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RESUMEN

La leucemia mieloide aguda es una neoplasia fenotipica y genéticamente heterogénea,
que se caracteriza por la presencia de diferentes anomalias genéticas y mutaciones que
estan implicadas en el diagnostico y prondstico de los pacientes. Las variantes en los
genes IDH1 e IDH2 han sido descritas entre las cinco mutaciones mas recurrentes en
pacientes con LMA. En este trabajo se estudiaron 50 pacientes paraguayos con
diagnostico clinico de LMA, para la deteccion de las variantes IDH1G105, IDH1R132,
IDH2R140 e IDH2R172 por las técnicas secuenciacion por Sanger y High Resolution
Melting (HRM), obteniendo un 30% de aparicion de las variantes en la poblacion de
estudio, que corresponden al 4% para el IDH1G105, 10% para el IDH1R132 y 18%
para el IDH2R140. La variante IDH2R172 no fue detectada en la poblacion estudiada.
También se describi6 la co-ocurrencia entre NPM1 e IDH1/2, con un porcentaje del
28%, 12% entre las mutaciones FLT3-ITD e IDH1/2 y 2% entre el re-arreglo de fusion
RUNX1-RUNX1T1 y una mutacion en IDH2. Los datos de este trabajo presentan
relevancia en el ambito clinico, de diagnostico y tratamiento en la leucemia mieloide
aguda, ademas de ser el primer estudio de las variantes IDH1/2 realizado en el

Paraguay.

Palabras claves: Leucemia mieloide aguda, genes, isocitrato deshidrogenasa,
mutacion, secuenciacion por Sanger
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ABSTRACT

Acute myeloid leukemia is a phenotypic and genetically heterogeneous neoplasm,
characterized by the presence of different genetic abnormalities and mutations that are
involved in the diagnosis and prognosis of patients. Variants in the IDH1 and IDH2
genes have been described among the five most recurrent mutations in patients with
AML. In this work, 50 paraguayan patients with a clinical diagnosis of AML were
studied for the detection of the IDH1G105, IDH1R132, IDH2R140 and IDH2R172
variants by Sanger sequencing and High Resolution Melting (HRM) techniques,
obtaining a 30% appearance of the variants in the study population, which correspond
to 4% for IDH1G105, 10% for IDH1R132 and 18% for IDH2R140. The IDH2R172
variant was not detected in the studied population. The co-occurrence between NPM1
and IDH1/2 was also described, with a percentage of 28%, 12% between the FLT3-
ITD and IDH1/2 mutations and 2% between the RUNXI1-RUNX1T1 fusion
rearrangement and one mutation in IDH2. The data in this work are relevant in the
clinical, diagnostic and treatment fields of acute myeloid leukemia, in addition to being
the first study of IDH1/2 variants carried out in Paraguay.

Keywords: Acute myeloid leukemia, genes, isocitrato dehydrogenase, mutation,

Sanger Sequencing
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ESTUDIO DE VARIANTES EN LOS GENES IDH1 E IDH2 EN PACIENTES
PARAGUAYOS CON DIAGNOSTICO CLINICO DE LEUCEMIA MIELOIDE
AGUDA



1. MARCO TEORICO



1. INTRODUCCION

1.1. Leucemia Mieloide Aguda

La leucemia mieloide aguda (LMA) es un tipo de cancer caracterizado por células
hematopoyéticas poco diferenciadas o anormalmente diferenciadas (blastos) con
proliferacion clonal que infiltran tejidos como la médula 6sea y sangre periférica, entre
otros (1).

Es una enfermedad fenotipica y genéticamente heterogénea en la que ocurre una
inhibicién de la diferenciacion de las células hematopoyéticas seguida de una
acumulacién de blastos en diversas etapas de maduracién. Debido a la infiltracion de
los blastos en la médula dsea, se produce una eritropoyesis ineficaz (2), dando lugar a
la disminucién de los elementos hematopoyéticos normales (citopenias). Las
citopenias muestran manifestaciones clinicas como anemia (fatiga y disnea),
neutropenia (infecciones) y trombocitopenia (hemorragia). Estos signos y sintomas
generalmente estan presentes al momento del diagndstico y son dominantes durante

todo el tratamiento (3,4).

La LMA constituye el 31% del tipo de leucemia mas comun en adultos (5). El
diagnostico es poco frecuente antes de los 45 afios, siendo el promedio de edad 68
afios; es decir que la incidencia de aparicion aumenta con la edad, y también lo hace la
frecuencia de anomalias citogenéticas y moleculares de riesgo adverso (2,6,7). Es mas
frecuente entre los blancos no hispanos y a su vez los hombres tienen mas predominio
en comparacion con las mujeres (proporcion de 5:3) (2,6). Basado en los datos
recolectados entre 2013 al 2018 por el National Cancer Institute la incidencia reportada
a nivel mundial es de 4,3 por cada 100.000 habitantes por afio y la tasa de muerte es
de 2.8 por cada 100.000 habitantes (6). Segun la Sociedad Americana de Cancer, para
el 2021 se estima el diagnostico de 61.090 nuevos casos de leucemia y la muerte de
23.660 personas en EEUU (5).

Los estudios realizados en cuanto a la LMA, han demostrado que es una enfermedad



compleja y dinamica, con la presencia de multiples mutaciones impulsoras adquiridas
somaticamente, clones competidores coexistentes y una enfermedad que evoluciona
con el tiempo (8-10). Puede presentar diferentes caracteristicas morfoldgicas,
inmunofenotipicas, citogenéticas y moleculares (11), diferenciarla de otras formas de
leucemia tiene implicaciones terapéuticas (12).

Para el diagnostico se realizan citometria de flujo, morfologia celular, analisis
citogenéticos y moleculares, en donde el material utilizado es aspirado medular
anticoagulado con EDTA. Se evallan los antigenos o marcadores de superficie en las
células leucémicas, y se requiere un recuento de blastos en sangre periférica 0 médula
Osea del 20% o mas para hacer el diagnostico, excepto en casos con ciertas anomalias

cromosomicas (12).

El 50-70% de los pacientes con LMA presentan anomalias cromosomicas no aleatorias
o recurrentes (13); por lo tanto, el analisis citogenético sigue siendo obligatorio en la
evaluacion de sospecha de la LMA. Con el diagnostico molecular, es posible la
identificacion de mutaciones somaticas recurrentes en genes como el NPM1, FLT3,
CEPBA y RUNX1, entre otros, lo que ha convertido al analisis molecular en una

herramienta importante para evaluar el prondstico (14).

A partir de la informacion citogenética y molecular ha sido posible estratificar a los
pacientes en distintos grupos segun el prondstico favorable, intermedio y adverso (15).
Las translocaciones cromosomicas t(8;21), t(15;17) o inv (16) tienen un prondstico
favorable con una tasa de supervivencia global (SG) a 3 afios de aproximadamente
66% y 33% en pacientes menores de 60 afios y mayores de 60 afios, respectivamente.
Los pacientes con t(9;11), monosomia 5 0 7 y citogenética compleja tienen un riesgo
desfavorable. Se observo también un alto riesgo de fracaso del tratamiento y muerte
en personas con t(6; 9), inv (3) o cambios 11q. La presencia de mutaciones de c-KIT

en pacientes con t(8;21) aumenta el riesgo de recaida y disminuye la SG (14).

Los pacientes de pronostico intermedio, en su mayoria eran pacientes que presentaban
cariotipo normal (CN-LMA), siendo el 45-50% de los pacientes con LMA, dentro de

los cuales se observaba una variabilidad sustancial en el desenlace de los pacientes



(16). Sin embargo, gracias a la genética molecular que revoluciono la caracterizacion,
clasificacion y pronostico de la LMA en las Gltimas décadas, fue posible estratificar

también a los pacientes con cariotipo normal que presentaban alguna mutacion (17).

Las mutaciones mas comunes en estos pacientes aparecen en los genes NPM1, FLT3,
DNMT3A, IDH1/2. Aproximadamente entre el 50-60% de estos pacientes, se presentan
mutaciones en el gen de la nucleofosmina 1 (NPM1), mutacidén somatica que provoca
la localizacion citoplasmética en vez de la nucleolar de la proteina (18), y se lo
relaciona con un mejor prondstico de sobrevida, cuando su presencia no co-ocurre con
las mutaciones en el gen FLT3 (4,16,19). Esta mutacion se asocia con otras anomalias
genéticas recurrentes como la FLT3-ITD (40%), FLT3-TKD (10% a 15%) y variantes
en los genes IDH (25%) (18-20). Las mutaciones o variantes en los genes IDH son
oncogenicas, se observan en el 15-20% de todos los casos de LMA 'y en el 25-30% de
los pacientes con CN-LMA,; y aparece con mas frecuencia en personas mayores a 70
afios (21). La otra mutacion mas frecuente en estos pacientes constituyen las
repeticiones internas en tandem en el dominio yuxtamembrana del receptor de tirosin-
kinasa (FLT3-ITD), con una frecuencia entre 30-45%, y por lo general esta relacionado

a un peor pronostico (16,20).

Los estudios de gendmica comparativa han demostrado que el nimero de mutaciones
codificantes por genoma de la LMA es menor en comparacion con la mayoria de los
otros canceres humanos, y se necesitan una o dos mutaciones cooperativas adicionales
para generar el clon maligno fundador (8). La diversidad combinatoria que impulsa la
heterogeneidad en el fenotipo y el resultado clinico de la LMA es enorme, y las
asociaciones mas frecuentes son NPM1 + DNMT3A, NPM1 + IDH1, NPM1 + FLTS3,
DNMT3A + IDH1 y DNMT3A + FLT3 (22).

La importancia en la identificacion de un panel de marcadores radica en lograr
caracterizar la enfermedad y estratificar a los pacientes en los grupos de riesgo, lo que
tiene implicancia en las estrategias de tratamiento, dada la disponibilidad de terapias
dirigidas que mejoran los resultados en pacientes con caracteristicas moleculares o

citogenéticas relevantes (17,22-24).



Avances en el tratamiento de la LMA han resultado en una mejoria sustancial en las
tasas de remision completa (RC), lo que se traduce como ausencia de evidencia
de leucemia después del tratamiento. Se espera que aproximadamente 60-70% de los
adultos con LMA alcancen el estado de RC después de la terapia de induccion
adecuada; y se puede esperar que mas del 25% de los adultos con LMA (alrededor del

45% de los que logran RC) sobrevivan 3 afios 0 méas y se curen (6).

1.2. Genes IDH1 e IDH2.

1.2.1. Caracteristicas generales

En 2009, Mardis y cols. realizaron un analisis mutacional integrado mediante
secuenciacion e identificaron 12 mutaciones no sinénimas que posiblemente podrian
ser relevantes en la patogénesis de la LMA, de las cuales 3 de ellas fueron recurrentes:
NPM1, NRAS e IDH1 (25), y posteriormente en 2012, Patel y colaboradores sugirieron
que el efecto mas favorable de las mutaciones NPM1 estaban restringidas a los
pacientes que presentaban co-ocurrencia de la NPM1 con mutaciones en IDH1 e IDH2
(23).

Los genes IDH1 e IDH2 se localizan en los cromosomas 2033 y 15026
respectivamente; y codifican para las enzimas isocitrato deshidrogenasa 1 y 2 que
catalizan la descarboxilacion oxidativa del isocitrato a a-cetoglutarato (a-KG) y COy,
una reaccion que requiere la presencia de un ion divalente (Mg 0 Mn?*) y del cofactor
NADP+ que se reduce a NADPH (26-29).

Las enzimas son estructuras homodimericas asimétricas, ambas comparten una
similitud estructural significativa, y cumplen un rol papel importante en el control
celular del dafio oxidativo a través de la generacion de NADPH (28,30). Una de las
diferencias fundamentales entre las enzimas isocitrato deshidrogenasa 1 y 2 es la
ubicacion celular de las mismas, donde la enzima isocitrato deshidrogenasa 1 se
localiza el citoplasma y el peroxisoma, y la enzima isocitrato deshidrogenasa 2 en la
mitocondria (28,29).



Ademas de la sintesis de metabolitos centrales en el ciclo del acido citrico (TCA), las
enzimas isocitrato deshidrogenasa 1 y 2 representan una de las rutas principales para
la generacion celular de NADPH en la mayoria de los tejidos. La cantidad de NADPH
producida en la descarboxilacion oxidativa, resulta esencial en los mecanismos de
defensa celular contra el dafio oxidativo a través de la reduccion de glutation y

tiorredoxinas, asi como la formacion de catalasa activada (31).

Estas enzimas estan involucradas también en diversos procesos celulares como la
adaptacion a la hipoxia, la desmetilacion de histonas y la modificacion del ADN.
Ademas, muchas enzimas dependen de niveles suficientes de a-KG para multiples
procesos celulares, asi como para la regulacion epigenética. La enzima mutada
convierte el a-KG a 2-hidroxiglutarato (2-HG), y se ha demostrado que el 2-HG es una
molécula que actia como inhibidor competitivo del o-KG, lo que resulta en la
inhibicion de TET2, otra enzima involucrada en la desmetilacién del ADN (21,32).

Las mutaciones en genes que codifican a los reguladores epigenéticos, como lo son los
genes IDH1 e IDH2, por lo general se adquieren de manera temprana y estan presentes
en el clon fundador. Con frecuencia, estos mismos genes estan mutados en personas
de edad avanzada junto con la expansién clonal de la hematopoyesis, lo que conlleva
a un mayor riesgo de desarrollo de canceres hematoldgicos. Ademas, estas mutaciones
pueden persistir después del tratamiento, lo que da lugar a una expansion clonal

durante la remision hematolégica y, finalmente provoca una recaida de la enfermedad

(8).

1.2.2. Variantes en los genes IDH1 e IDH2

Variantes en los genes IDH fueron reportados por primera vez en el cancer colorrectal.
Posteriormente se describieron en enfermedades como glioblastomas, LMA,
sindromes mielodisplasicos, mielofibrosis, leucemia linfoblastica aguda, carcinoma de

celulas escamosas de la cavidad bucal, entre otros. (26,29,30,33-41).

La presencia de las variantes en estos genes produce alteraciones a nivel de los sitios

activos de las enzimas isocitrato deshidrogenasa 1 y 2 que producen cambios en el

7



mecanismo de catalisis del sustrato produciendo una ganancia de funcion que, en las
células leucémicas, cataliza la reduccion del o-cetoglutarato a 2-hidroxiglutarato en
altos niveles. El 2-HG es un metabolito que se encuentra en niveles muy bajos en las
células y tejidos normales (42). Sin embargo, en las células portadoras de las variantes,
se produce un aumento y acumulo del 2-HG, que se ha asociado al desarrollo de un
proceso oncogénico debido a que inducen el bloqueo en la diferenciacién celular, por
medio de la inhibicidn de la actividad de la histona modificadora de la cromatina y las
desmetilasas del ADN. Al inhibirse estos reguladores epigenéticos, se libera una “sefial
de hipermetilacién”, lo que genera la alteracion de la expresion de genes y por ende la

célula pierde la capacidad de progresar a la célula diferenciada (21,29,31).

Las variantes descritas en los genes IDH1 e IDH2 son mutaciones somaticas
heterocigotas. Estas variantes son con cambio de sentido (missense), donde ocurre la
sustitucion de un aminoécido; se trata de residuos de arginina conservados en el codon
132 en el ex6n 6 del gen IDH1 y en los codones 140 0 172 en el ex6n 5 del gen IDH2.
Pero también fue descrito un polimorfismo germinal de un solo nucle6tido sinbnimo
(rs11554137) ubicado en el coddn 105 en el exén 6 del gen IDH1 (21).

1.2.3. Variantes de los genes IDH1 e IDH2 en LMA

Mediante los analisis de secuenciacién masiva, Mardis y cols. en 2009 reportaron por
primera vez variantes en los genes IDH en la LMA (25). Estudios de gendmica
posteriores demostraron que los genes IDH1 e IDH2 se encuentran entre los cinco
genes mutados en forma recurrente en la LMA, evidenciando la importancia de incluir

el estudio de estos genes en el diagndstico de la LMA (43).

Variantes en los genes IDH1 e IDH2 se observan en el 15 — 20% de los pacientes con
LMA y aparecen con mayor frecuencia en pacientes que presentan cariotipo normal
(44,45). Variantes en el gen IDH1 se observaron entre el 7-14% de los casos, y
variantes en el gen IDH2 entre el 8-19% de los casos, con una frecuencia mayor en los

pacientes con edad mayor a 70 afos (1,21,46,47).



Entre las variantes mas mayormente reportadas se encuentran la IDH1R132,
IDH2R140 y la IDH2R172 (36,44,45,48). En el caso de la IDH1, el aminoacido
Arginina 132 puede cambiar a Histidina, Cisteina o Glicina (49,50); en IDH2: en la
Arginina 140 se ha reportado cambios a Triptoéfano y Glutamina, y en el caso de la
Arginina 172 cambios a Lisina (44,45).

Se ha descrito también el polimorfismo germinal rs11554137, en el aminoécido Glicina
105 del IDH1 (IDH1G105) sin cambios en el aminoacido. Esta variante se ha asociado

a un factor prondstico adverso para el desarrollo de la LMA (51-53).

En cuanto al prondstico relacionado a variantes en los genes IDH1 e IDH2, varios
estudios reportaron que pacientes con LMA de cariotipo normal que presentan tanto
mutaciones en el gen NPM1 y en el gen IDH1 o IDH2, presentaron una mejor tasa de
supervivencia general de 3 afios que aquellos pacientes que tenian alguna mutacion en
la NPML1 pero eran silvestres en relacion a las variantes para los genes IDH (23). A
pesar de estos reportes, las variantes en IDH1 e IDH2 siguen siendo indefinidos en
cuanto al pronéstico de los pacientes; pero, si bien estas variantes no tienen una
relevancia pronostica importante, han ganado importancia clinica debido al desarrollo

de terapias dirigidas (54).

Un resumen de los datos actualizados sobre los genes IDH1 e IDH2, en cuanto a la
frecuencia de aparicion y funciones relacionadas entre otras informaciones, se resumen

en el cuadro siguiente:



Tabla 1. Datos adaptados de Panuzzo y cols. 2020; sobre variantes en los genes IDH1 e IDH2 (55).

Genes Frecuencia en Funciones, asociaciones, Impacto prondstico y drogas

mutados LMA (%) especificas

e Enzima involucrada en el ciclo TCA

e Papel importante en el metabolismo de los lipidos

e Implicado en la defensa celular del dafio oxidativo.

e Las variantes causan la acumulacién de 2-HG que inhibe
varias dioxigenasas involucradas en la regulacion
epigenética

e Frecuente en CN-LMA

e Asociado con mutaciones NPM1

IDH1 6-10 e Asociado con FLT3, DNMT3A, ASXL1, RUNX1,
mutaciones NRAS

e  Mutuamente excluyente con mutaciones TET2

e Asociado con hematopoyesis clonal en personas mayores
sanas

e Evento temprano en leucemogénesis

e Impacto pronostico dependiente del contexto

e lvosidenib: Inhibidor de isocitrato deshidrogenasa 1

aprobado por la FDA

e Enzima involucrada en el ciclo TCA

e Participa en la defensa celular del dafio oxidativo

e Las variantes causan la acumulacion de 2-HG que inhibe
varias dioxigenasas involucradas en la regulacion
epigenética

e Frecuente en CN-LMA

e La frecuencia aumenta con la edad asociada con
mutaciones NPM1

e Asociado con FLT3, DNMT3A, ASXL1, RUNX1,

mutaciones NRAS

IDH2R140 5-15

e  Mutuamente excluyente con mutaciones TET2

e Asociado con hematopoyesis clonal en personas mayores
sanas

e Evento temprano en leucemogénesis

e El impacto prondstico podria ser mas favorable que otras

variantes de IDH.
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Enasidenib: El inhibidor de isocitrato deshidrogenasa 2

aprobado por la FDA.

Enzima involucrada en el ciclo TCA

Participa en la defensa celular del dafio oxidativo

Las variantes causan la acumulacién de 2-HG que inhibe
varias dioxigenasas involucradas en la regulacion
epigenética.

Frecuente en CN-LMA

La LMA con mutacion IDH2R172 (en ausencia de otras
lesiones) puede representar una clase de enfermedad
separada, asociada con una expresion de genes de
microarrays y un perfil de expresion de microRNA

IDH2R172 1-4 distintos
Mutuamente excluyente con mutaciones NPM1
Asociado con FLT3, DNMT3A, ASXL1l, RUNX1,
mutaciones NRAS
Mutuamente exclusivo con mutaciones TET2
No hay datos consistentes sobre el impacto pronéstico
Asociado con hematopoyesis clonal en personas mayores
sanas
Evento temprano en leucemogénesis
Enasidenib: EIl inhibidor de isocitrato deshidrogenasa 2
aprobado por la FDA.

1.3.  Deteccion de variantes en los genes IDH1 e IDH2

La primera técnica utilizada para la deteccion de variantes en los genes IDH1 e IDH2

fueron técnicas de secuenciacion masiva, analizando paneles de mutaciones en la LMA

(25). Posteriormente, estudios de las variantes han utilizado otras técnicas como

secuenciamiento por Sanger, secuenciamiento de proxima generacion o NGS (Next

Generation Sequencing) y técnicas de screening como el high resolution melting

(HRM) (44,45,56).

La secuenciacion por Sanger es el "estandar de oro", debido a su precision, robustez y
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facilidad de uso, pese a ser laborioso y costoso (45,57,58). Sin embargo, existen otros
métodos que presentan mayor sensibilidad para la deteccion de variantes y también

podrian presentar ventajas respecto al costo.

La técnica de HRM se considera un método de screening facil, rapido y sensible para
el analisis de variantes (44). Permite realizar estudios de las diferencias en las
temperaturas de melting o temperatura de fusion (Tm) entre las secuencias con la
mutacion y las secuencias del tipo silvestre, donde las diferencias en la temperatura de
melting son ocasionadas por el cambio de una base en la secuencia. Varios estudios
han comparado los resultados obtenidos por la técnica de HRM con el secuenciamiento
por Sanger, obteniendo una concordancia de 99-100% (21,44,45).

1.3.1. Secuenciamiento por Sanger

La secuenciacion por el método de Sanger consiste en el secuenciamiento de una
cadena de ADN, mediante la incorporacion de un dideoxinucleétidos (ddNTPs) en el
extremo 3’ (que impide la extension de la cadena). Estos ddNTPs se encuentran
marcados con un fluoroforo diferente por cada nucleotido (A, C, G, T), de manera a
que éste pueda ser detectado e identificado (59). Los fragmentos de diferentes tamafios
son separados por electroforesis capilar, y una deteccion automatizada permite la
generacion de un electroferograma para su posterior andlisis (60). La precision,
robustez y facilidad de uso llevaron al método de secuenciacion por Sanger a
convertirse en la tecnologia mas utilizada para secuenciar ADN vy sigue siendo el

estandar de oro para la deteccion de mutaciones (58).

Para evaluar los genes IDH1 e IDH2 en pacientes con LMA, la secuenciacion de
Sanger es el método mas utilizado actualmente, pese a su limite de deteccién bajo (-

20%), ademas de tener la desventaja de necesitar equipos Yy reactivos costosos (47).

1.3.2. High Resolution Melting (HRM)

Los métodos de screening para genotipificacion que se utilizan desde hace varios afios
incluyen métodos que utilizan sondas intercalantes para generar curvas de melting

alelo especificas (61). EI HRM es una metodologia de escaneo de mutaciones que
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permite un genotipado con alta sensibilidad y especificidad. Es un método de tubo
cerrado, lo que indica que la amplificacion de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y el analisis posterior se realizan secuencialmente en el mismo tubo de reaccion,

lo que lo hace més conveniente que otras metodologias (62).

El high resolution melting o andlisis por curvas de alta resolucién es un método de
screening que se basa en el analisis de las temperaturas de melting. La temperatura de
melting (Tm) es la temperatura a la cual el 50% de los productos de PCR se encuentran
en forma bicatenaria, y el otro 50% de las copias de ADN se encuentran en forma
monocatenaria. Los métodos de HRM permiten detectar variaciones en la secuencia
de un producto de PCR, mediante las variaciones observadas en la Tm (61). En esta
técnica se generan perfiles de curvas de melting de ADN especificos y sensibles, y que
se utilizan en la deteccion rutinaria de variantes conocidas, por ejemplo de

polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) (63).

En 2010, Pardanani y cols. detectaron las variantes en el gen IDH1 en neoplasmas
mieoloproliferativos, utilizando la técnica de HRM (49). A partir de alli, varios autores
han aplicado la técnica para detectar las variantes IDH1G105, IDH1R132, IDH2R140
e IDH2R172 en pacientes con LMA (33,44,45,50).

Aunque la técnica HRM es muy til debido a su rapidez, sensibilidad y bajo costo, es
una técnica que necesita estandarizacion y debe ser confirmado por otros métodos
como secuenciacion, que es el método estandar para la deteccion de mutaciones
(21,57); aun asi, ya hubieron reportes de que el HRM es capaz de detectar variaciones

que ya no son visibles en el secuenciamiento por Sanger (45).

1.4. Co-ocurrencia de IDH1/2 con otras mutaciones.

Se han reportado la presencia de otros marcadores moleculares con las variantes en los
genes IDH1 e IDH2. Las mutaciones en el gen NPM1 son las mas comunes con las
IDH1R132 e IDH2R140, pero el IDH2R172 es mutuamente excluyente con los demas

marcadores conocidos (64).
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Se ha reportado que en pacientes con LMA de cariotipo normal, las mutaciones en el
gen NPM1 ocurren simultaneamente con la IDH1R132 en una frecuencia del 45-83%,
y con la IDH2R140 en el 25-61% de los casos (64). Papaemmanuil y cols. reportaron
el odds ratio para co-mutacion de la variante IDH2R140 con NPML1 igual a 3,6
(p=5x10-10) (65). En cuanto a la co-ocurrencia con la mutacion en el gen FLT3-ITD,
éstas ocurren con la variante IDH1R132 en una frecuencia de 0-50% y en 17-30% con
la variante IDH2R140 (64).

Estudios de co-ocurrencia entre los genes IDH1 e IDH2 hacen mencion de que estas
variantes por lo general son mutuamente excluyentes entre si (66-68); aunque fueron
reportado co-ocurrencias de las variantes en el gen IDH1, como mencionan Patel y
cols., que citan co-ocurrencia entre IDH1G105 e IDH1R132 en un 0,7% (1/146) (43)
y Ravandi y cols. reportan la misma co-ocurrencia en un 1,17% (2/170).

1.5. Tratamiento aprobado para pacientes con LMA positivo para las
variantes IDH1/2.

Se han introducido inhibidores orales que inhiben la forma mutante de la enzima y
bloquean la produccién de 2-HG. Entre estos se encuentra el enasidenib, que fue
aprobado por la FDA en 2017 para su uso en pacientes que presenten LMA refractaria
0 en recaida, y que sean portadores de mutaciones en el gen IDH2 (69,70). En el 2018,
se aprobo ivosidenib para LMA refractaria o en recaida en pacientes portadores de
mutaciones en el gen IDH1; y en el 2019 se aprob0 ivosidenib para pacientes con LMA
de novo, portadores de mutaciones en IDH1 (70). Se han realizado también varias
publicaciones que describen que la combinacion de los medicamentos ivosidenib con
azacitidine en pacientes con LMA de novo portadores de mutaciones en IDH1 han
presentado una mejoria sustancial (71). Varios otros medicamentos se encuentran en
etapa de desarrollo para actuar a nivel de las enzimas isocitrato deshidrogenasa 1y 2
(72,73).
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1.6.  Justificacion del trabajo

El presente proyecto tuvo como objetivo estudiar la presencia de variantes en los genes
IDH1 e IDH2 en pacientes paraguayos con diagnostico clinico de LMA en su mayoria
positivos para la mutacion NPM1, y determinar la frecuencia de las mismas en la

poblacién de estudio, generando asi conocimientos no descritos en la poblacion.

En el contexto actual de la LMA, la confirmacion de variantes en los genes IDH1 e
IDH2 es particularmente importante. Si bien no tienen una relevancia pronostica, su
importancia radica en la disponibilidad de terapias dirigidas que mejoran los resultados

en pacientes con caracteristicas moleculares o citogenéticas relevantes.

Por esto, la justificacion del trabajo consistio en sentar las bases de informacion

necesarias para el desarrollo de futuros protocolos clinicos de tratamiento en el pais.
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2. OBJETIVOS

Pregunta de Investigacion: ¢Cual es la frecuencia de las variantes IDH1G105,
IDH1R132, IDH2R140 e IDH2R172 en los genes IDH1 e IDH2 en pacientes
paraguayos con LMA?

2.1 Objetivo general: Determinar la frecuencia de las variantes en los genes

IDH1 e IDH2 en pacientes paraguayos con diagnostico clinico de LMA.

2.2 Objetivos especificos
° Detectar la presencia de las variantes IDH1G105, IDH1R132, IDH2R140 e
IDH2R172 en los genes IDH1 e IDH2 en pacientes paraguayos con diagnostico clinico
de LMA.
) Describir co-ocurrencia entre las variantes en los genes IDH1 e IDH2 y otras
mutaciones y/o rearreglos de fusion previamente estudiados en el laboratorio de
Genética Molecular en pacientes con LMA.

° Describir las variables clinicas del paciente al momento del diagndstico.
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3. PACIENTES Y METODOS
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3. PACIENTES Y METODOS

3.1. Disefio:
El presente trabajo consistio en dos fases:
Fase 1: Con disefio observacional descriptivo transversal retrospectivo.
Fase 2; Con disefio observacional descriptivo transversal prospectivo

3.2.  Sujetos

3.2.1. Poblacion enfocada:

Pacientes paraguayos con diagndstico clinico de LMA.

3.2.2. Poblacion accesible:
Pacientes paraguayos con diagndstico clinico de LMA, que acudieron al Laboratorio
de Genética Molecular del Departamento de Genética del Instituto de Investigaciones
en Ciencias de la Salud (I1ICS-UNA) durante el periodo 2012-2020.

3.3.  Criterios de inclusion

. Pacientes paraguayos con edad mayor a 18 afos.
o Pacientes con diagndstico clinico de LMA.
o En la fase Il, pacientes que aceptaron participar del estudio mediante

firma del consentimiento informado.

3.4. Criterios de exclusion

o Muestras de pacientes que se encontraban en mal estado de
conservacion.

o Muestras con material genético degradado.

o Pacientes con LMA que presentan la mutacion PMLRARA.
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3.5.  Tipo de muestreo:

No probabilistico de casos consecutivos.

3.6.  Reclutamiento
El trabajo consistio en dos fases:
Fase 1 o fase retrospectiva, las muestras pertenecieron a la coleccion de muestras del
Laboratorio de Genética Molecular. Las muestras que cumplieron con los criterios de
inclusion y exclusion, fueron incluidas en el estudio. Fueron priorizadas las muestras
que presentaron mutaciones en el gen NPM1.
Fase 2 o fase prospectiva, pacientes con diagnostico de LMA, que acudieron al
Laboratorio de Genética Molecular en el periodo comprendido entre mayo 2019 -
mayo 2020 para la realizacion de otros marcadores moleculares, fueron reclutados e
incluidos en el estudio mediante firma del consentimiento informado.

3.7.  Recoleccion de datos clinicos y demogréaficos
Los datos clinicos y demograficos fueron recolectados y registrados al momento del
diagndstico. Esto fue realizado por profesionales del Laboratorio de Genética

Molecular, en colaboracion con los médicos especialistas.

3.8.  Variables

Las variables estudiadas fueron:

3.8.1. Datos clinicos y demograficos

3.8.1.1 Variables demogréficas:
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Edad: Variable cuantitativa discreta. Corresponde al tiempo que ha vivido una
persona desde su nacimiento.

Sexo: Variable cualitativa nominal dicotdmica. Corresponde a la condicion
orgénica, masculina o femenina.

Procedencia: Variable cualitativa nominal. De donde proviene algo o alguien.

3.8.1.2 Variables clinicas:

Recuento de globulos blancos: Variable cuantitativa continua. Consiste en la
cantidad de glébulos blancos o leucocitos presentes en la muestra de sangre de
un paciente. Se mide en cantidad de glébulos blancos/pL.

Recuento de blastos: Variable cuantitativa continua. Consiste en la cantidad de
blastos presentes en la muestra de sangre de un paciente. Se mide en porcentaje.
Hemoglobina: Variable cuantitativa continta. Consiste en la cantidad
cuantitativa de la hemoglobina presente en la muestra de sangre de un paciente.
Se mide en g/dL.

Plaquetas: Variable cuantitativa discreta. Consiste en la cantidad cuantitativa
de plaquetas presente en la muestra de sangre de un paciente. Se mide en

cantidad plaquetas/pL.

3.8.2 Variables analizadas por técnicas moleculares

v

Variante IDH1G105. IDH1G105 es un polimorfismo germinal de un solo
nucleotido (SNP), conocido como SNP rs11554137 (GGC>GGT) en el exdn 6

del gen IDH1, sin cambios en el aminoacido Glicina (G) (74). La variante fue
analizada por secuenciacion de Sanger y por la técnica de HRM segun se
explica en el apartado 3.9. Variable dicotdmica (presencia o ausencia de la
variante).

Variante IDH1R132. IDH1R132 es una variante en el exon 6 del gen IDH1,
que genera los siguientes cambios: Argl32Cys (R132C) (CGT>TGT),
Argl32His (R132H) (CGT>CAT), Argl32Ser (R132S) (CGT>AGT),
Argl32Gly (R132G) (CGT>GGT), Argl32Pro (R132P) (CGT>CCT),
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Argl32Leu (R132L) (CGT>CTT) (74). Las variantes fueron analizadas por
secuenciacion de Sanger y por la técnica de HRM segun se explica en el
apartado 3.9. Variable dicotomica (presencia o ausencia de la variante).

v Variante IDH2R140. IDH2R140 es una variante en el exén 5 del gen IDH2, y
que genera los siguientes cambios: Argl40Trp (R140W) (CGG>TGG),
Argl40GIn (R140Q) (CGG>CAG), Argl4OLeu (R140L) (CGG>CTG),
Arg140Gly (R140G) (CGG>GGG) (74). Las variantes fueron analizadas por

secuenciacion de Sanger y por la técnica de HRM segun se explica en el

apartado 3.9. Variable dicotomica (presencia o ausencia de la variante).

v' Variante IDH2R172. IDH2R172 es una variante en el exon 4 del gen IDH2, y
que genera los siguientes cambios: Argl72Lys (R172K) (AGG>AAG),
Argl72Ser (R172S) (AGG>AGC), Argl72Met (R172M) (AGG>ATG),
Argl72Gly (R172G) (AGG>GGG), Arg172Trp (R172W) (AGG>TGG) (74).
La variante fue analizada por secuenciacion de Sanger y por la técnica de HRM

segun se explica en el apartado 3.9. Variable dicotomica (presencia o ausencia

de la variante).

3.9  Andlisis por técnicas moleculares de las variantes en los genes IDH1 e
IDH2

Las muestras correspondientes a la fase retrospectiva del estudio fueron seleccionadas
de la coleccion de muestras del Laboratorio de Genética Molecular, de acuerdo a los

criterios de inclusion y exclusion anteriormente mencionados.

En relacion a las muestras de la fase prospectiva, fueron estudiadas muestras de

aspirados medulares anticoagulados con EDTA.

3.9.1 Extraccion del material genético
El material genético utilizado consistio en acido desoxirribonucleico (ADN) que fue
extraido mediante el kit comercial Wizard Genomic DNA Purification Kit

(PROMEGA), siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN obtenido fue
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conservado a -20°C.

3.9.2 Cuantificacion del ADN por método fluorométrico

La cuantificacion del ADN se realizo por fluorometria. Se utilizo el kit Qubit® dsDNA
BR Assay Kit (Invitrogen-EUA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las

mediciones fueron realizadas en el fluorometro Qubit® 2.0 (Invitrogen-EUA).

3.9.3 SECUENCIACION POR SANGER

3.9.3.1 Pruebas in silico de cebadores para secuenciacion.

Para realizar la secuenciacién por el método de Sanger, se utilizé los cebadores
publicados por Rakheja y cols (tabla 2) (75). A fin de verificar las secuencias, se
utilizaron las herramientas bioinformaticas Primer-BLAST, OligoAnalizer y SnapGene
Viewer version 5.1.3.1. La localizacién de las variantes en los en los exones 6 y 5 de
los genes IDH1 e IDH2 respectivamente, y el lugar de union de los cebadores
utilizados para la secuenciacion se grafican en la figura 3.1.

Tabla 2. Secuencia de cebadores utilizados para la Secuenciacion por Sanger (75)

Tamafio del amplicén

Nombre Secuencia 5°— 3’ )
IDH1 Forward GCCAGTGCTAAAACTTGGCAG 560
IDH1 Reverse TCAATTTCATACCTTGCTTAATGGG
IDH2 Forward GCAGACTCCAGAGCCCACAC 471
IDH2 Reverse TGCCATCTTTTGGGGTGAAG
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IDHI-Fw IDHI-Rv

::> G105 (GGC) R132 (CGT) {4
intron 5 IDH1 exdn 6 intrén 6
IDH2-Fw IDH?-Rv

:> R140 (CCG) R172 (AGG) e
intron 4 IDHZ2 exdn 5 intron 5

Figura 3.1. Localizacion de los codones G105, R132, R140 y R172 en los genes IDH1 e IDH2 y
sitios de unién de los cebadores de la secuenciacion por Sanger. El coddn G105 esta indicado
como una caja azul, el codén R132 como una caja verde, el codén R140 como una caja roja y el
coddn R172 como una caja marrén. Se muestra también los lugares de union de los primers forward
(Fw) y reverse (Rv) para cada gen.

3.9.3.2 Amplificacion de material genético por PCR convencional

Para detectar las variantes descritas en los genes IDH1/2, se realizd la amplificacion
de los exones 6 y 5 en los genes IDH1 e IDH2 respectivamente, siguiendo el protocolo
descrito por Rakheja y cols. modificado (75). La localizacién de las variantes en los

genes y el lugar de unidn de los cebadores se grafican en la figura 3.1.

Para la preparacion de la master mix se utilizaron los siguientes componentes: 5uL
10X PCR Buffer minus Mg (Invitrogen-EUA); 1uL dNTPs 10mM (Invitrogen-EUA);
1,5uL MgCl12 50mM (Invitrogen-EUA); 0,8uL de los cebadores IDH1-Fw y IDH1-Rv
10uM y 0,9uL de los cebadores IDH2-Fw y IDH2-Rv 10uM (Macrogen, Corea);
0,2uL de Platinum® Taq DNA Polymerase SU/uL (Invitrogen-EUA), 38,7 uL. de agua
libre de DNAsas y RNAsas (Invitrogen-EUA) y 2 uLL de DNA genomico 100 ng/pL.
Para la amplificacion se utilizo el Applied Biosystems™ Termociclador Veriti™, Las

condiciones de ciclado de la PCR se observan en las tablas 3 y 4.
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Tabla 3. Programacion de ciclado para IDH1, segun el protocolo de Rakheja y cols, modificado (75).

Programacion de ciclado para IDH1.

Temperatura \ Tiempo Ciclos
95°C 5 min. 1 ciclo
94°C 10 seg.

52°C* 30 seg. 35 ciclos
72°C 30 seg.

72°C 7min. 1 ciclo
4°C 0 Final

*Temperatura de anneling modificado del protocolo original

Tabla 4. Programacion de ciclado para IDH2.

Programacion de ciclado para IDH2.

Temperatura | Tiempo Ciclos
95°C 5 min. 1 ciclo
94°C 10 seq.
50°C 30 seg. 35 ciclos
72°C 30 seg.
72°C 7min. 1 ciclo
4°C o0 Final

3.9.3.3 Electroforesis en gel de Agarosa al 2%

Se observo el producto de la PCR mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%. Se
utilizaron 8 pL del producto amplificado y 2 puL de BlueJuice Gel Loading Buffer
(ThermoFisher Scientific — USA). Los geles se revelaron con SYBR Gold 1x
(Invitrogen — USA). La amplificacion del exén 6 del gen IDH1 y el exon 5 del gen
IDH2 se observaron como bandas de 560 y 471 respectivamente.

3.9.3.4 Secuenciacién por Sanger

Para la secuenciacion por Sanger, los productos de la amplificacion de la PCR fueron
remitidos a la compafiia Macrogen—Corea, siguiendo sus indicaciones. Se secuencié
el producto de la amplificacidn del exén 6 del gen IDH1 con un tamafio de 560 pb, y
el producto de la amplificacion del exdn 5 del gen IDH2 con un tamafio de 471 pb. Se
analizd la secuencia Forward (Fw) para el gen IDH1 y la secuencia Reverse (Rv) para
el gen IDH2.

Los cromatogramas fueron analizados mediante visualizacion de los picos y por el
programa bioinformatico BioEdit version 7.2.5 (32/64-bit). Las secuencias completas
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fueron alineadas con la secuencia silvestre para la busqueda de las variantes en los
genes IDH1 e IDH2.

3.9.4 Deteccion de las variantes en los genes en los genes IDH1 e IDH2 mediante
curvas de melting de alta resolucién o High Resolution Melting (HRM).

3.9.4.1 Ensayos de HRM

3.9.4.1.1 Disefio de cebadores para HRM y pruebas in silico

Se disefiaron 4 pares de cebadores, uno correspondiente a cada variante a analizar. Se
utilizaron las herramientas informéaticas SnapGene Viewer versién 5.1.3.1,
Primer3Plus, Primer-BLAST y OligoAnalizer. La secuencia de los cebadores se
observan en la tabla 3. La localizacion de las variantes en los genes y el lugar de union

de los cebadores se grafican en la figura 3.2.

Las secuencias de los genes IDH1 e IDH2, fueron obtenidas de la base de datos: NCBI
Reference Sequence: NG_023319.2 (76) y NCBI Reference Sequence: NG_023302.1
(77). Se disefaron los cebadores mediante los programas SnapGene Viewer version
5.1.3.1 y Primer3Plus. Se utilizaron los programas Primer-BLAST y OligoAnalizer
para verificar las temperaturas de melting (Tm) obtenidas, el contenido de GC, la
especificidad y complementariedad de los cebadores y la posible formacion de

horquillas con su valor de AG.

Tabla 5. Caracteristicas de los cebadores disefiados para el ensayo de HRM,

= o |3 B i)
o = 2§ =8 c£g 3B=
= 'g — S - o g o - zg \C
3 = S0 e e e
] = 1= E S E S % =y
n S SR0) S= | 5 S e
- O L L <
IDH1
GCGTCAAATGTGCCACTATC 20 | 584 50 5 3
G105 Fw 172
IDH1 GGTTTTACCCATCCACTCACA | 21 |594 | 4762 | 3 0
G105 Rv
IDH1 | G GCTTGTGAGTGGATGGGTAA | 21 | 613 | 5238 | 2 1| 127
R132 Fw
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RI125| év CAAGTTGGAAATTTCTGGGCCAT | 23 | 61,1 | 43,48 8 3
IDH2 TTGCTTGGGGTTCAAATTCT 20 | 54,3 40 4 2

R140 Fw s
IDH2 CTAGGCGTGGGATGTTTTTG 20 | 584 50 4 0

R140 Rv

Los datos presentados en la tabla se obtuvieron mediante las herramientas bioinformaticas Primer-
BLAST y OligoAnalizer.

G105 (GGC) R132 (CGT)

intron 5 IDH1 exon 6 intron 6

IDHIGI05-Fw IDHIG103-Ry
IDHIRI32-Fw IDHIRI32-Rv

R140 (CCG) RI172 (AGG)

intron 4 IDH2 exén 5 intron 5

IDHIRIZ0-Fw IDHIRI40-Rv
IDHIRI72-Fw IDHIRI72-Rv

Figura 3.2. Localizacion de los codones G105, R132, R140 y R172 en los genes IDH1 e IDH2 y
sitios de unién de los cebadores del HRM. El codén G105 esta indicado como una caja azul, el
coddn R132 como una caja verde, el codon R140 como una caja roja y el codén R172 como una caja
marrén. Se muestra también los lugares de unidn de los cebadores forward (Fw) y reverse (Rv) para
las variantes.

3.9.4.1.2 Ensayode HRM para las variantes IDH1G105, IDH1R132 e IDH2R140

Se realizaron pruebas de HRM para la deteccion de las variantes IDH1G105,

IDH1R132 e IDH2R140. Se utilizaron como controles positivos y controles negativos

muestras de pacientes con resultados positivos y negativos por secuenciacion. Se

utiliz6 ademés controles no relacionados a LMA (pacientes que no presentaban

diagnostico clinico LMA). En todos los casos se utilizé también un blanco de reaccion.

Todas las reacciones fueron realizadas en duplicado. Los cebadores utilizados se

observan en la tabla 5.
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En el ensayo de HRM para la variante IDH1G105 se analizaron 7 muestras: 1 muestra

positiva por secuenciacion para la variante y 6 muestras no relacionadas a la LMA.

En el ensayo de HRM para la variante IDH1R132 se analizaron 7 muestras: 3 muestras
positivas por secuenciacion para la variante y 4 muestras no relacionadas a la LMA.

En el ensayo de HRM para la variante IDH2R140 se analizaron 11 muestras: 3
muestras positivas por secuenciacién para la variante, 3 muestras negativas por

secuenciacion para la variante y 5 muestras no relacionadas a la LMA.

Para la preparacion de la master mix se utilizo un volumen final de 20 pL, como sigue:
10 pL de Melt Doctor HRM Master Mix 2X (ThermoFisher-EUA); 0,4 uL de los
cebadores Fw y Rv 5 uM (Macrogen-Corea); 8,2 ulL de agua libre de DNAsas RNAsas
(Invitrogen-USA) y 1 uLL de DNA gendmico 5 ng/uL. El ensayo se realizo en el equipo
Step One Plus Real Time PCR System de Applied Biosystem. Las condiciones del
ciclado se hicieron siguiendo las instrucciones del fabricante, basados en la master mix

Melt Doctor HRM; que se describen en la tabla 6.

El andlisis de los datos se realizé con el programa High Resolution Melt Software v3.1.

Tabla 6. Condiciones de ciclado para HRM.

Programacion
Velocidad de
rampa

Temperatura Tiempo

Holding Activacion de la 95° C 10 min. 100%
enzima

Desnaturalizacion 95°C 15 seg. 100%

Ciclos (45 ciclos) Allneaml-e’nto/ 60 °C 1 min. 100%

Extension
Desnaturalizacion 95°C 10 seg 100%
Curva de Alineamiento 60°C 1 min 100%
Melting/Disociacion High Regolutlon 95°C 15 seg 1%

Melting
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3.9.4.2 Optimizacion del ensayo de HRM

Para la optimizacion del ensayo de HRM fueron disefiados nuevos cebadores y se

realiz6 una PCR de enriquecimiento de mutantes mediante COLD-PCR.

3.9.4.2.1 Re-disefio de cebadores para HRM y pruebas in silico

Se disefiaron nuevos cebadores con la finalidad de obtener un amplificado de menor
tamafio. La metodologia utilizada fue descrita anteriormente en el punto 3.9.4.1.1. La
secuencia se describe en la tabla 7 y la localizacion de las variantes y el lugar de unién

de los cebadores se grafican en la figura 3.3.

Tabla 7. Caracteristicas de los cebadores disefiados para el ensayo optimizado de HRM.

Secuencia
5,_) 37
horquillas

o)
(5]

© &
o C
T
S '3
ES
~ €
©

Longitud (en
b
Contenido de
Formacion de
Formacion de

IDH1 GGAAATCACCAAATGGCACC
G105 Fw A 21 | 59.38 | 47.62 4 4 .
IDHL ACAAGCCGGGGGATATTTT 19 | 56.67 | 47.37 4 1
G105 Rv
Rlll??; éw GGCTTGTGAGTGGATGGGTAA | 21 | 60.00 | 52.38 2 1
90
IDH1 GCAAAATCACATTATTGCCAA
R132 Rv C 22 | 55.49 | 36.36 7 3
IDH2 TCAAGCTGAAGAAGATGTGG
IDH2 TGTTTTTGCAGATGATGGGCT
R140 Rv C 22 | 59.77 | 45.45 4 2

Los datos presentados en la tabla se obtuvieron mediante las herramientas bioinforméticas Primer-
BLAST y OligoAnalizer.
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G105 (GGC) R132 (CGT)
| |

intron 5 IDH1 exén 6 intron 6

IDHIGI05-Fw  IDHIGI05-Rv

IDHIR132-Fw IDHIRI32-Rv
R140 (CCG) R172 (AGG)
intron 4 IDH2 exén 5 intron 5
IDHIRI40-Fw IDHIRI40-Ry
IDHIRI72-Fw IDHIRI72-Ry

Figura 3.3. Localizacion de los codones G105, R132, R140 y R172 en los genes IDH1 e IDH2 y
sitios de union de los cebadores del HRM optimizado. EI codon G105 esta indicado como una caja
azul, el codon R132 como una caja verde, el coddn R140 como una caja roja y el codén R172 como
una caja marrén. Se grafican los sitios de union de los primers forward (Fw) y reverse (Rv) para
variante.

3.9.4.2.2 PCR de enriquecimiento de mutantes o COLD-PCR

La PCR de enriquecimiento de mutantes consiste en la amplificacion preferencial de
los alelos minoritarios presentes en una muestra que contiene una mezcla de secuencias
mutadas y secuencias silvestres. La amplificacion preferencial se produce debido al
uso de la temperatura critica (Tc), que se define como la temperatura mas baja a la cual
se observa amplificacion de las muestras positivas para la presencia de la variante
(controles positivos), y no amplificacion de las muestras que contengan solo el alelo

salvaje (controles negativos) (69).

Para encontrar la Tc, se identifico la Tm de cada producto de PCR. Posteriormente se
utilizaron temperaturas de desnaturalizacion inferiores a la Tm encontrada en pasos
sucesivos de -0,5 °C, hasta alcanzar una temperatura lo suficientemente baja como para
gue no se produzca mas amplificacion en la PCR. Para hallar la Tc de cada variante se

utilizaron los cebadores citados en la tabla 7.

Las condiciones utilizadas para la definicion de la Tc fueron: la preparacion de la
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master mix se realiz6 como sigue: 5 uL de 5X PCR Buffer minus Mg (PROMEGA);
0,5 uL dNTPs 10 mM (Invitrogen-EUA); 1,5 uL MgCl12 25 mM (PROMEGA); 0,75
uL de los cebadores Fw y Rv 10 uM (Macrogen-Corea); 0,125 puL de GoTag DNA
Polymerase (5U/uL) (PROMEGA); 15,38 pL de agua libre de DNAsas y RNAsas
(Invitrogen —USA) y 1 uL. de DNA genémico 100 ng/uL. Las condiciones de ciclado
de PCR se configuraron de acuerdo a lo recomendado por Li y cols para una Fast-

COLD-PCR (78), y estas condiciones se citan en las siguientes tablas 8, 9 y 10.

Tabla 8. Condiciones de ciclado para IDH1G105
Condiciones de ciclado para IDH1G105

Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 5 min. 1 ciclo
55°C 30 seg 1 ciclo
72°C 1 min 1 ciclo

79,5-77°C 10 seg.
55°C 30 seg. 30 ciclos
72°C 1 min.
72°C 5min. 1 ciclo
4°C o0 Final
Tabla 9. Condiciones de ciclado para IDH2R140
Condiciones de ciclado para IDH2R140

Temperatura \ Tiempo Ciclos
95°C 5 min. 1 ciclo
55°C 30 seg 1 ciclo
72°C 1 min 1 ciclo

83-80,5°C 10 seg.
55°C 30 seg. 30 ciclos
72°C 1 min.
72°C 5min. 1 ciclo
4°C o) Final
Tabla 10. Condiciones de ciclado para IDH1R132
Condiciones de ciclado para IDH1R132

Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 5 min. 1 ciclo
55°C 30 seg 1 ciclo
72°C 1 min 1 ciclo

76,5-71°C 10 seg.
55°C 30 seg. 30 ciclos
72°C 1 min.
72°C 5min. 1 ciclo
4°C 0 Final
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3.9.4.2.3 Ensayo de HRM optimizado para IDH1G105 e IDH2R140

El ensayo de HRM se optimizo para la deteccion de las variantes IDH1G105 e
IDH2R140 en las 50 muestras estudiadas. Las muestras fueron analizadas por
duplicado. Los cebadores utilizados en estos ensayos de HRM son los citados en la
tabla 7.

La preparacion de la master mix se realizé como sigue: 10 uL de Melt Doctor HRM
Master Mix 2X (ThermoFisher-EUA); 0,4 uL de los cebadores Fw y Rv 5 uM
(Macrogen-Corea); 8,2 uL de agua libre de DNAsas y RNAsas (Invitrogen — USA) y
1 pL de DNA gendémico 5 ng/uL. Las condiciones de ciclado para las variantes

IDH1G105 e IDH2R140 se citan en las tablas 11y 12.

El andlisis de los datos se realiz6 con el programa High Resolution Melt Software v3.1.

Tabla 11. Condiciones de ciclado de HRM para la deteccion de IDH1G105

Programacion
Velocidad de
rampa

Etapa Paso Temperatura Tiempo

Holding Activacion de la 95° C 10 min. 100%
enzima
Desnaturalizacion 95°C 15 seg. 100%
Ciclos (20 ciclos) Allneaml_e’nto/ 60 °C 1 min. 100%
Extension
Desnaturalizacién 78.5°C 15 seg, 100%
. . conTc
Ciclos (35 ciclos) Alineamientol
. 60 °C 1 min. 100%
Extension
Desnaturalizacion 95°C 10 seg 100%
Curva de Alineamiento 60°C 1 min 100%
Melting/Disociacién High Res_olutlon 95°C 15 seg 1%
Melting

Tabla 12. Condiciones de ciclado de HRM para la deteccion de IDH2R140

Programacion

Etapa ‘ Paso Temperatura Tiempo WGk ol
rampa
Holding Actlvau_on de la 95°C 10 min. 100%
enzima
Desnaturalizacion 95°C 15 seg. 100%
Ciclos (20 ciclos) Allneaml_e,nto/ 60 °C 1 min. 100%
Extension
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Desnaturalizacién

con Tc 81°C 15 seg. 100%
Ciclos (35 ciclos) Alineamiento/
- 60 °C 1 min. 100%
Extension
Desnaturalizacion 95°C 10 seg 100%
Curva de Alineamiento 60°C 1 min 100%
Melting/Disociacion High Res'olutlon 95°C 15 eg 1%
Melting

3.9.4.2.4 Comparacion de la deteccion de las variantes IDH1G105 e IDH2R140

por secuenciacion por Sanger y HRM

Los resultados obtenidos en la Secuenciacion por Sanger y el HRM fueron comparados
para la deteccion de las variantes IDH1G105 e IDH2R140.

3.10 Descripcion de la co-ocurrencia de variantes en los genes IDH1 e IDH2 con
otras mutaciones y re-arreglos génicos presentes en la LMA.

Para estudiar la co-ocurrencia de mutaciones en la poblacion estudiada, fueron
utilizados los datos de mutaciones en los genes NPM1y FLT3-ITD y de los re-arreglos
de fusion RUNX1-RUNX1T1 y CBFB-MYH11 previamente analizados en el
Laboratorio de Genética Molecular del 11CS-UNA.

Las mutaciones en el gen NPM1, fueron analizados mediante la técnica PCR en tiempo
real, siguiendo el protocolo descrito por Gorello y cols (79). Esta técnica permite la
identificacion de 3 variantes la A, B y D que consisten en inserciones de 4 nucleétidos
en las posiciones 956 (Mutante A) y 959 (Mutante B y D) en el ex6n 12 del gen NPM1
(79).

Para el estudio de la mutacion FLT3-1TD, que consiste en duplicaciones en tandem, se

utilizo la técnica PCR convencional con analisis en gel de agarosa al 3,5% (80).

Los re-arreglos de fusion RUNX1-RUNX1T1 y CBFB-MYH11 fueron analizados
mediante la técnica de nested-PCR descrita por Van Dongen y cols (81).
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4. RESULTADOS

Durante el periodo del 2012 al 2020 se recolectaron 50 muestras de pacientes con

diagndstico clinico de LMA.

4.1 Caracteristicas demograficas de los pacientes en estudio

El 42% (21/50) de los pacientes incluidos en el presente estudio procedieron del
Hospital Central Dr. Emilio Cubas del Instituto de Prevision Social (IPS), el 54%
(27/50) del Departamento de Hematologia Adultos del Hospital de Clinicas (HC) de
la Facultad de Ciencias Médicas-Universidad Nacional de Asuncion (FCM-UNA) y el

4% (2/50) de otros centros médicos.

En relacién al sexo, el 54% (27/50) de los pacientes fueron del sexo masculino y el
46% (23/50) del sexo femenino. La relacion hombre/mujer fue de 1,17/1. La mediana
de la edad de los pacientes fue de 57 afios (rango de 18 a 85 afios). No se observd
diferencia significativa en la mediana de edad entre hombres y mujeres, siendo 57 afios
(18-85) y 57 afios (21 a 78 afios) respectivamente.

4.2 Caracteristicas clinicas al momento del diagndstico.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes al momento del diagndstico se describen
en la tabla 13.

Tabla 13. Caracteristicas clinicas de los pacientes al momento del diagndstico.

Caracteristicas clinicas

Mediana (rango)

n=24
Recuento de gldbulos blancos (x10%/L) 25,2 (0,31-175,2)
Recuento de plaguetas (x10%/L) 50 (10-224)
Hemoglobina, g/dL 8 (4-13)
Blastos en médula 6sea (%) 80 (40-100)

35



4.3 Deteccion de las variantes en los genes IDH1 e IDH2.

4.3.1 Deteccion de las variantes en los genes IDH1 e IDH2 por la metodologia de

secuenciacion por Sanger

En el presente estudio fueron analizadas 50 muestras de pacientes con diagndstico
clinico de LMA, por la metodologia de Secuenciacion por Sanger (Macrogen — Corea).
Se detectd la presencia de variantes en los genes IDH1 e IDH2 en el 30% (15/50) de
las muestras estudiadas. El 12% (6/50) para el gen IDH1 y 18% (9/50) para el gen
IDH2. Se observé una co-ocurrencia entre las variantes IDH1G105 e IDH1R132 del
gen IDH1 en una muestra, correspondiente al 2% (1/50) (tabla 14).
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Tabla 14. Resultados de Secuenciacién por Sanger de los pacientes en estudio.

Variantes en IDH1

Secuenciacién

Secuenciacion

Variantes en IDH2

Secuenciacién

Secuenciacién

Fecienie IDH1G105 IDH1R132 IDH2R140 IDH2R172
1 F 77 WT wWT WT WT
2 M 50 WT WT WT WT
3 M 18 WT WT WT WT
T o
5 M 27 WT WT CCG>CAG (R140L) WT
6 F 55 WT wWT WT WT
7 F 73 wT | cer>Ter (Riz20) | wT wT
8 M 8 WT WT WT WT
9 M 68 WT wWT WT WT
10 F % wT wr___ [CCSCTORMQ|  wr |
1 M 64 WT wWT WT WT
12 M sD WT WT WT WT
13 F 59 WT wWT WT WT
14 M 57 WT wWT WT WT
15 M 61 WT wWT CCG>CAG (R140L) WT
16 M 85 WT wWT WT WT
17 M 03 WT CGT>CAT (R132H) WT WT
18 F 68 WT wWT WT WT
19 F sD WT wWT WT WT
20 F 46 WT wWT WT WT
2 M 57 wT wr___ |CCGCTORMQ)| w1 |
2 F 28 SNP 1511554137 | CGT>CAT (R132H) WT WT
23 F 21 WT WT WT WT
2% M 62 SNP 1511554137 WT WT WT
25 F 67 WT CGT>AGT (R1325) WT WT
2% M 36 WT wWT WT WT
27 F 57 WT wWT WT WT
2 M 58 wT wr___ |[CCGCTORMQ)|  wr |
29 M 57 WT WT WT WT
30 F 27 WT wWT WT WT
31 M 3 WT wWT WT WT
2 M 84 WT wWT WT WT
B F sD WT wWT WT WT
4 F sD WT wWT WT WT
35 F 63 WT wWT WT WT
% F 50 WT WT WT WT
37 M 60 WT CGT>GGT (R132G) WT WT
3 M 19 WT wWT WT WT
39 M % WT wWT WT WT
S TR T o
a F a7 WT wWT WT WT
2 F a7 WT wWT WT WT
e F 78 WT wT WT WT
w M 7 WT wWT WT WT
3 M a7 WT wWT WT WT
4 F 71 wT wr__ [COSCTORMQ|  wr |
& M 61 WT wWT WT WT
48 M 80 WT wWT WT WT
) M 66 WT wWT WT WT
50 M 7 wT wr___ [ccocieRM@|  wr |
SD: Sin Datos
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4.3.1.1 Deteccion de la variante IDH1G105

En el 4% (2/50) de los pacientes estudiados se observo una variante sindnima en el
codon 105 del gen IDH1 (IDH1G105), que consistid en el cambio de una citosina por
una timina en la posicion 22607 del gen IDH1 ([GGC]>[GGT]), denominada SNP
rs11554137 (82). En ambos pacientes en donde se observd esta variante se puede

inferir, por el electroferograma, que la variante se encuentra en heterocigosis (Fig. 4.1).

ITTCTGGGTGGCACGGTCTTCAG

|
m \H NV /W\”J\’M/\ /\J

SNP rs11554137 (C/T)

Figura 4.1. Electroferograma de la deteccién de la variante IDH1G105. El coddn de la
IDH1G105 en el que ocurre un cambio de C>T, sin cambio en el aminoéacido. SNP= Polimorfismo
de un solo nucleétido. A=adenina, C=citosina, G=guanina, T=timina.

4.3.1.2 Deteccion de la variante IDH1R132

En el 10% (5/50) de los pacientes estudiados se detecto las variantes IDH1R132. Dos
pacientes presentaron la conversion de CGT>CAT, que resultd en la sustitucion de la
arginina por histidina (R132H); un paciente presentd la conversion CGT>TGT,
resultando en la sustitucion de arginina por cisteina (R132C); otro paciente presento la
conversion CGT>AGT, resultando en la sustitucion de arginina por serina (R132S) y
otro paciente presento la conversion CGT>GGT, resultando en la sustitucion de
arginina por glicina (R132G) (Fig. 4.2). Las variantes detectadas consistieron en
mutaciones heterocigotas como es posible observar en la figura 4.2, presentando en
todos los casos el alelo silvestre y el alelo correspondiente a la mutacion. Otras

variantes reportadas R132P y R132L no fueron detectadas.
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GGTCAT CAT GGTCGTCAT

A W\A, ['N\J\w

CGT/CAT (R132H) CGT/TGT ( R132C)
GGTCGTC GGTCGTC
|'J|II l I"ll
| { !
| 'M' f\ !
CGT/AGT (R132S) CGT/GGT (R132G)

Figura 4.2. Electroferograma de la deteccion de las variantes IDH1R132. Se detectaron 4
cambios para la variante IDH1R132: el cambio R132H, CGT a CAT; el cambio R132C, CGT a TGT;
el cambio R132S, CGT a AGT vy el cambio R132G, CGT a GGT. A=Adenina, C=Citosina,
G=Guanina, T=Timina, R=Arginina, H=Histidina, C=Cisteina, S=Serina y G=Glicina.

4.3.1.3 Deteccion de la variante IDH2R140

En el 18% (9/50) de los pacientes estudiados se detectd la variante IDH2R140. Se
analizaron las secuencias reverse del gen IDH2. Siete pacientes presentaron la
conversion de CCG>CTG, que resultd en la sustitucion de la arginina por glutamina
(R140Q) y dos pacientes presentaron la conversion CCG>CAG, resultando en la
sustitucion de arginina por leucina (R140L) (Fig. 4.3).
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GTTCT GG GITTCCGG

||h"‘ l
l"' J\f\ |

CCG/CTG en secuencia Rv CCG/CAG en secuencia Rv
(R140Q) (R140L)

Figura 4.3. Electroferograma de la deteccion de las variantes IDH2R140. La arginina del codon
140 del gen IDH2 corresponde a CGG en la secuencia Fw, y a CCG en la secuencia Rv. El codén
de la variante se encuentra subrayado y la variante se indica con una flecha. El cambio de nucle6tido
y amino&cido en cada caso se menciona debajo de cada imagen. Se detectaron 2 cambios para la
variante IDH2R140: el cambio R140Q, CCG a CTG en la secuencia reverse y el cambio R140L,
CCG a CAG en la secuencia reverse. A=Adenina, C=Citosina, G=Guanina, T=Timina,
R=Arginina, Q=Glutamina y L=Leucina.

4.3.1.4 Variante IDH2R172

La variante IDH2R172 no fue detectada en la poblacion estudiada.

4.3.2 Deteccion de las variantes IDH1 e IDH2 por la metodologia HRM.

Para la implementacion y estandarizacion de la deteccidn de las variantes por la técnica
de HRM se realizaron pruebas para las variantes IDH1G105, IDH1R132 e IDH2R140.
Se realizé una amplificacion por PCR en tiempo real de los fragmentos pertenecientes
al exdn 6 del gen IDH1 y al exdn 5 del gen IDH2; luego se llevo a cabo el analisis de
HRM. Para el primer ensayo de prueba de HRM se utilizaron los cebadores citados en
tabla 5.

El analisis post-PCR se realizo en un rango de temperatura de 60°C a 95°C para exon
6 del IDH1 y el exdn 5 del IDH2. Se normalizaron las lecturas de fluorescencia y el

andlisis de las curvas de melting se llevo a cabo mediante el software High Resolution

40



Melt Software v3.1.Se establecieron valores uniformes de fluorescencia al inicio (pre-
melting) y al final (post-melting). En el andlisis se generd un grafico (Aligned Melt

Curve) donde las muestras quedan agrupadas en funcion de sus curvas de melting.

Para la deteccion de la variante IDH1G105, fueron analizadas 7 muestras. Se analiz6
1 control positivo heterocigoto estudiado por secuenciacion y 6 muestras no
relacionadas a LMA que no fueron secuenciadas. Los resultados se presentan en la
tabla 15. Se observo el agrupamiento de las curvas de melting en 3 grupos. El grupo 1
y 3, que corresponde a las curvas en color rojo y verde respectivamente (fig. 4.4), son
las muestras no relacionados que se clasificaron en dos variantes, la variante 1 y la
variante V3 (V1 y V3). En control positivo fue agrupado en la variante V2, curva de
color azul. Este control fue identificado en la secuenciacion por Sanger como el SNP

rs11554137, y se presentd en heterocigosis para la variante IDH1G105 (Fig. 4.4).

Los resultados de este ensayo para la variante IDH1G105 se presentan en la tabla 16.

Tabla 15. Datos y resultados obtenidos en el ensayo de prueba de HRM para la variante IDH1G105.

Variante Temperatura
N° de

muestra

Paciente Tipo .de control obtenida por de melting

HRM (°C)

Control positivo: SNP
1 Paciente 24 rs11554137: (C>T) V2 Tm=79,1°C
(heterocigosis)
2 Paciente NR 2 Control no relacionado a LMA V1 Tm=79,5°C
3 Paciente NR 4 Control no relacionado a LMA V1 Tm=79,5°C
4 Paciente NR 7 Control no relacionado a LMA V1 Tm=79,5°C
5 Paciente NR 1 Control no relacionado a LMA V3 Tm=79,3°C
6 Paciente NR 3 Control no relacionado a LMA V3 Tm=79,3°C
7 Paciente NR 6 Control no relacionado a LMA V3 Tm=79,3°C
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Figura 4.4. Curvas de melting normalizadas de la variante IDH1G105. Se observan las curvas de
melting, clasificadas en 3 variantes para la variante IDH1G105. La variante V1 corresponde a la curva
color roja, la variante V2 corresponde a la curva color azul y la variante VV3 corresponde a la curva
color verde.

Tabla 16. Resultados en porcentaje del ensayo de HRM para la variante IDH1G105.
Variante obtenida por
HRM

Temperatura de melting (Tm) Muestras (N=7)

V1 79,5 °C 42,8% (3/7)
V2 79.1°C 14,3% (L/7)
V3 79,3°C 42,8% (3/7)

Para la deteccion de la variante IDH1R132, fueron analizadas 7 muestras. Se
analizaron 3 controles positivos heterocigotos estudiados por secuenciaciéon y 4
muestras no relacionadas a LMA que no fueron secuenciadas. Los resultados se
presentan en la tabla 17. Se observd el agrupamiento de las curvas de melting en 2
grupos. El grupo 1, que corresponde a las curvas en color rojo (fig. 4.5), son las
muestras no relacionadas que se clasificaron en la variante V1. Los controles positivos
fueron agrupados en la variante V2, curva de color azul. Estos controles fueron
identificados en la secuenciacion por Sanger como variantes heterocigotas para
IDH1R132 (Fig. 4.5).

Los resultados de este ensayo para la variante IDH1G105 se presentan en la tabla 18.
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Tabla 17. Datos y resultados obtenidos en el ensayo de prueba de HRM para la variante IDH1R132.

Variante
N° de Temperatura

Paciente Tipo de control obtenida por .
muestra R de melting (°C)

) Control positivo: R132C:
1 Paciente 7 L V2 Tm=75,9°C
(CGT>TGT) (heterocigosis)

) Control positivo: R132H:
2 Paciente 17 L V2 Tm=75,9°C
(CGT>CAT) (heterocigosis)

Control positivo: R132G:

3 Paciente 37 V2 Tm=76,0°C
(CGT>GGT) (heterocigosis)

4 Paciente NR 1 | Control no relacionado a LMA V1 Tm=79,5°C

5 Paciente NR 2 | Control no relacionado a LMA V1 Tm=79,5°C

6 Paciente NR 6 | Control no relacionado a LMA V1 Tm=79,5°C

7 Paciente NR 7 | Control no relacionado a LMA V1 Tm=79,5°C
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Figura 4.5. Curvas de melting normalizadas de la variante IDH1R132. Se observan las curvas de
melting, clasificadas en 2 variantes para la variante IDH1R132. La variante V1 corresponde a la curva
color roja y la variante V2 corresponde a la curva color azul.

Tabla 18. Resultados en porcentaje del ensayo de HRM para la variante IDH1R132.

Variante obtenida por

Temperatura de melting (Tm Muestras (N=7

— p g (Tm) (N=7)
V1 79,5 °C 42,8% (3/7)
V2 75,9-76,0 °C 57,1% (4/7)

Para la deteccion de la variante IDH2R140, fueron analizadas 11 muestras. Se

analizaron 3 controles positivos heterocigotos estudiados por secuenciacién, 3
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controles negativos estudiados por secuenciacion y 5 muestras no relacionadas a LMA
que no fueron secuenciadas. Los resultados se presentan en la tabla 19. Se observo el
agrupamiento de las curvas de melting en 3 grupos. Las muestras clasificadas como
variante V1 son las curvas en color rojo (fig. 4.6), y se corresponde a las muestras
identificadas con alelo salvaje por secuenciacién por Sanger y a una muestra no
relacionada a la LMA. La variante V2, que son las curvas en color azul (fig. 4.6), se
corresponde a 4 de las 5 muestras no relacionadas a la LMA. Los controles positivos
fueron agrupados en la variante V3, curva de color verde. Estos controles fueron
identificados en la secuenciacion por Sanger como variantes heterocigotas para
IDH2R140 (Fig. 4.6).

Los resultados de este ensayo para la variante IDH1G105 se presentan en la tabla 20.

Tabla 19. Datos y resultados obtenidos en el ensayo de prueba de HRM para la variante IDH2R140.

Variante
N° de . . . Temperatura
Paciente Tipo de control obtenida por

muestra de melting (°C)
HRM

) Control Positivo: R140Q:
1 Paciente 4 o V3 Tm=81,9 °C
(CGG>CAQG) (heteracigosis)

) Control Positivo: R140L:
2 Paciente 15 . V3 Tm=81,8 °C
(CGG>CTG) (heterocigosis)

Control Positivo: R140Q:

3 Paciente 28 o V3 Tm=81,8 °C
(CGG>CAQ) (heterocigosis)
4 Paciente 9 Control negativo V1 Tm=82,0°C
5 Pacientel7 Control negativo V1 Tm=82,0°C
6 Paciente 38 Control negativo V1 Tm=82,0°C
] Control no relacionado a
7 Paciente NR 1 V1 Tm=82,0°C
LMA
Control no relacionado a
8 Paciente NR 2 V2 Tm=81,8°C
LMA
Control no relacionado a
9 Paciente NR 3 V2 Tm=81,8°C
LMA
] Control no relacionado a
10 Paciente NR 4 V2 Tm=81,8°C
LMA
] Control no relacionado a
11 Paciente NR 5 LMA V2 Tm=81,8°C
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Figura 4.6. Curvas de melting normalizadas de la variante IDH2R140. Se observan las curvas de
melting, clasificadas en 3 variantes para la variante IDH2R140. La variante V1 corresponde a la curva
color roja, la variante V2 corresponde a la curva color azul y la variante V3 corresponde a la curva
color verde.

Tabla 20. Resultados en porcentaje del ensayo de HRM para la variante IDH2R140.
Variante obtenida por
HRM

Temperatura de melting (Tm) Muestras (N=11)

V1 82,0 °C 36,4% (4/11)
V2 81,8 °C 36,4% (4/11)
V3 81,8-81,9°C 27,3% (3/11)

4.3.3 Optimizacion del ensayo de HRM

La optimizacién del ensayo de HRM consistio en: a) el disefio de nuevos cebadores a
fin de obtener fragmentos mas cortos que pudieran ser mejor analizados en el HRM y
b) la aplicacion de una PCR de enriquecimiento de mutantes o Fast-COLD-PCR.

La optimizacion del ensayo se aplicé unicamente a las variantes IDH1G105 e
IDH2R140. La variante IDH1R132 no fue estudiada debido a que no se obtuvo
amplificacion con los cebadores disefiados para la optimizacion del HRM. La variante
IDH2R172 tampoco fue estudiada debido a que esta variante no fue identificada por

secuenciacion por lo gque no podia utilizarse como control positivo.

Para la realizacion de la Fast-COLD-PCR se llevo a cabo la busqueda de la temperatura

critica (Tc) para cada variante mediante el uso de diferentes temperaturas de
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desnaturalizacion. Para definir la Tc de la variante IDH1G105 se utiliz6 un rango de
temperatura que abarcaba de 79,5 a 77°C. A la temperatura de 78,5°C, se observo

amplificacion unicamente en el control positivo, por lo que se fijo ésta temperatura
como la Tc para IDH1G105 (Fig. 4.7).
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Figura 4.7. Tc para la variante IDH1G105. Se probaron diferentes temperaturas de
desnaturalizacion para obtener la menor temperatura a la cual amplificaban los controles positivos y
no los controles negativos. Se estudié un rango de temperatura que abarcaba de 79,5 a 77°C. Se fijo
como Tc para IDH1G105 una temperatura de 78,5°C. Carriles 1, 5, 9 y 13: Blancos de reaccion.
Carriles 2, 6, 10, 14 y 17: controles positivos (muestras de pacientes que presentaban la variante
IDH1G105). Carriles 3, 4, 7, 8, 11, 12, 15, 16, 18 y 19: controles negativos (muestras de pacientes
que presentaban secuencia silvestre o wild type segun secuenciacion por Sanger).

Para definir la Tc de la variante IDH2R140 se estudié un rango de temperatura que
abarcaba de 83 a 80,5°C. A la temperatura de 81°C, se observo amplificacion so6lo en

los controles positivos, por lo que se considerd a ésta temperatura como la Tc para
IDH2R140 (Fig. 4.8).
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Figura 4.8. Tc para la variante IDH2R140. Estudio de diferentes temperaturas de desnaturalizacion
para definir la Tc. Se considerd como Tc para IDH2R140 una temperatura de 81°C. Carriles 1, 6, 12,
17, 22 y 28: Blancos de reaccion. Carriles 2, 3, 7, 9, 13, 14, 18, 19, 23, 25, 29, 30: controles positivos
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(muestras de pacientes que presentaban la variante IDH2R140). Carriles 4, 5, 10, 11, 15, 16, 20, 21,
26, 27, 30, 31: controles negativos (muestras de pacientes que presentaban secuencia silvestre o wild
type segln secuenciacion por Sanger). Carriles 8 y 24: Marcador de peso molecular.

4.3.3.1 PCR de enriquecimiento y HRM

En la optimizacion del HRM, se analiz6 el 100% (50/50) de las muestras tanto para
IDH1G105 como para IDH2R140.

4.3.3.1.1 Estudio de la variante IDH1G105

En el ensayo de HRM, el analisis de las curvas de melting agrupo las muestras en dos
grupos (fig. 4.9). El 96% (48/50) de las muestras estudiadas fueron clasificadas como
V1y el 4% (2/50) como V2 (tabla 21). El grupo de muestras que pertenecen a la
variante V1 (en rojo figura 4.9) correspondieron a muestras que fueron identificadas
como el alelo salvaje por secuenciamiento de Sanger. El grupo de muestras que
pertenecen a la variante V2 (en azul figura 4.9) correspondieron a muestras que por el
secuenciamiento de Sanger fueron identificadas como las variantes heterocigotas para
IDH1G105 o positivas para la presencia del SNP rs11554137 (Fig. 4.9).

Tabla 21. Resultados del HRM para la variante IDH1G105.

Variante obtenida por

Temperatura de melting (Tm) Muestras (N=50)
HRM
V1 77,3-77,8°C 48 (96%)
V2 77,2°C 2 (4%)
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Figura 4.9. Curvas de melting normalizadas para la variante IDH1G105 en el ensayo de HRM
optimizado. Se observan las curvas de disociacion, clasificadas en 2 variantes para la variante
IDH1G105. La variante V1 corresponde a la curva color roja y la variante V2 corresponde a la curva
color azul.

4.3.3.1.2 Estudio de la variante IDH2R140

En el ensayo del HRM, el anélisis de las curvas de melting clasificé a las muestras en
tres grupos. El 22% (11/50) se clasific6 como V1, el 72% (36/50) como V2 y el 6%
(3/50) como V3 (tabla 22 y fig.4.10). La muestras que clasificaron como V1 fueron
identificadas por secuenciacion por Sanger como: 6 muestras con el alelo
correspondiente al cambio R140Q (CGG>CAG), 1 muestra con el alelo
correspondiente al cambio R140L (CGG>CTG) y 4 muestras con el alelo salvaje
(CGG). En la variante V2 se clasificaron 36 muestras, que por secuenciacion por
Sanger fueron identificadas como: 1 muestra con el alelo R140L (CGG>CTG) y 35
muestras con el alelo salvaje. En variante V3 se clasificaron 3 muestras que por
secuenciacion por Sanger fueron identificadas como: 1 muestra con el alelo
correspondiente al cambio R140Q (CGG>CAG) y 2 muestras con el alelo salvaje. El

grafico del HRM se puede observar en la figura 4.10.
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Tabla 22. Resultados del HRM para la variante IDH2R140.

Variante obtenida por

RN Temperatura de melting (Tm) Muestras (N=50)
Vi 78,8-79,1°C 11 (22%)
V2 79,0-79,6 °C 36 (72%)
V3 78,6 — 78,7 °C 3 (6%)

Aligned Melt Curves
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Temperature("C)

« Legend
. variantl . variant2 . variant3

Figura 4.10. Curvas de melting normalizadas para la variante IDH2R140 en el ensayo de HRM
optimizado. Se observan las curvas de disociacidn, clasificadas en 3 variantes para la variante
IDH2R140. La variante V1 corresponde a la curva color roja, la variante V2 corresponde a la curva
color azul y la variante V3 corresponde a la curva color verde.

4.4 Comparacion de la deteccion de las variantes IDH1G105 e IDH2R140 por
secuenciacion por Sanger y HRM.

Al evaluar los resultados obtenidos para la deteccién de las variantes IDH1G105 e
IDH2R140 por los dos métodos utilizados se observo que en la deteccion de la variante
IDH1G105, las muestras positivas en la secuenciacion se clasificaban en un Gnico
grupo en el ensayo de HRM (tabla 23). Sin embargo, para la deteccién de la variante
IDH2R140, las muestras positivas por secuenciacién para las variantes R140Q
(CGG>CAQG), R140L (CGG>CTG) y las muestras con el alelo salvaje (CGG) se

clasificaban en diferentes grupos (tabla 24). La variante R140Q se agrupaba como V1
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y V3, la variante R140L se agrupaba como V1y V2 y el alelo salvaje agrupaba en los
3 grupos, V1, V2y V3.

Tabla 23. Resultados de secuenciacion y HRM para la variante IDH1G105.

Variante N° de : . N° de muestras
. Variante obtenida :
obtenida muestras Sriseclienziacion (por Cambio
por HRM total (HRM) P secuenciacion)
V1 48 Alelo salvaje 48 GGC
V2 2 SNP rs11554137 2 GGC>GGT

Tabla 24. Resultados de secuenciacion y HRM para la variante IDH2R140.

Variante N° de Variante obtenida N° de muestras
obtenida muestras e (por Cambio
por HRM total (HRM) por secuenclacion secuenciacion)
R140Q 6 CGG>CAG
V1 11 R140L 1 CGG>CTG
Alelo salvaje 4 CGG
R140L 1 CGG>CTG
V2 36 Alelo salvaje 35 CGG
V3 3 R140Q 1 CGG>CAG
Alelo salvaje 2 CGG

4.5 Frecuencia y co-ocurrencia de las variantes en los genes IDH1 e IDH2 con

otras mutaciones y/o re-arreglos de fusion

Se estudio la co-ocurrencia de las variantes descritas en los genes IDH1 e IDH2 con
mutaciones en los genes NPM1, FLT3 y re-arreglos génicos RUNX1-RUNXI1T1 y

CBFB-MYH11 previamente estudiados en el Laboratorio de Genética Molecular.

45.1 Co-ocurrencia con mutaciones en el gen NPM1

En el presente estudio, 33/50 (66%) muestras de pacientes eran positivas para
mutaciones en el gen NPM1. Se observé que 14/15 (93%) de las muestras que fueron
positivas para alguna variante en los genes IDH1 e IDH2, también eran portadoras de
mutaciones en el gen NPM1. Un paciente 1/15 (6,6%) presentaba el genotipo
IDH1G105/NPM1™t, 4/15 (26,6%) presentaban el genotipo IDH1R132/NPM1™! y
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9/15 (60%) presentaban IDH2R140/NPM1™. Una muestra 1/15 (6,6%) que fue
positivo para ambas variantes del IDH1, fue negativo para NPM1 (Tabla 25).

45.2 Co-ocurrenciacon FLT3-ITD

De los 50 pacientes en estudio, el 32% (16/50) presentaron la mutacion FLT3-ITD,
observandose que el 12% (6/50) de los pacientes presentaban también alguna variante
en los genes IDH1/2. Dos pacientes (4%) presentaba IDH1G105/FLT3-ITD; un
paciente (2%) presentaba IDH1R132/FLT3-ITD; y cuatro pacientes (8%) presentaban
IDH2R140/FLT3-ITD (Tabla 25).

4.5.3 Co-ocurrencia con re-arreglos de fusion

Al analizar la co-ocurrencia de los re-arreglos RUNX1-RUNX1T1 y CBFB-MYH11 con
las variantes en los genes IDH1/2, se observé que el 2% (1/50) de los pacientes
presentaba IDH2R140/RUNX1-RUNX1T1, sin embargo no se encontré ninguna co-
ocurrencia con el re-arreglo de fusion CBFB-MYH11 (Tabla 25).

Tabla 25. Co-ocurrencia de mutaciones y/o re-arreglos de fusion con las variantes IDH1 e IDH2.

RUNX1-RUNX1T1

CBFB-MYH11

FLT3-ITD

NPM1

IDH1G105

IDH1R132

IDH2R140

IDH2R172

Todos los resultados obtenidos en la deteccion de las variantes en los genes IDH1 e
IDH2, comparados con las mutaciones en NPM1 y FLT3-ITD se pueden observar en
la tabla 26.
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Tabla 26. Resultados de las mutaciones en IDH1/2, NPM1 y FLT3-ITD de todos los pacientes en

estudio.
Variantes en IDH1 Variantes en IDH2
. Secuenciacion Secuenciacién Secuenciacion Secuenciacion
S IDH1G105 IDH1R132 IDH2R140 IDH2R172 (e
1 F 7 wT wT POSITIVO | MUTA
2 M 50 WT WT WT WT
3 M 18 WT WT WT WT
4 F 64 WT wT wT MUT A
5 M 27 WT wT POSITIVO | MUTA
5 F 55 wWT wWT WT MUT A
7 F 73 wWT wWT WT MUT A
8 M 48 wT wT WT MUT A
9 M 63 wT wT wT MUT A
10 F % wT wT POSITIVO
11 M 64 wT wT POSITIVO | MUTB
© M D wT wT POSITIVO | MUTA
13 F 59 WT WT WT MUT A
14 M 57 WT wWT WT MUT A
15 M 6L wWT wWT WT MUT A
16 M 85 wT wT WT MUT A
17 M 3 wT CGT>CAT (R132H) wT wT wT MUT A
18 F 63 wT wT wT wT POSITIVO WT
19 F D wT wT wT wT wT MUT A
20 F % wWT wWT wT wT wWT MUT A
21 M 57 wT wT [ coe>ctG Ru40Q) | wT POSITIVO | MUTA
2 F 28 SNP 511554137 | CGT>CAT (R132H) wT WT POSITIVO WT
2 F 21 wWT wWT WT wWT WT WT
2 M 62 SNP 1511554137 wT wT wT positivo | NGB
> F o7 wT CGT>AGT (R1325) wT wT wT MUT A
2% M % wT wT wT wT wWT wWT
27 F 57 wT wT wT wT POSITIVO wWT
2 M 58 wT wT [ coe>cTG Ru40Q) | wT wr MUT A
29 M 57 WT wT wT wT POSITIVO WT
20 F 27 WT WT WT wWT WT MUT A
31 M 3 wWT WT WT wWT WT MUT A
2 M 84 wT wT wWT wT WT WT
) F D wT wT wT wT wT WT
3 F D wT wT wT wT POSITIVO wWT
35 F 63 wT wT wT wT wT wWT
36 F 50 WT WT WT WT wWT wWT
37 M 60 wT CGT>GGT (R1320) wT wT WT MUT A
E3 M 19 wWT wT WT wWT WT MUT A
39 M % wWT WT WT wWT WT WT
4 F 41 wT wT [ cce>cte Rix0q) | wT POSITIVO | MUTA
4 F P wT wT wT wT wT MUT A
2 F P wT wT wT wT wT MUT A
3 F 8 wT wT wT wT POSITIVO | MUTA
4 M 71 wT wT wT wT POSITIVO | MUTA
4 M &7 WT WT WT WT WT WT
46 F A i wT [ ccocreRua0) | i wT MUT A
4 M 6L wWT WT WT wWT POSITIVO | MUTA
2 M 80 wT wT wT wT wWT WT
49 M 66 wT wT wT wT wT WT
50 M 7 wT wT [ ccocreRigog) | wT wT MUTA
SD: Sin Datos
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5. DISCUSION
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5. DISCUSION

La LMA es una patologia genéeticamente heterogénea, que afecta principalmente a
adultos mayores y que se estratifica segun la evolucion clinica y prondstica. La
disponibilidad de plataformas de secuenciacion en los dltimos afios ha permitido
identificar marcadores moleculares, como por ejemplo mutaciones somaéticas
recurrentes en los pacientes con cariotipo normal, entre los que se citan la IDH1 e
IDH2 (52,83,84). No obstante, en el pais no se han reportado estudios que describan
la presencia de estas mutaciones; por tanto, el objetivo del presente estudio fue
describir por primera vez la deteccion y frecuencia de estas mutaciones en la poblacién
estudiada. Para la realizacién de este trabajo, se recolectaron 50 muestras de pacientes

con diagnéstico clinico de LMA.

Respecto a la edad de los pacientes, la mediana al momento del diagndstico fue de 57
afios, similar a lo publicado por Patel y cols., quienes en 2011 reportaron a la mediana
de la edad como 55 afios en una cohorte de 199 pacientes (85). Estos datos difieren de
las publicaciones recientes respecto a LMA, como la de Daver y cols. en 2020, que
describe a la mediana de la edad como 67 afios (7). Segun lo publicado en Vigilancia,
epidemiologia y resultados finales 2021 (SEER 2021) del Instituto Nacional de Cancer
de los EEUU, la mediana de la edad en la LMA es de 68 afios (6). Montalbran-Bravo
y cols. compararon las edades de los pacientes que presentaban el gen wild type y
pacientes que presentaban la mutacién en los genes IDH, encontrando que los ultimos
eran tipicamente mayores, con una mediana de edad de 67 afios (86).

La presencia de las variantes en los genes IDH1 y IDH2 fue asociado con
hematopoyesis clonal en personas mayores sanas; y estas mutaciones son eventos
tempranos en leucemogénesis (8). En la poblacion estudiada, los pacientes que
presentaban alguna variante para los genes IDH1 o IDH2, también tenian una mediana
de edad de 57 afos, lo que es menor a lo reportado a nivel mundial en la literatura,
pero en Latinoamérica existe una tendencia de aparicion de la enfermedad a edades

menores de lo reportado a nivel mundial (87).
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En cuanto al sexo, en este trabajo se observd una leve predominancia del sexo
masculino, observando una proporcion de hombre/mujer de 1,17/1; coincidiendo con

varias publicaciones actualizadas respecto a la enfermedad (6,7,88).

En la poblacion estudiada se observé en la mayoria de los casos, un aumento en el
recuento de los globulos blancos, siendo la mediana un valor de 25,2x10%L. Sin
embargo se observo valores disminuidos en el recuento de plaquetas, siendo la
mediana 50x10%L; y en el valor de la Hemoglobina, mediana de 8g/dL; lo que conlleva
al paciente a presentar trombocitopenia y anemia, que se describen en la bibliografia
como manifestaciones clinicas de la LMA (3,4). Ademas se observo que la mediana

en el porcentaje de blastos en medula dsea fue alrededor de 80% (40-100%).

Debido a que no se cuentan con datos sobre la deteccion de los genes IDH1 e IDH2 en
la LMA a nivel pais, y que esto tiene un impacto a nivel del tratamiento de los
pacientes, aunque el tratamiento ain no estd disponible en el pais, el objetivo del
presente estudio fue determinar mediante técnicas moleculares la presencia y
frecuencia de las variantes en una cohorte de pacientes paraguayos con diagnostico
clinico de LMA, con la finalidad de sentar las bases necesarias para la aplicacion de

futuros protocolos de tratamiento en el pais.

Las variantes en los genes IDH1 e IDH2 son mutaciones que se caracterizan por su
presencia en pacientes con LMA con cariotipo normal (CN), presentandose en un 25-
30% de los casos de CN-LMA. Estas variantes presentan también una frecuente
asociacion con mutaciones en los genes NPM1 y FLT3 (89,90). Debido a esta
asociacion, entre los genes NPM1 e IDH1/2 (15,55,91), y a fin de obtener muestras
positivas que sirvan como controles positivos para la realizacion de las diferentes
técnicas, para la realizacion de este estudio se seleccionaron preferentemente muestras
NPM1 positivas; siendo el 66% (33/50) de las muestras estudiadas, positivas para
alguna mutacion en el gen NPM1. Por este motivo, consideramos que la poblacion en

estudio presenta un sesgo de reclutamiento, por lo cual los resultados obtenidos son
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analizados teniendo en cuenta esta limitacion y no pueden ser extrapolados a una

poblacién de pacientes con LMA.

Las variantes IDH1G105, IDH1R132, IDH2R140 e IDH2R172 fueron estudiadas por
dos metodologias, el secuenciacion de Sanger y HRM.

Mediante la secuenciacion por Sanger, se observo una frecuencia del 30% para las
variantes en los genes IDH1 e IDH2. La frecuencia observada fue de 12% y 18% para
variantes en IDH1 e IDH2 respectivamente. La variante IDH1G105 se encontrd en 4%
de la poblacion estudiada, la variante IDH1R132 en 10% vy la variante IDH2R140 en

18%. La variante IDH2R172 no fue detectada en la poblacién estudiada.

La variante IDH1G105 se detectd en el 4% de la poblacion. Estudios previos reportan
que esta variante se encuentra entre 10-16% de pacientes con LMA (51,52,85,92). El
motivo por el cual en este trabajo se detectd una frecuencia menor puede deberse a la
seleccién priorizada de pacientes NPM1+, aunque Ho y cols. reportaron no haber
encontrado diferencias entre la presencia o ausencia de esta variante al compararla con
muestras NPM1+; sin embargo reportaron encontrar un mayor porcentaje de co-
ocurrencia entre la variante IDH1G105 y la mutacién FLT3-1TD (53). En este estudio,
los dos pacientes que presentaron la variante IDH1G105 también presentaron la
mutacion FLT3-ITD. En un metaandlisis realizado por Xu y cols. en el 2017, los
resultados sugieren que este SNP podria contribuir a un prondéstico adverso, similar a
la mutacion FLT3-ITD (93).

La variante IDH1G105 es un polimorfismo germinal de un solo nucle6tido (SNP:
single nucleotide polymorphism). Al secuenciar el gen, se puede observar tres
posibilidades: homocigosis para la variante, homocigosis para el alelo salvaje o
heterocigosis para la variante y el alelo salvaje (94). Mediante los resultados obtenidos
en la secuenciacion por Sanger, en este estudio fue posible identificar dos pacientes en

heterocigosis para la variante.
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En relacidn a la variante IDH1R132, en una revision publicada por Panuzzo y cols. en
2020, se describe que la frecuencia de esta variante en pacientes con LMA es del 6-
10% (55). En el presente estudio se observo una frecuencia del 10%. Sin embargo,
debe considerarse que el sesgo de reclutamiento de muestras positivas para NPM1
podria superestimar esta frecuencia observada, considerando que existen trabajos que
reportan una alta co-ocurrencia de esta variante con mutaciones en el gen NPM1
(31,90). En el presente estudio 4/5 de los pacientes que presentaban esta variante se

observo una co-ocurrencia con mutaciones en el gen NPM1.

En relacién al tipo de variante IDH1R132, en el presente estudio se observaron 4 tipos
que son CGT>CAT (R132H), CGT>TGT (R132C), CGT>AGT (R132S) y CGT>GGT
(R132G). La variante que presenté mayor frecuencia fue la R132H (CGT>CAT), que
se presento en 2/5 pacientes, que concuerda con Abbas y cols., quienes mencionan que
R132H fue la mutacién méas frecuente en el gen IDH1 (68). Estos cambios se
observaron en heterocigosis, lo que coincide con lo reportado en la bibliografia, que
menciona que esta variante se trata de una mutacién somatica que por lo general se
presenta en heterocigosis con el alelo wild type (21), y ademas la deteccion del alelo
mutado podria depender de la cantidad de blastos presentes en la muestra; aunque
Salem y cols. no encontraron diferencias significativas en la cantidad de blastos entre

pacientes positivos y negativos para la variante IDH1R132 (95).

Respecto a las variantes encontradas en el gen IDH2, la variante IDH2R140 se detect6
en el 18% de los pacientes. Panuzzo y cols. en 2020 describen que esta variante se
encuentra presente entre 5-15% de los pacientes con LMA (55). El alto valor en el
porcentaje encontrado en este estudio, puede deberse al sesgo introducido con las
muestras NPM1+, porque las bibliografias citan la alta frecuencia de co-ocurrencia de
la variante IDH2R140 con mutaciones en el gen NPM1 (31,64); ademas, Medeiros y
cols. en su publicaciéon hacen relacion a la mayor probabilidad de que la variante

IDH2R140 se acomparfie de la mutacion NPM1 que otras mutaciones en IDH2 (21).

Las sustituciones observadas para la variante IDH2R140 corresponden a los cambios
CGG>CAG (R140Q) en un 14% y CGG>CTG (R140L) en un 4%, lo que se
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corresponde a la bibliografia que menciona a la sustituciéon R140Q como mas frecuente

entre las variantes que se presentan en los genes IDH2 (21).

Las variantes IDH1R132 e IDH2R140 son mutaciones somaticas que por lo general se
presentan en heterocigosis en la LMA (44), lo que también fue posible observar en este

estudio mediante la secuenciacion por Sanger.

Finalmente, la variante IDH2R172 no se detect6 en la poblacién de estudio. Pero,
segin mencionan Liu y cols., ellos no registraron co-ocurrencia de esta variante
IDH2R172 con la mutacion NPM1, lo cual podria ser un motivo por el que no se
detecto en este trabajo (96). La variante IDH2R172 es mutuamente excluyente con la
mutacion NPM1 (odds ratio para co-mutacion igual a 0,06; p= 4x107°), y esta variante
puede describirse como un subgrupo de las LMA con una frecuencia de 1% (65). La
ausencia de la deteccion de esta variante puede deberse a su baja frecuencia de
aparicion y a la cantidad de pacientes positivos para NPM1, por lo cual podria ser
necesario en estudios posteriores aumentar el tamafio muestral sin priorizar pacientes

que presenten mutaciones en NPM1.

La Secuenciacion por Sanger se considera el “estandar de oro” para identificar
mutaciones debido a su precision, robustez y facilidad de uso; lo que llevé a convertirse
en la tecnologia mas comun utilizada para secuenciar ADN (58). En este estudio
resultdé un método de facil manejo; sin embargo, es una técnica que presenta un
sensibilidad relativamente baja con una deteccién del 10% para mutaciones
homocigotas y un 20% para mutaciones heterocigotas (44,57). Esta caracteristica para
el estudio de muestras de pacientes con LMA, donde existe una mezcla de células (clon
leucémico y células normales), podria influir el resultado. Otra limitacion del uso de
este tecnologia es que al no encontrarse disponible en el pais, las muestras deben ser
enviadas al extranjero (Macrogen-Corea), lo que se constituye como una limitacion
para su aplicacion en la rutina de estudio de pacientes con LMA, donde la obtencion
de un resultado réapido y preciso es de vital importancia para el diagnéstico y

tratamiento del paciente (56).
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Entre las limitaciones del estudio de las muestras por secuenciacion se encuentra que,
debido al costo y al tiempo necesario para el término de la tesis, solamente fue
secuenciada una hebra de ADN. El estudio de las dos hebras para la identificacion de
las variantes se preve que sea realizado como perspectivas de continuacion del
proyecto, a fin de que puedan complementar los datos y definir la sensibilidad del

ensayo.

Pichler y cols. mencionan que la secuenciacion de Sanger no puede considerarse el
estandar de oro con respecto a su sensibilidad diagnéstica en muestras donde la carga
alélica de mutaciones puede ser inferior al 50% (97); y Gorniak y cols. con sus
resultados demostraron que la sensibilidad diagndstica calculada y la especificidad
para la secuenciacion de Sanger fueron 50-66% y 100%, respectivamente (45). En
cuanto a las LMA, observar una baja cantidad de blastos indicaria una hemodilucién
del clon leucémico con los clones normales, lo que dificultaria la deteccion de las
mutaciones; y aquellos pacientes que presenten menor a 50% de blastos, podria
perderse la deteccion de las variantes en la secuenciacion (45). En este trabajo, 4
pacientes presentaban cantidad de blastos menor al 50%, los cuales en su totalidad se

identificaron como wild type en la secuenciacion.

En este estudio también se analizaron las variantes en los genes IDH1/2 por la
metodologia HRM. EI HRM se describe como un método de screening rapido, sensible

y rentable para la genotipificacion y el analisis mutacional (21,44,45).

Los primers utilizados en los ensayos de HRM fueron disefiados en el laboratorio. Para
el HRM se recomienda que el largo del amplicon debe ir entre 80 a 250 pb, porque la
amplificacion es ineficiente cuanto mas largo sea el amplicon; que la longitud de los
primers sea de aproximadamente 20 pb, la Tm de los mismos se recomienda que este
entre 58 a 60 °C, el porcentaje de GC se encuentre entre el 30 — 80 % en cada primer,
y que el extremo 3" no debe contener mas de 3G/C en los altimos 5 nucledtidos, pero
recordando que el contenido GC en el extremo 3" debe ser estable para que se produzca
la polimerizacion. Ademas, las repeticiones deben tratar de evitarse, y de no ser posible

evitarlas, no deberia haber mas de 4 Gs seguidas. Al disefiar los primers también se
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debe tener en cuenta evitar la formacion de horquillas o los homodimeros o
heterodimeros de primers debido a que esto puede causar una baja amplificacion del
producto deseado (98). Todos estos parametros fueron tenidos en cuenta para el disefio

de los primers citados en latabla5y 7.

El ensayo de prueba del HRM para la variante IDH1G105 con el primer disefio de
primers permitio la identificacion de tres grupos: la variante V1 que corresponde al
identificado en la secuenciacion por Sanger como una muestra en heterocigosis para
la variante IDH1G105, y las variantes V2 y V3, ambas correspondientes a muestras no
relacionadas a la LMA. Estas muestras no relacionadas no fueron secuenciadas,
aunque al tratarse de pacientes sin signos ni sintomas relacionados a la enfermedad, se
consideran muestras negativas y el uso de estas muestras permite verificar la
sensibilidad del ensayo para identificar las variantes. Pero ademas, en el ensayo es
necesario la inclusion de muestras negativas secuenciadas, por lo que este ensayo fue

descartado para quitar conclusiones respecto a la clasificacion de la variante.

Se pueden observar tres posibilidades: homocigosis para el alelo wild type,
homocigosis para la variante IDH1G105 y heterocigosis para la variante; y en el HRM
esto podria identificarse mediante la clasificacion en diferentes agrupamientos o
variantes. Esto es posible también debido a que este SNP, al tratarse de un
polimorfismo germinal, el 100% del genoma en la muestra debe presentar el genotipo
de la variante si se trata de una variante en homocigosis, o el 50% si se trata de la
variante en heterocigosis; porque en este caso no hay un clon leucémico del cual

depende la presencia de la variante.

En cuanto a la prueba del ensayo de HRM para el IDH1R132, se obtuvieron 2 grupos:
la variante V1 correspondiente a las muestras no relacionadas a la LMA que no fueron
secuenciadas, y la variante V2 correspondiente a las muestras positivas por
secuenciacion para la variante. Las 3 muestras positivas para IDH1R132 presentaban
diferentes sustituciones de bases en la secuencia: CGT>CAT (R132H), CGT>TGT
(R132C) y CGT>GGT (R132G); sin embargo, el HRM no fue capaz de distinguir entre

estas sustituciones, es decir no hubo diferencias en el agrupamiento de las variantes
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del HRM en estas muestras, similar a lo publicado por Patel y cols., quienes mencionan
que aunque detectaron las variantes R132H y R132C, el uso del fluoréforo intercalante
en el andlisis de HRM no permite distinguir entre ellas, motivo por el cual los autores

recomiendan el uso de sondas especificas para distinguir entre cada sustitucion (44).

En cuanto al ensayo de prueba del HRM para la variante IDH2R140, se analizaron
muestras positivas por secuenciacion de dos diferentes cambios de base en la
secuencia, junto con controles que fueron negativos por secuenciacion para la variante
y controles no relacionados a la LMA que no fueron secuenciadas. En esta prueba, las
muestras se agruparon en 3 variantes en el HRM, un grupo correspondia a las variantes
IDH2R140, otro grupo correspondia a los secuenciados como wild type en la
secuenciacion y el otro grupo correspondia a las muestras no relacionadas a la LMA.
Las diferentes sustituciones de bases en la variante IDH2R140 tampoco pudieron ser
identificadas por HRM. El motivo por el cual no es posible identificarlas consideramos
podria deberse al algoritmo que utiliza el software del HRM para clasificar a las
variantes que utiliza pardmetros relacionados con temperaturas de melting y formas de
las curvas (silhouette) para la clasificacion de variantes y agrupamiento de las curvas
normalizadas. Estos pardmetros que utiliza son desconocidos y no disponibles al
publico, por lo que para identificar el tipo de sustituciones deben ser utilizadas sondas

especificas al tipo de variante.

Para la variante IDH2R172 no fue posible realizar el ensayo de HRM porque al no ser

detectado en la secuenciacion, no se contaba con controles positivos para esta variante.

En cuanto a las posibles condiciones experimentales que podrian influir en un ensayo
de HRM, se describe que éstas fueron las mismas para todas las muestras, aplicandose
el mismo método de extraccion, dilucion y amplificacion por PCR para todas las
muestras, por lo que los factores que podria influir si estos métodos fueran diferentes
se descartan. Pero, teniendo en cuenta que la resuspension final del ADN en la
extraccion se realiza en un buffer de resuspension que pertenece al kit y se desconoce
la composicion del mismo, es posible que el contenido del mismo (por ejemplo sales)

puedan interferir en el ensayo de HRM, tratdndose de un ensayo muy sensible a estas

61



condiciones (63).

Aunque la técnica de HRM es capaz de detectar pequefias variaciones en la
temperatura de melting debido a cambios de una base en la secuencia, las variantes
analizadas son mutaciones que por lo general se presentan en heterocigosis en la LMA,
por lo que una mayor cantidad de alelos wild type podrian interferir en la deteccion de
las variantes, ademéas de que la cantidad de alelos mutados también puede verse
influenciada por la cantidad de blastos presentes en cada muestra (99). Por ello, a fin
de optimizar el ensayo de HRM, se realizaron los siguientes cambios: 1) se disefiaron
nuevos pares de cebadores con un tamafio de amplicdn menor, y 2) se utilizé una PCR

de enriquecimiento de mutantes o Fast-COLD-PCR.

Para lograr una mayor eficiencia de deteccion en el HRM se disefiaron nuevos pares
de cebadores con un tamafio de amplicon mas pequefio debido a que el tamafio del
amplicén influye en la deteccion de variantes (63). Los nuevos cebadores disefiados se
utilizaron para las variantes IDH1G105 e IDH2R140. Para el caso de la variante
IDH1G105, se consiguié disminuir a 88 pb; y para la variante IDH2R140, se
disminuyé a 93 pb. Los cebadores disefiados para la variante IDH1R132 no

funcionaron por lo que mas ensayos deberian realizarse.

A el disefio de nuevos cebadores para la optimizacion del HRM, se sumé la utilizacion
de una PCR de enriquecimiento de mutantes 0 COLD-PCR, porque consideramos que
es un método sencillo para aumentar la sensibilidad de deteccién de una mutacién sin
aumentar la complejidad y el costo de los experimentos (100). Ademas, teniendo en
cuenta la carga alélica de una muestra, si una muestra presenta una mutacion
heterocigota, y ademas la muestra presenta una baja carga alélica, esto interferiria en
una correcta deteccion de la variante; por ello una optimizacion seria la utilizacion de

una PCR de enriquecimiento de mutantes.

La PCR de enriquecimiento de mutantes 0 COLD-PCR consiste en la amplificacion
selectiva de las hebras de ADN gue contienen la mutacién, mediante la utilizacion de

una temperatura critica o Tc (78,101). Cambiando un solo parametro de la PCR como

62



la temperatura de desnaturalizacion, podria aumentar potencialmente la sensibilidad
del ensayo de deteccidon de mutaciones hasta 100 veces (100). La COLD-PCR que se
utilice puede ser una Full-COLD-PCR o una Fast-COLD-PCR, dependiendo del
cambio de base o el tipo de mutacion que se desea enriquecer. Una Fast-COLD-PCR
consiste en una amplificacion preferencial de las mutaciones cuando es realizada en la
Tc, y discrimina fuertemente hacia el alelo de Tm inferior, que consiste en cambios de
una sola base y estos cambios son G:C a A:T; que son los casos en la que una Fast-
COLD-PCR puede conseguir un enriquecimiento de las mutaciones hasta 100 veces
mas (78,101). Como los cambios de base en las variantes analizadas en este estudio
consistia en cambios de G:C a A:T, en este estudi6 se utilizé la Fast-COLD-PCR.

Para hallar la Tc, se hicieron amplificaciones mediante una PCR convencional
siguiendo el protocolo para una Fast-COLD-PCR de Li y cols (78), para lo cual se
utilizé la Tm aproximada de 79,5° para la IDH1G105 y la Tm aproximada de 82°C
para la IDH2R140, y se probaron diferentes temperaturas de desnaturalizacion,
descendiendo en 0,5°C hasta encontrar la temperatura en la cual s6lo se observaran
amplificaciones en los controles positivos (muestras con la variante) y no en los
controles negativos (muestras con secuencia wild type). Esta temperatura critica debe
hallarse de forma empirica, por lo que no puede ser definido solamente mediante
calculos, lo que hace a la técnica engorrosa y laboriosa. Finalmente, la Tc hallada para
la variante IDH1G105 fue de 78,5°C y para IDH2R140 fue de 81°C.

En el ensayo de HRM optimizado para la variante IDH1G105, las muestras analizadas
se clasificaron en dos grupos: el 96% (48/50) como V1 (variante 1), que corresponde
a muestras en donde se identificd en la secuenciacion como homocigoto para el alelo
wild type y el 4% (2/50) se clasifico como V2 (variante 2), que corresponde a las

muestras identificadas como heterocigotas para el SNP rs11554137 por secuenciacion.

Al comparar el primer ensayo de HRM vy la optimizacion del mismo mediante el uso
de una PCR de enriquecimiento, se observd que en la optimizacion fue posible la
correcta clasificacion de las muestras, demostrando que el uso de una Tc como

temperatura de desnaturalizacion es util para diferenciar entre muestras positivas y
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negativas para la variante, aun tratandose de un polimorfismo germinal, en el cual se
presupone que tanto las células leucémicas y células no leucémicas presentan el

polimorfismo.

La frecuencia de aparicion del alelo mutado en homocigosis de la variante IDH1G105
es de 0,06. Segun la bibliografia consultada, el genotipo de la variante en 18345 alelos
estudiados globalmente, s6lo 740 se observaron en homocigosis, por lo que es poco
probable que una cohorte de pacientes pequefia, como es la poblacién estudiada, se

detecte un homocigoto para la variante (102).

En cuanto al estudio de la variante IDH2R140 en el ensayo optimizado del HRM, se
obtuvieron tres agrupamientos de las muestras analizadas. Los positivos por
secuenciacion se clasificaron el 78% como V1, el 11% como V2 y el 11% restante
como V3. En cuanto a los negativos por secuenciacion se clasificaron el 9,7% como
V1, el 85,4% como V2 y el 4,9% como V3. Esta variante es una mutacién somatica
que por lo general se presenta en heterocigosis, y es dependiente de la cantidad de
células leucémicas presentes en la muestra, por lo que su deteccion puede verse
influenciada por la cantidad de alelos salvajes, es decir, a la presencia de células no
leucémicas presentes en la muestra. Por este motivo se considerd que el uso de la Tc
seria de utilidad para la deteccién de la variante; sin embargo, comparando los

resultados del HRM con la secuenciacion por Sanger, no hubo coincidencia.

Ademas, considerando que las muestras positivas se trataban de dos diferentes cambios
de base: R140Q y R140L, se esperaria que estas muestras se clasificaran también en
diferentes curvas, pero como el HRM es un analisis con un fluoréforo intercalante
(SYTO 9) y no una sonda que permita diferenciar entre estas muestras, se descarta la

posibilidad de diferentes curvas debido a diferentes cambios de base.

La eficiencia de deteccion de variantes en la técnica de HRM depende de muchos
factores como pipeteo, concentracion de sales, calidad y cantidad de ADN, presencia
de contaminantes como alcoholes, la master mix, el tipo de fluor6foro utilizado, la

pureza, calidad y cantidad de primers a utilizar, entre otros factores (63). Ademas, la
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bibliografia menciona que cantidades inconsistentes de ADN pueden causar una
desviacion de la curva, dando lugar a resultados falsos positivos; y una amplificacion
deficiente de la muestra puede producir curvas de disociacion aberrantes (62). Sin
embargo y a pesar de los factores mencionados, un ensayo de HRM resulta en un
método de genotipado bastante sensible, rapido y de bajo costo (45).

Otra limitacion en cuanto a los ensayos de HRM, es que se desconoce la concentracion
de los componentes de la mix comercial, debido a que estos datos no se encuentran
declarados en el inserto del mismo; y teniendo en cuenta la PCR de enriquecimiento,
para hallar la Tc de las variantes se utilizé una concentracion de 1,5 mM de MgCla, y
posibles diferencias entre ésta y la concentracion real en la mix comercial podrian ser
responsables de no obtener la clasificacion deseada en el HRM. Por lo general, las
mixes comerciales presentan una concentracion mayor de MgClz; y mayores
concentraciones de MgCl. disminuyen la temperatura de melting de un amplicon,
punto que es importante en los ensayos de HRM vy la agrupacion final de las muestras
(103,104). Por todo esto, lo ideal seria que la busqueda de la Tc se realicé con la misma
mix que se estaria realizando el ensayo de HRM, para evitar resultados falsos positivos
o falsos negativos en el HRM.

El HRM, en contraposicion con la Secuenciacion por Sanger, en este trabajo se
consider6 muy laborioso para estandarizar, dependiente de muchos factores, ademas
de ser una técnica que requiere de mucho entrenamiento previo para realizar una

correcta lectura de los resultados.

Como perspectivas para futuros trabajos en la optimizacién en los ensayos de HRM,
se plantean testar ademas a pacientes no relacionados a la LMA, y de esta manera

verificar que el ensayo sea especifico para detectar las variantes deseadas.

En cuanto a las co-ocurrencias entre las variantes del IDH, estas son poco frecuentes,
pero se podrian presentar. Uno de los 50 pacientes en estudio, correspondiente al 2%,
presentd co-ocurrencia de ambas variantes en el gen IDH1, en donde se detect6

IDH1G105 e IDH1R132. Esta co-ocurrencia ya se observd previamente segun
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reportes, como mencionan Patel y cols., que citaban la co-ocurrencia en un 0,7%
(1/146) (44) y Ravandi y cols. lo detectaron en un 1,17% (2/170) (52). Sin embargo,
en este estudio se observo que las variantes en IDH1 y en IDH2 son mutuamente
excluyentes entre si, lo que concuerda con varias publicaciones de dichas mutaciones
en la LMA (66-68). Ademas, en el presente trabajo se detectd mayor prevalencia de
las variantes en los genes IDH2, lo que coincide con la bibliografia que menciona que

en la LMA, las variantes en IDH2 son mas comunes que las variantes en IDH1 (86).

En cuanto a las co-ocurrencias entre las variantes en IDH1/2 y otras mutaciones
estudiadas en el laboratorio, de los pacientes NPM1+, el 42% (14/33) presentaban
alguna variante en IDH. La asociacion de la mutacién en NPM1 con las variantes en
el gen IDH1 se encontr6 un total de 15%: un paciente (3%) presentaba
IDH1G105/NPM1™!y cuatro pacientes (12%) presentaban IDH1R132/NPM1™; y en
la asociacion de la mutacion en NPM1 con la variante IDH2 se encontré un 27%: los
nueve pacientes que presentaban la variante IDH2R140 en este estudio, es decir la
totalidad, presentaron alguna mutacién en NPM1. Segun Bullinger y cols, la mutacién
en NPM1 se encuentra asociada con las mutaciones en IDH1 en un 15%
aproximadamente, lo que coincide con lo reportado en este trabajo (8). Los mismos
autores mencionan que con la variante IDH2R140 también se asocia en un 15%
aproximadamente (8), pero en este trabajo se encontrd una frecuencia mayor: 27%; sin
embargo, Papaemmanuil y cols reportaron que la IDH2R140 presentaba una fuerte co-
ocurrencia con NPM1 (odds ratio para co-mutacion igual a 3,6; p=5x101°) (65), lo que
es compatible con el presente estudio donde el 100% de los pacientes positivos para

R140 fueron también positivos para NPML1.

De los pacientes negativos para NPM1 (17/50) que se analizaron en el estudio, 16/17
pacientes fueron negativos para IDH1R132 y 17/17 fueron negativos para IDH2R140,
resultados concordantes con lo observado en otros estudios que demuestran una alta
asociacion entre R312 y R140 con NPM1 (8,55,65).
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La variante IDH2R172 es mutuamente excluyente con la mutacion NPM1 (65); y en el
presente estudio, el 34% (17/50) fueron negativos para la mutacion NPM1, y entre

estos pacientes no se observo la presencia de la variante IDH2R172.

Finalmente, como conclusion es importante entender la importancia de incluir el
estudio de las variantes IDH1 e IDH2 en un perfil de mutaciones de la LMA, porque
la presencia de variantes en IDH por si mismas no predicen el desenlace de pacientes
con LMA (EFS a 5 afios=40% vs 39% en pacientes con el alelo normal). Sin embargo,
pacientes con variantes en IDH y NPM1 presentan mejores valores en cuanto a la
informacion sobre la sobrevida global y libre de la enfermedad (EFS a 5 afios=56,5%

vs 20,6% en pacientes con el alelo normal, p menor a 0.001) (55,105).

Por otra parte, cabe resaltar que este es el primer estudio que brinda datos sobre la
frecuencia de las variantes en los genes IDH1 e IDH2 en una poblacion seleccionada
del pais, y los resultados obtenidos en este trabajo sirven como base para la
implementacién de posibles tratamientos, ya disponibles a nivel mundial para los
pacientes con LMA que presentan estas variantes, teniendo asi relevancia en el ambito

clinico, de diagndstico y tratamiento en la leucemia mieloide aguda en el pais.
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6. CONCLUSION
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6. CONCLUSION

En este trabajo fue posible la deteccion de las variantes IDH1 e IDH2 en la poblacion
estudiada, mediante las técnicas moleculares Secuenciacion por Sanger y High
Resolution Melting (HRM).

Se determind la frecuencia de aparicion de las variantes en la poblacion estudiada: 4%
para la variante IDH1G105, 10% para la variante IDH1R132 y 18% para la variante
IDH2R140. La variante IDH2R172 no fue detectada en la poblacion estudiada.

Se describio la co-ocurrencia de las variantes con otras mutaciones y re-arreglos
génicos: 28% de los pacientes presentaron mutaciones en NPM1 e IDH1 o IDH2; 12%
presentaron mutaciones en FLT3-ITD e IDH1 o IDH2 y 2% presentaron el re-arreglo
de fusion RUNX1-RUNX1T1 y una mutacion en IDH2.

Se describieron también brevemente las variables clinicas de los pacientes al momento

del diagnéstico.
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ANEXO 1
Este formulario se envia al médico tratante al tiempo que la muestra llega al

laboratorio, para obtener los datos al momento del diagndstico.

DATOS PARA ESTUDIO MOLECULAR

Favor completar los datos necesarios para el procesamiento de las muestras

Nombre del Paciente :

Edad:

Sexo:

Procedencia:

Hemoglobina (g/dl):

Recuento de glébulos blancos (/ul):
Recuento de plaquetas (/ul):

Porcentaje de blastos en Médula Osea:

NS NE N N N N AR

Nombre de quien completa este formulario:
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ANEXO 2
CONSENTIMIENTO INFORMADO

ESTUDIO DE REARREGLOS GENICOS Y MUTACIONES DE RIESGO EN
PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA.

Justificativo: El presente trabajo tiene como objetivo estudiar las variantes en los genes
IDH1 e IDH2 en pacientes con diagnostico clinico de leucemia mieloide aguda.

Es importante que usted lea y entienda que:

1) Este estudio NO tiene ningun costo para usted.

2) Su participacion es voluntaria.

3) Que al tratarse de un estudio que pretende implementar y estandarizar una nueva
tecnologia y técnica, el resultado de su estudio puede tardar tiempo en entregarse.
4) Su donacidn consistira en permitir que se realice el presente estudio en el material
ya remitido al Laboratorio para su diagnéstico (médula 6sea o sangre periférica). No
se realizara una nueva toma de muestra.

5) Este material quedard almacenado y guardado en el laboratorio en completa
confidencialidad.

6) La participacion de usted en este estudio serd andnima, es decir Unicamente los
investigadores mencionados abajo sabran de su participacién. Su nombre no aparecera
en ninguna presentacion o publicacion que puede resultar de esta investigacion.

7) El beneficio del estudio consiste en generar conocimiento e informacion para la
poblacion, lo que en un futuro podria direccionar el tratamiento de los pacientes con
LMA, cuando la medicacion se encuentre disponible en el pais.

CIN®.. Estoy de acuerdo que una muestra de mi sangre y/o médula 0sea
se mantengan almacenados por congelacion bajo la responsabilidad del equipo de
laboratorio, lei y comprendi todos los puntos anteriormente citados por lo tanto
ACEPTO participar de este estudio.

Firma del paciente o responsable

Investigadores del proyecto (Laboratorio de Genética del 1ICS): Dra. Ana llda Ayala
Lugo, MSc., PhD.; Biol. Valerie Jolly, MSc.; Biog. Maria Paz Mujica.
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