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RESUMEN

La leucemia linfocitica aguda (LLA) representa aproximadamente el 80 % dentro
de las leucemias pediétricas. Recientemente se ha demostrado por biologia
molecular la existencia de una translocacion criptica, lat (12;21) (p12;022) en
la LLA de tipo B, que no se detecta por las técnicas citogenéticas convencionales
e involucra los oncogenes TEL y AML1. Esta alteracion es actualmente la més
comun en esta leucemia y se observa aproximadamente en e 25 % de los casos.
Diversos investigadores han planteado que dicha translocacién identifica a un
subgrupo de pacientes con una evolucion muy favorable, por 1o que se considera
un indicador de buen prondstico. La determinacién de lat (12;21) en el estudio
de LLA tiene importancia pronéstica, ademés de servir como marcador para la
deteccion de la enfermedad minima residual. En nuestro trabajo estandarizamos
la técnica de RT-PCR para la deteccion de lat (12;21) y ademés analizamos
muestras de 20 pacientes pediatricos con LLA tipo B, que en el momento del
estudio se encontraban en la fase de diagnéstico inicial o en recaida. En el estudio,
5 de los 20 pacientes mostraron reordenados los genes TEL/AML 1, lo que
representa el 25 % de los casos. Esta frecuencia concuerda con lo comunicado en
la literatura hasta el momento.

Descriptores DeCS: LEUCEMIA LINFOCITICA AGUDA/diagndstico;
ONCOGENES; NINOS; TRANSLOCACION (GENETICA).

Con d descubrimiento del cromosoma
Filaddfia(Ph) redizado en 1960 porNowell y
Hungerfordenlaleucemiamigoidecrénica,
se demostro la existencia de una ateracion
cromosOmica especifica en un proceso
maligno humano.* Posteriormente se identi-
ficaron otras alteraciones cromosomicas en
las leucemias, en particular algunas
translocaciones, que se vincularon con

determinados tipos de estas enfermedades.?
Algunos investigadores consideraron que
estas ateraciones eran consecuencia del
proceso oncogénico. Sin embargo, este
criterio cambid completamente, pues las
técnicas de biologia molecular pusieron en
evidencialaexistencia de genes especificos
comprometidos en las translocaciones
cromosémicas y que son activados por



ellas. Esto dio lugar a establecimiento de
los conceptos de protooncogenes y de
oncogenes.

Se ha comprobado que algunas de
estas anormalidades genéticas tienen
importancia pronéstica y terapéutica en
distintostiposdeleucemias. Enlaleucemia
linfocitica aguda (LLA), que es €l tipo de
hemopatia maligna més frecuente en la
infancia, se conocen varias alteraciones
cromosomicas con importanciaprondstica.
Entre ellas tenemos lat(4;11) y 1a t(9;22)
gue son indicadores de mal prondstico,
mientras quelahiperdiploidiaseasociacon
buen pronéstico.®

Estudios moleculares recientes
demostraron que la t(12;21), que no se
detecta por las técnicas citogenéticas
convencionales, es la alteracion mas
frecuenteenlaLLA detipoB (LLA-B)y se
observaaproximadamenteen e 25 % delos
casos.*® En esta trandocacion € gen TEL,
localizado en la region telomérica del
cromosomal2, sefusionacone gen AML 1,
localizado en e cromosoma 21. El gen TEL
codificaparaun factor detranscripcion dela
familia ETSy @ gen AML 1 codifica una
proteina que forma parte del complejo
transcripcional AMLYCBFf3(corebinding
factor). Como consecuencia de la
trangl ocacion se originaun gen hibrido que
dalugar alasintesisdeunaproteinatambién
hibrida, cuyo extremo N-terminal es un
segmento del gen TEL y el C-terminal esun
segmento del gen AML 1. Esta proteina
hibrida TEL-AML 1 tiene propiedades
anormalesy por lo tanto, afectalafuncién
normal del complegjo transcripcional AML
1/CBFB y por ende, la sintesis de las
proteinas que este complgjo controla.®

Recientemente un gran ndmero de
investigaciones clinicas han demostrado
quelat(12;21) identificaaun subgrupo de
pacientes clinicamente diferentes con una
evolucién muy favorable, por lo que se
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considera esta translocacion un indicador
de buen pronéstico.”® En estos casos la
técnica utilizada fue RT-PCR (reverso
transcripcion y reaccion en cadena de la
polimerasa), que ha contribuido extraor-
dinariamente aobtener un diagndstico més
precisoy hapermitido tambiénladeteccion
de la enfermedad minima residual (EMR)
con una mayor sensibilidad en otras
leucemias.

El objetivo de nuestro trabgjo fue la
introduccién del estudio molecular de la
t(12;21) en nuestrainstitucion, teniendo en
cuentalaimportanciaquee hallazgo deesta
alteracion tiene en el diagndéstico,
prondstico y seguimiento de los pacientes
con LLA-B. Se muestran los resultados
preliminares obtenidos.

METODOS
PACIENTES

Se estudié un total de 20 pacientes
pediatricos con diagndstico de LLA-B, en
edades que oscilaron entre 1y 14 afios, con
un promedio de 7,3 afios. En e momento
del estudio, 18 pacientes se encontraban
en la etapa de diagndstico inicial y 2 en
recaidahematol 6gica.

TECNICA DE REVERSO
TRANSCRIPCION-REACCION

EN CADENA DE LA POLIMERASA
(RT-PCR)

El aislamiento de leucocitos de
muestras de méduladsea o sangre periférica
serealiz6 mediante un gradiente de Ficoll-
Telebrix 38 seguin el método convencional .
Posteriormente se procedi6 alapurificacion
del ARN por el método de fenolcloro-
formo.*° Laintegridad del ARN se compro-



b6 con unaelectroforesisen gel de agarosa
a 1,5%.

La sintesis del ADNc con la enzima
reverso transcriptasa y la técnica de PCR
paralaamplificacion del ADNcdelafusion
TEL/AML 1 sehizo segun el protocolo de
BIOMED.® Las reacciones de PCR fueron
Ilevadas a cabo en una méaquina MJ-
Research, INC. Version 1.2, Lascondiciones
delosciclos utilizados parala PCR fueron
|as siguientes: unadesnaturalizacioninicia
a94 °C de 1 min; posteriormenteserepitieron
un total de 35 ciclos de desnaturalizacion a
94 °C, 1 min; alineaciéon a 65 °C, 1 min;
elongaciéna72 °C, 1 min, y finaAmente las
muestras se enfriaron a5 °C. Seredizé una
segundareaccidn de PCR (anidado onested)
con las mismas condiciones descritas,
cambiando solamente | os oligonucledtidos.

Entodaslasreaccionesseutilizé como
control positivo una linea celular
establecidaquetienereordenados|os genes
TEL/AML 1y un control negativo que
contienetodos|osreactivosde PCR menos
ADNc. Como control interno se utilizé el
gen de la cadena a del acido retinoico
(RARa). Los oligonucleétidos empleados
fueron sintetizados por Amersham
Pharmacia Biotech. Las secuencias se
muestran a continuacion:

Paralafusion TEL-AML 1.

Primer PCR:

TEL-A TGC ACC CTC TGA TCC TGA AC
AML-B AAC GCC TCG CTC ATCTTG C
PCR anidado:

TEL-C AAG CCC ATC AAC CTC TCT CAT C
AML-1P TGG AAG GCG GCG TGA AGC

Para el control normal (RAR).

R2 GCT CTG ACC ACT CTC CAG CA
R5 CCA CTA GTG GTA GCC TGA GGA CT

El patrén de la electroforesis se
observo en gel de agarosa al 2 %. El
marcador de peso molecular utilizado fue
Phi X 174/Heelll.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el
presente trabajo fueron los siguientes: de
los 20 pacientes estudiados, 5 (25 %)
mostraron la banda de reordenamiento de
losgenesTEL/AML 1 (fig.). Los 15 casos
restantes resultaron negativos para la
t(12; 21).
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FIG. A: patrén representativo de lat (12,21). 1: Marcador de
peso molecular Phi X-174-Haell. 2 y 3: Pacientes positivos
paralat(12;21). 4: Paciente negativo paralat (12;21). 5y
6: Controles positivos. 7: Control negativo. B: patrén
representativo del gen RAR. 1: Igual que A-1. 2-4: Banda de
amplificacién del control interno (RAR) de los pacientes.

DISCUSION

Los estudios moleculares realizados
por diversos investigadores han
demostrado que la t(12; 21), que fusiona
los oncogenes TEL y AML 1, es la mas
frecuente en la LLA-B infantil, y ocurre
aproximadamente en el 25 % delos casos.*
Adiciondmente, losestudiosde seguimiento
han demostrado que esta translocacion se
encuentra asociada con buen prondstico,
aunque el mecanismo medianted cual actlia
el genhibrido TEL-AML 1 sedesconoceain.’



En nuestro estudio el 25 % de los
pacientes mostraron esta anormalidad, por
lo que nuestros resultados coinciden con
lo descrito enlaliteratura.

Consideramos que haber introducido
esta técnica en nuestro laboratorio, para el
estudio molecular de las leucemias es de
gran importancia, pueslat(12;21), por su
frecuencia e importancia prondstica, es
el marcador molecular mas importante
gue tiene en la actualidad la LLA-B
infantil. Su deteccién en un paciente al
diagndstico de la enfermedad, también
permite utilizarla posteriormente para

determinar la EMR por técnicas
moleculares de gran sensibilidad.

El estudio de lat(12;21) constituye un
primer paso enlaclasificacion gen&icadela
LLA-By representae primer gemploend
cual unaanormalidad genéticaestaasociada
con un prondstico favorable enlaleucemia
infantil. La caracterizacion molecular de
otras alteraciones cromosdmicas permitira
con toda seguridad identificar nuevos
marcadores genéticos con importancia
prondéstica y contribuira a mejorar el
diagndstico, tratamiento y seguimiento de
los pacientes con leucemia.

SUMMARY

Acute lymphocytic leukemia (ALL) represents approximately 80% of the pediatric
leukemias.The existance of a cryptic translocation, the t (12;21) (p12;922) in
the type B ALL, which is not detected by the conventional cytogenetic techniques
and involve the TEL and AML1 oncogenes, has been recently shown by molecular
biology. This ateration is at present the most common in this leukemia and it is
observed approximately in 25% of the cases. Some authors have stated that such
translocation identifies a group of patients with a very favorable evolution and
that’s why it is considered as an indicator of good prognosis. The determination
of thet (12;21) in the study of ALL has a prognostic importance and it also
serves as a marker for the detection of the minimal residual disease. In our paper,
we standardized the RT-PCR technique for the detection of the t (12;21) and we
also andized samples from 20 pediatric patients with type B ALL, which at
the time of the study was in the phase of initial diagnosis or on relapse. In
the study, 5 of the 20 patients showed rearranged TEL/AML | genes, which
accounted for 25% of the cases. This frequency agrees with what is reported

in literature up to now.
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