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RESUMEN

La leucemia mieloblastica presenta (en su gran mayoria) la translocacion t(9;22),
la cual se caracteriza citogenéticamente por la presencia del cromosoma “Filadelfia
(Ph)”. Este cromosoma anormal genera la fusion del gen constitutivo ber (presente en el
cromosoma 9) con el proto-oncogen c-abl (presente en el cromosoma 22), dando como
resultado la fusion ber-abl, y la expresion de su producto génico (la proteina BCR-ABL).

La expresion de BCR-ABL provoca la desregulacion de varias funciones y vias de
sefalizacion celulares, ocasionando la patologia. Hasta el momento, se han caracterizado
tres variantes de la fusion génica bcr-abl, denominadas mayor, menor y micro,
respectivamente. Todas estas variantes, a pesar de ser de mal prondstico, presentan
ciertas diferencias en la respuesta al tratamiento, lo que hace importante conocer y
caracterizar su punto de union.

En el presente trabajo se realizé el analisis y la caracterizacion molecular de la
fusion génica bcr-abl de células malignas de tres individuos leucémicos con diagndstico
citogenético Ph(+). El transcrito de bcr-abl fue detectado y amplificado mediante la
técnica de RT-PCR. Los productos obtenidos fueron clonados y secuenciados. Los
resultados del analisis bioinformatico de la secuencia nucleotidica y polipeptidica
deducida, indican que las tres muestras analizadas expresan la fusién bcr-abl mayor,

variante b2a2.



I. INTRODUCCION

1.1. Situacion de las leucemias en México

El cancer es un padecimiento complejo y multifactorial, del cual diversos estudios
y registros han revelado su magnitud y gravedad, ubicandolo como uno de los principales
problemas de salud en todo el mundo [OMS, 2000].

En México, los registros nacionales sefialan que los tumores malignos son una de
las principales causas de mortalidad en edad productiva y post-productiva. En mujeres,
las principales causas de morbilidad por neoplasias malignas son cancer de mama, de
tero y leucemias; en tanto que en hombres, destacan las leucemias, el cancer de traquea-
bronquios-pulmén, de estomago y de colon [RHNM, 2000].

Por otro lado, la mortalidad infantil por neoplasias fue dividida por grupos de
edad: quinta causa de muerte (6.1%) en nifios de 1-4 afios (54% por leucemias) y segunda
causa de muerte (15.1%) en nifios de 5-14 afios (57.6% por leucemias). Resulta evidente
que las leucemias son un grupo de neoplasias comun en la poblacién mexicana [SSA,
2002].

Las leucemias son un tipo de neoplasia coman, tanto en nifios como en adultos,
caracterizadas por la proliferacion anormal y acumulacién de células inmaduras de la
sangre. La leucemia mielogénica cronica fue la primera enfermedad maligna en la que se
demostrd una alteracion genética y es, actualmente, el modelo de leucemia mejor

estudiado a nivel molecular [Besses Raebel, 2002].



El creciente conocimiento de los diversos eventos moleculares que intervienen en
las leucemias ha estimulado la busqueda de agentes terapéuticos que puedan actuar sobre
éstos e inhibir la proliferacion de las células malignas [Kurtzberg, 1997].

En nuestra realidad social actual, los servicios de salud que estdn a nuestro
alcance no cuentan con el suficiente apoyo diagnéstico en las etapas tempranas de la
enfermedad y en las etapas posteriores al tratamiento (monitoreo), lo cual repercute
directamente en el porcentaje de supervivencia de los pacientes. Asi pues, es de gran
relevancia el conocimiento y la comprension del comportamiento biolégico de la
enfermedad, de manera que éstos conduzcan hacia nuevas alternativas de diagndstico,

tratamiento y pronostico [AMP, 2003].

1.2. Leucemias

1.2.1. Clasificacion

Las neoplasias infantiles forman parte de una pequefia proporcion de todos los
casos de cancer, a nivel poblacional; sin embargo, comprender la oncogénesis y la
evolucién de la terapia anti-cancerigena, tendria un gran impacto por su contribucion
relativa a la mortalidad infantil [Smith, 2002]. Ademas, el impacto sociologico de las
neoplasias infantiles es mucho mas fuerte, ya que regularmente deshace la vida familiar y
potencialmente puede ocasionar la pérdida de varios afios de vida productiva de los
individuos [Rivera Luna, 2000].

Las leucemias son desdrdenes mielo-proliferativos con una expansion clonal de

células hematopoyéticas transformadas, debido a la alteracion de una clona celular que



surge de un progenitor hematopoyético y que, finalmente, origina un estado de
insuficiencia medular: las células malignas reemplazan al tejido hematopoyético normal
en la medula 6sea y se infiltran hacia ganglios linfaticos, bazo, higado y otros 6rganos. La
célula predominante en medula 6sea y sangre periférica se puede identificar como blasto
[Besses Raebel, 2002].

De acuerdo a la clasificacion de la OMS, las neoplasias hematoldgicas se dividen
segun la linea celular afectada: mieloides, linfoides, mastoides o histiociticas. En cada
categoria, las diferentes enfermedades se definen de acuerdo a una combinacion de
manifestaciones morfoldgicas, inmunofenotipicas, genéticas y datos clinicos especificos.
Sin embargo, la clasificaciones mas prevalente se basa en el tipo de proliferacion celular
y el diagndstico/pronostico del padecimiento: linfoblastica o mieloblastica y aguda 0
cronica (identificadas comunmente como LLA, LLC, LMC y LMA, respectivamente)
[Piedras, 2000].

Cuando la leucemia no es tratada a tiempo, la supervivencia puede ser corta; sin
embargo, con el reciente desarrollo de mejores métodos de diagndstico y de regimenes
terapéuticos correctamente disefiados, la mayoria de los leucémicos entran en un periodo
de remision prolongada y, al parecer, muchos se curan [Rivera Luna, 2000].

El disefio del tratamiento basado en el riesgo requiere de la disponibilidad de
factores prondsticos que consistentemente predigan un efecto exitoso. Para algunas
leucemias (como LLA infantil), los datos clinicos y de laboratorio, tales como la cuenta
de glébulos blancos, la morfologia celular, el inmunofenotipo, la citogenética, el namero
de cromosomas y la deteccién molecular de translocaciones cromosémicas recurrentes

han demostrado tener valor prondstico [CancerWEB].



1.2.2. Analisis genético

El anélisis citogenético de las células malignas y la detecciébn molecular de
algunas alteraciones cromosomicas recurrentes, correlaciona especificamente con
distintos tipos de neoplasias hematoldgicas, lo cuél proporciona una valiosa informacion
con aplicaciones clinicas y terapéuticas significativas. Algunas alteraciones
cromosdmicas, como las translocaciones, son detectadas cominmente en un alto nimero
de casos de individuos leucémicos; lo cuél representa un buen biomarcador de uso clinico
[Hjalgrim, 2002].

El analisis molecular de las anormalidades citogeneticas ha permitido identificar a
los genes involucrados en la transformacion neoplasica. Ademas de su localizacién, en
muchos casos también se conoce su funcion, lo cual ha permitido obtener evidencia de su
participacion en la transformacion celular.

Desde la década de 1980°s, varios métodos moleculares han favorecido,
progresivamente a la identificacion de alteraciones genéticas asociadas a leucemias. De
gran utilidad han sido algunas metodologias, tales como la hibridacion tipo Southern blot,
la hibridacion in situ fluorescente o FISH (del inglés Fluorescent In Situ Hybridisation),
y la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (del inglés Polymerase Chain Reaction).
La inclusion de estas técnicas moleculares ha permitido mejorar la certeza del
diagnostico. Esto es, ha sido posible detectar translocaciones que habitualmente no son
identificadas por los andlisis citogenéticos de rutina, e incluso distinguir lesiones
cromosOmicas que aparentemente son idénticas, pero difieren a nivel molecular [Marin,

2001].
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De esta manera, el desarrollo e implementacion de metodologias que permitan la
deteccion molecular, simple o multiple, de los productos de expresion de fusiones génicas
presentes en individuos leucémicos es de gran importancia para el diagndstico, prondstico

y seguimiento de la enfermedad [Romero-Guzman, 2002].

1.3. Cromosoma Filadelfia (Ph) y la fusion génica bcr-abl

Algunas leucemias presentan la translocacion t(9;22), comlUnmente llamada
cromosoma Filadelfia (Ph). Este cromosoma anormal produce la fusion del gen
constitutivo bcr (del cromosoma 9) con el proto-oncogen abl (del cromosoma 22). La
expresion de la proteina de fusion BCR-ABL provoca la desregulacion de varias
funciones y vias de sefalizacion, ocasionando la enfermedad. Los detalles que asocian a
los mecanismos o fendmenos genotoxicos de la fusion bcr-abl con los procesos
leucémicos aun no son claramente conocidos, pero ésta se observa en un gran nimero de
casos de leucemias [Satake, 2008].

El gen abl humano (por su semejanza con el gen de la leucemia murina de
Abelson) codifica para una tirosina-cinasa cuya actividad se encuentra estrictamente
regulada. Este gen se expresa como una proteina de 145 KDa, con 2 isoformas que
surgen de la recombinacion del primer exon. La proteina ABL se caracteriza por la
presencia de 3 dominios SRC, donde el dominio SH1 tiene la funcion de tirosina-cinasa.
Al parecer, ABL participa en la modulacion e integracion de sefiales que influyen en el

ciclo celular y la apoptosis.
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Figura 1. Representacion esquematica tanto de los genes abl y bcr en humanos como de
las fusiones bcr-abl mas comunes en leucemias Ph(+).

En la parte superior se muestran los genes abl y bcr resaltando los exones primordialmente implicados en las fusiones
génicas. En tanto que los transcritos maduros obtenidos después del mecanismo de “splicing” se observan en la parte
inferior.

El gen bcr humano (del inglés breakpoint cluster region) codifica para una
proteina de 160 KDa, cuyo exon inicial codifica para serina/treonina cinasa (amino
terminal). La proteina se estructura en forma de dimero a través de su extremo amino
terminal. Ademas, puede ser fosforilada en diferentes residuos de tirosina para la
activacion de otras sefiales intracelulares.

En la translocacion t(9;22) ambos genes son truncados, generando dos fusiones
génicas: bcr-abl en el cromosoma 22qg (cromosoma Ph) y abl-bcr en el cromosoma 9q+
(hasta el momento no se ha detectado alguna importancia funcional) (véase la Figura 1).

La fusion bcr-abl produce la expresion constitutiva de un ARN mensajero que codifica

12



para una tirosina-cinasa citoplasmica activa. La Tabla 1 muestra algunos de los puntos de

la fusion génica que han sido caracterizados molecularmente.

I.4. BCR-ABL: la proteina oncogénica

La proteina de fusion BCR-ABL es una tirosina-cinasa citoplasmica que, gracias a

que su actividad de cinasa estd desregulada e incrementada, puede fosforilar diversos

substratos y activar maltiples vias de transduccién de sefiales, afectando el crecimiento y

diferenciacion celular. Los sustratos de BCR-ABL son diversos, de manera que

interviene (directa o indirectamente) en eventos de transformacion, crecimiento o muerte

celular programada.

Como la sefal proporcionada por BCR-ABL es constitutiva, las células que la

poseen escapan del control normal del crecimiento y se tornan neoplasicas. Los

mecanismos propuestos para la transformacion hacia un fenotipo leucémico son:

(1) alteracion de la adhesion al estroma, lo cual por si solo puede ocasionar la pérdida

de la regulacion negativa de la proliferacion celular;

Tabla 1. Caracterizacion molecular del punto de fusion bcr-abl reportados en el

NCBI GenBank™,

Tipo GenBank™ Fusion molecular (bcr-abl)
Menor (m) ela2 AF113911 ggagacgcagaagcccttce
Mayor (M) b2a2 AJ131467 aataaggaagaagcccttc
Mayor (M) b3a2 AJ131466 cagagttcaaaagcccttc
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(2) activacion de la sefiales mitogeénicas, a través de diferentes vias, tales como las de
la cinasa MAP y Ras, las cuales pueden activar también a Myc, Jak-Stat y PI3;

(3) inhibicién de la apoptosis, criticamente dependiente de la actividad de tirosina-
cinasa y de la actividad de Ras. Asi como de varias otras vias de sefializacion,
entre ellas la de la familia de bcl-2.

Como resultado de lo anterior, la actividad constitutiva de tirosina-cinasa inicia
una cascada de sefales que conducen al aumento de la proliferacion y la supresion
apoptdtica con mantenimiento del proceso de diferenciacion, lo cual permite explicar el

fenotipo leucémico.

1.5. Leucemias Ph(+)

La presencia del cromosoma Ph, o translocacion t(9;22), es la principal
caracteristica citogenética de aprox. 95% de los casos de leucemia mieloblastica cronica
(LMC) y de un 5-20% de los casos de leucemia linfoblastica aguda (LLA).

Como se menciond anteriormente (Figura 1 y Tabla 1), la fusion génica bcr-abl
puede presentar 3 variantes: mayor, menor o micro; las cuales, a pesar de ser de mal
prondstico (debido sus capacidades transformantes), presentan ciertas diferencias en la
respuesta al tratamiento.

El segmento del gen abl en la fusién es el mismo, solo difiere ligeramente en el
punto de ruptura y unién con el gen bcr, el cual puede ocurrir en los exones 1b o 1a, y
maés frecuentemente, entre ambos. De tal manera que, en la fusion bcr-abl siempre estara

presente el exon a2 y el resto del gen abl [Pallisgard, 1998].
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Sin embargo, dependiendo del sitio de ruptura del gen bcr, el producto de fusion
BCR-ABL varia en su tamafio (185 a 230 KDa). Hasta el momento se han descrito
claramente 3 sitios de ruptura (véase Figura 1):

Mayor (o principal): Se observa primordialmente en LMC y en un 25% de LLA
Ph(+). La ruptura sucede entre los exones 12-16 (b1-b5) de bcr; primordialmente, el exén
b2 o b3 se fusiona con el exdn a2 de abl, formando la fusion b2a2 o b3a2. La proteina
resultante BCR-ABL es de 210 KDa (p210).

Menor: Sucede en el restante 75% de LLA Ph(+) y rara vez en la LMC.
Comunmente, la ruptura sucede entre los exones e2'y e2 de bcr, rindiendo la fusion ela2,
que codifica una proteina BCR-ABL de 185-190 KDa (p190).

Micro: Recientemente descrita, sucede hacia el exdn 19 de bcr y codifica para una
proteina de 230 KDa (p230). Se vincula a la rara variedad de leucemia neutrofilica
cronica Ph(+).

La presencia de BCR-ABL en pacientes con LLA usualmente indica prondstico
pobre y de alto riesgo, lo que justifica un transplante de médula 6sea. Ademas, la
deteccidn de células malignas residuales Ph(+) después de un periodo de quimioterapia o
de un transplante de médula 6sea es critica y tiene implicaciones terapéuticas relevantes:
tanto los niveles del ARN mensajero como del polipéptido BCR-ABL en individuos
leucémicos correlacionan con la actividad de clonas malignas y pueden predecir un
relapso inminente. Por lo tanto, la deteccion oportuna de este marcador leucémico es Uutil
en la toma de decisiones clinicas y terapéuticas.

En el presente trabajo se presenta la deteccion molecular de la fusion bcr-abl en

tres individuos leucémicos Ph(+) mediante el uso de la técnica RT-PCR. Adicionalmente,
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se realiz0 la caracterizacién del punto de unién en la fusion, mediante otras técnicas
moleculares (como la secuenciacion de ADN). La instrumentacion de esta metodologia
como rutina de laboratorio puede ser Util tanto para el diagndstico de la enfermedad como
para el seguimiento de individuos con leucemia Ph(+) (enfermedad minima residual)
mediante su comparacién con otras translocaciones y rearreglos cromosdémicos

[Pallisgard, 1998]

1.6. Justificacion

Actualmente, existe la necesidad de desarrollar e implementar técnicas de
genética molecular que apoyen al diagnostico clinico, que tengan valor pronostico o que
orienten la prescripcion terapéutica hacia un tratamiento seguro, especifico y eficaz.
Ademas, existe una carencia en recursos humanos con conocimientos, habilidades y

destrezas capaces de prestar servicios de diagndstico onco-hematoldgico.
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Il. OBJETIVOS

I1.1. Objetivo General

Identificar la fusién génica bcr-abl (mayor o menor) en células malignas de

pacientes leucémicos Ph(+) mediante métodos de biologia molecular.

11.2. Objetivos Especificos

1. Utilizando un estuche comercial, aislar el ARN total a partir de muestras
sanguineas de pacientes con leucemia Ph(+).

2. Detectar la fusion bcr-abl (mayor o menor) mediante la téecnica RT-PCR anidado.

3. Introducir los fragmentos bcr-abl amplificados en un vector de clonacion
mediante un procedimiento estandar de ligacion de productos de PCR.

4. Obtener la secuencia nucleotidica de los fragmentos bcr-abl clonados utilizando
los servicios de secuenciacion automatica de ADN.

5. Mediante basquedas comparativas y un analisis bioinformatico, caracterizar el
punto de union molecular entre los cromosomas 9 y 22 que dieron origen a la

fusién ber-abl identificada.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

I11.1. Oligonuclettidos

Para amplificar las variantes bcr-abl mayor o menor se utiliz6 un grupo de

oligonucledtidos reportados en la literatura [Pallisgard, 1998] (véase la Tabla 2).

Las propiedades fisicoquimicas de los oligonucle6tidos fueron analizadas

utilizando el programa OLIGO® v4.0 para Mac (Molecular Biology Insights, Inc.). La

especificidad fue verificada mediante un analisis tipo BLAST usando la base de datos

GenBank™ del Centro Nacional de Informacion en Biotecnologia de los E.U.A. (NCBI,

www.ncbi.nlm.nih.gov).

Los oligonucleotidos sintéticos fueron comprados a la compafiia Bio-Synthesis,

representada por Sigma-Aldrich de México.

Tabla 2. Oligonucleotidos utilizados para la amplificacion de las fusiones génicas
bcr-abl mayor (M) y menor (m).

La Gltima columna muestra en que etapa se utilizé cada oligonucledtido.

Nombre Secuencia (5’ = 3') Fusion PCR
BCR1698U19.LC  CGCTCTCCCTCGCAGAACT m inicial
ABL661L20.LC TTTTGGTTTGGGCTTCACAC M/m inicial
BCR3060U23.LC  GAGTCACTGCTGCTGCTTATGTC M inicial
BCR1777U19.LC  ACTGCCCGGTTGTCGTGTC m anidado
ABL642L23.LC ACACCATTCCCCATTGTGATTAT M/m anidado
BCR3128U22.LC  CACGTTCCTGATCTCCTCTGAC M anidado

18



I11.2. Muestras sanguineas Ph(+)

Las muestras sanguineas Ph(+) utilizadas en este estudio fueron amablemente
proporcionadas por el Dr. Miguel Guerra (HAIMA, Tijuana). Las muestras provienen de
3 pacientes (voluntarios para el estudio) con diagnostico de leucemia Ph(+). Al momento
del estudio, dos de ellos se encontraban en fase crénica y el otro en remision. El
cromosoma Ph fue diagnosticado previamente empleando las técnicas citogenéticas
habituales.

5 mL de sangre periférica total fueron obtenidos mediante puncion venosa. Las
muestras fueron colectadas en tubos con EDTA como anticoagulante (Becton Dickinson).
Como control negativo para el estudio, se utiliz6 una muestra de sangre de un donador

voluntario sano.

111.3. Extraccion y purificacion de ARN

Para la purificacion de ARN, se utilizd el estuche comercial QIAamp™ RNA
Blood Mini Kit (Qiagen), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Es
importante recordar que todos los reactivos, soluciones y material utilizados fueron
preparados exclusivamente para manejo de ARN, siguiendo las recomendaciones de los
procedimientos estandar de laboratorio [Sambrook, 1989].

0.3 mL de sangre periférica total fueron mezclados con 1.5 mL de amortiguador
EL y mantenidos en hielo durante 15 min. El paquete celular fue separado mediante

centrifugacién a 400 Xg durante 10 min, a 4 °C. La pastilla celular fue lavada una vez
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con 0.5 mL de amortiguador EL y resuspendida en 0.6 mL de amortiguador RLT. La lisis
celular total se realizO mediante agitacion con vortex. El lisado fue transferido
directamente dentro de la columna QIlAshredder™ vy centrifugado durante 2 min a
maxima velocidad. El lisado homogenizado fue mezclado con 0.6 mL de etanol al 70%,
transferido a una columna QlAamp™ y centrifugado durante 30 seg a 8,000 Xg.

El material atrapado en la membrana de la columna fue tratado con
desoxirribonucleasa I (Roche) siguiendo las recomendaciones del proveedor. La columna
fue lavada con 0.7 mL de amortiguador RW1 y con 0.5 mL de amortiguador RPE. El

ARN fue aislado mediante la adicion de 30 uL de agua libre de RNAsas y centrifugacion

durante 1 min a 8,000 Xg. La solucién de ARN fue preservada a -20 °C hasta su uso.

I11.4. Sintesis de la primera cadena de ADN complementario

La reaccion de reverso-transcripcion se realizé utilizando iniciadores (hexameros)
aleatorios y el estuche comercial First Strand cDNA Synthesis Kit™ (Novagen),
siguiendo las instrucciones sugeridas por el fabricante.

12 uL de RNA total fueron mezclados con 0.5 uL de hexameros aleatorios [100
ng/ulL]. La mezcla fue desnaturalizada durante 10 min a 70 °C, inmediatamente colocada
en hielo y suplementada con 4 uL de amortiguador de RT [5X], 2 uL de DTT [100 mM],
1 puL de dNTPs [10 mM] y 0.5 uL de la enzima RT [1 U/uL]. La mezcla se incubd
durante 10 min a temp. amb. y posteriormente durante 60 min a 37 °C. El producto

obtenido fue utilizado directamente para amplificacién por PCR o preservado a -20 °C.

20



I11.5. Amplificacion por PCR

Con el fin de lograr méaxima especificidad, se utiliz6 un protocolo de PCR
anidado (nested). Las mezclas de reaccién se muestran en las Tablas 3 y 4. Las
condiciones de termociclado fueron las siguientes: un ciclo de 2 min a 94 °C
(desnaturalizacion inicial); 35 ciclos de 0.5 min a 94 °C, 0.5 min a 55 °C, 1.0 min a 72
°C;yunciclode 7 mina 72 °C.

Se realizaron las reacciones de PCR de las 3 muestras de pacientes leucémicos
Ph(+). Los productos de amplificacion fueron separados en gel de agarosa al 2.5% y
visualizados utilizando el agente intercalante bromuro de etidio.

Debido a que los falsos negativos son un problema inherente a la técnica de RT-
PCR, se incluyo un control interno positivo en el cual se amplifica un fragmento del

factor de transcripcion E2A (el cudl se transcribe de manera ubicua).

Tabla 3. Componentes de la reaccion de PCR inicial para la amplificacién de un
fragmento de la fusion bcr-abl.

m, menor; M, mayor.

Componente m (uL) M (uL)
Agua destilada estéril 13.25 13.25
Amortiguador para PCR [10X] 2.5 2.5
dNTPs [2.5 mM] 2 2
BCR1698U19.LC [10 uM] 1 -
BCR3060U23.LC [10 uM] - 1
ABL661L20.LC [10 uM] 1 1
ADNCc de Ph(+) 5 5
Taqg ADN pol (Roche) [5 U/uL] 0.25 0.25
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Tabla 4. Componentes de la reaccion de PCR anidado para la amplificacion de un
fragmento de la fusion ber-abl.

m, menor; M, mayor.

Componente m (pL) M (uL)
Agua destilada esteéril 13.25 13.25
Amortiguador para PCR [10X] 2.5 2.5
dNTPs [2.5 mM] 2 2
BCR1777U19.LC [10 uM] 1 -
BCR3128U22.LC [10 puM] - 1
ABL6421.23.LC [10 uM] 1 1
Producto de PCR inicial 5 5
Taq ADN polimerasa (Roche) [5 U/uL] 0.25 0.25

Simultaneamente, se realizd un control interno para evaluar la posibilidad de

amplificacion a partir de restos de ADN.

111.6. Fosforilacion y reparacion de los productos de PCR

Previo a la ligacidn mediante extremos romos, los productos de PCR obtenidos
fueron preparados siguiendo un protocolo de fosforilacién y reparacion del ADN,
utilizando las enzimas de modificacion polinucleétido cinasa (New England Biolabs) y el
fragmento Klenow (Roche), respectivamente.

Se mezclaron 10 uL del producto de PCR, 2 uL de amortiguador con rATP
[10X], 1 pL de dNTPs [2.5 mM], 0.5 uL de T4 polinucleotido cinasa [10 U/uL] y 0.5 uL

de Klenow [2 U/uL] en un volumen final de 20 uL. La mezcla de reaccion fue incubada
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durante 30 minutos a 37 °C. Los productos de PCR fosforilados y reparados fueron
separados mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% y visualizados con bromuro de
etidio. El segmento del gel de agarosa que contiene el ADN de interés fue cortado y

purificado utilizando el estuche comercial QIAquick™ Gel Extraction Kit (Qiagen).

I11.7. Preparacion del vector pBluescript SK- para clonar extremos romos

Para realizar la ligacion mediante extremos romos, el plasmido comercial
pBluescript SK- (Stratagene) fue digerido utilizando la endonucleasa de restriccion Smal
(New England Biolabs) y defosforilado con la enzima fosfatasa alcalina (bCIP, New
England Biolabs). Para reducir el fondo por autoligacion, fue tratado adicionalmente con
la enzima T4 ADN ligasa (Roche) y se recupero el vector lineal (no autoligado).

1 ug de pBluescript SK- fue mezclado con 10 U de la endonucleasa Smal en un
volumen final de reaccion de 10 ulL. La digestion se realizé durante 1 hora a 25 °C. Se
afiadio 1 U de la enzima bCIP, se ajustd el volumen de reaccion a 20 uL y se incubo
durante 30 minutos a 37 °C. Las enzimas se inactivaron durante 15 minutos a 65 °C. Se
agregaron 2 uL de amortiguador de ligacion [10X] y 1 uL de la enzima T4 ADN ligasa.
La autoligacion fue permitida durante 2 horas a 16°C.

El plasmido lineal (no ligado) fue separado mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% vy visualizado con bromuro de etidio. El segmento del gel que contiene el
ADN de interés fue cortado y purificado utilizando el estuche comercial QIAquick™ Gel

Extraction Kit (Qiagen).
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111.8. Purificacién de fragmentos de ADN a partir de gel de agarosa

Los fragmentos de ADN, productos de PCR o plasmidos linearizados, fueron
purificados utilizando el estuche comercial QIAquick™ Gel Extraction Kit (Qiagen),
siguiendo el procedimiento recomendado por el proveedor.

El fragmento de gel fue redisuelto en 3 volimenes de amortiguador QG mediante
incubacion a 50-55 °C durante 10 min. Se afiadié un volumen de isopropanol y se mezcld
por pipeteo. La mezcla fue transferida a una columna QIAquick™ Spin Column y
centrifugada a 13,000 rpm durante 1 min. El material retenido en la membrana de la
columna fue lavado con 0.75 mL de amortiguador WB. EI ADN fue separado mediante la

adicion de 30 pL de amortiguador EB y centrifugado a 13,000 rpm durante 1 min.

111.9. Ligacion de fragmentos de ADN

pBluescript SK- (Smal-defosforilado) y los fragmentos de la fusion bcr-abl fueron
ligados utilizando la enzima T4 ADN ligasa (New England Biolabs). Adicionalmente, se
realizé una reaccion de autoligacion del vector para verificar el fondo de la reaccién. Se

prepararon las siguientes mezclas de reaccion (volumen en ulL):

Componente AutoL L18 142 183 L87
Agua destilada estéril 5 - - - -
Amortiguador de ligacion [10X]
pBluescript SK- (Smal-def) [2 ng/uL]
Producto de PCR 18 -

w
gl w e
w
w
w

Producto de PCR 42 - 5 - -
Producto de PCR 83 - - - 5 -
Producto de PCR 87 - - - - 5
T4 ADN ligasa [1 U/uL] 1 1 1 1 1
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Las reacciones se incubaron durante 16 horas a 16°C. Posteriormente, 1/2 del

volumen de la mezcla fue utilizada para transformar células de E. coli competentes.

111.10. Transformacion bacteriana y seleccion de transformantes estables

La transformacion bacteriana se realizd mediante choque térmico, utilizando
células de E. coli XL1-Blue MRF" competentes (preparadas siguiendo el protocolo
estandar de laboratorio [Sambrook et al., 1989]).

5 uL de cada mezcla de ligacion fueron afiadidos a alicuotas de células
competentes (100 pL) y mantenidas en hielo durante 30 min. El choque térmico se
realizo de la siguiente manera: la mezcla se coloco en un bafio a 42 °C durante 5 min y
posteriormente se regresd a hielo nuevamente. Después de transcurridos 5 min, las
células fueron recuperadas mediante la adicién de 1 mL de medio 2X YT e incubadas a
37 °C durante 30 minutos y 300 rpm.

1/5 y 1/10 del volumen de la suspensién celular fue inoculada sobre la superficie
de medio LB s6lido suplementado con ampicilina [150 pg/mL] y con una mezcla
IPTG/X-gal [0.4 mM y 16 ng/uL, respectivamente].

Los medios inoculados fueron incubados durante la noche a 37 °C. Aquellas
unidades formadoras de colonias capaces de crecer en presencia del antibidtico y que

permanecieron blancas fueron consideradas como clonas estables.
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I11.11. Purificacion rapida de plasmidos

De cada transformacion, se seleccionaron aleatoriamente 6 colonias blancas y se
procedid a purificar el plasmido por el método rapido (de lisis alcalina) para verificar la
presencia del inserto.

3 mL de cultivo (LB liquido con ampicilina [150 ug/mL]) conteniendo colonias
independientes fueron incubados durante la noche a 37 °C y 300 rpm. El paquete celular
de 1.5 mL del cultivo bacteriano fue separado mediante centrifugacion a 12,000 rpm
durante 2 min y resuspendido en 200 pL de solucion SET (sacarosa [50 mM], EDTA [10
mM], Tris-HCI [25 mM], pH 8). Las células fueron lisadas mediante la adicion de 200
uL de solucion de lisis (NaOH [0.2 M], SDS [1%]) y agitacion vigorosa por inversion.

Inmediatamente, la solucion fue neutralizada mediante la adicion de 200 uL de
solucion de neutralizacion (acetato de potasio [3 M], pH 4.8). La mezcla se agito
vigorosamente, se coloco en hielo durante 10 min y fue centrifugada a 12,000 rpm
durante 10 min, Los acidos nucleicos fueron precipitados mediante la adicion de 2
volimenes de etanol absoluto frio y separados mediante centrifugacion a maxima
velocidad durante 10 minutos.

La pastilla de &cidos nucleicos fue lavada con 1 mL de etanol al 70% y secada al
aire durante 10 — 15 minutos. Finalmente, la pastilla se disolvio en 100 uL de agua

destilada estéril.
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I11.12. Analisis de restriccion de los plasmidos recombinantes

Con el objeto de identificar la presencia del inserto (fragmentos de la fusién bcr-
abl), los plasmidos recombinantes fueron sometidos a un andlisis molecular con las
endonucleasas de restriccion Xbal y Xhol (New England Biolabs).

Se prepar6 una mezcla enzimatica con el contenido siguiente: 7 uL de
amortiguador NEB4 [10X], 1 uL de RNAsa A [10 U/uL] y 10 U de cada endonucleasa
(Xbal y Xhol) en un volumen final de 35 pL. Posteriormente, se mezclaron 5 pL de la
mezcla enzimatica y 5 plL de cada plasmido purificado. La reaccion se incubd durante 1
hora a 37 °C. Los fragmentos fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa

al 2 % y visualizados utilizando el agente intercalante bromuro de etidio.

111.13. Purificacion de plasmidos a alta pureza

Una vez identificados los plasmidos que portan el inserto del tamafio esperado
para cada fragmento amplificado, se prepararon cultivos frescos y se aislo el ADN
plasmidico a alta pureza, utilizando el estuche comercial QIAprep® Spin Miniprep
(Qiagen). Estos preparaciones fueron realizadas con el fin de obtener la secuencia
nucleotidica.

El paquete celular de un volumen de 1.5 mL del cultivo bacteriano joven fue
separado mediante centrifugacion a 13,000 rpm durante 1 min. La pastilla celular fue
resuspendida en 250 pL del amortiguador P1 y mezclada con 250 pL del amortiguador

P2. Inmediatamente, la mezcla se neutraliz6 con 350 pL del amortiguador N3. Las
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proteinas precipitadas fueron separadas mediante centrifugacion a 13,000 rpm durante 10
min y el sobrenadante fue transferido a una columna de QIAPrep™, La columna fue
lavada 500 pL de amortiguador PB y con 750 uL de amortiguador PE. Finalmente, el
ADN plasmidico fue recuperado en 50 puL de amortiguador EB mediante centrifugacion a

13,400 rpm durante 1 min.

111.14. Secuenciacion de ADN

La secuencia nucleotidica de los fragmentos bcr-abl clonados fue obtenida
mediante secuenciacion automatica de ADN. Este servicio fue prestado por la Unidad de
Sintesis de Oligonuledtidos y Secuenciacion de ADN del Instituto de Biotecnologia de la

UNAM (www.ibt.unam.mx).

111.15. Andlisis bioinformatico de secuencias de ADN

Las secuencias nucleotidicas y polipeptidicas deducidas fueron analizadas
utilizando servidores en linea: ORFfinder del Centro Nacional de Informacion en
Biotecnologia de los E.U.A. (NCBI, www.ncbhi.nim.nih.gov) y Translate del Sistema
Experto en Analisis de Proteinas de Suiza (EXPASyY, www.expasy.ch). Adicionalmente,
se utilizé el programa Gene Construction Kit v2.4. para Mac (Intelligenetics Inc.) para
facilitar el manejo de datos. Las secuencias polipeptidicas deducidas fueron comparadas
contra la base de datos del NCBI mediante un andlisis comparativo tipo BLAST. La

identificacion de los puntos de la fusién génica bcr-abl se realiz6 de manera visual
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apoyado con el programa GenePalette v1.2. para Windows (Reagents of the University of
California) y comprobada mediante una comparacion de secuencias tipo BLAST2. Los
posibles puntos de recombinacion se identificaron mediante una busqueda de secuencias

repetitivas tipo Alu en los intrones de los genes bcr y abl humanos.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

IV.1. RT-PCR para amplificar fragmentos de la fusion bcr-abl

El analisis y la caracterizacion del punto de la fusion bcr-abl se realizo en tres
voluntarios leucémicos con diagnostico Ph(+). Para fines del estudio, las muestras fueron
registradas como 01, 02 y 03.

Mediante el uso de estuches comerciales, tanto el procedimiento de purificacion
del ARN total como el protocolo de sintesis de la primera cadena de ADN
complementario fueron satisfactoriamente aplicados en el tratamiento de las muestras.

Un juego de oligonucledtidos reportados en la literatura [Pallisgard et al., 1998],
fue utilizado para amplificar un fragmento de las fusiones bcr-abl mayor o menor,
mediante una estrategia de PCR “anidado”.

De acuerdo al analisis bioinformatico, el segmento que se amplificara contendra
el punto de union y la region flanqueante. Para comprobar lo anterior, inicialmente se
realizé una busqueda (tipo BLAST) en la bases de datos GenBank™ del Centro Nacional
de Informacion en Biotecnologia de los E.U.A. (www.ncbi.nlm.nih.gov) con el fin de
identificar fusiones previamente caracterizadas.

Los resultados de la busqueda (véase la Tabla 5) muestran que mediante esta

metodologia molecular es factible, e incluso, discernir el tipo de fusion bcr-abl.
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Tabla 5. Algunos de los productos de la fusién bcr-abl reportados en la base de datos
del NCBI GenBank™,

Los numeros de acceso se encuentran al inicio de cada secuencia. Las regiones de hibridacion con los
oligonucledtidos utilizados en la amplificacion inicial (i) se muestran en italicas, en tanto que los utilizados en al
amplificacion anidada (n) se indican en negritas. Las longitudes corresponden a pb (pares de bases). En azul se
encuentra la secuencia del gen ber y en rojo el gen abl.

AF113911(bcr-abl menor) PCR =414, n=320, fusion génica e1a2

241
301
361
421
481
541
601
661

aagccccaccacctaccgcatgttccgggacaaaagccecgcectcecteccctecgecagaactcgca
acagtccttcgacagcagcagtccccecccacgecgcagtgecataagecggcaccggcactg
cceggttgtegtgtecgaggccaccatcgtgggegteccgcaagaccgggcagatectggece
caacgatggcgagggcgcctteccatggagacgcagaagecccttcagecggecagtageatce
tgactttgagcctcagggtctgagtgaagccgctcgttggaactccaaggaaaaccttet
cgctggacccagtgaaaatgaccccaaccttttecgttgcactgtatgattttgtggeccag
tggagataacactctaagcataactaaaggtgaaaagctccgggtcttaggctataatca
caatggggaatggtgtgaagcccaaaccaaaaatggccaaggctgggtcccaagcaacta

AJ131467(bcr-abl mayor); Productos de PCR =480, n=397, fusion génica b2a2

1
61
121
181
241
301
361
421
481

gcgaacaagggcagcaaggctacggagaggctgaagaagaagctgtcggagcaggagtca
ctgctgctgcttatgtctcccagcatggeccttcagggtgcacageccgcaacggcaagagt
tacacgttcctgatctectetgactatgagecgtgcagagtggagggagaacatccgggag
cagcagaagaagtgtttcagaagcttctccctgacatccgtggagectgcagatgectgacc
aactcgtgtgtgaaactccagactgtccacagcattccgctgaccatcaataaggaagaa
gcccttcagcggccagtagcatctgactttgagecctcagggtctgagtgaagececgetegt
tggaactccaaggaaaaccttctcgctggacccagtgaaaatgaccccaaccttttegtt
gcactgtatgattttgtggccagtggagataacactctaagcataactaaaggtgaaaag
ctccgggtcttaggctataatcacaatggggaatggtgtgaagcccaaaccaaaaatggce

AJ131466 (bcr-abimayor) Productos de PCR /=555, n=472, fusion génica b3a2

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

gcgaacaagggcagcaaagctacggagaggctgaagaagaagctgtcggagcaggagtca
ctgctgctgcttatgtctcccagcatggecttcagggtgcacageccgcaacggcaagagt
tacacgttcctgatctectetgactatgagecgtgcagagtggagggagaacatccgggag
cagcagaagaagtgtttcagaagcttctccctgacatccgtggagectgcagatgectgacce
aactcgtgtgtgaaactccagactgtccacagcattccgctgaccatcaataaggaagat
gatgagtctccggggctctatgggtttctgaatgtcatcgtccactcageccactggattt
aagcagagttcaaaagcccttcagcggccagtagcatctgactttgagectcagggtetg
agtgaagccgctcgttggaactccaaggaaaaccttctegetggacccagtgaaaatgac
cccaaccttttcgttgcactgtatgattttgtggccagtggagataacactctaagcata
actaaaggtgaaaagctccgggtcttaggctataatcacaatggggaatggtgtgaagcce
caaaccaaaaatggccaaggctgggtcccaagcaactacatcacgccagtcaacagtctg

Cabe mencionar que para cada amplificacion, menor o mayor, se realizaron

simultdneamente tres controles negativos: uno para descartar la posibilidad de amplificar

productos a partir de ADN gendmico, otros dos correspondientes a las reacciones de PCR
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inicial y anidado, respectivamente (sin ADN). Por otro lado, para fines practicos solo se

presentan los resultados donde se obtuvo producto de amplificacion.

IV.2. Deteccion molecular de la fusion ber-abl mayor

Utilizando el ADN complementario de las muestras 01, 02 y 03, fue posible
amplificar un fragmento de la fusion mayor. La Figura 2 muestra los productos
amplificados en la reaccion de PCR anidado. De acuerdo a la nomenclatura, los
productos de las reacciones de PCR 18, 42 y 87 (PPCR18, PPCR42 y PPCR87,
respectivamente), sefialados en el carril 2, presentan un fragmento de aprox. 400 pb, el

cual, presumiblemente, puede corresponder a la amplificacion de la fusion b2a2.

1000 1000
: PPCR42 500
PPCR18 = - 500 PPCR87
— : -

300

01

Figura 2. Separacion de los productos de PCR anidado de la fusion bcr-abl mayor.

Geles correspondientes a las muestras 01, 02 y 03. En cada gel: 1, control negativo (ausencia de ADNg); 2, producto de
PCR de la fusién bcr-abl mayor; 3, control negativo (PCR inicial); 4, control negativo (PCR anidado); MPM, 2Log
DNA Ladder 0.1-10 Kb (New England Biolabs), la talla se muestra en pb. Con una flecha se indica el producto
amplificado. Gel de agarosa al 2.5% tefiido con bromuro de etidio.
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Figura 3. Separacién de los productos de PCR anidado de la fusion bcr-abl menor de la
muestra 03.

Gel de agarosa al 2.5% tefiido con bromuro de etidio. Carriles: 1, control negativo (ausencia de ADNg); 2, producto de
PCR de la fusién bcr-abl menor; 3, control negativo (PCR inicial); 4, control negativo (PCR anidado); MPM, 2Log
DNA Ladder 0.1-10 Kb (New England Biolabs), el tamafio se da en pb.

Por otro lado, en algunos carriles correspondientes a controles negativos también
presentan una amplificacion leve. Esto, hace sospechar la existencia de contaminacion
cruzada en esos tubos; posteriormente, se analizaron otros controles negativos realizados
de manera simultanea y no se observaron productos de amplificacion (todos negativos),

lo cual confirmd la sospecha.

1V.3. Deteccion molecular de la fusion bcr-abl menor

Adicionalmente, utilizando el ADN complementario de la muestra 03 se obtuvo
un producto en la reaccion de amplificacion menor. La Figura 3 muestra un fragmento de

aprox. 1500 pb (PPCR83) en el carril 2, el cual es un producto de tamafio inesperado.
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Para fines de conocer que evento sucedid en esa reaccion, PPCR83 fue clonado y

secuenciado.

IV.4. Caracterizacion molecular del punto de fusion bcr-abl

Los productos de PCR obtenidos utilizando los oligonucle6tidos para amplificar

las fusiones bcr-abl (mayor y menor) fueron clonados en el plasmido pBluescript SK-

para fines de secuenciacién nucleotidica.

1 ACG TTC CTG ATC TCC TCT GAC TAT GAG CGT GCA GAG TGG AGG GAG AAC ATC
" T F I | S S D Y E R A E W R E N |
52 CGG GAG CAG CAG AAG AAG TGT TTC AGA AGC TTC TCC CTG ACA TCC GTG GAG
R E Q Q K K C F R S F S L T s VvV E
-
183 CTG CAG ATG CTG ACC AAC TCG TGT GTG AAA CTC CAG ACT GTC CAC AGC ATT
35k L Q M L T N S C \ K L Q T \ H S |
154 CCG CTG ACC ATC AAT AAG GAA GAA GCC CTT CAG CGG CCA GTA GCA TCT GAC
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Figura 4. Secuencia nucleotidica y polipeptidica del producto de amplificacién bcr-abl
mayor obtenido a partir de la reaccion de RT-PCR anidado de las muestras 01-03.

En el panel superior se muestran los segmentos correspondientes a los exones de ber (azul) y abl (rojo). En el panel
inferior se esquematiza la secuencia y se sefialan los exones involucrados en el punto de fusion bcr-abl.
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Figura 5. Secuencia nucleotidica y polipeptidica del producto de amplificacion bcr-abl
menor obtenido a partir de la reaccion de RT-PCR anidado de la muestra 03.

En el panel superior se muestran los segmentos correspondientes a los exones de bcr (azul) y abl (rojo). en el panel
inferior se esquematiza la secuencia y se sefialan los exones involucrados en el punto de fusion becr-abl.

35



La Figura 4 muestra la secuencia obtenida para los productos de PCR L18, L42 y
L87. Se observo que la secuencia es idéntica para las tres muestras, la cual corresponde a
la fusion del exdn 14 de ber con exon 2 de abl (fusion mayor b2a2).

En forma similar, la Figura 5 muestra la secuencia obtenida para el producto de
PCR L83. Como se puede observar, se amplificé un fragmento mucho mayor al esperado
en la region del gen bcr (desde el exdn 1 hasta el exdn 14); sin embargo, la fusién
presentada por este fragmento bcr-abl corresponde a la previamente identificada, b2a2,
en la amplificacién mayor. De acuerdo al andlisis bioinformatico, es posible explicar que
este fragmento fue amplificado a partir de oligonucleotidos de la reaccion inicial y de la
reaccion anidada. Es decir, la reaccion de PCR anidado con la muestra 03 para amplificar
la fusion bcr-abl menor se contaminG con aligonucledtidos remanentes de la reaccion de

PCR inicial.

IV.5. Participacion de las secuencias repetitivas Alu en la formacion de t(9;22)

La translocacion t(9;22) que da origen a las fusiones bcr-abl es producto de una
recombinacion no homologa entre los cromosomas 9 y 22. Se ha observado que algunos
intrones, localizados en ambos genes, son ricos en secuencias repetitivas tipo Alu; en los
cuales se ha evidenciado la participacion de estas secuencias en el proceso de
recombinacion [Jeffs, 1998].

En el caso del gen abl, se ha identificado un gran namero de secuencias tipo Alu
entre los exones 1 y 2, lo cual presuntamente explica la mayor frecuencia de

translocacion en este punto. Sin embargo, para el gen bcr la distribucién de secuencias
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tipo Alu es mucho mayor, abarcando intrones localizados entre los exones 1 y 17,

especialmente y con mayor frecuencia entre los exones 1y 2, y entre los exones 13 y 15.
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V. CONCLUSIONES

Utilizando el estuche comercial Ql4amp™ RNA Blood Mini Kit (Qiagen), fue
posible obtener ARN total de células sanguineas de individuos leucémicos Ph(+), el cual
fue exitosamente amplificado mediante retro-transcripcion utilizando hexameros
aleatorios y el estuche comercial First Strand cDNA Synthesis Kit™ (Novagen).

Los fragmentos de la fusién bcr-abl mayor fueron amplificados eficientemente
mediante un esquema de reaccion de PCR “anidado”, utilizando el juego de
oligonucledtidos iniciadores reportados por Pellisgard y colabs (1998). Los fragmentos
amplificados fueron clonados en el vector pBluescript SK- 'y, posteriormente,
secuenciados. Mediante un analisis bioinformatico, fue posible identificar a la fusion bcr-
abl mayor, de tipo “b2a2”, en las tres muestras analizadas.

Finalmente, es evidente la importancia de la aplicacion de técnicas de biologia
molecular (tal como la reaccion de PCR) en la deteccion de translocaciones asociadas a
leucemias y otras patologias en humanos; las cuales, cuando son correctamente
implementadas y aplicadas, pueden ser muy Gtiles como herramientas de diagnostico,

prondstico y seguimiento clinico de la enfermedad.
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