribiendolo previamente para obtener cDNA (RT-PCR). La RT-PCR de genes fusionados
es altamente sensible y especifica, y menos laboriosa que el método basado en los

rearreglos génicos de IgH y TCR. Sin importar éstas ventajas, la aplicacién de éste método
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de monitoreo de la ERM es relativamente baja, ya que solamente un tercio de los casos,
tanto de nifios como adultos con LLA albergan una fusion génica recurrente.

Los primeros estudios de ERM basados en PCR eran cualitativos, o en el mejor de los
casos empleaban métodos semicuantitativos. Estos métodos de PCR son de punto final,
esto es, que el analisis del amplicdn es analizado después de la amplificacion por PCR se ha
completado. Ultimamente, la PCR cuantitativa (abreviado qPCR en inglés; también llamada
PCR cuantitativa en tiempo real) ha sido introducida y llegado a ser el nuevo estandar para
el andlisis de la ERM basado en PCR.*® ® La gPCR estd disponible para deteccidn
cuantitativa de la ERM empleando tanto los rearreglos de los genes IgH y TCR, o las
regiones fusionadas resultantes de translocaciones cromosémicas.

Los métodos basados en PCR son altamente sensibles y especificos, y ampliamente
aplicables a la mayoria de los pacientes con LLA. Recientemente se publicaron métodos
estandarizados para el andlisis por gPCR de la ERM, con resultados que pueden ser

comparables entre diferentes laboratorios.®*

Antes de emplear los resultados de ERM para dirigir la terapia, se debe establecer
un conjunto de marcadores Utiles que otorguen fuerza prondstica a los resultados de
medicién de ERM a los diferentes intervalos de la terapia, la significancia clinica de las
fluctuaciones de ERM durante la remisién clinica, la relacién de los resultados de ERM con
la presentacion de caracteristicas clinicas y bioldgicas de LLA y el valor predictivo de los

resultados de ERM con relacién a otras medidas de la respuesta temprana a la terapia.®
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Cuadro 3. Caracteristicas de las técnicas actualmente utilizadas para el monitoreo de ERM en LLA.

Inmunofenotipificacion por

Analisis por PCR de aberraciones

Analisis por PCR de los genes

Citometria de Flujo cromosOémicas IgH/RCT
Sensibilidad 10°-10" 107 -10" 107 -10
Aplicabilidad
Precursores de LLA-B
Nifios 80 —90% 40 - 50% 95%
Adultos 70 - 80% 35-45% 90%
LLA-T
Nifios >95% 10 -25% >95%
Adultos >95% 5-10% 90%
Ventajas e Sensibilidad adecuada o Relativamente facil y barata e Aplicable virtualmente a
e Aplicable a la mayoria de los e Sensible y especifica de todos los pacientes, si los
pacientes leucemia rearreglos génicos IGH,
e Rdpida (2 - 3 dias) y e Blanco estable durante el curso IGH-Kde, TCRG, y TCRD
relativamente barata de la enfermedad son usados como blancos
e Capaz de distinguir células e Rapida: 2 —3 dias e Sensible y especifica de
leucémicas vivas de muertas. e Disponible para el monitoreo paciente (personalizada)
de grupos de pacientes *® Rapida durante el
uniformes (p.e. LLA Phi+) seguimiento: 2 -3 dias (si la
e Minimo muestra requerida region de unién estd
identificada y se utiliza
PCR cuantitativa)
e Minimo muestra requerida
Desventajas o Anélisis complejo, dependiente e Util en sélo una minoria de Tiempo prolongado de

de la pericia del operador.

o Dificil distinguir entre
progenitores normales de
blastos residuales en leucemia
de precursores de células B

o El operador tiene que estar
disponible localmente, ya que
el andlisis solamente se puede
realizar con células frescas.

eDada la inestabilidad de la
expresion antigénica en células
leucémicas (cambio de linaje,
pérdida de antigenos) durante
o después del curso del
tratamiento (cambio de IFT), es
necesario obtener al menos 2
IFT aberrantes por paciente.

pacientes

e Probabilidad de contaminacion
cruzada de los productos de
PCR resultando en falsos
positivos

e Riesgo de degradacion del RNA
e ineficiencia durante Ia
retrotranscripcion  (lo  que
puede reducir la sensibilidad
del método, resultando en
falsos negativos)

e Carencia de reproducibilidad
de resultados cuando existe un
bajo nimero de transcritos

diagnéstico: identificacion
de las regiones de union y
evaluacién de la
sensibilidad
Relativamente costosa
Necesidad de dos blancos
para PCR por paciente,

dado que existe la
posibilidad de cambio
clonal

Riesgo de degradacion del
RNA e ineficiencia de la
retrotranscripcion.
Carencia de
reproducibilidad de
resultados cuando existe
un bajo numero de
transcritos.

1.5.1.3 ESTIMACION DEL RIESGO APLICANDO EL MONITOREO DE LA ERM

La medicién de la ERM durante la terapia de pacientes pediatricos con LLA ha

demostrado la habilidad para proveer informacion crucial sobre la respuesta al tratamiento

y el riesgo de recaida. Un gran nimero de estudios se han llevado a cabo en los cuales se

ilustra el valor pronodstico de la medicion de la ERM durante las primeras semanas de la

17



Antecedentes

Andlisis de Perfiles de Expresidn Génica en Leucemia Linfoblastica Aguda

terapia. El grupo del St.Jude Children’s Hospital evalué la ERM al dia 19 del inicio de la
terapia de induccién de remisidn en una cohorte de 100 nifios, empleando CF.*
Encontraron marcadores fenotipicos unicos para monitorear al ERM en el 90% de los nifios
empleando su panel de anticuerpos. De manera interesante, 51 de los 110 pacientes
estudiados alcanzaron una remisién profunda al dia 19 de la terapia de induccidn, definida
con un nivel del ERM <0.01%; el éxito del tratamiento para éste grupo de pacientes, con
una incidencia de recaida acumulada a 3 afios de 1.941.9% comparada con 28.4+6.4% de
pacientes con ERM 20.01% (p<0.01%). El valor prondstico de la cuantificacion de la ERM
también ha sido observado en otros estudios en que emplean la CF para monitorear la ERM
durante la primera semana de la terapia de induccién.®® ®®’

En contraste, durante los Ultimos afios los centros pedidtricos europeos han
comenzado a adoptar protocolos estandarizados para la cuantificacion de la ERM basados

61, 62

en técnicas de PCR de los rearreglos de los genes IgH y TCR. En una publicacion

histérica, Cave et al®

demostraron que la medicién del nivel del ERM en la remisidn
temprana era el predictivo mas importante del éxito clinico en 178 nifios tratados en un
gran estudio cooperativo francés, en el que emplearon una técnica semicuantitativa
mostraron que la deteccion de altos niveles de ERM (definida como >107) después de
remision morfoldgica fue altamente predictiva de recaida; mientras que pacientes con
bajos niveles de ERM tuvieron éxito similar a los pacientes en los que no se detectdo ERM.
De hecho, otros investigadores han sugerido que no es esencial erradicar toda la ERM, con
el fin de alcanzar una Enfermedad Libre de Evento (abreviado DFS en inglés) prolongada.®
Estos estudios demuestran que la medicidon de la ERM en un solo punto del tratamiento
puede no proveer suficiente informacidon del prondstico clinico, y que la medicién serial
aumenta la capacidad predictiva de la prueba. En otro estudio que involucrd 240 nifios con

LLA, van Dongen et al”®

encontré que la combinacién de informacién semicuantitativa de
ERM a diferentes puntos durante el tratamiento permitié la identificacidon de tres grupos
de riesgo. El 43% de los pacientes estuvieron en el grupo de bajo riesgo con una tasa de
recaida de sélo 2%; 43% estuvieron en el grupo de riesgo intermedio con una tasa de

recaida del 23%; y un 15% del grupo de alto riesgo tuvieron una tasa de recaida del 75%.
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Otros estudios confirman la importancia de las mediciones seriales y cuantitativas de la
ERM.’"7® Estos y otros estudios de ERM basados en PCR se muestran en el Cuadro 4.
También se han comparado los resultados de medicidn de la ERM en sangre
periférica o médula dsea, con resultados similares a monitorear la ERM.®* 777° A |a fecha,
los datos sugieren que el monitoreo sanguineo puede arrojar resultados comparables al
nivel de ERM en médula dsea en pacientes con LLA de linaje T, empleando los métodos
basados en CF y PCR.%* ”® Sin embargo, los resultados de monitoreo de ERM de precursores
de LLA de linaje B parecen no ser uniformes; mientras un estudio muestra niveles
equivalentes de ERM en sangre y médula 6sea,”’ dos estudios demostraron que los niveles

64 78 Basados en los datos

de ERM en médula dsea fueron mas altos que en sangre.
actuales, el monitoreo de ERM de médula ésea sigue siendo el “estandar de oro” para el

monitoreo de la ERM en LLA de precursores de linaje B.

1.5.1.4 GENES CANDIDATOS COMO MARCADORES PARA EL MONITOREO DE LA ERM
IDENTIFICADOS CON MICROARREGLOS DE EXPRESION GENICA

Desde que Golub et af*

empled los microarreglos de expresidon génica para
clasificar a un grupo de leucemias en LMA y LLA, se han venido realizando varios estudios,
en los que se demuestra la utilidad de los datos de expresion génica obtenidos por
microarreglos para clasificarlos. Se ha reportado también su potencial clasificatorio con
resultados en los que los perfiles de expresién génica coinciden con anormalidades en el

ca riotipo,43’ 4

y se han tomado como predictivos de riesgo de recaida. Se ha propuesto a la
sobre-expresion del gen OPALL como predictivo de una respuesta favorable,® sin embargo
existe otro reporte que la sobre-expresion no se asocia consistentemente con una
respuesta favorable, concluyendo que la expresion es dependiente del tratamiento.??

Méas recientemente Flotho et af®® 8

identificaron que la baja expresion de
CASP8AP2 es predictivo de una baja sobrevida libre de evento (p = 0.02) y una elevada tasa
de recaida (p= 0.01). Altos niveles de expresion de CASP8AP2 llevan a las células a
apoptosis; por lo que la medicidn de los niveles de expresion de CASP8AP2 permite

identificar a los pacientes con células leucémicas altamente susceptibles a la quimioterapia.
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Cuadro 4. Principales estudios del monitoreo de la ERM basado en PCR en LLA

Tiempos

Recaida/ERM

Conclusiones

ERM (+)

LLA en adultos es mas resistente a las

Brisco 1996 * 27A*  IgH/TCR Dias 34—43 11/18 (61%)  3/9 (33%) .
drogas que los nifios
69 « IgH/TCR Hasta 35 meses después de terminar la 0 . La cura de la LLA puede no requerir la
Roberts 1397 24N (Cuantitativa) terapia 5/20(25%) 0/2 (0%) eliminacién de todas las células leucémicas
Después de la induccion 2/5(40%)  2/5 (40%) t: :ZZ‘::;?S: deen'anﬁ?]';i erloL;A ;)rca”;;e T:S
Foron 1997 ™ sopx  BH/TCR 3 Meses 5/8 (62%) 1/5 (20%) adzltos P
(Cualitativa) 6 Meses 4/5 (80%) 1/10 (1%) La identificacion de ERM temprana en LLA
12 Meses 1/2 (50%) 3/9 (33%) np
del adulto puede no correlacionar
178N IgH/TCR Después de la induccion 25/63 (39%)  7/88 (7%) ERM > 1% al final de la induccién, 6 MRD >
Cave 1998 * & L Después de la Consolidacion 15/32 (46%)  8/95 (8%) 0.1% después de 6 meses de la induccién
* (Cuantitativo)
6 Meses después de la Consolidacién 21/38 (55%)  25/215 (11%) alto riesgo de recaida
ERM al dia 33 y 78 define el riesgo de
recaida:
D 5s de la induccid 40/98 (40% 2/71 (2%
lgH/TCR espues de a Induccion /98 (40%) - 2/71 (2%) Alto riesgo: ERM > 1% al dia 33 6 ERM >
Van Dongen 1998 7° 240N Tl 4 -6 meses 32/47(68%)  18/166 (10%) 0/ 4ia 78
¢ ’ (Cualitativo) 12 meses 18/21 (85%)  14/166 (8%) B.ajoORieng' ERM < 0.01% al dia 78
. . 0, 0, . . (]
Final del tratamiento 5/6 (83%) 9/148 (6%) Sobrevida Libre de Evento: Alto riesgo =
16%; bajo riesgo = 98%
. Fuerte correlacidn entre clarificacién de la
0, 0,
coutenion” oave W pomesomen | men 9asm) G iy s o 1
P P 0 0 Sobrevida Libre de Evento en LLA infantil
\gH/TCR ERM < 0.01% al dia 15 de la terapia de
Grumayer 2000 86 68N * € o Dia 15 16/54 (29%) 0/14 (0%) induccién identifica a un grupo de
(Cualitativa)
pacientes con excelente prondstico
. ERM < 0.01% al dia 29 identfica a
IgH/TCR Dia 15 2134 (5%) 9/36 (25%) . P
Nyvold 2002 ™ 104N * g , pacientes con un pronéstico
(Cualitativa) Dia 29 15/60 (25%)  0/40 (0%) extremadamente favorable
1 Mes 22128 (78%) 11/57 (19%) ERM en los ‘meses 1 y 24 del dlagnléstlco
76 . lgH/TCR pueden identificar casi a todos los pacientes
Marshall 2003 83N (Cuantitativo) 12 Meses ggg 822;3 iigi ggzﬁg que recaerdn durante o después de
24 Meses completar la terpia
*-N=Nifios A= Adultos
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También se ha propuesto al gen PAX5 como un potencial gen para ser empleado en
el monitoreo de la ERM, el cual fue seleccionado mediante un estudio exploratorio de
pacientes con LLA empleando microarreglos de Genotipificacion.’’” Sin embargo,
anteriormente ya se habian observado diferencias en los niveles de expresion de PAX5,
mostrando una mayor expresion en LLA de linaje B comparado con el linaje T en cuya

expresion es baja o nula,® *

observandose incrementada su expresidn en pacientes con
LLA de novo y en recaida en comparacion con pacientes en remision (p=0.011 y p=0.006,
respectivamente).

Los genes identificados como marcadores para el monitoreo de la ERM mediante el
estudio de los perfiles de expresion pueden ser transferidos a una metodologia mas
accesible y realizable en los laboratorios de hemato-oncologia, como lo demuestran los
resultados de Chen et al,”° quienes identificaron la expresion diferencial del gen codificante
para CD58 en pacientes con LLA, y el cual monitorearon por citometria de flujo en 104
pacientes en remisidon clinica, encontrando ERM en el 9% de ellos. En otro estudio
monitorean por CF a CD58 en pacientes con LLA-B y lo encuentran sobre-expresado en el
93.5% de los sujetos estudiados, observandose concordancia entre los niveles de ERM por
CF y gPCR.* Con éstos resultados se demuestra que el estudio de los perfiles de expresion
génica en LLA puede llevar al descubrimiento de nuevos marcadores para el monitoreo de

la ERM.
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CAPITULO I

2.1 JUSTIFICACION

Dado que no existen claramente genes marcadores que pueden ser utilizados para
el monitoreo molecular de la ERM, que ademas puedan ser aplicados genéricamente en
LLA, amén de las caracteristicas genéticas heterogéneas de nuestra poblacion, la cual es
muy diferente a las poblaciones caucasicas empleadas en la mayoria de los reportes en los
que se estudian perfiles de expresion en LLA con la finalidad de obtener genes marcadores
utiles para el monitoreo del a ERM.

Nos propusimos utilizar la tecnologia de Microarreglos de Expresion Génica, con la
finalidad de analizar los perfiles de expresidon génica de pacientes con LLA y seleccionar
genes con niveles significativos de expresion diferencial, que pudieran ser utilizados
posteriormente evaluados para determinar su utilidad en el monitoreo de la ERM. Ademas
de identificar vias regulatorias alteradas y su probable implicacién en la leucemogénesis.

De manera que, éste fue el primer paso en la busqueda de nuevos genes Utiles para
el monitoreo de la ERM en LLA, que permitiran el seguimiento molecular en un mayor
nimero de pacientes del que permiten los métodos basados en secuencias Unicas
(translocaciones), y con un menor costo y labor que los métodos basados en secuencias
clonales (IgH y TCR). Ademas de realizarse en una poblacién étnica diferente a la utilizada
en estudios norteamericanos y europeos.

La finalidad del proyecto del que ésta investigacion forma parte, es que en un
futuro sea posible detectar remisiones incompletas de manera temprana, monitorear la
ERM en un mayor numero de pacientes de manera rdpida y sensible, con marcadores
constantes y confiables, para brindar al médico tratante la capacidad de tomar decisiones

terapéuticas de manera oportuna.
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CAPITULO 11l
3.1 OBJETIVOS
3.1.1 Objetivo General:

Analizar las diferencias en los perfiles de expresion génica de pacientes con
Leucemia Linfoblastica Aguda para identificar potenciales marcadores moleculares

para el monitoreo de la Enfermedad Residual Minima.

3.1.2 Objetivos especificos:

3.1.2.1 Caracterizar 'y  clasificar citogenética, inmunofenotipica y
molecularmente a la poblacion de pacientes con LLA de reciente
diagndstico que acuden al Servicio de Hematologia del Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”.

3.1.2.2 Seleccionar potenciales genes marcadores utiles para el seguimiento de
la ERM en LLA con base en el analisis de los perfiles de expresion génica
de pacientes con LLA.

3.1.2.3 Validar el perfil de expresion de los genes seleccionados mediante RT-
gPCR y evaluar su expresion en una cohorte de muestras de sujetos con

LLA de reciente diagndstico.
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CAPITULO IV

MATERIAL Y METODOS

4.1 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

& RT-PCR
' Translocaciones
SANGRE PERIFERICA B
MEDULA OSEA
A A _ \.,\u--\ = I\
DNA ' < Aﬁhﬂ 3ﬁnm=:z > : =
CARIOTIPO INMUNOFENO. RNA [ RIS
FISH TIPIFICACION Perfiles de ey E=
v Expresion Andlisis de Vias
Almacenamiento < |

a-70°C . e .,
Clasificacion

Potenciales
Marcadores para
pronésticoy
monitoreo de la ERM

Figura 3. Estrategia General. Se esquematiza el flujo de trabajo realizado en ésta
investigacion. Se partié de muestras de sangre periférica y/o médula ésea, a partir de las
cuales se obtuvieron DNA gendmico, RNA total, se envid una alicuota para su
inmunofenotipificaciéon y otra para la realizacién del cariotipo. A partir del RNA total de
muestras seleccionadas que cumplieran los criterios para determinarles los perfiles de
expresion con microarreglos se procesaron, para obtener los perfiles de expresion, los
cuales fueron analizados con software especializado y se identificaron vias de expresién y/o
regulacién alteradas y se seleccionaron genes diferencialmente expresados, de los cuales
se valido su expresién mediante qPCR.
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4.2 Sujetos de estudio.

Para este estudio se invitaron a participar a pacientes que acudieron al Servicio de
Hematologia del Centro Universitario contra el Cancer (CUCC) con diagndstico de LLA 'y
que no hubieran recibido tratamiento. Para establecer el diagnostico, los pacientes se
estudiaron y clasificaron mediante pruebas estdndares del Laboratorio Clinico realizadas en
el CUCC: morfologia celular, pruebas citoquimicas e IFT. Una vez diagnosticados, los
pacientes con LLA les fue explicado el estudio e invitd a participar en él, con la
correspondiente firma de la carta de consentimiento informado. En caso de menores de
edad, los estudios se realizaron con el consentimiento de los padres o tutores. También se
solicitaron la participacion voluntaria de un grupo de 6 sujetos adultos clinicamente sanos.
El protocolo de investigacién fue sometido a evaluacién por el Comité de Etica de la
institucién previo al inicio de la toma de muestras.

4.2.1 Criterios de inclusion.

e Pacientes con diagndstico de LLA que acudieron al servicio de Hematologia
del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” en el periodo
Febrero 2005 — Agosto 2007 y que aceptaron participar en el estudio.

e No haber comenzado con el tratamiento.

4.2.2 Criterios de exclusidn.
e Pacientes con tratamiento iniciado o que no aceptaron participar en el
estudio.

e Pacientes que abandonaron el estudio (excluyendo deceso).

4.2.3 Criterios de eliminacion.
e Cantidad de muestra insuficiente.

e Calidad deficiente en toma, transporte o almacenamiento de muestra.

4.3 Toma de Muestras.
De cada sujeto de investigacion se obtuvieron los datos clinicos y una muestra de

(15 ml) de sangre periférica, de la cual 10 ml fue anticoagulada con EDTA, y los 5 ml
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restantes con Heparina de Sodio. La muestra heparinizada fue enviada el mismo dia de Ia

toma al Laboratorio de Citogenética del Departamento de Genética de la Facultad de

Medicina de la UANL, para la realizacion del Cariotipo. La sangre con EDTA se almacend

inmediatamente a 4°C y fue la que se utilizd para la extraccion de DNA gendmico (DNAg) vy

de RNA total. Inmediatamente después de la toma de la muestra, y en un periodo de

tiempo menor a 1 hora se comenzd el procesamiento de las muestras, con la finalidad de

obtener lo mas intacto posible al perfil de expresidn génica.

4.4 Procesamiento de la muestra

4.4.1
1)

2)

3)

4)

5)

6)

Separacion de células mononucleares

Agregar 3 ml de Histopaque®-1077 (Invitrogen®) a un tubo coénico de 15 ml, y
esperar a que alcance la temperatura ambiente.

Cuidadosamente colocar por encima del Histopaque®-1077 de 3 — 5 ml de sangre
periférica total, o médula ésea, con un pipeteador automatico. Centrifugar a 1000
rom durante 30 minutos a 20°C. No centrifugar a temperaturas inferiores para
evitar la aglomeracion de células y una pobre recuperacion. Emplear un rotor
Swing-Out.

Después de la centrifugacion, aspirar cuidadosamente con una pipeta Pasteur la
interfase opaca que contiene las células mononucleares, y transferir a un nuevo
tubo conico de 15 ml.

Agregar 10 ml de Buffer de lavado (PBS + 0.1% BSA + 2 mM EDTA, en agua DEPC) a
4°C y mezclar 10 veces por inversion. Centrifugar a 1000 rpm durante 10 minutos y
4°C.

Descartar el sobrenadante y resuspender la pastilla de células mononucleares en 5
ml de Buffer de lavado. Centrifugar nuevamente a 1000 rpm durante 10 minutos y
4°C.

Descartar el sobrenadante y resuspender la pastilla de células mononucleares en 1
ml de Buffer de lavado. Mantener en hielo hasta comenzar el procedimiento de
separacion de células con perlas magnéticas; el tiempo para su procesamiento

debera ser menor a una hora.
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4.4.2 Purificacidn de tipos celulares

Proceder a partir de células mononucleares separadas por centrifugacion en

gradiente con Histopaque®-1077, y resuspendidas en 1 ml de Buffer de lavado. En los casos

en que la cantidad de células obtenidas del paso de separacion de células mononucleares

por centrifugacion en gradiente sea muy pequefia (pastilla de células mononucleares

inferior a 2 mm de altura en tubo coénico de 15 ml, antes de resuspender), omitir la

purificacion de tipos celulares y proceder directamente a la extraccion del RNA total.

1)

2)

3)

4)

Tomar una alicuota de 100 — 200 ul de perlas magnéticas (Dynabeads®) del vial
stock, recubiertas con el anticuerpo correspondiente al linaje leucémico
reportado por el laboratorio de hematologia. Para el caso de linaje B emplear las
perlas recubiertas con anti-CD19, mientras que para el linaje T emplear perlas
recubiertas con anti-CD2. Colocar la alicuota de perlas en un microtubo de 1.7
ml con 1 ml de buffer de lavado. Este procedimiento es para eliminar la azida de
sodio que preserva a los anticuerpos. Homogenizar perfectamente por pipeteoy
colocar el microtubo en la gradilla magneto durante 1 minuto. Tomar
cuidadosamente con una micropipeta el sobrenadante y descartarlo. Retirar el
microtubo de la gradilla y resuspender las perlas adheridas a la pared del
microtubo con 1 ml de buffer de lavado a 4°C.

Tomar todo el contenido del microtubo y agregarlo al tubo cénico de 15 ml con
las células mononucleares previamente separadas y lavadas. Incubar durante
una hora con rotacién, a 4°C.

Una vez transcurrido el periodo de incubacion, colocar el tubo cénico de 15 ml
en la gradilla magneto durante 1 minuto. Con un pipeteador automatico y una
pipeta Pasteur retirar todo el sobrenadante y transferirlo a un nuevo tubo
conico de 15 ml. Retirar el tubo cénico de la gradilla magneto y agregar 5 ml de
buffer de lavado a 4°C para resuspender y lavar las células adheridas a las perlas
magnéticas.

Colocar nuevamente el tubo cdénico en la gradilla magneto durante 1 minuto.

Con un pipeteador automatico y una pipeta Pasteur retirar el sobrenadante y
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descartarlo. Retirar el tubo de la gradilla magneto y agregar 1 ml de buffer de
lavado a 4°Cy resuspender.

5) Tomar una alicuota de 500 pl de células resuspendidas y purificadas en el paso
5; y colocarlas en un criovial conico. Centrifugar a 5000 rpm durante 5 minutos a
4°C. Descartar el sobrenadante y resuspender la pastilla celular en 1 ml de
RNAlater (AMBION®). Etiquetar adecuadamente y almacenar inmediatamente a
-70°C.

6) Proceder a la extraccion del RNA total con 400 pl de células purificadas en el
paso 4, y a la extraccion de DNA gendmico con los 100 ul restantes. En caso de

no procesarlos inmediatamente, realizar el procedimiento del paso 5.

El sobrenadante recuperado durante el paso 3 debe de mantenerse a 4°C y proceder de
igual manera a partir del paso 2 en caso de realizar la purificacidon celular con nuevas perlas
magnéticas. En el caso de las células recuperadas en los sobrenadantes empleando una o

dos purificaciones de tipos celulares, almacenarlas en RNAlater para estudios posteriores.

4.4.3 Extraccion de DNA genémico
En éste paso se procedid de acuerdo a las instrucciones descritas por el estuche

QlAamp® DNA Blood Midi Kit (QIAGEN®). Brevemente, los pasos fueron los siguientes:

1) Pipetear 100 ul de Proteasa y agregarla al fondo de un tubo cénico de 15 ml.

2) Agregar entre 300 — 500 pl de sangre 6 100 pl de células purificadas con perlas
magnéticas por tipo celular, y completar a 1 ml de con PBS en agua DEPC. Mezclar
suavemente.

3) Agregar 1.2 ml de Buffer AL y mezclar suavemente por inversion 15 veces.
Después agitar vigorosamente por al menos 1 minuto. Incubar a 70°C x 10 min.

4) Agregar 1 ml de Etanol Absoluto al 100% y mezclar por inversion 10 veces, y a
continuacién vortexear vigorosamente hasta homogenizar la solucién.

5) Agregar toda la solucién anterior a una columna QlAamp Midi colocada en un tubo

conico de 15 ml. Cerrar el tubo y centrifugar a 3000 rpm x 3 min.
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6) Desechar el eluido y colocar la columna nuevamente en el tubo de 15 ml. Agregar
2 ml de Buffer AW1 a la columna. Cerrar el tubo y centrifugar a 5000 rpm x 1
minuto (después de centrifugar no desechar el eluido todavia).

7) Agregar a la columna 2 ml de Buffer AW2. Cerrar y centrifugar a 5000 rpm x 15
minutos.

8) Colocar la columna en un tubo conico de 15 ml nuevo y eliminar el tubo anterior
del eluido (si la columna esta salpicada de liquido, secarla).

9) Agregar 200 pl de Buffer AE o Agua MQ a temperatura ambiente. Incubar por 5
minutos a temperatura ambiente y posteriormente centrifugar a 5,000 rpm x 2
minutos.

10) Tomar el eluido y colocarlo nuevamente en la membrana e incubar por otros 5
minutos (o en su defecto, agregar 100 pul de Buffer AE, realizar el mismo
procedimiento que el eluido anterior) y centrifugar a 5,000 rpm x 4 minutos.

11) Transferir el eluido a un tubo cénico de 1.5 con tapa de rosca, perfectamente
rotulado con los siguientes datos: Clave consecutiva, Muestra (por ejemplo:
DNA(SP) o DNA(MO), dependiendo si la muestra de se Sangre Periférica o Médula
Osea, tipo celular y Fecha.

12) Almacenar a -20°C.

4.4.5 Extraccion de RNA total
En éste paso se procedid de acuerdo a las instrucciones descritas por el estuche

RNeasy® Mini Kit (QIAGEN®). Brevemente, los pasos fueron los siguientes:

1) Centrifugar por 5 minutos a 5000 rpm una alicuota de las células purificadas con
perlas magnéticas, o preservadas en RNAlater. Eliminar la mayor cantidad de liquido
posible, ya que afectard la extraccion, obteniendo un bajo rendimiento.

2) Agregar Buffer RLT (para lisar las células) y vortexear muy bien hasta disolver la
pastilla de células y cualquier agregado de células. Agregar 350 ul a <5,000,000 de
células, y 600 ul si son entre 5 y 10 millones de células. Asegurarse que el lisado

obtenido no sea viscoso o gelatinoso; de ser asi procesar con mayor volumen de
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4)

5)

6)

7)

8)

9)
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buffer RLT (doble o triple segun se requiera), cambiando respectivamente los

voliumenes y niumero de columnas).

Agregar un volumen de etanol al 70% y mezclar por pipeteo. 350 o 600 ul,
dependiendo del volumen inicial de RLT.

Transferir un maximo de 700 ul de la mezcla del paso 3 a una columna Rneasy;
cerrar la tapa y centrifugar x 15 segundos a maxima velocidad (= 10,000 rpm).
Descartar el eluido. Si el volumen de mezcla es mayor a 700 pl, agregar el resto de
la muestra en la misma columna y repetir la centrifugacion.

Agregar 700 pl de Buffer RW1, cerrar la tapa de la columna y centrifugar x 15
segundos a maxima velocidad (> 10,000 rpm). Descartar el eluido.

Opcional:

1.- Preparar solucion de DNAsa |, agregando 10 ul de solucion stock de DNAsa | a 70

ul de Buffer RDD. Mezclar por inversion. Spin breve.

2.- Agregar 80 ul de solucion de DNAsa | a la columna e incubar x 15 minutos a

temperatura ambiente (20 — 30°C).

Agregar 500 pl de Buffer RPE a la columna. Cierre la tapa de la columna. Centrifugar
x 15 segundos a maxima velocidad (= 10,000 rpm). Descartar el eluido.

Repetir el lavado anterior con 500 ul de Buffer RPE. Cerrar la tapa de la columna y
centrifugar x 3 minutos a maxima velocidad (= 10,000 rpm). Descartar el eluido.
Colocar la columna en un nuevo tubo de recoleccién de 1.5 ml, libre de RNAsas.
Agregar directamente de 20 - 25 ul de AGUA LIBRE DE RNAsas, directamente sobre
la membrana. Cerrar la tapa de la columna. Incubar un minuto a temperatura
ambiente y centrifugar por un minuto a maxima velocidad. Recuperar el eluido, ya

gue contiene el RNA.

10) Tomar el eluido y agregarlo nuevamente a la columna y centrifugar nuevamente

por un minuto a maxima velocidad.

11) Cuantificar y etiquetar el tubo.
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4.4.6 Verificacion de Calidad del RNA

ANTES DE COMENZAR:

Atemperar los reactivos del estuche RNA 6000 Nano LabChip (Agilent
Technologies®); preparar y limpiar el equipo de electroforesis capilar (Bioanalyzer 2100 de
Agilent Technologies®). Descongelar los RNAs y mantenerlos en hielo. Ajustar un

termomixer a 70°C.

4.4.6.1 Preparacion de la matriz en gel

1) Colocar 550 pl del gel matriz (RNA 6000 Nano gel matrix) en uno del os filtros
incluidos en el estuche.

2) Centrifugar a 1,500 g por 10 minutos.

3) Alicuotar el gel matriz en fracciones de 65 pl.

4) Mezclar el colorante concentrado (RNA 6000 Nano Dye).

5) Agregar 1 ul del colorante concentrado a los 65 ul de matriz filtrada. Mezclar en
vortex.

6) Centrifugar durante 10 minutos a 14,000 rpm. Usar la mezcla preparada el mismo

dia.

4.4.6.2 Desnaturalizacion de la muestra
Desnaturalizar las alicuotas de RNA a 70°C durante 2 minutos. Inmediatamente después
colocar en hielo. Centrifugar brevemente y colocar nuevamente en hielo.
4.4.6.3 Preparacion y corrimiento de la electroforesis capilar
1) Colocar el Chip en la estacion de carga.
2) Cargar 9 ul de la mezcla gel-colorante recién preparada en el pozo marcado con una
G en negro, y presurizar con la jeringa de la estacidon de carga durante exactamente
30 segundos. Liberar el seguro que bloquea al embolo de la jeringa y esperar hasta
qgue no se mueva. Agregar 9 ul de la mezcla gel-colorante a los dos pozos marcados

con G.
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3) Cargar 5 pl del marcador (RNA 6000 Nano Marker) en el pozo marcado con una
“escalera”, y 5 ul en cada uno de los 12 pozos para muestras. En los pozos que no se
usen agregar 6 pl del marcador.

4) Cargar 1 pl del marcador escalera (RNA 6000 ladder) en el pozo marcado como
“escalera”.

5) Cargar 1 pl de muestra en cada pozo para muestra.

6) Mezclar el chip en la estacién de mezcla (vortex) durante 1 minuto a 2400 rpm.

7) Colocar el chip en el equipo Bioanalyzer 2100 y presionar “Start” en el software del
equipo para comenzar la electroforesis capilar.

8) Una vez terminada la corrida tomar nota de la claridad de las bandas en el
electroferograma correspondientes a las subunidades 28S y 18S, asi como valores

de la relacién 285/18S y de integridad (RIN). Ver Figura 4.
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Figura 4. Electroferograma de RNA total eucariota. En la figura se observa un
electroferograma de alta calidad en el que se muestran los dos picos correspondientes a las
bandas 28S y 18S del RNA ribosomal. Del lado derecho se muestra la interpretacion del
electroferograma como una electroforesis. Notese la ausencia de bandas o barrido entre
las 28S y 18S. Cerca del marcador se observa un pequefio pico (~ 100 pb) correspondiente a
las subunidades 5S y 5.8S del rRNA, tRNAs y fragmentos de RNAs pequeiios.

4.4.7 Marcaje de muestras e hibridacion con microarreglos

En éste paso se procedid de acuerdo a las instrucciones descritas en el manual técnico
de Affymetrix™ para analisis de expresion y procesamiento de una muestra de RNA
eucariota. El microarreglo utilizado fue el HG-U133 Plus 2.0. Los pasos realizados fueron los

siguientes:
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ANTES DE COMENZAR:

1) Asegurarse de que la calidad del RNA que se procesara es adecuada (medida en el
Bioanalyzer debe tener un RIN mayor o igual a 8, y en el electroferograma se deben
observar dos picos bien definidos en 18Sy 28S).

2) La concentracion de la muestra debe ser preferentemente entre 5y 10 ug de RNA,
para asegurar una buena calidad de hibridacién.

3) Esta concentracién debe encontrarse en un volumen no mayor a 7 pl.

. Dilucidn de controles de RNA Poly-A.
1. Agregar 2 ul de Poly-A Control Stock en 38 ul de Poly-A Control Dilution Buffer
(Dilucion 1:20). Vortexear y centrifugar 3 segundos.
2. Tomar 2 pl de la dilucién anterior y agregar 98 pl de Poly-A Control Dilution
Buffer (Dilucidén 1:50).

De acuerdo a la concentracion de RNA inicial, preparar la siguiente dilucién de los controles

de Poly-A:

Total de 32

Muestra Dilucion
1ug 1:50 2 ul de la segunda dilucién en 98 ul de Buffer de controles.
5ug 1:10 5 ul de la segunda dilucién en 45 ul de buffer de controles.
10 ug 1:5 5 ul de la segunda dilucién en 20 ul de buffer de controles.

Agregar 2 ul de la dltima dilucidn (segun lo preparado de acuerdo a la tabla anterior) a la
muestra de RNA.
Si la muestra contiene una concentracidon de 1-3 pg de RNA, la dilucién anterior es
util para 25 reacciones.
Si la muestra contiene una concentracion de 4-7 ug de RNA, la dilucién anterior es
util para 10 reacciones.
Si la muestra contiene una concentracién de 8 pg de RNA, la dilucién anterior es util

para 5 reacciones.
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Calcular el volumen inicial de Poly-A Control Stock de acuerdo al nimero de reacciones que

va a alicuotar.

. SINTESIS DE LA PRIMERA HEBRA DE cDNA
1. Mezclar y centrifugar los reactivos del estuche antes de realizar la mezcla de

reaccion, y capturar los siguientes programas en el termociclador:

70°C x 10 minutos

4°C x4 minutos
42°Cx 1 hora 2 minutos
42°C x infinito

* One Cycle Incubation

* One Cycle cDNA syn

2. Realizar la siguiente mezcla de reaccién, de acuerdo con la concentracion inicial
de RNA.

Si la concentracion total de RNA es de 1-8 ug:

REACTIVO VOLUMEN

RNA 7 pl **
Controles Poly-A diluidos 2 ul
T7-oligo (dT) primer 2 pl
Agua libre de RNAsas 1l **
VOLUMEN FINAL 12 ul

Si la concentracion total de RNA es de 8.1-15 pg:

| REACTIVO | VOLUMEN
RNA 7 pl **
Controles Poly-A diluidos 2 ul
T7-oligo (dT) primer 2 ul
Agua libre de RNAsas 0 pl **
VOLUMEN FINAL 12 pl

** Si el volumen de muestra es distinto al indicado en la tabla anterior, ajustar el volumen
de agua libre de RNAsas, para obtener los voliumenes finales de la tabla, de acuerdo a la

siguiente féormula:

1-8 pug 8.1al15pug

VOL de Agua= 12 — (Vol de Muestra + 4) VOL de Agua= 11— (Vol de Muestra + 4)

3. Mezclary centrifugar por 3 segundos.

4. Colocar la muestra en el termociclador y correr el programa de incubacion.
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Mientras se incuba la muestra, prepare la siguiente mezcla, segin el nimero de muestras a

procesar:
| REACTIVO | VOLUMEN
5X 1st Strand Reaction Mix 4l
DTTO0.1M 2ul
dNTPs 10 mM 1l
VOLUMEN FINAL 7ul

5. Agregar los 7 ul de la mezcla anterior a cada muestra, cuando ésta esté a 4°C.
Mezclar utilizando vortex y centrifugar.

6. Correr el segundo programa del termociclador, hasta que llegue a 42°C, y
cuando esté a 42°C, colocar la muestra e incubar por 2 minutos. Tener lista la
enzima SuperScript Il y al terminar los 2 minutos, pausar el programa y agregar

los siguientes volumenes:

1-8ug 8.1-15 ug
1 pl de SuperScript I 2 ul de SuperScript Il

7. Incubar durante 1 hora a 42°Cy dejar a 4°C al menos por dos minutos.

1. SINTESIS DE LA SEGUNDA HEBRA DEL cDNA

1) Introducir los siguientes programas en el termociclador:

i . 16°C x 2 horas
Sintesis de segunda hebra 4°C x oo
. 16°C x 10 minutos
T4 DNA polimerasa 4°C x 0o

2) Preparar la siguiente mezcla de reaccién por muestra:

| REACTIVO | VOLUMEN
Agua libre de RNAsas/DNAsas 91 ul
5X Second Strand Reaction Mix 30 pl
dNTPs, 10 mM 3ul
E. coli DNA ligasa 4l
E. coli DNA polimerasa | 4l
RNAse H 1l
VOLUMEN TOTAL 133 pl
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Agregar la mezcla anterior a las muestras de primera hebra sintetizadas
anteriormente, para obtener un volumen final de 150 pl. Incubar la muestra
durante 2 horas a 16°C.

Cuando termine la primera incubacion, retirar la muestra del termociclador.
Agregar 2 ul de T4 DNA polimerasa e incubarlo durante 10 minutos a 16°C.

Al terminar la incubacién, agregar 10 pl de EDTA 0.5 M y proceder inmediatamente

a limpiar las muestras. No dejar las muestras a 4°C por mucho tiempo.

LIMPIEZA DE LAS MUESTRAS

Preparar el buffer de cDNA anadiendo 24 ml de etanol a la botella de buffer segtn
se indica en el estuche.

Transferir las muestras a un microtubo de 1.5 ml.

Agregar 600 pl de cDNA Binding Buffer a la mezcla de cDNA y mezclar con vortex
durante 3 segundos. La muestra debe de ser de color amarillento. Si la muestra es
color naranja o violeta, agregar 10 ul de acetato de sodio 3M pH 5.0 y mezclar hasta
que se torne amarilla.

Agregar 500 pl de la mezcla a la cDNA Cleanup Spin Column, que debera estar
colocada en un tubo recolector de muestra de 2 ml. Centrifugar durante un minuto
a >800 x g (10,000 rpm).

Agregar el resto de la muestra y centrifugar como en el paso anterior. Descartar el
liquido filtrado.

Colocar la columna dentro de un nuevo tubo de recoleccidon de 2 ml. Agregar 750 pl
de cDNA Wash Buffer. Centrifugar durante un minuto a 10,000 rpm. Descartar el
liquido filtrado.

Abrir la tapa de la columna (asegurarse que la tapa se coloca a contrareloj de la
rotacién de la centrifuga) y centrifugar durante 5 minutos a maxima velocidad.

Descartar el liquido filtrado.
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8) Colocar la columna en un tubo de recolecciéon de 1.5 ml y agregar 14 ul de cDNA
Elution Buffer. Incubar durante un minuto a temperatura ambiente y centrifugar
durante un minuto a maxima velocidad (14,000 rpm).

9) Proceder inmediatamente a la reaccion de transcripcién in vitro (IVT).

V. REACCION DE IVT
1) Sise partio de una concentracion inicial de 1 — 8 pg de RNA se utilizaran los 12 pl del

purificado. Preparar la siguiente mezcla:

| REACTIVO | VOLUMEN
cDNA purificado 12 ul
10X IVT Labeling Buffer 4 ul
IVT Labeling NTP mix 12 ul
IVT Labeling Enzyme Mix 4 ul
Agua libra de RNAsas 8 ul
VOLUMEN FINAL 40 ul

del purificado. Preparar la siguiente mezcla:

2) Sise partio de una concentracion inicial de 8.1 — 15 ug de RNA se utilizaran sélo 6 pl

| REACTIVO ETIYEY
cDNA purificado 6 ul
10X IVT Labeling Buffer 4l
IVT Labeling NTP mix 12 ul
IVT Labeling Enzyme Mix 4 ul
Agua libra de RNAsas 14 pl
VOLUMEN FINAL 40 pl

3) Meazclar e incubar la muestra a 37°C durante 16 horas en termociclador.
Si no se va a purificar la muestra inmediatamente después de la reaccién IVT, almacenar las
muestras de cRNA (molécula que resulta de la transcripcién in vitro del RNA original) a -

20°C 6 -70°C.

VI. PURIFICACION Y CUANTIFICACION DEL cRNA BIOTINILADO
Tener listo etanol absoluto al 100% y al 80% (v/v) antes de comenzar. Este

procedimiento debera realizarse a temperatura ambiente y sin interrupcion.
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Antes de iniciar, preparar el IVT cRNA Wash Buffer agregando 20 ml de etanol

absoluto al buffer, segin se indica en el estuche. Guardar 5 pl del IVT cRNA Wash Buffer

para analizarlo en el equipo Bioanalyzer.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Agregar 60 pul de agua libre de RNAsas a la reacién IVT que recién termind su
incubacién de 37°C x 16 horas. Mezclar con vortex durante 3 segundos.

Agregar 350 pl de IVT cRNA Binding Buffer a la muestra y mezclar durante 3
segundos.

Agregar 250 ul de etanol absoluto al 100% al lisado y mezclar bien por pipeteo.
Agregar 700 pl de la mezcla anterior a la columna de limpieza incluida en el estuche
de IVT cRNA, previamente colocada en un tubo de recoleccién de 2 ml, y centrifugar
durante 15 segundos a 10,000 rpm. Descartar el liquido filtrado.

Transferir la columna a un nuevo tubo de recoleccién y agregar 500 pl de IVT cRNA
Wash Buffer. Centrifugar durante 15 segundos a 10,000 rpm y descartar el liquido
filtrado.

Agregar 500 pl de etanol al 80% a la columna y centrifugar durante 15 segundos a
10,000 rpm.

Abrir la tapa de la columna y centrifugar durante 5 minutos a mdaxima velocidad.
Descartar el liquido filtrado.

Transferir la columna a un nuevo tubo de recoleccién de 1.5 ml y agregar 11 pl de
agua libre de RNAsas a la membrana de la columna. Asegurarse de que se agregue
el agua directamente en la membrana. Centrifugar un minuto a maxima velocidad.

Realizar una dilucién de 1:100 y de 1:200.

10) Cuantificar el cRNA obtenido en el Nanodrop.

Emplear la siguiente férmula para calcular el producto real de RNA:

cRNA = cRNA IVT — (total RNA)(porcentaje usado de cDNA en la IVT)

Porcentaje de cDNA 1 — 8 pg de RNA inicial: la ecuacién se multiplica por 1.

Porcentaje de cDNA 8.1 — 15 pg de RNA inicial: la ecuacién se multiplica por 0.5.

Se recomienda realizar un analisis en el Bioanalyzer si hay mas de 6 muestras.
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FRAGMENTACION DEL cRNA

1) Preparar la siguiente mezcla de fragmentacion:

| REACTIVO | VOLUMEN
cRNA 20 pg (1 —21 pl)
5X Fragmentation Buffer 8 ul
Agua libre de RNAsas Aforar a 40 pl

2) Incubar a 94°C durante 35 minutos. Colocar el hielo posterior a la incubacion.

3) Realizar un analisis de la fragmentacion en el bioanalizador, procesando de igual

manera que una muestra de RNA total. Ver Figura 5.

Foluores cence

I I I I I I I I I I
19 ] I} i 3 u ] §t H] it 1] .
Time [seconds)

Figura 5. Electroferograma de cRNA fragmentado adecuadamente. En la figura se observa
el electroferograma resultante de un cRNA fragmentado de manera apropiada para ser
hibridado en un microarreglo. Del lado derecho se observa la interpretacion como
electroforesis del electroferograma.

VIIL.

HIBRIDACION DE LAS MUESTRAS

1) Preparar 50 ml de buffer de hibridaciéon 2X:

REACTIVO VOLUMEN

MES 12X 8.3 ml
NaCl5 M 17.7 ml
EDTAOS5 M 4 ml

Tween 20 al 10% 0.1 ml
Agua libre de RNAsas 10.9 ml
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Proteger de la luz, y guardarlo a 4°C.

2) Sacar los microarreglos para que se atemperen.
3) Calentar durante 5 minutos los Eukaryotic Hyb Controls a 65°C antes de comenzar la
preparacion de la mezcla de hibridacion.
4) Preparar el coctel de hibridacién de la siguiente manera:
| REACTIVO | VOLUMEN
cRNA fragmentado 15 ug
Control Oligonucleotide B12 5ul
20X Hyb Eukaryotic Controls 15 pl
Hearring Sperm DNA 3u
BSA 50 mg/ml 3ul
2X Hyb Buffer 150 pl
DMSO 30 ul
Agua libre de RNAsas Aforar a 300 pl
VOLUMEN FINAL 300 ul
IMPORTANTE:

Antes de comenzar a calentar el Cocktail de Hibridacion a 99°C durante 5 minutos. También

agregar 200 ul de Buffer de Hibridacién 1X al microarreglo para hidratarlo, e incubar en el

horno de hibridacion a 45°C durante 10 minutos con rotacion.

5)

6)

7)

8)
9)

Transferir el Cocktail de Hibridacion a otra placa para calentarlo a 45°C durante 5
minutos. Centrifugar a maxima velocidad por 5 minutos para remover cualquier
material insoluble.

Retirar el microarreglo del horno de hibridacidon y desechar la solucidn con que se
hidrato.

Tomar cuidadosamente el Cocktail de Hibridacién clarificado, evitando cualquier
material insoluble del fondo del tubo y colocarlo dentro del microarreglo. Sellar
muy bien los orificios del microarreglo.

Dejar hibridando en el horno a 45°C durante 16 horas a 60 rpm.

Durante el periodo de incubacién preparar las soluciones necesarias para los

siguientes pasos de lavado y tincion.
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IX. LAVADO, TINCION Y ESCANEADO DEL MICROARREGLO

Antes de comenzar, preparar las siguientes soluciones:

Buffer de Lavado A: Solucién de Lavado No-Astringente
(SSPE 6X, Tween-20 0.01%)

| REACTIVO | VOLUMEN
SSPE 20X 300 ml
Tween-20 10% 1.0 ml
Agua MQ Aforar a 1000 ml

Filtrar a través de un filtro de 0.2 um

Buffer de Lavado B: Solucion de Lavado Astringente
(100 mM MES, [Na+] 0.1M, Tween-20 0.01%)

REACTIVO VOLUMEN

MES 12X 83.3ml
NaCl 5M 5.2ml
Tween-20 10% 1.0 ml
Agua MQ Aforar a 1000 ml

Filtrar a través de un filtro de 0.2 um

Almacenar a 4°Cy proteger de la luz

Buffer de Tincion 2X
(Concentracion Final 1X: MES 100 mM, [Na+] 1M, Tween-20 0.05%)

| REACTIVO | VOLUMEN
MES 12X 41.7 ml
NaCl 5M 92.5 ml
Tween-20 10% 2.5ml
Agua MQ Aforar a 250 ml

Filtrar a través de un filtro de 0.2 um

Almacenar a 4°Cy proteger de la luz

Stock 1gG de Cabra 10 mg/ml

REACTIVO VOLUMEN

Anticuerpo IgG de Cabra 50 mg
NaCl 150 mM 5 ml

Almacenar a 4°C. Si se prepara un volumen mayor, alicuotar en volumenes

de 5 ml y almacenar a -20°C hasta su uso. Una vez descongelado almacenar a 4°C.
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1) Una vez terminado el tiempo de hibridacién, retirar del horno de hibridacion y
registrar el experimento en el software GCOS. El proceso de registro involucra
registrar el experimento, y los microarreglos con el nombre de la muestra hibridada
y el tipo de muestra; el procedimiento se simplifica escaneando el codigo de barras
de cada microarreglo.

2) Una vez registrado el experimento, encender la Estacion de Lavado y seleccionar el
experimento. Purgar la Estacion de Lavado, colocando Buffer de Lavado No-
Astringente en el reservorio A y comenzar el protocolo correspondiente en el
software GCOS.

Antes de continuar preparar las siguientes soluciones:

Solucion SAPE

REACTIVO VOLUMEN | CONCENTRACION FINAL

Buffer de Tincion 2X 600 pl 1X
50 mg/ml de BSA 48 ul 2 mg/ml
1 mg/ml de Streptavidin Phycoerythrin (SAPE) 12 ul 10 pg/ml
Agua MQ 540 pl -
Volumen Total 1200 pl

Mezclar muy bien y dividir en dos alicuotas de 600 pl.

Solucién de Anticuerpos

REACTIVO VOLUMEN | CONCENTRACION FINAL

Buffer de Tincion 2X 300 pl 1X

50 mg/ml de BSA 24 ul 2 mg/ml
10 mg/ml del Stock de IgG de Cabra 6 pl 0.1 mg/ml
0.5 mg/ml de anticuerpo biotinilado 3.6 pl 3 pg/ml
Agua MQ 266.4 pl -
Volumen Total 600 ul

3) Retirar completamente el Cocktail de Hibridacién del microarreglo hibridado y
llenar completamente con Buffer de Lavado No-Astringente.

4) Cargar el programa de tincion adecuado segun el estuche de marcaje utilizado,
como se indica en el manual del equipo.

5) Insertar apropiadamente los microarreglos en los mdédulos correspondientes en la

estacion de lavado.
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6) Retirar cualquier vial microcentrifugo en los contenedores de muestra de la
estacidn de lavado.

7) Colocar un vial conteniendo 600 ul de solucion SAPE en los contenedores 1 y 3.

8) Colocar un vial conteniento 600 pul de solucién de anticuerpo anti-streptavidin
biotinilado en el contenedor 2.

9) Presionar hacia abajo las agujas de los contenedores para comenzar la corrida.

10) Una vez terminada la corrida asegurarse de que los microarreglos no contengan
burbujas.

11) Retirar los microarreglo de la Estacion de Lavado y sellar los orificios de lavado en el

microarreglo.

Si los microarreglos no seran escaneados inmediatamente, mantenerlos a 4°C en la

oscuridad hasta su lectura.

Antes de escanear los microarreglos, asegurarse de que el laser del escaner
(Affymetrix® GeneChip® Scanner 3000) ha calentado por al menos 10 minutos. Si los
microarreglos fueron almacenados a 4°C, esperar a que alcancen la temperatura ambiente

antes de escanearlos.

12) Colocar los microarreglos adecuadamente en el carrusel del escaner.

13) Cargar el experimento con los microarreglos a escanear y comenzar el escaneado.

14) Una vez terminados de escanear todos los microarreglos, exportar el resultado de
cada microarreglo para poder ser analizado en otra estacion de trabajo. Asegurarse
de incluir el archivo .CEL al momento de exportar los resultados, ya que en el se
incluyen los datos crudos que se utilizaran durante el andlisis de los perfiles de

expresion.

4.5 Procesamiento y analisis de los resultados de microarreglos de expresién génica
Analizar los archivos .CEL de cada microarreglo escaneado, tomando en cuenta:
e Ellinaje de la Leucemia (T o B)

e Laedad del paciente (Nifio [N], Pedidtrico [P] o Adulto [A])
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e Prondstico terapéutico (Bueno [b] o Malo [m])

Enfocar el andlisis tomando en cuenta los siguientes aspectos:

e Control de Calidad: Analizar los datos crudos, su distribucion y el comportamiento
de los controles establecidos por la manufactura, para detectar errores en el
proceso de hibridacién.

e Correccion de Fondo: Para eliminar errores por la hibridaciéon inespecifica y por
ajuste del escaner.

e Normalizacidn: Para eliminar la variacién sistematica y ajustar los niveles de
expresion entre los microarreglos analizados, para hacerlos comparables entre si.

e Sumarizacion: Resume y promedia la informacion de las 16-20 sondas de cada

transcrito analizado en un solo valor, que es el nivel de expresidn.

Los conjuntos de sondas que determinan la expresién de cada gen estdn formados por
16-20 pares de oligonucleétidos para determinacion de los niveles de expresién de cada
transcrito. El microarreglo utilizado (HG-U144 Plus 2.0) incluye aproximadamente 47,000
transcritos incluyendo mas de 38,500 genes perfectamente bien caracterizados en
UniGene. En total existen mdas de 54,000 pares de sondas en el microarreglo. En la
siguiente tabla se muestran los controles en el microarreglos utilizados para determinar la

calidad de la hibridacién y para la normalizacién y semicuantificacion:

| CARACTERISTICAS DEL MICROARREGLO HG-U133 Plus 2.0

Numero de transcritos >47,000

Numero de genes >38,500

Controles de Hibridacidn bioB, bioC, bioD de E. coliy cre del Bacteriofago P1
Controles de Poly-A dap, lys, phe, thr de B. subtilis
Housekeeping Genes GAPDH, Beta-Actina, Hexocinasa 1
Controles de normalizacién 100 sondas

Introducir los datos de los archivos .CEL al software libre R (http://www.r-
project.org), al cual previamente se han instalado todos los mdédulos de BioConductor

(http://www.bioconductor.org). Antes de de importar los datos debera se cargarse el
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modulo affy y sus dependencias. Para determinar la dispersién inicial de los datos y los
efectos de los métodos de normalizacidn se analizan solamente los controles.

Una vez importados los datos, realizar gréficas de dispersion (Scattering) de cada
microarreglo todos lo genes en todos los microarreglos de manera coordinada. Analizar las
siguientes hipotesis:

Ho: No existe expresion diferencial |gu| = 1

&

H;: Expresion diferencial a lo largo de todos los grupos |g«| > K
Donde g, es el nivel de expresién del gel 1 en el microarreglo k.

Representar los niveles de expresion de los genes seleccionados de cada contraste
realizado en un grafico de “agrupamiento no jerarquizado” (hierarchical clustering)
coloreado en “mapa de calor” (heat map), en el que el color rojo representa sobre-
expresion, el verde sub-expresidn y el negro no-expresado.

Generar y exportar tablas con los genes diferencialmente expresados y los valores de
expresion de cada gen de cada microarreglo y en cada contraste realizado.

Realizar un exhaustivo “Analisis de Vias” importando las tablas anteriormente

generadas al software Ingenuity Pathway Analysis (http://www.ingenuity.com).

4.6 Analisis de vias de los genes diferencialmente expresados.

Generar y exportar tablas con los genes diferencialmente expresados y los valores de
expresion de cada gen de cada microarreglo y en cada contraste realizado.

Realizar un exhaustivo “Analisis de Vias” importando las tablas anteriormente
generadas al software Ingenuity Pathway Analysis (http://www.ingenuity.com). Evidenciar
interacciones directas, indirectas, regulatorias y represoras, entre los productos de los

genes introducidos al software, asi como vias de sefializacion y regulacién mas alteradas.
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4.7 Validacién por gPCR-Array de genes diferencialmente expresados
4.7.1 Preparacion del cDNA

Realizar una reaccién de retrotranscripcidn a partir de 500 ng de RNA total extraido
previamente de las muestras de pacientes con LLA, empleando el estuche SuperScript™ Il
First-Strand Synthesis Supermix, siguiendo las siguientes instrucciones:

1) Mezclar y centrifugar brevemente cada componente del estuche antes de usar.

Precalentar el termociclador a 65°C.
Combinar los siguientes reactivos en un microtubo de PCR de 0.2 ml en hielo:y su replica.

También generar graficas de distribucidn con todos los datos de cada microarreglo
para evidenciar la distribucidén de intensidades entre todos los microarreglos a comparar.
Otra manera de representar la distribucion de intensidades entre todos los microarreglos
son las graficas tipo Box-Plot.

Para normalizar los datos entre los microarreglos con replica técnica, aplicar el
método “Quantile Normalization” propuesto por Bolstad et al (2003). Verificar la
correccion entre replicas representando la distribucion de intensidades con una grafica tipo
Box-Plot.

Posterior a la normalizaciéon entre replicas técnicas, aplicar el método de
normalizacidn de Loess a los datos de todos los microarreglos a comparar, para finalmente
hacer globalmente comparables los datos. Verificar el efecto del método de Loess con una
grafica de dispersion o Box-Plot.

Una vez normalizados los datos de cada microarreglo en conjunto con los
microarreglos a comparar, ya pueden ser analizados para identificar diferencias en los
niveles de expresion.

2) Para identificar los genes diferencialmente expresados, nuevamente se hace uso de
los controles de hibridacién. Se toma como umbral de diferenciacion (1) la media
de dichos controles de hibridacién. Los controles definen el rango dindmico de

deteccion de los niveles de expresion. Esto nos da un punto de referencia mas
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confiable para decidir si un gen estd sobre o sub-expresado. Esta forma de andlisis

nos permite obtener informacion de

| COMPONENTE | CANTIDAD
RNA total 500 ng
Random primer, 50 ng/ul 1
Buffer de alineamiento 1l
Agua libre de RNasas/DNasas Hasta 8 pl

Incubar en el termociclador a 65°C durante 5 minutos, e inmediatamente después
colocar en hielo por al menos un minuto. Centrifugar brevemente.

Agregar los siguientes reactivos al microtubo en hielo:

\ COMPONENTE | CANTIDAD
2X Fist-Strand Reaction Mix 10 pl
SuperScript™ 1ll/RNaseOUT™ Enzyme Mix 2ul

Mezclar y centrifugar brevemente. Incubar de acuerdo al siguiente programa:

TEMPERATURA TIEMPO

25°C 10 minutos
50°C 50 minutos

Terminar la reaccion a 85°C por 5 minutos. Colocar en hielo. Almacenar la reaccién

de sintesis de cDNA a -20°C, o proceder directamente a realizar la qPCR-Array.

4.7.2 PCR cuantitativa en arreglo (qPCR-Array).

A partir del cDNA generado en el paso anterior, proceder como se describe a

continuacion:

1)

2)

ANTES DE COMENZAR:

Preparar en una placa de 96 pozos la mezcla de iniciadores para cada gen de
interés, de manera ordenada. Cada iniciador en la mezcla debe de estar a una
concentracion de 5 uM.

Con una micropipeta multicanal colocar 2 pl de la mezcla de iniciadores en la placa
de 96 pozos para PCR cuantitativa. Incluir al menos una replica de cada mezcla de

iniciadores en una posicion no contigua.
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3) Incluir iniciadores para al menos 3 genes enddgenos que seran utilizados para la

normalizacion de resultados.

Una vez preparada la placa con iniciadores continuar con la preparacion de la muestra:

1) Transferir los 20 ul del cDNA sintetizado recientemente a un microtubo de 0.5 ml.

2) Agregar 85 pl de agua libre de DNAsas/RNAsas al microtubo de 0.5 ml. Transferir
100 ul del cDNA diluido a un nuevo microtubo de 2 ml.

3) Agregar 750 pl de SYBR GreenER gPCR SuperMix para ABI PRISM™ (formula
especialmente formulada conteniendo a ROX como colorante de referencia, para
emplearse con termocicladores de la marca Applied Biosystems™) y 450 pl de agua
libre de DNAsas/RNAsas. Mezclar y centrifugar brevemente.

4) Repartir 13 pl de la mezcla anterior a cada uno de los 96 pozos de la placa que
contiene ya los iniciadores para cada gen de interés.

5) Sellar muy bien la placa de 96 pozos con un film dptico especial para qPCR.

6) Centrifugar la placa durante un minuto a 3500 rpm a 4°C. Proteger de la luz y
mantener en hielo o a 4°C hasta su colocacién en el termociclador de gPCR.

7) En el termociclador de gPCR ABI PRISM modelo SDS 7500, introducir el siguiente

programa:

| TEMPERATURA | TIEMPO |
95°C 10 minutos
95°C 1 minuto
45 cicl
60°C 1 minuto ciclos

| Seleccionar Curva de Disociacidn

8) Verificar la existencia de un solo pico por reaccién, en los resultados de la curva de
disociacién.

9) Seleccionar el umbral y exportar los resultados de Ct en formato de Excel para la
realizacion de calculos por el método AACt.

Incluir un grupo control sano, el cual se tomard como referencia para identificar

alteraciones en los niveles de expresion en los calculos por el método AACt.
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CAPITULO V
5. RESULTADOS
5.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, CLINICAS Y DE LABORATORIO DE LOS PACIENTES
CON LLA CAPTURADOS

Durante el periodo de recoleccion de muestras (Febrero del 2005 — Agosto del
2007) se recuperaron un total de 48 pacientes de los cuales se obtuvieron muestras de
sangre periférica. El 81.2% de los pacientes fueron nifios (72.9% y 8.3%, respectivamente
para nifios y pacientes pedidtricos [definiendo como pedidtricos a los nifios <1 afio]); la
distribucion por sexo fue del 50% para cada género. El 83.3% de los pacientes presentaron
LLA de precursores de linaje By el 12.5% de linaje T; se recuperaron dos muestras de LLA
atipicas, siendo una de células NK y otra bifenotipica. Solamente fue posible la realizacién
del cariotipo al 39.6% de las muestras, ya que las muestras restantes no crecieron al
realizar el cultivo celular; de las muestras a las que fue posible la realizacién del cariotipo el
10.4% presentd un cariotipo normal sin alteraciones, 8.3% con hiperdiploidia, 6.3% con
hipodiploidia, 4.2% Phi+ y el 10.4% con otras alteraciones. La busqueda de translocaciones
recurrentes por PCR se realizd solamente para identificar las translocaciones BCR-ABL y
TEL-AML1, encontrandose presente en un 4.2% y 6.3% respectivamente; al 89.5% restante
no se les identificd al menos alguna de las dos translocaciones analizadas, sin embargo no
se descarta la presencia de otras translocaciones recurrentes. En el Cuadro 5 se resumen

las caracteristicas de la poblacidon de pacientes recolectada.

5.2 SELECCION DE MUESTRAS PARA LA REALIZACION DE PERFILES DE EXPRESION GENICA

De las 48 muestras recolectadas se seleccionaron solamente 11 para ser procesadas
y analizadas por microarreglos de expresién, debido a la limitante en el numero de
microarreglos disponibles durante la realizacién de ésta investigacidn. Los criterios para su
seleccién fueron: que tuvieran una concentracidon =300 ng/ul, que tuvieran una pureza
cercana al 2.0 (basandonos en el resultado de la relacion 260/280 obtenida por
espectrofotometria), un valor 21.3 del valor de la relacion de intensidad de las bandas

285/18S y un valor de integridad del RNA (RIN) >7.4 [definido como la ausencia de bandas
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intermedias entre las correspondientes al 28S y 18S ribosomal, y de DNA gendmico]. De las
muestras que cumplieron éstos criterios se realizd una seleccion a manera de obtener
grupos que permitieran la comparacién entre grupos de edad (nifios y adultos), sexo
(hombres y mujeres), linaje (LLA-B y LLA-T) y riesgo (bueno o malo). En el Cuadro 6 se
muestran los datos de las muestras seleccionadas para ser procesadas y determinarles su
perfil de expresion; y en la Figura 6 se muestran las imagenes de electroforesis capilar del

RNA total de las muestras procesadas.

Cuadro 5. Caracteristicas demograficas, clinicas y de laboratorio de los pacientes

Caracteristicas Frecuencia

Edad
Nifos 35 (72.9%)
Pediatricos 4  (8.3%)
Adultos 9 (18.8%)
Sexo
Femenino 24 (50%)
Masculino 24 (50%)
Linaje
LLA-B 40 (83.3%)
LLA-T 6 (12.5%)
LLA-NK 1 (2.1%)
LLA Bifenotipica 1 (2.1%)
Alteraciones en el Cariotipo
Normal 5 (10.4%)
Hiperdiploide 4 (8.3%)
Hipodiploide 3 (6.3%)
t(9;22) Phi+ 2 (4.2%)
Otras 5 (10.4%)
Cultivo Celular sin Crecimiento 29 (60.4%)
Translocaciones Recurrentes
BCR-ABL 2 (4.2%)
TEL-AML1 3 (6.3%)
Negativo/No Determinada 43 (89.5%)
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Cuadro 6. Caracteristicas de las muestras de pacientes con LLA seleccionadas para la
determinacion de su perfil de expresién génica.

Muestra ‘ [ng/ui] ‘ ng total ‘ 260/280 28S/18S ‘ RIN ‘ Sexo ‘ Edad ‘ Pronéstico “ Cuenta | Linaje

7 630.81 12616.2 2.00 1.3 7.9 F 12a Bueno 115,000 B
12 1051.9 21038 2.00 1.6 7.9 M 8m Malo 27,400 B
14 427.6 8552.6 2.00 1.8 8.5 F 14a Malo 2,400,000 T
19 1018.6 20372.2 2.00 1.7 8.9 M 3a Bueno 63,500 T
22 1014.4 20288.6 2.00 1.7 8.6 F 37a Bueno 80,000 B
24 1057.4 21148.4 2.00 1.7 8.6 M 43a Malo 200,000 B
28 392.2 7844 1.75 1.7 8.8 M 16a Bueno 250,000 T
29 486.2 9723 1.97 1.5 8.9 M 18a Bueno 940.000 T
30 322.7 6453.8 1.95 1.4 7.4 M 21a Bueno 900 T
33 403.2 8063.8 1.96 1.5 7.5 F 9m Malo 30,000 B
41 893 17860 2.0 1.6 8.9 M 12a Malo 36,800 B

F=Femenino M=Masculino a=Afios m=Meses Cuenta=Células/pl
[s] [s]
. Ladider 7 12 14 19 22 24 28 29 30 33 41 L.
65 — — 65
60 — — 60
55— = 55
50 - = 50
45 - - 45
40 — - 40
Bats =3k
30-_ - 30
25 — =25
20 - =20

Figura 6. Electroforesis capilar del RNA total de las muestras seleccionadas. Ndtese la
excelente calidad de las muestras seleccionadas, las cuales muestran la banda
correspondiente a las subunidades 55 y 5.8S del rRNA, tRNAs y fragmentos de RNAs
pequeios, caracteristico de un RNA altamente intacto y sin degradacién.

5.3 MARCAIE E HIBRIDACION DE MUESTRAS, Y ESCANEADO DE MICROARREGLOS

Las muestras seleccionadas fueron procesadas con replica técnica en los casos en
que la cantidad de muestra lo permitid. EIl RNA total se procesdé para poder realizar
transcripcién in vitro y obtener cRNA biotinilado; posterior al marcaje se hibridaron con los
microarreglos de expresidén génica HG-U133 Plus 2.0 y finalmente se lavaron, tifieron y

escanearon. Los datos fueron exportados y analizados con el médulo affy de Bioconductor
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en ambiente R. En el Cuadro 7 se muestra un ejemplo del reporte de control de calidad del
procesamiento de una de las muestras analizadas. En el reporte se muestra el tipo de
arreglo analizado, el porcentaje de genes presentes y ausentes, nivel de integridad de Ia
muestra basado en los genes housekeeping, asi como controles agregados durante el
procesamiento de la muestra llamados “spikes” que ademas sirven para hacer posible la

semicuantificacion y comparacion entre muestras diferentes.

5.4 NORMALIZACION DE DATOS DE MICROARREGLOS CON REPLICADOS TECNICOS

Antes de realizar cdlculos para determinar las diferencias en los niveles de expresion
génica entre las muestras, se procedié a realizar graficos de dispersidon (“scattering” en
inglés) de las muestras con replicas técnicas basadas en los controles de hibridacidn, con la
finalidad de determinar la calidad entre replicas. En la Figura 7 se muestran las
comparaciones realizadas entre replicas técnicas. Vemos que los controles se comportan
muy similares, esto es que, para un cierto valor en Leu 7 le corresponde un valor igual o
muy similar en Leu 14 o bien entre el microarreglo y su replicado técnico y es por esto que
los puntos estan practicamente a lo largo de la diagonal (linea roja). Esto no sdélo es buen
indicativo del control de calidad del microarreglo sino que también nos ayuda a determinar

el rango dindmico de los niveles de expresion de los microarreglos.

5.5 NORMALIZACION GLOBAL DE DATOS DE MICROARREGLOS DE EXPRESION GENICA
Posteriormente se procedié a normalizar las replicas técnicas en los casos en que se
contaba con ellas, aplicando el método de “Quantile Normalization”.’En la Figura 8 se
muestra el efecto del método “Quantile Normalization” para hacer comparables las
replicas técnicas, representado en un gréfico tipo “Box-Plot”. Después se procedié con una
normalizacién global para hacer comparables todas las muestras entre si; esto se hizo
aplicando el método de Loess.” En la Figura 9 se observa el efecto de la normalizacién

global, en la que destaca el traslape de las curvas, lo que es indicativo de muestras

comparables.
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Cuadro 7. Ejemplo de reporte del control de calidad de un microarreglo utilizado

Report Type: Expression Report
Date: 03:21PM 12/06/2006
Filename: Leu 24.CHP
Probe Array Type: HG-U133_Plus_2
Algorithm: Statistical
Probe Pair Thr: 8
Controls: Antisense
Alphal: 0.05
Alpha2: 0.065
Tau: 0.015
Noise (RawQ): 1.8
Scale Factor (SF): 1
Norm Factor (NF): 1
Background:
Avg: 62.63 Std:1.25 Min:59.10 Max: 66.50
Noise:
Avg: 2.82 Std: 0.08 Min:2.70 Max: 3.10
Corner+
Avg: 65 Count: 32
Corner-
Avg: 11042 Count: 32
Central-
Avg: 12701 Count: 9

The following data represents probe sets that exceed the probe pair threshold

and are not called "No Call".

Total Probe Sets: 54675

Number Present: 21768  39.80%
Number Absent: 32206 58.90%
Number Marginal: 701 1.30%
Average Signal (P): 331.2

Average Signal (A): 8.4

Average Signal (M): 27.6

Average Signal (All): 137.2
Housekeeping Controls:

Probe Set Sig(5') Det(5') Sig(M') Det(M')  Sig(3') Det(3') Sig(all) Sig(3'/5')
AFFX-HUMISGF3A/M97935 11.5 A 385 P 131.7 P 60.58 11.45
AFFX-HUMRGE/M10098 130.8 P 1329 P 236.2 P 166.66 1.81
AFFX-HUMGAPDH/M33197 7182.3 P 6754.5 P 7509.1 P 7148.61 1.05
AFFX-HSAC07/X00351 4687.4 P 5897.5 P 5942.1 P 5509.03 1.27
AFFX-M27830 485.5 P 1113 P 49 A 534.49 0.01
Spike Controls:

Probe Set Sig(5') Det(5') Sig(M') Det(M')  Sig(3') Det(3') Sig(all) Sig(3'/5')
AFFX-BIOB 164.5 P 2179 P 136.8 P 173.06 0.83
AFFX-BIOC 397.1 P 437.8 P 417.43 1.1
AFFX-BIOD 920.6 P 2064 P 1492.3 2.24
AFFX-CRE 5016.2 P 5978.9 P 5497.56 1.19
AFFX-DAP 137 P 399.8 P 7314 P 422.74 5.34
AFFX-LYS 36.1 P 623 P 118.7 P 72.37 3.29
AFFX-PHE 453 P 69.7 P 929 P 69.31 2.05
AFFX-THR 328 P 60.4 P 165.7 P 86.3 5.05
AFFX-TRP 9.7 A 1.4 A 15 A 4.22 0.16
AFFX-R2-EC-BIOB 2463 P 2441 P 188.8 P 226.37 0.77
AFFX-R2-EC-BIOC 515.2 P 553.9 P 534.56 1.08
AFFX-R2-EC-BIOD 2395.1 P 2666.3 P 2530.68 1.11
AFFX-R2-P1-CRE 6336.3 P 83184 P 7327.39 1.31
AFFX-R2-BS-DAP 2113 P 396.5 P 732.7 P 446.85 3.47
AFFX-R2-BS-LYS 46.3 P 649 P 69.7 P 60.29 1.51
AFFX-R2-BS-PHE 100.7 P 88.1 P 164.2 P 117.66 1.63
AFFX-R2-BS-THR 53.2 P 98.7 P 211 P 120.96 3.97
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Figura 7. Graficos de dispersion de replicas técnicas. Los graficos de dispersion se
realizaron representando Unicamente los controles de hibridacién; conforme la
distribucién de los puntos se ajusta a la diagonal es indicativo de resultados similares entre
ambas réplicas.

5.6 SELECCION DE GENES EXPRESADOS DIFERENCIALMENTE

Para identificar los genes diferencialmente expresados nuevamente hicimos uso de los
controles de hibridacién que previamente se utilizaron para representar el efecto de los
métodos de normalizacion aplicados. Se tomd como umbral de diferenciacién (u) a la
medida de dichos controles por microarreglo. Recordamos que éstos controles definen el
rango dindmico de los niveles de expresion. Esto nos da una opcién mas confiable para
seleccionar el punto de partida para considerar un gen sobre o sub-expresado. Esta forma
de decidir nos permite analizar obteniendo informacién de todos los genes en todos los

microarreglos en forma coordinada. Analizamos las hipétesis nula y alternativa:
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Ho: No existe expresion diferencial |gik| = 1
Vs
Hi: Expresion diferencial a lo largo de todos los grupos |gik| > K

gik es el nivel de expresidn del gen ; en el microarreglo . Las comparaciones que

se realizaron se describen en el Cuadro 8. En la Figura 10 se muestra la distribucién de

muestras en los grupos de comparacion.
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Figura 8. Distribucion de datos después de aplicar el método “Quantile Normalization”.
En el grafico superior se representan los datos sin normalizar, y en el grafico interior las
replicas normalizadas entre si. Nétese el efecto entre replicas (representadas del mismo

color).
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A g B og ensty C

Figura 9. Distribucion de datos después de aplicar | método de Loess de normalizacién
global. En 9A se muestran los datos crudos; en 9B los datos después de aplicar la
normalizacion entre replicas (Quantile Normalization); y en 9C el resultado de la
normalizacién global aplicando el método de Loess. Obsérvese el efecto de las
normalizaciones desde los datos crudos en 9A hasta que estdn listos para poder hacer
comparaciones en 9C.

LLA (11 Muestras)

( LLA-B(6) )

N = Nifios M = Masculino
A = Adultos F = Femenino
P = Pediétricos * = Mal prondstico
(Fallecié o no hay remision)

Figura 10. Diagrama de clasificacidon de las muestras analizadas. En total se procesaron 11
muestras de pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda: 5 de linaje T y 6 de linaje B.
Dentro del linaje T, 3 fueron nifios y 2 adultos (2 pacientes masculinos y 1 femenino, y 2
masculinos; respectivamente). Dentro del linaje B, fueron 2 pacientes pediatricos, 2 nifios y
2 adultos (un paciente masculino y uno femenino para cada grupo de edad). Con asteriscos
(*) se sefialan a los pacientes de mal prondstico.
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Cuadro 8. Comparaciones de microarreglos realizadas.

Comparacion

No. Casos Descripcion
1 LLA-T & LLA-B Identifica las diferencias entre linajes
> N&P & A Identifica las diferencias en grupos de edad
3 LLA-T: Identifica las diferencias entre edades pero del
Nifios & Adultos  mismo linaje, caso T
4 LLA-B: Identifica las diferencias entre edades pero del
Nifios & Adultos  mismo linaje, caso B
5 Prondsticos: Identifica las diferencias entre prondsticos,
Bueno & Malo independientemente de edad y linaje
6 Buen Prondstico:  Dentro del grupo de buen pronéstico, identifica
T&B diferencias entre linajes
Mal Pronéstico:  Dentro del grupo de mal prondstico, identifica
7 . : -
T&B diferencias entre linajes

5.6.1 SELECCION DE GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS
5.6.1.1 SELECCION POR LINAJE: LLA-T & LLA-B

Tomando en cuenta un umbral pu=7 para seleccionar a los genes diferencialmente
expresados, se detectaron 46 genes, de los cuales 34 se encontraron sobre-expresados en
LLA-T con respecto a LLA-B; y 12 mostraron sub-expresion. La representacion de los
resultados de la comparacion se muestra en la figura 11 en una representacion de

clustering no supervisado.

5.6.1.2 SELECCION POR GRUPOS DE EDAD: NINOS Y PEDIATRICOS & ADULTOS

Para mostrar los resultados de la comparacion de los niveles de expresién entre los
grupos de edad, los cdlculos se basaron en el agrupamiento de las siguientes muestras por
grupos de edad:

e Nifos: {7, 14, 19, 28, 29, 41}

e Pediatricos: {12, 33}

e Adultos: {22. 24. 30}

De igual manera que el calculo anterior, se tomd en cuenta un umbral pu=7 para
seleccionar a los genes diferencialmente expresados al comparar los grupos de edad; no se

identificaron genes sobre-expresados en nifios y pedidtricos al compararlos con adultos. Se
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identificaron 3 genes sub-expresados en nifos y pedidtricos con respecto a adultos. En Ia

figura 12 se muestran los resultados en un gréafico de clustering supervisado por grupos de

edad.

-

j

LLA-28
LLA-30
LLA-14
LLA-19
LLA-29
LLA-41
LLA-33
LLA-7

30 25 -19 -14 -0.8 -0,

v/

LLA-12
LLA-22
LLA-24

3 03 08 14 19 25 3.0

MYOM2
GKAP1
Cil2orf47
LIMAL1
TFDP2
DSU
TBC1D22A
RASSF5
JAM3
FYB
TRAT1
SLAZ2
AQP3
NGFRAP1
ARL4C
LAT
SH2D1A
SH2D1A
LAT
FXYD2
LIME1
RAB32
SPONZ2
NINJ2
CcD7
BA4GALT6
C7orf41
GALNT®6
VANGL1
ABCCS5
RUFY3
DAGLBETA
MSRA
SLC27A3
ENG
MYLIP
CcTSB
CTBP2
CSRP2
MYADM
IL6ST
ANXA4

Figura 11. Clustering no supervisado.
Selecciéon por linaje: LLA-T & LLA-B.
Los genes que estdn significativamente
sobre-expresados en LLA-T comparado
contra LLA-B se localizan en el
cuadrante superior izquierdo en color
rojo. Mientras que los genes que estan
significativamente subexpresados en
LLA-T comparado con LLA-B se
localizan en el cuadrante inferior
izquierdo. Muestras de LLA de linaje T:
28, 30, 14, 19 y 29. Muestras de LLA de
linaje B: 41, 33,7,12,22y 24.
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Figura 12. Clustering supervisado.
Seleccion por grupos de edad: nifios,
pediatricos y adultos. Los genes que estan
significativamente sobre-expresados en
adultos (muestras 22, 24 y 30) se muestran
del lado izquierdo, mientras que los
pacientes pediatricos (muestras 12 y 33) y
los nifios (muestras 7, 14, 19, 28, 29 y 41)
muestran sub-expresién, ausencia o una
leve sobre-expresién; sin embargo nétese
la constante sobre-expresion en adultos,
mientras que los pacientes pediatricos vy
nifios forman un solo grupo heterogéneo
distinto al de los adultos.

5.6.1.3 SELECCION POR EDAD Y LLA DE LINAJE T

También se realizé la comparacion de los pacientes con LLA-T de acuerdo a los

grupos de edad (considerando en ésta ocasion a los pacientes pediatricos y nifios como un

solo grupo). Como resultado de la comparacién se identificaron 222 genes sobre-

expresados en nifios con respecto a adultos; mientras que 41 genes estuvieron sub-

expresados en nifios respecto a adultos. En la figura 13 se representa el resultado de la

comparacion en un clustering supervisado.
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Figura 13. Clustering supervisado.
Seleccion por grupos de edad en LLA-T. Los
genes que estan significativamente sobre-
expresados en adultos (muestras 30) se
muestran en rojo del lado izquierdo; los
nifos (muestras 14, 19, 28 y 29) muestran
una expresion diferencial heterogénea y
diferente al adulto. Sin embargo, se observa
claramente que forman dos grupos
tomando en cuenta la edad.

5.6.1.4 SELECCION POR EDAD Y LLA DE LINAJE B

Se compararon los niveles de expresion por grupos de edad de pacientes con LLA de

clustering supervisado.

linaje B. Y de igual manera que para el caso de la comparacidn por grupos de edad en el
linaje T, para el linaje B se observa una distribucidon en dos grupos que coinciden con la
edad. Sin embargo la expresién fue mas homogénea entre las muestras que forman el
grupo de adultos (22 y 24) y el de nifios (7 y 41). Se identificaron 222 genes sobre-
expresados en nifios con respecto a adultos, y 307 genes sobre-expresados en adultos con

respecto a los nifios. En la figura 14 se representan los resultados en una grafica de
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Figura 14. Clustering supervisado. Seleccidn
de genes diferencialmente expresados por
grupos de edad en LLA-B. Los genes que
estdn significativamente sobre-expresados
en adultos (muestras 22 y 24) se muestran
—— en rojo del lado izquierdo superior; los nifios
(muestras 7 y 41) muestran una expresion
diferencial diferente a los adultos, tal como
se observa claramente que forman dos
grupos. Se identificaron 222 genes sobre-
expresados en nifios con LLA-B al
compararlos con adultos del mismo linaje.
Mientras que 307 genes estuvieron sobre-
expresados en adultos.
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5.6.1.5 SELECCION DE ACUERDO AL PRONOSTICO TERAPEUTICO

Se compararon los niveles de expresién de los pacientes, tomando en cuenta el
grupo prondstico al que pertenecen, de acuerdo a las caracteristicas clinicas y de
laboratorio. Entre las muestras se encontraban 6 de buen prondstico (muestras 7, 19, 22,
28,29 y 30) y 5 de mal prondstico (muestras 12, 14, 24, 33 y 41). En ésta comparacién no
se identificaron genes diferencialmente expresados que permitieran agrupar a las

muestras.
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5.6.1.6 SELECCION EN PACIENTES DE BUEN PRONOSTICO TERAPEUTICO.

Se compararon los niveles de expresion en el grupo de pacientes con buen
prondstico terapéutico. Entre las muestras comparadas se encontraban 2 de pacientes con
LLA-B (muestras 7 y 22) y 5 de pacientes con LLA-B (19, 28, 29 y 30). Se identificaron 250
genes sobre-expresados en los pacientes LLA-T con respecto a los pacientes con LLA-B, y
165 genes sub-expresados en LLA-T respecto de LLA-B. El resultado de la comparacion
arroja genes diferencialmente expresados que agrupa a las muestras de acuerdo al linaje

de la LLA. El resultado de la comparacidn se representa en la figura 15.

Figura 15. Clustering supervisado.
Seleccion de genes diferencialmente
expresados en el grupo de pacientes
con buen pronéstico terapéutico: LLA-
T & LLA-B. Las muestras de los
pacientes con buen prondstico de linaje
B (muestras 7 y 22) parecieran tener un
patrén de expresion diferente al de los
pacientes de buen prondstico de linaje
T (muestras 28, 30, 29 y 19). Como
resultado de la comparacién se
identificaron 250 genes  sobre-
expresados en los pacientes LLA-T con
respecto a los pacientes con LLA-B, y
165 genes sub-expresados en LLA-T
respecto de LLA-B.

F

N [ve] o [0} [0}
o D a @ o <
< < < < < <
_ - _1 i - i
3 3 4 4 4 4

Color Key

-1 0 1
Row Z-Score

5.6.1.7 SELECCION EN PACIENTES DE MAL PRONOSTICO TERAPEUTICO.

Se compararon los niveles de expresiéon en el grupo de pacientes con mal
prondstico terapéutico. Entre las muestras comparadas se encontraban 4 de pacientes con
LLA-B (muestras 12, 24, 33 y 41) y solamente una de LLA-T (muestra 14). Se identificaron
300 genes sobre-expresados y 550 sub-expresados en LLA-T con respecto de LLA-B. Los
genes identificados solamente agrupan a las muestras de acuerdo a su linaje. El resultado

de la comparacioén se representa en la figura 16.
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Figura 16. Clustering supervisado.
Seleccion de genes diferencialmente
expresados en el grupo de pacientes con
mal prondstico terapéutico: LLA-T &
LLA-B. Las muestras de los pacientes con
mal prondstico de linaje B (muestras 12,
24, 33 y 41) parecieran tener un patron
de expresidn diferente al del paciente de
mal pronéstico de linaje T (muestra 14).
Como resultado de la comparacion se
identificaron 400 genes sobre-
expresados y 550 sub-expresados en LLA-
T respecto de LLA-B.

Color Key

-1 0 1
Row Z-Score

En el cuadro 9 se muestra un resumen del nimero de genes diferencialmente
expresados en cada condicion comparada. Mientras que en el cuadro 10 se presentan los
10 genes con mayor expresion diferencial en la comparacién de nifios & adultos en LLA-T

(tabla 10A) y LLA-B (tabla 10B).

Cuadro 9. Resumen de genes diferencialmente expresados por comparacion.

LLA-T LLA-B Buen \YE
Bueno & | Prondstico | Prondstico

Mal
Prondstico
sub-expresados p<7 12 3 41 307 0 165 550
sobre-expresados pu=7 34 0 222 222 0 250 400
TOTAL 46 3 263 529 0 415 950
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Cuadro 10. Genes con mayor expresion diferencial en la comparacion de nifios & adultos
en LLA-T (cuadro 10A) y en LLA-B (cuadro 10B).

Sobre-expresados | Valor de Expresion Sobre-expresados |Valor de Expresion

P1518 2.69 S100A8 5.930
HISTZH2BE 2.5 DEFAl 4.770
WBPS 2.45 RGS1 2.120
BCL11A 2.43 DOCK10 2.090
ABI2 1.98 ATP9A 2.080
LEF1 1.8 JUN 1.940
CYP2R1 1.79 RSAD2 1.910
ETNK1 1.7 DDXS8 1.900
RAPGEF2 1.37 RXRA 1.490
SORT1 1.37 TNFSF10 1.450
IFI44L -3.45 PIMZ -100.0
ATP9A -3.12 MYLIP -100.0
RGS1 -2.97 MYH9 -50.0
PLAGL1 -2.88 EXOC8 -33.333
SNF1LK 2.77 PAPD5 -25.0
PGDS 267 DPEP2 -25.0
DEFA1 2.6 ARIH2 -25.0
HK2 -2.53 AGPAT3 250
STAT1 -2.52 PDE4D -20.0
MAF -2.51 SOs1 -16,667
A B

Las comparaciones de mayor interés dado los resultados obtenidos fueron: la de
ninos & adultos, y las comparaciones de nifios & adultos en LLA-T y LLA-B. Las
comparaciones de los grupos de pacientes LLA-T & LLA-B en general y separados de
acuerdo al prondstico terapéutico se descartaron dado que los genes seleccionados
agruparon a las muestras de acuerdo al linaje de la LLA. La comparaciéon de muestras de
acuerdo al pronéstico terapéutico no arrojé ninguln gen que permitiera agruparlas.

Una vez seleccionados los genes diferencialmente en cada comparacidon, se

procediod a la realizacidn del analisis de vias.
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5.7 ANALISIS DE VIiAS

A partir de los datos de expresiéon de los genes diferencialmente expresados,
seleccionados en las comparaciones anteriores que se resumen en el cuadro 9, se realizo el
analisis de vias con el Software Ingenuity Pathway Analysis ™, con el cual se evidenciaron
interacciones entre los genes diferencialmente expresados, basandose en bases de datos
de interacciones publicadas en articulos cientificos, incluidas en el software; se igual
manera se obtuvo el agrupamiento de genes de acuerdo a una funcién, y enfermedad o
padecimiento.

Para el analisis de vias se emplearon solamente los resultados de las comparaciones de
nifnos & adultos en LLA-T y LLA-B. La comparacion global de nifios & adultos no se utilizé ya
gue solamente se encontraron 3 genes diferencialmente expresados. No se utilizaron los
resultados de las comparaciones que involucraban la comparacién entre muestras de
pacientes con LLA-T y LLA-B, ya que los resultados agrupan a las muestras por linaje.

En el cuadro 11 se muestran los genes mayormente alterados en la comparacién de
nifios & adultos con LLA-T, agrupados segun su funcién; solamente se muestran los 5
grupos con 10 o mas genes. En el cuadro 11 se muestra también un puntaje (score) que
estd determinado por el nimero de genes que conforman al grupo de la correspondiente
funcion alterada. Los genes se presentan de acuerdo al cédigo de colores del mapa de
calor, en el que rojo indica sobre-expresion y verde indica sub-expresion.

En el cuadro 12 se muestran las funciones y padecimientos alterados asociados a los
genes diferencialmente expresados en la comparacién nifios & adultos con LLA-T; las
funciones y padecimientos estan distribuidas en tres grupos: 1) enfermedades vy
desdrdenes; 2) funciones celulares y moleculares; y 3) desarrollo y funcién del sistema
fisiolégico. Para cada funcidn o padecimiento alterado se describe el rango del valor de p
de la prueba estadistica aplicada para asociar los genes al padecimiento, asi como el

numero de genes involucrados para identificar a la funcion o padecimiento como alterada.
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Cuadro 11. Genes diferencialmente expresados en la comparacion niiios & adultos con
LLA-T agrupados segun funcidn alterada

MOLECULAS EN RED PUNTAIE NUMERO FUNCIONES MAS ALTERADAS
‘ ‘ DE GENES ‘
BCL2A1, BHLHB2, BTG1, CREB1, DDX58, DEFA1 (Incluye: 40 20 Céancer, Muerte Celular,
EG:1667), DUSP10, FLT3, JUN, KCNN4, MAF, MATK, NFKBIZ, Enfermedad Hematoldgica
PLAGL1, PLGC2, RAPGEF2, RGS1, SLC2A3, STAT1, TNFSF10
BTG1, CD46, CTBP2, CTSS, DNMT3A, DUSP10, GAB3, 25 14 Desarrollo y Funcién del Sistema
GPR160, RSAD2, S100A8, SFRS3, SH3PXD2A, SORT1, TM7SF3 Hematoldgico , Morfologia Tisular,
Muerte Celular
ALDH2, BTG1, CYP2R1, DPEP2, EIF4A1, HIST2H2BE, HK2, 23 13 Muerte Celular, Enfermedad
IFIT5, MGLL, PGDS, SNF1LK, WDR1 (incluye: EG:9948), ZYX Neuroldgica, Sintesis de Proteinas
ABI2, BTG1, DUSP10, GLDC, LATS2, MATK, PLEK, PPP2R5C 23 13 Metabolismo de Aminoacidos,
(incluye: EG:5527), PRKD3, SMOX, TNFSF10 Modificacién Post-Traduccional,
Bioquimica de Moléculas Pequefias
ARRB1, CASP8, CLEC2B, CTNNB1, FHL1, LEF1, PDE4D, 18 11 Sefializacion Celular, Cancer,
PDE9A, RXRA, TMSLS Expresion Génica

Cuadro 12. Funciones y padecimientos alterados asociados a genes diferencialmente
expresados en la comparacidon nifnos & adultos con LLA-T

Enfermedades y desdrdenes

Nombre Valor de p Numero de Genes
Cancer 3.19E-06 - 1.43E-02 27
Enfermedad Cardiovascular 1.78E-05 - 1.43E-02 8

Funcién Viral 3.19E-05 - 9.57E-03 10
Enfermedad Hematoldgica 6.78E-05 - 1.43E-02 11
Enfermedad Inmunoldgica 6.78E-05 - 1.43E-02 7

‘ Funciones Celulares y Moleculares ‘ ‘

Nombre Valor de p Numero de Genes
Muerte Celular 3.19E-06 - 1.43E-02 29
Expresion Génica 3.64E-06 - |.43E-02 20
Desarrollo Celular 1.58E-05 - 1.43E-02 21
Sefializacion Celular 6.78E-05 - 1.43E-02

6.78E-05 - 1.43E-02
Desarrollo y Funcion del Sistema Fisiologico ‘

Replicacidon del DNA, Recombinacién y Reparacion

Nombre Valor de p Numero de Genes
Desarrollo y Funcidn del Sistema Hematoldgico 2.97E-05 - 1.43E-02 21
Morfologia de Organos 1.35E-04 - 1.43E-02

Desarrollo y Funcidn del Sistema Visual 1.35E-04 - 5.37E-03

Morfologia Tumoral 3.36E-04 - 1.43E-02

Desarrollo y Funcidn del Sistema Inmune y Linfatico 6.06E-04 - 1 .43E-02 19
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En el cuadro 13 se muestran los genes mayormente alterados en la comparacién

nifios & adultos con LLA-B, agrupados segun la funcién alterada, formandose 12 grupos con

10 o mas genes. De igual manera que para el cuadro 11, los genes se encuentran

coloreados siguiendo el codigo de colores de un mapa de calor.

Cuadro 13. Genes diferencialmente expresados en la comparacion niiios & adultos con

LLA-B agrupados seguin funcién alterada

MOLECULAS EN RED PUNTAIJE NUMERO FUNCIONES MAS ALTERADAS
DE GENES

ALDH2, APOD, CTNNB1, DNMT3A, FHL1, FZD6, GPR64, GSN, Desarrollo y Funcién del Tejido
IGFBP2, INPP5A, IRF7, KCNN4, MAPKAPK3, MT1E, MTF1, 44 26 Conectivo, Desarrollo y Funcion del
MYH9, PAWR, PLCG2, PRX, PTK2B, RHOH, S100A8, SMADS3, Sistema Esquelético y Muscular,
TOB1 Desarrollo Tisular
ACTN1, AHR, ARID1B, BAD, BCL2A1, CCNE2 (includes EG:9134),
CHKA, CYLD (includes EG:1540), EPAS1, FLT3, HIST1H2AE Crecimiento Celular y Proliferacion,
(includes EG:3012), IGFBP7, IL6ST, MAF, MYBBP1A, NCOA3, 42 25 Enfermedad Inflamatoria, Desdordenes
PIM2 (includes EG:11040), PRKCH, RAPGEF3, RB1CC1, Esqueléticos y Musculares
SMARCA2, SOCS1, TNFSF10, ZHX1, ZYX
BLVRA, BTG1, CRIP2, EPS8, FBXW7, IKBKE, IL2RA, JUN, JUNB, Ambiente, Desarrollo y Funcién del
JUND, LCP2, MAFF, NFKBIZ, PACSIN1, PLCB2, RRAS2, SGK, 33 21 Sistema N,ervioso Expresion Génica
SOS1, TBXA2R ’
ADRBK2, ARRB1, BHLHB2, CCL5, CUGBP2, DDX58, DUSP2, Sefializacion Celular, Replicacion del
EMP1, , FGFR1, ITPR1, LMNA, PDE4D, PER1, PLEK, PPP2R5C 30 20 DNA, Recombinacién y Reparacion,
(includes EG:5527), PTPN7, RGS1, SPRY2, STAT1, Metabolismo de Acidos Nucleicos
ADAM9 (includes EG:8754), ANTXR2, APBA3, CNN3, CST7, Sefializacién Celular , Transporte
DOCK10, EIF4A1, INPP1, INPP5B, LAMP1, LCP2, LDLRAP1, 26 18 Molecular, Metabolismo de Vitaminas
MATK, MCFD2, MGLLPLEK, S100A9, SERPINB6 y Minerales
CCNE2 (includes EG:9134), EMR2, FSCN1, GLIPR1, GPR56, IL6ST, lul . L
MDH2, NOD1, PTP4A3, SGK, SLC6A6, SSR3, TBXAS1, THRAP2, 24 17 CMe‘I’jl:reycsr‘:ﬂ?fL”:aE;r:er' Crecimiento
TP53INP1, TWF1, WSB2
BAD, BRE, CYBRD1, DPEP2, DSCR1, GAS7, GBP2 (includes Movimiento Celular, Desarrollo y
EG:2634), HK2, IFIT5, RAPGEF5, S100A8, SLC16A2, SNF1LK, 22 16 Funcion del Sistema Hematoldgico,
SOCS1, STX6, TMC6 Respuesta Inmune
BAD, BHLHB2, CDC42EP3, DIP, DOK3, DOK4, GAB3, IL6ST, NTSE, 32?:;‘;';@; F””S;‘:grrgﬁ; S'C':Tjg‘:’
P2RY14, SERTAD1, SLC30A1, SOCS1, SOS1, STS-1, TIAM2 22 16 ! ., . !
. Desarrollo y Funcién del Sistema
(includes EG:26230) .

Inmune y Linfatico
ANKRD28, CPT2, DCP2, EIF2C2, HSF1, IL6ST, KLF7, MINA, Ciclo Celular, Ensamblaje Yy
NCAPH2, RSAD2, RXRA, SART2, SETD8, SUPT3H (includes 20 15 Organizacién Celular, Replicacion del
EG:8464), ZBTB16 DNA, Recombinacion y Reparacién

Replicacion del DNA, Recombinacién
ARRB1, ATP10A, ATP9A, DNTT, INHBCKLF9, NPC1, NUDT4, 20 15 y Reparacion , Metabolismo de
PAPDS, PDE2A, PDE4D, PDE9A, PNMT, RAPGEF3, SLC31A2 Drogas, Desarrollo y Funcion del

Sistema Enddcrino
ATP2A3, BTG1, CTSS, DEFA1 (includes EG:1667), DHRS3, GLDC, Metabolismo de Lipidos, Transporte
GRASP, LATS2, LCN8, PLEK, RPL14, SCP2, TBCD (includes 17 13 Molecular, Bioquimica de Moléculas
EG:6904) Pequefias
ANKRD10, CLEC2B, CTSB, EXOCS, HIP1R, IPO11, LEPROT, MTLE, Sefializacion Celular, Replicacion del

15 12 DNA, Recombinacién y Reparacién ,

RANBP2, RPS6KC1, SCAND1, TNFSF8

Metabolismo de Acidos Nucleicos
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En el cuadro 14 se muestran las funciones y padecimientos alterados asociados a los
genes diferencialmente expresados en la comparacién nifios & adultos con LLA-B; de igual
manera que como en el cuadro 12, las funciones y padecimientos alterados estan
distribuidos en tres grupos: 1) enfermedades y desdrdenes; 2) funciones celulares y
moleculares; y 3) desarrollo y funcién del sistema fisioldgico. También se muestran los
rangos de los valores de p de la prueba estadistica aplicada para asociar los genes al
padecimiento, asi como el nimero de genes involucrados para identificar a la funcién o

padecimiento como alterado.

Cuadro 14. Funciones y padecimientos alterados asociados a genes diferencialmente
expresados en la comparacién niiios & adultos con LLA-B

Enfermedades y desordenes

Nombre Valor de p Numero de Genes
Anormalidades y Lesion al Organismo 2.15E-05 - 1.43E-02 21

Cancer 2.83E-05 - 1.43E-02 72
Enfermedad Cardiovascular 4.1E-05 — 1.43E-02 10
Enfermedades Dermatolégicas y Condiciones 9.71E-05 - 1.43E-02 14
Enfermedad del Sistema Reproductivo 1.77E-04 - 1.43E-02 17
‘ Funciones Celulares y Moleculares ‘ ‘

Nombre Valor de p Numero de Genes
Expresion Génica 7.16E-08 - 1.43E-02 60
Crecimiento y Proliferacion Celular 4.73E-07 - 1.43E-02 75
Desarrollo Celular 7.51E-07 — 1.43E-02 59
Muerte Celular 9.45E-06 - 1.43E-02 74
Movimiento Celular 8.92E-05 - 1.43E-02 42
Desarrollo y Funcion del Sistema Fisiologico

Nombre Valor de p Numero de Genes
Sistema Hematoldgico 3.57E-05 - 1.43E-02 37

Tejido Conectivo 1.66E-04 - 1.43E-02 27
Sistema Cardiovascular 2.04E-04 - 1.43E-02 9
Morfologia Tumoral 2.04E-04 - 1.43E-02 13
Comportamiento 2.28E-04 - 1 .86E-03 6
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Como parte del andlisis de vias, se realizaron graficos de interacciones entre las
proteinas que codifican los genes diferencialmente expresados identificados en cada
comparacion. De igual modo que para agrupar a los genes por funcidon o padecimiento
asociado, las interacciones se realizaron en el software Ingenuity™ Pathway Analysis, el
cual se basa en bases de datos de interacciones documentadas que ya han sido probadas
experimentalmente; por lo que las interacciones no pueden ser editadas o forzadas. Las
figuras de interacciones contienen también el cddigo de colores estandar en la
presentacion de datos de microarreglos: el mapa de calor, en el que rojo significa sobre-
expresion y verde significa sub-expresion.

Con la finalidad de hacer sentido biolégico de la relacién entre los genes
diferencialmente expresados, al software de analisis se le solicitd la presentacidon de
interacciones de las proteinas que codifican los genes identificados con expresién
diferencial, pero asocidndolos a una funcidn o padecimiento alterado, o a una via de
sefializacidn o diferenciacion: Cancer, crecimiento celular y proliferacién, desarrollo celular,
expresion génica, hematopoyesis, muerte celular, enfermedades hematoldgicas, via de
apoptosis, via de muerte celular, via del desarrollo del sistema hematoldgico. De manera
consensual, en todos los esquemas se encontraron presentes genes de la via Wnt - 3-
Catenina con alteracién en su expresion: RXRA, CTNNB1, JUN y FOS. En la figura 17 se
muestra un ejemplo de los graficos de interacciones obtenidos en el analisis de vias; en la
figura se observan las diferencias en la expresion de los mismos genes en LLA-T (figura 17A)
y en LLA-B (figura 17B). Cabe mencionar nuevamente que los genes representados son los

qgue tuvieron un valor de expresion diferencial u > 7 entre los grupos comparados.
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Jes'EG:11040)

B

Figura 17. Ejemplo de interaccion entre genes diferencialmente expresados. Genes
asociados a la via del desarrollo del sistema hematolégico. En A) se muestran coloreados con
el codigo de color de mapa de calor a los genes diferencialmente expresados en nifios con
respecto a adultos con LLA-T; mientras que en B) a los genes con expresion diferencial de
nifios respecto a adultos con LLA-B. Nétese la interaccidn entre los genes RXRA, CTNNB1, JUN
y FOS, involucrados en la via Wnt - 3-Catenina; y cdmo los genes tienen niveles de expresién
diferente al comparar la expresion en LLA-T y LLA-B.
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Durante el analisis de vias se descartaron los genes involucrados con actividades
metabdlicas y de mantenimiento, y el analisis de enfocé a genes involucrados en procesos
de regulacion de expresion génica, senalizacidn o desarrollo celular, asi como a aquellos
qgue evidenciaron su interaccién en las vias evaluadas. Por lo cual se seleccionaron
solamente un conjunto de 36 genes identificados en éste estudio para validar su expresion

en muestras de pacientes con LLA de recién diagnéstico.

5.8 VALIDACION POR qPCR-ARRAY DE GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS

Durante el andlisis de vias de los genes diferencialmente expresados identificados
en las muestras analizadas, 36 genes fueron seleccionados para su validacidon. Ademas se
incluyeron 8 genes previamente reportados como potenciales genes marcadores en LLA. Y
finalmente se incluyeron 4 genes endégenos para ser utilizados durante la normalizacion
de resultados.

Se optd por determinar los niveles de expresidon génica por PCR cuantitativa
empleando SYBR Green |, para lo cual fue necesario seleccionar y/o disefiar/redisenar
oligonucledtidos altamente especificos, con una Tm de 60°C = 2°C y que se obtuviera un
amplicén cercano a los 250 pb. Las secuencias de la mayoria de los oligonucléotidos fueron

obtenidas del PrimerBank (http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/). El disefio/redisefio

de algunos oligonucledtidos se realizé con el software Beacon Designer™. El analisis tedrico
de especificidad se realizé con el software Amplify 3.1 para Mac. En el cuadro 15 se
muestran las secuencias y caracteristicas de los oligonucledtidos, tamanos de los
amplicones obtenidos y el nimero de acceso al PrimerBank de los oligonucleétidos
obtenidos de ésta base de datos; con asterisco (*) se denotan los pares de oligonucledtidos
disefados de novo, para los cuales no existen hasta el momento secuencias de

oligonucledtidos publicadas para ser empleados al menos para PCR cuantitativa.
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5.8.1 OPTIMIZACION DE qPCR-ARRAy

Antes de comenzar los ensayos de validacién de los niveles de expresion de los
genes seleccionados, fue necesario optimizar la PCR cuantitativa en arreglo (qPCR-ARRAY),
primeramente determinando la eficiencia y especificidad de las amplificaciones; vy
posteriormente para establecer la concentraciéon minima de RNA total a procesar. Para los
ensayos de optimizacion se trabajo con RNA total de la linea celular NB4, empleada como
control.

Se realizaron PCRs cuantitativa de 26 genes (25 genes problema y un gen
enddgeno), siguiendo la metodologia descrita previamente en el punto 4.7.2 y empleando
3 ug de RNA total de células NB4. La eficiencia se determiné con base en las curvas de
amplificacién, hasta obtener homogeneidad en las pendientes durante la etapa lineal de Ia
amplificacién, indicando esto homogeneidad en las eficiencias de amplificaciéon de los
genes en cuestién y bajo las mismas condiciones de amplificacién. En la figura 18 se
muestran la homogeneidad en las curvas de amplificacion de algunos de los genes

analizados.
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Figura 18. Curva de amplificacion de genes evaluados realizada con SYBR Green. Se
muestra la homogeneidad en la etapa lineal de las curvas de amplificacién de algunos de
los genes evaluados. Las PCRs cuantitativas se realizaron de acuerdo a la metodologia
descrita en el punto 4.7.2, empleando 3 ug de RNA total de células NB4.

73



Resultados

Andlisis de Perfiles de Expresidon Génica en Leucemia Linfobldstica Aguda

Una vez establecida la homogeneidad en las eficiencias de amplificacién se procedid
a la determinacion de la especificidad de las amplificaciones a través de las curvas de
disociacion. La curva de disociacidon es una estrategia post-qPCR que se realiza solamente
cuando se emplea un fluoréforo de intercalacion (como el SYBR Green empleado en los
ensayos de qPCR), con la finalidad de identificar la amplificacion de productos
inespecificos. Un solo pico en las curvas de disociacion (el cual esta determinado por la Tm
del amplicdn) es indicativo de un sélo amplicdn, mientras que la presencia de mas de un
pico es indicativo de inespecificidad (ya que el amplicon inespecifico tendrd una Tm
diferente que se reflejard en un pico extra). En la figura 19 se muestran las curvas de
disociaciéon de algunos de los genes evaluados, en la cual se demuestra la especificidad de
los oligonucledtidos utilizados al obtenerse solamente un pico en cada curva; cabe destacar

la homogeneidad en las condiciones de amplificaciéon utilizadas en la gPCR-ARRAY.
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Figura 19. Curvas de disociacién de algunos genes evaluados por PCR cuantitativa. Se
muestra la presencia de solamente un pico en todas las curvas de disociacion, lo que es
indicativo de la obtencidn la especificidad de los oligonucledtidos utilizados. Las curvas de
disociacion es una estrategia post-gPCR que se utiliza solamente cuando se emplea un
fluoroforo de intercalacion, como el SYBR-Green empleado en ésta cuantificacion.
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Una vez establecida la especificidad de amplificaciéon y la homogeneidad en las
eficiencias de amplificacion se procedid a la optimizacion de la cantidad de RNA total en las
reacciones de PCR cuantitativa, con la finalidad de utilizar la menor cantidad posible de
RNA total de las muestras y poder asi evaluar los niveles de expresion de la mayor cantidad
de genes posibles en cada muestra. Para esto se evalud el efecto de la concentracion de
RNA total en la reaccion de retrotranscripcion que se utilizd en la cuantificacién de los
niveles de expresion de los 25 genes por PCR cuantitativa, siguiendo la metodologia
descrita en el punto 4.7.2. El rango evaluado fue de 3 pg — 0.5 ug, obteniendo como
resultado que 0.5 pg de RNA total arrojan los mismos resultados que emplear 3 pg. Los
niveles de expresion se normalizaron con el gen endégeno [-2-Microglobulina. En la figura
20 se muestra el efecto de la concentracién de RNA total a partir de la cual se partié para

las reacciones de PCR cuantitativa.
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Figura 20. Efecto de la concentracion de RNA total procesado en la PCR cuantitativa en
arreglo (qPCR-ARRAY). Se evaluaron los niveles de expresién obtenidos partiendo de
reacciones de retrotranscripcién realizadas con RNA total de células control (NB4) desde
una concentracion de 3 ug hasta 0.5 pg. Los valores se encuentran normalizados con el
gen enddgeno de expresion constitutiva [3-2-microglobulina. Obsérvese que los niveles de
expresion empleando 0.5 pg son practicamente los mismos que utilizando 3 ug.
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Posterior a la optimizacion de las reacciones de qPCR-ARRAY se procedié a su
aplicacion en muestras clinicas de una cohorte de pacientes con LLA de recién diagnédstico
sin tratamiento. Para determinar diferencias en los niveles de expresion respecto de los
niveles considerados normales, se compararon con los niveles de expresién de cada uno de
los genes de las muestras, con sus respectivos genes en una mezcla de RNA total de 6
sujetos clinicamente sanos. Las reacciones de gPCR para cada gen se realizaron por
duplicado pero teniendo como criterio para su aceptaciéon una desviacidon estdndar <0.05
en los valor de Ct obtenidos, por lo que practicamente las curvas de amplificacién se
traslapan. La comparaciéon de las muestras de pacientes con respecto a las muestras
control sano se realizé con el método AACt Brevemente, los niveles de expresion del
promedio de los duplicados de cada gen fueron normalizados de manera individual con el
promedio de los 4 genes endégenos empleados como controles en cada corrida de qPCR-
ARRAY (GAPDH, RPL13A, B2M y HPRT1), con lo que se obtuvo un valor ACt para cada gen
por paciente y el grupo control sano. Los valores ACt de cada gen en cada muestra fueron
restados al valor ACt de su respectivo gen en el grupo control sano, con lo que se obtuvo

un valor AACt para cada gen. Cada valor AACt se incluyé en la formula PR

, con lo que se
obtuvieron las diferencias en los niveles de expresion de cada uno de los genes analizados
en cada muestra, con respecto al grupo control sano. Ademads se realizd la prueba
estadistica t, con base en los valores ACt de cada gen en las muestras problema y en el
grupo control, en la que se obtuvieron valores de p para cada comparacion.

Con los valores de la expresion diferencial de cada gen, obtenidos mediante el
analisis de los resultados de los ensayos de qPCR-ARRAY vy los valores de p, se realizaron
graficos tipo volcan, aplicando previamente log2 (logaritmo base 2) a los valores de
expresion diferencial (con la finalidad de distribuir los resultados en sub-expresados y
sobre-expresados, dependiendo de si el valor del nivel de expresién obtenido fue <1 6 >1,,

respectivamente. Un valor de 1 significa que el nivel de expresion es idéntico al de la

muestra control de referencia).
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5.8.2 COMPARACION DE NIVELES E EXPRESION
5.8.2.1 COMPARACION POR LINAJE: LLA-T & LLA-B

La comparaciéon de los niveles de expresidon obtenidos por qPCR-ARRAY arrojé a
cuatro potenciales marcadores, que mostraron expresion diferencial preferente por algin
linaje, aunque no fue del todo contundente la agrupacion de acuerdo a los niveles de
expresion. En la figura 21 se muestran los niveles de expresion normalizados de 7 genes: 3
genes enddégenos empleados como controles (GAPDH, RPL13A y [3-2-Microglobulina) y 4
genes con expresion diferencial con tendencia por linaje (AP1B1, PLCG2, NOTCH1 y PAX5),
en la cual se observa muy poca variacidén entre los niveles de expresion de los genes
enddgenos y ninguna tendencia por el linaje de la LLA; sin embargo, para los otros 4 genes
se observa la tendencia de los niveles de expresién de las muestras de LLA-T (color azul),
las cuales tienen niveles de expresion diferentes al de las muestras de LLA-B. También se
puede observar que las muestras de LLA-T tienen menores niveles de expresion de los
genes AP1B1, PLCG2 y PAX5 que las muestras de LLA-B; mientras que NOTCH1 presenta

mayor nivel de expresion en LLA-T.
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Figura 21. Niveles de expresion génica normalizada de genes identificados en la
comparacion por linaje. En color azul se denotan las muestras de LLA-T, y en color rojo las
muestras de LLA-B. Las unidades de expresion son arbitrarias. Se puede observar como las
muestras de LLA-T tienen a agruparse diferente de las muestras de LLA-B.
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En la figura 22 se muestran graficas tipo volcan de los 4 genes con expresion
diferencial en LLA-T respecto de LLA-B. En la grafica se representan los niveles de expresion
entre las muestras, comparadas con la expresién en el grupo control sano. Se marca un
umbral que delimita a los genes con una expresion diferencial de mas de 2 veces, y un valor
de p = 0.05. Los niveles de expresién de los genes AP1B1l. PLCG2 y PAX5 fueron
diferencialmente significativos en LLA-T con respecto a LLA-B; mientras que NOTCH1 a
pesar de observarse una tendencia en la figura 21, al realizarle la prueba estadistica los

niveles de expresidon no resultaron significativos.
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Figura 22. Graficas tipo volcan de los genes con expresion diferencial con tendencia por
linaje. Se muestran los niveles de expresidn de las muestras con respecto al grupo control
sano. En A) AP1B1; B) PLCG2; C) NOTCH1; y D) PAX5. Obsérvese que la expresién de los
genes AP1B1, PLCG2 y PAX5 es diferencialmente significativa; mientras que NOTCH1 a
pesar de presentar tendencia (esquematizada en la figura 21) los niveles de expresidén no
son significativos.
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5.8.2.2 COMPARACION POR GRUPOS DE EDAD: NINOS & ADULTOS

Se compararon los niveles de expresion normalizados por grupos de edad, en la que
los genes IL2RA y CDKN2A presentaron una mayor tendencia a agruparse en adultos, como
se observa en la figura 23. También se identificaron a los genes TMSL8 y WBP5, aunque con
una menor tendencia a agruparse en adultos (ver figura 23). El gen SNF1LK no mostré
tendencia por grupos de edad, a pesar de que en los resultados de expresion en los
ensayos de microarreglos (ver figura 12) resulté ser importante para distribuir a las

muestras de acuerdo al grupo de edad del paciente (ver figura 23).
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Figura 23. Niveles de expresion normalizada de los genes con expresion diferencial con
tendencia por grupos de edad. Se muestran los niveles de expresién diferencial en 5
genes, en la comparacion de muestras con respecto al grupo control sano, en la que se
observa que en adultos los genes IL2RA y CDKN2A tienden a agruparse mas que los genes
TMSL8 y WBP5 que presentan una menor tendencia. La expresion del gen SNF1LK
(representado en la figura 12 con expresién diferencial entre grupos de edad por
microarreglos) no presenta una tendencia de agrupacién diferente entre los grupos de
edad en los resultados de gPCR-ARRAY.

Al realizarle |la prueba estadistica t en la comparacion de los niveles de expresion de
las muestras problema con respecto a las muestras de control sano, la expresién de los

genes IL2RA y CDKN2A resultd ser significativa solamente en algunas muestras de adultos,
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ademas de que no presentd una sub-expresidon preferente por grupos de edad, es decir,
gue tanto las muestras de adultos como de nifios presentaron en su mayoria sub-
expresién, como se demuestra en la figura 24A y 24B.

Por otro lado, los niveles de expresion de los genes TMSL8 y WBP5 presentaron sub-
expresion significativa en las muestras de adultos, aunque al igual que como para los genes
IL2RA y CDKN2A, dicha sub-expresion no fue exclusiva del grupo de adultos (ver figuras 24C
y 24D).

En el caso de los niveles de expresiéon del gen SNF1LK en la comparacion por grupos
de edad, la mayoria de los adultos presentaron sub-expresion significativa, pero no resulté

ser exclusiva de un grupo de edad, como lo parecié demostrar en la figura 12.

5.8.2.3 COMPARACION POR SEXO: HOMBRES & MUJERES

Las comparaciones de los niveles de expresion de acuerdo al sexo no arrojaron
ninguna tendencia. Tanto en los graficos de expresidon normalizada como en los graficos
tipo volcan muestran heterogeneidad en los niveles de expresion. En la figura 25 se
muestra de ejemplo un grafico tipo volcan de la expresion diferencial del gen OPAL1
comparada contra el grupo control sano, en la que se observa una distribucidn
heterogénea de las muestras, a pesar de que la expresidon diferencial es significativa en la

mayoria de las muestras.

5.8.2.4 COMPARACION POR HALLAZGOS EN EL CARIOTIPO

Se compararon los niveles de expresion de los pacientes con resultado de cariotipo.
Los grupos por resultado de cariotipo fueron: cariotipo normal, cromosoma filadelfia
positivo, hiperdiploidia, hipodiploidia, y otros hallazgos. De los genes evaluados, no se
identificaron genes con expresion diferencial que presentaran una agrupacién contundente
asociada a los hallazgos en el cariotipo. Solamente se identificaron a los genes FLT3 y RGS1
con cierta tendencia por algunos de los grupos comparados. En la figura 26 se muestran las
tendencias de la expresidon diferencial de los genes FLT3 y RGS1 de las muestras evaluadas,

por ciertos grupos con alguna caracteristica en su cariotipo.
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Figura 24. Graficas tipo volcan de los genes con expresion diferencial con tendencia por
grupos de edad. Se muestran los niveles de expresién diferencial de 4 genes con
tendencia a agruparse de acuerdo a la edad del paciente con LLA: A) IL2RA, B) CDKN2A,
C) TMSL8, D) WBP5; y en E) a SNF1LK, que no presenta una tendencia de acuerdo a los
niveles de expresion normalizados (figura 23) , pero que al compararse con los niveles de
expresién del grupo control sano se muestra que la mayoria de los adultos presentan sub-
expresion significativa, aunque ésta no se agrupa diferente a la de los nifos. Se observa
también en A) y B) que la mayoria de los adultos presentan sub-expresion de los genes
IL2RA y CDKN2A, respectivamente, sin embargo solamente la expresién de algunas
muestras resulta significativa; mientras que en C) y D) los adultos presentan sub-
expresion significativa de los genes TMSL8 y WBP5, respectivamente, aunque dicha sub-
expresién no es exclusiva del grupo de muestras de adultos.

81




Resultados

Andlisis de Perfiles de Expresidn Génica en Leucemia Linfoblastica Aguda

e Vojeres Figura 25. Ejemplo de resultados

* Hombres obtenidos en la comparaciéon de

HE niveles de expresion diferencial
e entre hombres y mujeres. Se

L Y muestra una grafica tipo volcan en la
§ . * '.’_ que se observa que las muestras no
g e ..' . presentan tendencia alguna para
agruparse de acuerdo al sexo, a pesar

HEH de ser significativo el nivel de
expresion. Las diferencias en niveles

v T L . . ., de expresion parecen no estan

-1
Log2(Veces de Diferencia)

influenciados por el sexo.

A B
1.E-05 1.E-05
CARIOTIPO NORMAL CARIOTIPO NORMAL
©PHI+ © PHI+
1E-04 © HIPERDIPLOIDIA LE-04 « HIPERDIPLOIDIA
@ HIPODIPLOIDIA * OTROZ HALLAZGOS
* OTROZ HALLAZGOS

1.E-03 1.E-03

1.E-02 1.E-02

Valor de p
Valor de p

1E-0L ° - 1E-01

1.E+00 1.E+00
-7 -5 -3 5 7 9 9 -7 -5 3 1 1 3 5

-1 1 3 K E
Log2(Veces de Diferencia) Log2(Veces de Diferencia)

Figura 26. Niveles de expresion diferencial de genes con tendencia a agruparse por su de
acuerdo a hallazgos en el cariotipo. A) Expresidn diferencial del gen FLT3; los pacientes con
hiperdiploidia presentan sobre-expresidon, aunque no es significativa. Tres de las 4
muestras con cariotipo normal presentan sub-expresion significativa de FLT3. B) Las
muestras con hiperdiploidia presentan sub-expresidn significativa del gen RGS1, asi como
también las muestras positivas para el cromosoma filadelfia (PHI+).

5.8.2.5 COMPARACION POR GRUPOS DE RIESGO DE RECAIDA: ALTO & HABITUAL

La comparacion de los niveles de expresién de acuerdo a los grupos de riesgo de
recaida permitié solamente la identificacion del gen DEFA1-3 con sobre-expresién
diferencial significativa en la mayoria de los pacientes con riesgo habitual; mientras que
todas las muestras que presentaron sub-expresién significativa pertenecen al grupo de alto

riesgo, tal como se muestra en la figura 27.
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Figura 27. Sub-expresion del gen DEFA1-3 asociada al grupo de pacientes de alto riesgo.
La sub-expresién significativa del gen DEFA1-3 se presentd de manera exclusiva en las
muestras de pacientes de alto riesgo; mientras que la sobre-expresién del mismo gen se
presentd de manera significativa en la mayoria de los pacientes con riesgo habitual,
aunque de acuerdo a las muestras evaluadas, la sobre-expresién no fue exclusiva de los
pacientes con riesgo habitual. Un grupo de cinco muestras presentaron niveles de
expresion muy similares al grupo control sano (como se observa en la parte central
inferior del gréfico tipo volcan).

5.8.2.6 CLUSTERING DE RESULTADOS DE qPCR-ARRAY

Con los resultados de los niveles de expresion normalizados se generd una matriz, la
cual fue importada al software gratuito dChip, para representar los resultados globales de
los niveles de expresion de los 48 genes evaluados (incluyendo los genes endégenos
empleados en la normalizacién) en la cohorte de las 55 muestras analizadas. En la figura
28A se muestra el gréfico de clustering jerarquico no supervisado obtenido, en el que se
muestra su distribucion en 6 grupos (de acuerdo al cédigo de colores en la parte inferior),
sin embargo, los grupos no se asocian a ninguna variable evaluada. En la figura 28B se
muestra el andlisis de componentes principales (PCA, representado como un grafico de
dispersion en el que el valor de la expresion de cada gen en cada muestra se conjuntan
para otorgarle a la muestra una posicion determinada en el espacio, con la finalidad de
identificar o inferior asociaciones con otras muestras o caracteristicas), en el que las
muestras se representan coloreadas de acuerdo al cédigo establecido en la parte inferior

de la figura 28A; los grupos formados no se asocian a las variables analizadas.
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Figura 28. Representacion global de resultados de qPCR-ARRAY. A) Clustering jerarquico
no supervisado de los niveles de expresiéon normalizados de todos los genes evaluados en
las 55 muestras analizadas; se observa la distribucion en 6 grupos, pero no se asocian a las
variables analizadas. B) Analisis de Componentes Principales coloreado de acuerdo al
cddigo de colores de los grupos formados en el clustering jerdrquico no supervisado; se
observa la formacion de 5 grupos, aunque éstos no coinciden con las variables analizadas.
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CAPITULO VI
6. DISCUSION

Los datos demograficos de la poblacién con leucemia linfoblastica aguda estudiada
arrojan los mismos datos de frecuencia que se presentan en otras regiones geograficas,
como en los Estados Unidos y varios paises europeos.’® En nuestra poblacién el 81.2%
fueron nifios y un 18.8 de adultos; sin embargo, la frecuencia de hombres con leucemia
linfoblastica aguda fue la misma que en mujeres (50% en cada grupo). El linaje mas
frecuente fue de precursores de linaje B, seguido por el linaje T (83.3% y 12.5%,
respectivamente). Se presentaron un par de casos de LLA atipicas: un caso de LLA-NK y uno
de LLA bifenotipica. De manera caracteristica, 5 de las 19 muestras con resultado de
cariotipo no presentaron anormalidades, aunque eso no descarta la presencia de

alteraciones cripticas.

Con la finalidad de obtener un perfil de expresion lo mas intacto posible y que
representara a la poblacion celular afectada, se establecid un rdpido procesamiento de la
muestra, desde su obtencion hasta la extraccién del RNA total. Durante el procesamiento
de la muestra se incluyd centrifugacién en gradiente y el enriquecimiento del linaje celular
causante de la leucemia, para obtener de ésta manera un perfil de expresion especifico de

la leucemia en el paciente.

Solamente se escogieron 11 muestras para ser procesadas hasta su hibridacién en
microarreglo; y fueron las que tuvieron una mayor concentracién de RNA total, que
presentaron una mayor integridad, y que ademas tuvieron las variables para permitir
comparaciones: edad, sexo, prondstico y linaje. Sin embargo, hubieron mdas muestras que
pudieron haber sido procesadas por cumplir los requisitos de calidad y concentracién de la
muestra, pero se tuvo la limitante del nimero de microarreglos disponibles al momento de

realizar el ensayo.

Los microarreglos utilizados (HG U133 Plus 2.0) contiene oligonucledtidos que

representan a ~47,000 transcritos, representando en total a ~38,500 genes. Las
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comparaciones realizadas se hicieron a partir de los perfiles de expresion génica de
muestras de sangre periférica y/o médula dsea de pacientes con LLA de recién diagndstico
y sin tratamiento. La metodologia de los microarreglos de expresién génica utilizados no es
competitiva, por lo que solamente la muestra problema es marcada e hibridada por
microarreglo, y dada la inclusion de “spikes” de concentracién conocida, durante el analisis
de obtiene la concentracion relativa de transcritos en la muestra, lo que analiticamente
hace posible la comparacidon de resultados entre varias muestras, sin la inclusién de un
control normal o sano.

Las comparaciones de los perfiles de expresién se realizaron entre grupos de edad,
sexo, linaje y prondstico terapéutico, con la finalidad de identificar genes con niveles de
expresion diferencial entre grupos. Para seleccionar a los genes como potenciales
marcadores, se empled un umbral de 7 veces los niveles de expresiéon de cada gen al
comparar entre grupos. El alto nivel del umbral fue para seleccionar solamente a los genes
gue presentaran una diferencia real entre las muestras y grupos comparados, y evitar de
ésta manera que las diferencias se pudieran deber a cuestiones metodoldgicas durante el
procesamiento de la muestra, o a las variaciones individuales de cada paciente. Ademas, el
tener un nivel de expresion alto compensa en parte el efecto de “dilucién del nivel de
expresion” al extraer el RNA total de toda la muestra sin separar y/p concentrar por tipos
celulares.

En estudios previos recientes en los que se estudia a pacientes con LLA se han
propuesto algunos genes como potenciales marcadores, tales como OPAL1, PAX5,
CASP8AP2 y CD58, sin embargo, la realizar las comparaciones no identificamos a ninguno
de éstos genes con niveles expresiéon diferencial que cumplieran con el umbral estricto
empleado en el estudio. Otro conjunto de genes con expresion diferencial reportada: MYC,
p53, FLT3 y CDKN2A, tampoco superaron el umbral de seleccion propuesto. Tras el analisis
de vias de los genes con expresidon realmente diferencial que identificamos en nuestro
estudio, se seleccionaron 36 genes para su validacion. Ademas se incluyeron 8 de los genes
previamente reportados que nosotros no encontramos diferencialmente expresados bajo

nuestros criterios de seleccion, y 4 genes enddgenos de expresion constitutiva para
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permitir la normalizacién en los ensayos. Los niveles de expresién se validaron en una
cohorte de 48 muestras de pacientes con LLA de reciente diagndstico y sin tratamiento. La
metodologia para su validacién fue PCR cuantitativa con SYBR Green como fluoréforo
detector, bajo condiciones homogéneas de amplificacién simultanea de los 48 genes
mencionados.

Como resultado de los ensayos de validacién, la comparacion de los niveles de
expresién de acuerdo al linaje de la LLA arrojé solamente la expresion diferencial con
tendencia de 4 genes: AP1B1, PLCG2, NOTCH1 y PAX5. Al comparar los niveles de expresion
de las muestras contra el grupo control sano (empleado solamente durante la validacion) y
aplicar la prueba estadistica, AP1B1 y NOTCH1 resultaron sub-expresados, pero no
mostraron tendencia por algun linaje (ver figuras 22A y 22C), sin embargo PLCG2 y PAX5
mostraron una mayor tendencia a sub-expresarse en LLA-T (ver figuras 22B y 22D). La
expresion baja o nula de PAX5 (Paired Box Gene 5, en inglés) en LLA-T ya ha sido reportada
previamente, junto con la mayor expresion en LLA-B¥®°. PAX5 ha mostrado una mayor
expresion en pacientes en recaida.?®

La sub-expresion del gen PLCG2 (Fosfolipasa C gamma 2) ha sido identificada
previamente en leucemia linfocitica crénica, pero no se ha validado su expresién.’® *
Solamente existe un reporte que lo identificé en LLA, como predictor de LLA-T.”® Sin
embargo, lo resultados de la validacion en la cohorte estudiada muestran tanto sobre-
expresion como sub-expresion en linaje B pero la mayoria sin significancia estadistica,
mientras que los pacientes de linaje T muestran en su mayoria una sub-expresion
significativa (ver figura 22B).

Los niveles de expresidon normalizados de los genes IL2RA, CDKN2A, TMSL8, WBP5 y
SNF1LK, parecieron arrojan una tendencia a agruparse por grupos de edad (nifos &
adultos), sin embargo al comparar con el grupo control sano y aplicar la prueba estadistica,
los niveles de expresion de los genes IL2ZRA y CDKN2A resulté ser significativa solamente en
algunas muestras de adultos. La expresion diferencial del gen CDKN2A entre nifios y

adultos, ya habifa sido reportada previamente identificada en LLA%®, y nuestros resultados

coinciden con su reporte, en el que no existe consistencia en los niveles de expresion entre
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grupos de edad. La sub-expresion de TMSL8 y WBP5 fue constante y significativa en todas
las muestras adultos, sin embargo, para el gen WBP5 los niveles de expresion no fueron
diferentes de los nifios. Los niveles de expresién del gen TMSL8 tampoco fueron exclusivos
del grupo de adultos, aunque éstos presentaron niveles de expresidon mas significativos que
los nifios (ver figura 24 C). El gen SNF1LK resultdé sub-expresado significativamente en la
mayoria de los adultos, aunque al igual que la expresion del gen WBP5, los ninos
presentaron niveles de expresion muy similares. Los resultados de la validacién de los
niveles de expresiéon comparados por grupos de edad no arrojaron resultados claros,
indicando que pareciera no existir diferencias entre los perfiles de expresién entre nifios y
adultos, por lo que pareciera que la edad es una caracteristica clinica dispensable.

La comparacién de los perfiles de expresidn de acuerdo al sexo del paciente no mostré
diferencia alguna en los niveles de expresion, por lo que el sexo resulta, al menos con
nuestros resultados, una caracteristica dispensable como factor prondstico.

La comparacidn de los perfiles de expresidn de acuerdo a hallazgos en el cariotipo no
se realizd con los resultados de microarreglos, porque no todas las muestras analizadas
tuvieron resultado de dicho estudio. Sin embargo, la comparacién de los niveles de
expresidn de los genes validados entre las muestras con resultado de cariotipo, permitio la
identificacion de los genes FLT3 y RGS1. El gen FLT3 resulté sobre-expresado en
hiperdiploidia, aunque solamente significativo en 1 de 3 casos (ver figura 26A). Este

hallazgo ya ha sido reportado previamente,** %’

en los que ademds muestran que se
encuentra mayormente sobre-expresados en el linaje B Las muestras con hiperdiploidia y
portadores del cromosoma filadelfia presentaron sub-expresidn significativa del gen RGS1
(ver figura 26B), el cual ha sido reportado con sobre-expresidn pero en pacientes con
leucemia de células T del adulto (causada por el virus HTLV-1).%®

En la comparacién de los grupos de acuerdo al riesgo de recaida, solamente se
identifico al gen DEFA1-3 (Alfa Defensinas 1, 2 y 3; DEFA1 y DEFA3 difieren solamente por
el primer aminoacido en el extremo amino, mientras que DEFA2 es el resultado de la

degradacion parcial de DEFA1 y DEFA3). El gen DEFA1-3 mostro sub-expresion significativa

solamente en muestras de pacientes con alto riesgo a recaida; la sobre-expresién estuvo
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presente tanto en pacientes con caracteristicas clinicas de riesgo habitual como de alto
riesgo. Recientemente se identificd a éste gen sobre-expresado en pacientes con LLA en
recaida o refractarios al tratamiento.’® Cabe destacar que las estrategias para su
identificacion fueron diferentes, y que al comienzo del presente estudio no se considerd su
inclusion como un marcador ya que aun no habia sido reportado; como resultado del
analisis , DEFA1-3 fue identificado diferencialmente expresado y validados sus niveles de
expresion. Mientras que en el trabajo de Basso® realizaron la identificacién por
microarreglos de manera competitiva entre las muestras pareadas del mismo paciente
(antes y después del tratamiento), nuestro estudio se enfocé solamente a las muestras de
recién diagndstico y la hibridacién no fue competitiva. Sin embargo, en el estudio de Basso
no existen datos referentes al nivel de expresion diferencial al momento del diagndstico,
solamente hacen énfasis en que existe una sobre-expresidon en pacientes en recaida o
refractarios al tratamiento. En nuestro estudio encontramos sub-expresion significativa
solamente en el grupo de pacientes con alto riesgo de recaida, por lo que el estudio del
seguimiento de los niveles de expresién durante el curso del tratamiento y su asociacion
con los eventos de recaida y/o refraccién al tratamiento podra arrojar datos de la
significancia de las diferencias en los niveles de expresion al momento del diagndstico.

Este ultimo hallazgo resulta ser el mds interesante de la presente investigacién, dado el
efecto antiviral de las Alfa Defensinas 1 — 3, identificado in vitro, en ensayos con VIH-1 en
los que suprime su transcripcion y replicacidon tanto en linfocitos T CD4+,'® como en
CD8+.'%* También se ha demostrado el papel antagonista de las DEFA1-3 en la inhibicién de
la infeccidn por virus del papiloma humano (HPV) en ensayos con pseudovirus capaces de

infectar a células Hela. 1°2

Los ensayos con VIH-1 ponen en evidencia la potente actividad
anti-VIH de las DEFA1-3, sin importar la cepa viral o célula blanco de que se trate.'®

El andlisis de agrupamiento jerarquico no supervisado (ver figura 28A) de los niveles
de expresién obtenidos por gPCR-ARRAY muestran una distribucidn que no coincide con
ninguna de las variables estudiadas. La misma observacidn se obtiene al analizar el grafico

del andlisis de componentes principales (ver figura 28B). Dichos hallazgos de manera

contraria a lo que pudiera pensarse, son indicativos de la heterogeneidad en los perfiles de
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expresion en LLA previamente identificada,’® de alli la dificultad de su estudio. Sin
embargo, la heterogeneidad ilustrada pudiera tomar sentido al evaluar los cambios en los
niveles de expresidon en muestras de seguimiento y su asociacidén con eventos de respuesta
al tratamiento, recaida o refraccion. Por lo que, el estudio de los niveles de expresion de los
genes identificados en las comparaciones realizadas, durante las etapas iniciales del
tratamiento y tomando como referencia el nivel de expresién al momento del diagndstico
sin tratamiento, permitird la seleccion y/o confirmacidon de los genes seleccionados en
nuestro estudio, y aquellos previamente reportados, como marcadores prondstico, ademas
de que permitira evaluar su eficacia como marcadores para el monitoreo de la enfermedad
residual minima en LLA. El seguimiento de los niveles de expresidn y su andlisis en conjunto
pudieran arrojar resultados de su significancia, y reforzar la hipotesis de que un solo gen no
aporta suficiente informacién diagndstica, siendo necesaria la determinacién de los niveles
de expresion de un conjunto de transcritos.

El presente trabajo es el primero en México que estudia los niveles de expresion en
pacientes con LLA empleando microarreglos de expresidon génica. La importancia y
trascendencia de los resultados radica en que la poblacién estudiada es étnicamente
diferente a la poblacidon estudiada en reportes de grupos en Estados Unidos y paises
europeos, y que en resultados no publicados por el grupo del Instituto Nacional de
Medicina Genémica (INMEGEN) muestran marcadores especificos de poblacidon mestiza de
América, lo que desde el punto de vista farmacogendmico implicaria diferencias en las
respuestas al metabolismo de farmacos con resultados excelentes en poblaciones
étnicamente diferentes a la nuestra; por lo que es necesario el estudio de los genes
identificados y propuestos en nuestro estudio para su evaluacién como candidatos a
marcadores pronodstico, ademds de marcadores para el monitoreo de la enfermedad
residual minima en poblaciones diferentes a la nuestra. Del mismo modo, la determinacion
de los niveles de expresion de los genes reportados como candidatos a marcadores (en
poblaciones diferentes a la nuestra) por otros grupos de estudio y su asociacién con la
respuesta al tratamiento, permitird determinar su eficacia en pacientes con LLA en nuesta

poblacion.
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CAPITULO VII

5. CONCLUSIONES

10.

La frecuencia y distribucion de la leucemia linfoblastica aguda (de acuerdo a la
edad y sexo) es igual a la reportada en la poblacion de Estados Unidos y paises
europeos.

Se confirmé la sub-expresién del gen PAX5 en pacientes con leucemia linfoblastica
aguda de linaje T, aunque dicha sub-expresién también se presenté en algunos
casos de linaje B.

Se identificd la sub-expresion significativa del gen PLCG2 en leucemia linfoblastica
aguda de linaje T, aunque no fue exclusiva, ya que también se identificd sub-
expresion y sobre-expresion en linaje B.

Los niveles de expresion diferencial del gen CDKN2A son muy variables y no son
dependientes de la edad de presentacion de la leucemia linfobldstica aguda.

La sub-expresién de los genes TMSL8 y WBP5 fue constante y significativa en
adultos con leucemia linfoblastica aguda; aunque en el grupo de nifios se presentd
tanto sub-expresién como sobre-expresion, pero no fueron significativos.

No existen diferencias en los perfiles de expresidn génica entre hombres y mujeres.
El gen FLT3 presentd sobre-expresidon en pacientes con hiperdiploidia, mientras
gue el gen RGS1 mostrd sub-expresion significativa en pacientes con hiperdiploidia
y positivos para el cromosoma filadelfia.

El gen DEFA1-3 mostré sub-expresion significativa solamente en el grupo de
pacientes con alto riesgo de recaida clinica, indicando por su papel antiviral la
probable implicacidon de un agente viral como agente etioldgico.

Se identificaron un conjunto de 5 potenciales nuevos genes marcadores para su
uso prondéstico (PLCG2, TMSL8, WBP5, RGS1 y DEFA1-3) en leucemia linfoblastica
aguda que no muestran asociacién por edad ni sexo.

Se identificé a la via Wnt-B Catenina constantemente alterada, e involucrada

principalmente en la via del desarrollo del sistema hematoldgico.
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CAPITULO VIII
PERSPECTIVAS

Es necesaria la evaluacién de los niveles de expresién de los genes identificados en
éste estudio, en conjunto con genes identificados en otros estudios, como lo son: PAX5,
CD58 y CASP8AP2, en muestras consecutivas de pacientes con leucemia linfobldstica
aguda, para evaluar la eficacia de éstos como marcadores prondstico de respuesta al
tratamiento, y estratificar de manera temprana a pacientes con indicios de alto riesgo de
recaida. El andlisis de los niveles de expresién al momento del diagndsticoy a los 7 y 15
dias de iniciado el tratamiento sera crucial para la asociacidon a eventos de recaida; asi
también una vez excluidos y/o validados los marcadores, evaluar su utilidad para el
monitoreo de la enfermedad residual minima durante las etapas siguientes del
tratamiento, y determinar la capacidad de los genes marcadores para identificar recaidas
tardias.

Desde el punto de vista de investigacién bdsica, seria muy interesante evaluar los
niveles de expresiéon de genes involucrados en la respuesta antiviral, asi como la
identificacion de secuencias virales en muestras de pacientes con LLA, con la idea de
reforzar la hipdtesis del agente viral como agente etioldgico de ésta leucemia. También
resulta interesante el estudio de la via Wnt-B Catenina, que se encontrd constantemente
alterada en el andlisis de vias, enfocandose a los mecanismos que conllevan a su alteracién
y cdmo ésta se mantiene y contribuye al estado transformado e inmaduro de la LLA.

De manera general, se espera que de manera gradual y basado en resultados
tangibles, se incluya el monitoreo molecular de la enfermedad residual minima en LLA
como una prueba rutinaria que sirva de base a los hemato-oncélogos para tomar
decisiones en el tratamiento de los pacientes, permitiendo de ésta manera la inclusidn de

la nueva “medicina gendmica” en nuestro pais, al menos en el area hemato-oncoldgica.
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ANEXO |
Andlisis de Perfiles de Expresién Génica en Leucemia Linfobldstica Aguda

Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”
Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn

Protocolo:
“Busqueda de marcadores moleculares para el monitoreo de la Enfermedad
Residual Minima en pacientes con Leucemias Agudas”

( CONSENTIMIENTO INFORMADO )

Por éste medio y de manera oral, se le invita a usted (o al padre o tutor en el caso de menores de edad) a
participar en el protocolo de investigacion: “Busqueda de marcadores moleculares para el monitoreo de la
Enfermedad Residual Minima en pacientes con Leucemias Agudas”, en el cual, de manera sencilla y entendible se
describe brevemente a continuacion:

Las leucemias agudas, ya sea Mieloide o Linfoide se presentan tanto en niflos como en adultos, y una vez
diagnosticada, se procede al tratamiento. Actualmente, durante la etapa de tratamiento se monitorea la respuesta a
éste cada vez que se le toma una muestra de sangre. Los métodos de monitoreo tradicionales si bien son eficaces, no
pueden predecir recaidas ni respuestas al tratamiento por si solos, ademas de que necesita un incremento dramatico
en el nimero de células leucémicas para determinar que el tratamiento no estd funcionando, y que es necesario
incrementar la intensidad o cambiar el esquema de tratamiento. En la actualidad existe un método para el monitoreo
de la respuesta al tratamiento que se utiliza ampliamente en los paises de primer mundo, el cual permite predecir
recaidas y respuesta al tratamiento de 2 a 4 semanas de anticipacidn, pero presenta como principal desventaja el
costo y tiempo que éste implica. También, existe una variante de éste método que es aplicable en hasta un 40% de los
pacientes con Leucemias Agudas, el cual es de un costo mucho menor y con una eficiencia del 100% respecto al
monitoreo, sin embargo, no se realiza actualmente en nuestro pais. Para el 60% de los pacientes que no son
evaluables por ésta metodologia es necesario buscar la manera de poder monitorear la respuesta al tratamiento, por
lo que en éste estudio se plantea el desarrollo de un método sencillo y de bajo costo, ademas de eficaz para
monitorear al paciente. Entre las ventajas que presentan éste tipo de estudios se encuentran: el diagnostico con
precision de la Leucemia Aguda, prediccidn de recaidas y respuesta al tratamiento con anticipacidn, lo que permite
administrar un tratamiento personalizado basado en éstos hallazgos, es decir, administrar un tratamiento mas intenso
a los pacientes con predisposicidon a recaidas o que no respondan al tratamiento; o disminucién en la intensidad y
frecuencia de aplicacion del tratamiento en los pacientes que si responden a éste; todo esto con anticipacion, de
manera que el paciente no llegue a presentar sintoma alguno de recaida. Al paciente de recién diagndstico se le
tomaran por Unica ocasidn tres pequerios tubos de muestra, y para la siguiente toma sucesiva, asi como para los
pacientes con tratamiento en curso y en seguimiento, un tubo de muestra extra a la que de manera rutinaria se le
venia tomando en cada cita. Los resultados que se obtengan de las muestras se irdn anexando al expediente, y
reportando al médico tratante, para que el tome decisiones con base en ellos, con beneficio para el paciente y la
institucidon tratante, pues tendra un tratamiento mds eficaz y menos prolongado, disminuyendo también costos de
tratamiento para la institucion tratante y los familiares, junto con todo lo que ello implique.

Una vez enterado de la importancia del proyecto, se le exhorta a leer las siguientes cldusulas:

e Se me ha explicado que padezco un tipo de leucemia aguda y que se me propone participar en un proyecto
de investigacidn que tiene como objetivo monitorear mi enfermedad con nuevas tecnologias.

e Se me ha informado que se tomardn muestras de sangre periférica de manera sucesiva y por el tiempo que
dure el estudio. Estas muestras son adicionales al estudio que requiere mi enfermedad, y como cualquier
toma de sangre, puede causar moretones y pequefios sangrados que se resolveran rapidamente siguiendo las
indicaciones del médico.
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e Los resultados de este estudio ayudardn a diagnosticar mejor mi enfermedad y el de otros pacientes a
mediano plazo.

e Se me explicd que fui elegido de manera aleatoria y que los estudios no interfieren en el curso de mi
enfermedad ni en mi tratamiento.

e Se me aclardé que puedo abandonar el estudio cuando yo lo decida, sin que ello afecte mi atencién de parte
del médico y hospital.

e Autorizo la publicaciéon de los resultados de mi estudio a condicion de que en todo momento se mantendra el
secreto profesional y que no se publicard mi nombre o revelard mi identidad.

e El estudio me es proporcionado gratuitamente por el Centro Universitario Contra el Cancer del Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”, de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

e  Este estudio y sus procedimientos me han sido explicados a mi entera satisfaccion, en mi propio idioma, y se
me ha proporcionado una copia de este informe de consentimiento. He tenido la oportunidad de hacer
preguntas y éstas han sido contestadas a mi entera satisfaccién. Por lo tanto he decidido participar
voluntariamente en el proyecto titulado: “Busqueda de marcadores para el monitoreo de la Enfermedad
Residual Minima en pacientes con Leucemia Aguda”

( Datos a lienar por el Investigador \
Nombre del Paciente: Edad: Sexo: OM OF
Fecha: O Primera Muestra (0 Seguimiento (Inicio de Tx: )
Poblacién de Origen: Seguird todo el TxenelcucC: O Si O No
Dx: IFT: N2 Registro:

Estudio de cariotipo o FISH previo: [ Si (Resultado: ) O No )

Nombre y firma del paciente o responsable legal:

Nombre, y firma del testigo 1:

Nombre, y firma del testigo 2:

Nombre y firma del Investigador Responsable: _ Dra. Rocio Ortiz Lépez

Para preguntas o comentarios comunicarse con:

Dra. Rocio Ortiz Lépez,
MC. Angel Lugo Trampe,

Al teléfono 8348 5287 o al 8329 41 74, ext. 2592

O bien escribir un correo electrénico a:
lugoweb 2@hotmail.com, rortiz@fm.uanl.mx
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