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Resumen

La leucemia mieloide cronica se caracteriza por la
presencia de la traslocacion #(9;22)(q34;ql1), que
origina el transcripto de fusion BCR-ABLI y que se
traduce en una proteina tirosina quinasa constituti-
vamente activada, blanco de drogas inhibidoras. La
deteccion de BCR-ABLI por RT-PCR es imprescin-
dible para documentar el diagnostico y monitorear
la respuesta al tratamiento. La deteccion por RT-
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PCR del transcripto de un gen constitutivo como el
ABLI se utiliza para evitar resultados falsos negati-
vos. Presentamos el caso de un paciente con cuadro
clinico compatible con leucemia mieloide cronica
en crisis blastica que, en ausencia del transcripto de
fusion BCR-ABLI, present6 una alteracion peculiar
en el gen ABLI que podria tener un rol protagonico
en el desarrollo de la enfermedad.

221



Abstract

The Chronic myeloid leukemia is characterized by
the presence of#(9;22)(q34;q11), which generates the
BCR-ABLI fusion transcript and the corresponding
protein. This event encodes for a deregulated form
of ABLI that arises as a target for inhibiting drugs.
The BCR-ABLI detection by RT-PCR is needed to
document the diagnosis and to monitor the response

Introduccion

La leucemia mieloide cronica (LMC) es un trastor-
no mieloproliferativo clonal de células madre he-
matopoyéticas. Es reconocida por sus caracteristi-
cas clinicas, morfologicas y su progresion natural a
leucemia aguda cuando no se instaura tratamiento(").
La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) clasifi-
ca a la LMC como una neoplasia mieloproliferativa
cronical). El diagnostico se realiza mediante la eva-
luacion del hemograma, la observacion del frotis de
sangre periférica, el calculo del score de la fosfatasa
alcalina leucocitaria, la biopsia de médula 6sea, la
presencia de la #(9;22) que origina el cromosoma Fi-
ladelfia (Phi) puesta en evidencia mediante técnicas
citogenéticas y/o el transcripto de fusion BCR-ABLI
detectable por técnicas moleculares (RT-PCR).
Actualmente las técnicas de biologia molecular
constituyen una herramienta esencial para realizar
el diagnostico y presentan la sensibilidad adecuada
para el monitoreo de la respuesta al tratamiento.

El cromosoma Phi se observa en el 95% de las LMC
siendo la primer alteracion genética especifica iden-
tificada en un cancer humano (Nowell y Hungerford,
1960)?; y subsecuentemente fue evidenciada la
#(9;22) que le da origen (Rowley, 1973)®. La tras-
locacion crea una fusion del gen BCR (Breakpoint
Cluster Region) en el brazo largo del cromosoma
22 banda 11 (Groffen et al, 1984)® con el gen ABLI
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to treatment. RT-PCR detection of a constitutive
gene transcript such us ABL] is necessary to prevent
false negative results. We present the case of a patient
with signs and symptoms compatible with chronic
myeloid leukemia in blast crisis in the absence of
the BCR-ABLI fusion transcript with a peculiar
ABLI gene alteration that could play a leading role
in the development of the disease.

(ABL protooncogene 1, non-receptor tyrosine kina-
se, también llamado Abelson Murine Leukaemia) en
el brazo largo del cromosoma 9 banda 34 (Heister-
kamp et al, 1983)®.

BCR es una proteina de sefalizacion que contiene
dominios de multiple regulacion. Los principales
puntos de ruptura a nivel del gen BCR son tres: la
region mayor (ubicada aproximadamente entre los
exones 12 a 16), la region menor (entre los dos
exones alternativos y el exon 2) y la region micro
(ubicada en el intron 19). ABL1 es una tirosina qui-
nasa no receptor estrechamente regulada. El sitio de
ruptura mas frecuente del gen ABLI se encuentra
en el intron 1y, menos frecuentemente, en el 2. La
mayoria de los pacientes con diagnostico de LMC
cromosoma Phi+ presentan el transcripto de fusion
correspondiente a la region mayor de BCR, que ori-
gina una proteina de 210 KDa: P210.

El producto de fusion resulta en una proteina que
conserva los dominios SH3-SH2-SH1 de la enzima
tirosina quinasa ABL1, pero desregulada y activa
en forma constitutiva, con localizacion intracito-
plasmatica®. A consecuencia de esto fosforila con-
tinuamente una variedad de proteinas intracelulares
efectoras, activando de este modo las vias de sefiali-
zacion, alterando por ultimo la proliferacion y dife-
renciacion celular® (Tabla I).

Tabla I: Mecanismos de accion resultantes de la presencia del transcripto BCR-ABLI

genético.

 Adhesion celular alterada: integrina bl variante, regulacion ascendente de la integrina a6.
* Activacion de sefiales mitogénicas: vias de las quinasas RAS, MAP, JAK-STAT y PI3 quinasa.
* Resistencia a la apoptosis: interaccion con proteinas reparadoras del ADN y resistencia al dafio

* Degradacion de proteinas inhibitorias del ciclo celular.

Adaptado de Wetzler M et al. Journal of Clinical Investigation. 1993; 92:1925-1939
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DUPLICACION DEL EXON 2 DEL GEN ABLI

Las enzimas que intervienen en procesos de se-
nalizacion, como es el caso de la tirosina quinasa
codificada por el ABLI, son a menudo reguladas
por dominios accesorios que funcionan en tandem.
Los dominios SH3-SH2 de esta proteina ejercen
su efecto inhibitorio mediante su ensamble con el
sitio catalitico en el dominio SH1 estabilizando su
estado inactivo. Algunas alteraciones producidas en
el complejo de autoinhibicion modificarian este co-
rrecto montaje resultando en una mayor actividad
de la tirosina quinasa, generando el proceso leuce-
mogénico?.

Como se menciono, la #(9;22)(q34;q11) esta presen-
te en el 95% de los casos de LMC"*%. En el 5%
restante de los pacientes con LMC, en general estd
involucrado un cariotipo complejo o traslocaciones
cripticas® que no pueden identificarse por citoge-
nética convencional. Sin embargo, la presencia de
BCR-ABLI se demuestra por técnicas moleculares
como hibridacion in situ con sondas fluorescentes o
mediante la busqueda del transcripto de fusion por
retrotranscripcion seguido de reaccion en cadena de
la polimerasa (RT-PCR). Dado el reducido nimero
de pacientes con diagnostico de LMC cromosoma
Phi(-) y ausencia de rearreglos clasicos del BCR-
ABLI, el criterio diagnoéstico es atn debatido. Es por
ello que la OMS propone la agrupacion de varias
entidades en neoplasias mieloproliferativas croni-
cas/sindromes mielodisplasicos donde se incluye a
la LMC “atipica”, debiendo diferenciarse de otros
sindromes con similares caracteristicas incluidos en
esta clasificacion®.

El objetivo del presente trabajo es comunicar el caso
de un paciente con cuadro clinico y hematoldgico de
LMC en crisis blastica, con ausencia del transcripto
de fusion BCR-ABLI y duplicacion del exon 2 del

transcripto del gen ABLI. Asimismo proponer a la
duplicacion del exon 2 del transcripto del gen ABLI
como posible mecanismo leucemogénico debido a
su deteccion a lo largo de la evolucion observada en
el paciente.

Es ademas nuestro proposito resaltar la importancia
de utilizar las técnicas convencionales de biologia
molecular (RT-PCR cualitativa) y al ABLI como
gen control al momento diagnostico.

Materiales y Métodos

Se procesaron muestras de sangre periférica (SP)
colectadas por puncion venosa o de médula 6sea por
puncién-aspiracion (PAMO) de un paciente de sexo
masculino de 16 afios con diagnostico de LMC en
crisis blastica linfoide que logra la remision hema-
tologica completa con poliquimioterapia sistémica
acorde al protocolo GATLA-ALLIC 2002 mas in-
hibidores de tirosina quinasas (TKI). Consolida con
trasplante de progenitores hematopoyéticos con do-
nante emparentado histoidéntico, recae a los 6 meses
posteriores al trasplante y fallece tres meses después
de la ultima determinacion del transcripto luego de
una internacion prolongada en cuidados intensivos
por aplasia secundaria al tratamiento y multiples
complicaciones infecciosas que obligaron a inte-
rrumpir el tratamiento oncologico durante 2 meses,
evidenciandose finalmente signos de progresion de
enfermedad con reaparicion de blastos en SP.

En la Tabla II se detallan los datos de laboratorio
mas relevantes al ingreso y en la recaida. Tanto las
muestras de SP como de PAMO fueron anticoagula-
das con K.EDTA 5,4mg y remitidas al laboratorio de
biologia molecular para la busqueda del transcripto
de fusion BCR-ABLI mediante retrotranscripcion
(RT) seguida de PCR de punto final (cualitativa).

Tabla II: Principales datos de laboratorio observados en el paciente

patibles con LLA B comtn

10/12/2009 (Diagnostico): Leucocitos: 364.000/uL; células mieloides en todos sus estadios madurativos
(10% de basofilos); 60.000 plaquetas/pL; indice de fosfatasa alcalina bajo. CMF: 33% de blastos com-

hallado el 10/12/20009.

13/01/2012 (Recaida): CMF: 85% de blastos compatibles con LLA B comun con igual patrén que el

CMF: resultado de la inmunofenotipificacion por citometria de flujo;

LLA B: leucemia linfoblastica aguda de estirpe B.

El proceso de obtencion de acido ribonucleico
(ARN) a partir de leucocitos se realiz6 por el méto-
do de aislamiento con isotiocianato de guanidina-fe-
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nol-cloroformo (Chomczynski & Sacchi, 1987)°.
Las muestras que asi lo requerian fueron previamen-
te enriquecidas en células mononucleares por centri-
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fugacion en gradiente de densidad (6=1,077+0,001)
tipo Ficoll-Hypaque. La integridad del ARN ob-
tenido se evalu6 mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% en solucion tampon TBE (Tris-bo-
rato-EDTA) 0,5X. Posteriormente, se retrotrans-
cribi6 a acido desoxirribonucleico complementario
(ADNC) utilizando hexameros al azar'?, La calidad
del material obtenido y la eficiencia de la RT se veri-
ficaron por amplificacion del gen constitutivo ABL
por PCR de punto final utilizando cebadores espe-

cificos
Fw-ABL-E2-5’-ACCTTTTCGTTGCACTGTATGAT-3’

y
Rv-ABL-a3-5’-TGACTGGCGTGATGTAGTTGCTT-3’

que amplifican una porcion del mismo comprendi-
da entre los exones 2 y 3. El tamafio del producto
de amplificacion esperado es de 168 pares de bases
(pb). Para la busqueda del transcripto BCR-ABLI
p190/210 se llevaron a cabo reacciones de PCR de
punto final siguiendo los lineamientos del informe
Biomed 119, En cada una de estas PCR se proceso
paralelamente un control positivo de muestra con el
transcripto de fusion, un control negativo de mues-
tra y un control negativo de reactivo.

Los productos de amplificacién se sometieron a
electroforesis en gel del agarosa al 2% en solucion
tampon TAE (Tris-acetato-EDTA) 1X con un mar-
cador de peso molecular 100 bp. Las electroforesis
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se realizaron en cubas electroforéticas horizontales
y los geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio
se revelaron en transiluminador de luz ultravioleta.
El producto de amplificacion de ABLI de mayor ta-
mafio al esperado fue secuenciado utilizando la qui-
mica BigDye Terminator y secuenciador automatico
modelo ABI-3130 (Applied Biosystems).

Resultados

No fue posible detectar los transcriptos de fusion
BCR-ABLI tanto en el momento del diagnostico
como en la recaida. En ambos momentos se obser-
v6, en cambio, una doble banda en el gel de agarosa
para el transcripto del gen ABLI (Figura 1) que no
se detectaba durante el periodo de remision. La pos-
terior secuenciacion de la banda de mayor tamafno
obtenida (342 pb) demostré la presencia de la dupli-
cacion completa del exon 2 en el transcripto del gen
ABLI (Figura 2).

La Tabla III resume la cinética observada de la du-
plicacion del exoén 2 del transcripto del gen ABLI
a lo largo de la evolucion clinica del paciente, en
la cual se pone de manifiesto la asociacion de esta
alteracion con la patologia. Puede verse, ademas, la
ausencia constante del transcripto BCR-ABLI en las
diferentes etapas de la enfermedad (diagnostico, re-
mision y recaida). El estudio citogenético fracaso al
diagnostico. Sin embargo, fue normal en la recaida.

1 284,58 6

Figura 1: Visualizacion de la doble banda en gel de agarosa 2% en buffer TAE. A) Diagndstico: la banda de 168
pb identifica la amplificacion en el transcripto del gen ABL1 con cebadores en exones 2 y 3. La de mayor tamario
(342pb) corresponde a la duplicacién del exén 2 del gen ABL1 del paciente. B) Recaida: calle 1 paciente con la du-
plicacion del exon 2 en el transcripto del gen ABL1; calles 2 a 6 pacientes sin la duplicacién. PM: Peso Molecular

de 100pb; Pac: Paciente; (-): Control negativo de reactivos.
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DUPLICACION DEL EXON 2 DEL GEN ABLI
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Figura 2: Secuencia que muestra la duplzcaczon del exon2 del transcripto del gen ABL1 al momento del diagndstico.

Tabla III: Cinética de la duplicacion del exdn 2 del transcripto ABL1 a lo largo de la evolucion clinica

del paciente

Fecha  10/12/09 16/12/09 05/05/10 13/06/11  14/07/11 13/01/12  30/01/12 05/03/12 04/04/12 03/05/12 19/06/12 09/08/12
Muestra SP PAMO PAMO SP PAMO SP PAMO PAMO PAMO PAMO PAMO PAMO
Dup
, D D ND ND ND D D ND ND ND ND ND
Exén2
BCR-
ABL1 ND ND ND ND ND ND NR NR NR NR NR NR
LMe ,en.CHSlS Control Trasplante| Recaida Control
Blastica

SP: Sangre Periférica; PAMO: Aspirado de Médula Osea; BCR-ABLI: Transcriptos de Fusion BCR-ABLI
(incluidos p190/p210); Dup Exoén 2: Duplicacion del Exén 2 del transcripto ABLI; D: Detectado; ND: No

Detectado; NR: No Realizado.

Discusion

El hallazgo de la duplicacion del exon 2 del trans-
cripto del gen ABLI en ausencia del transcripto de
fusion BCR-ABLI permite suponer una modifica-
cion en la conformacion alostérica de la proteina
que alteraria la capacidad de los dominios regula-
torios SH3-SH2 de autoinhibir la quinasa ejercien-
do su accién sobre el dominio SH1, resultando este
fenémeno en una quinasa constitutivamente activa,
constituyendo éste un posible mecanismo leuce-
mogénico. La duplicacion del exén 2 mantiene el
marco de lectura de la proteina normal, resultando
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una proteina 4ABLI de mayor tamafio, incluyendo
la duplicaciéon de los aminodcidos del exon 2. No
fue posible demostrar fehacientemente cual seria la
consecuencia de este cambio estructural en la fun-
cion de la proteina ABLI, pero la deteccion de esta
alteracion se determino inicialmente en el clon leu-
cémico del diagnostico y posteriormente en la re-
caida de la enfermedad. Buscamos correlacionar el
resultado negativo de las PCRs para el transcripto de
fusion BCR-ABLI con los hallazgos citogenéticos
para descartar un falso resultado negativo. El fraca-
so del estudio citogenético al diagnostico limito este
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intento. Sin embargo, cuando el paciente recay6 en
su enfermedad, la reaparicion de la duplicacion del
exon 2 del transcripto ABLI y la no deteccion del
transcripto de fusion fueron avalados por un resulta-
do citogenético normal.

Finalmente, concluimos que en el presente caso la
PCR de punto final para la amplificacion del trans-
cripto del gen ABL I aportd un marcador para el mo-
nitoreo de la respuesta al tratamiento. Se destaca la
importancia de certificar la presencia del transcripto
BCR-ABLI por PCR cualitativa en todos los casos
con sospecha de LMC al momento del diagndstico
para evitar resultados falsos negativos en el monito-
reo posterior de la enfermedad por PCR cuantitativa.
Ademas, en aquellos casos de LMC cromosoma Phi
(-), seria conveniente extender el estudio mediante
otras técnicas moleculares y la busqueda de altera-
ciones como la del presente reporte, que involucran
los dominios regulatorios de esta tirosina quinasa en
el gen ABLI.
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