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Resumen Introduccidn: la edicién revisada del afio 2017 de la clasificacién de Neoplasias Mieloides y Leucemias Agu-
das de la Organizacién Mundial de la Salud clasificé las leucemias mieloides agudas con la mutacién en el gen
NPM1 como una entidad definida. Por esta razén, se cree que es importante implementar esta determinacion
en todos los laboratorios que realicen estudios de biologia molecular, para completar el perfil de estudios mo-
leculares de la leucemia mieloide aguda. Objetivo: evaluar un método de screening simple y rapido para la de-
teccion de mutaciones en el gen de la nucleofosmina (NPM1) en los laboratorios de diagndstico molecular de
baja complejidad. Materiales y métodos: se procesaron muestras de pacientes con diagndstico de leucemia
mieloide aguda y el gen NPM1 mutado. Se realizé una amplificacién, con el método de lareaccién en cadena de
la polimerasa, de la zona del gen en la cual se reportan las mutaciones. Luego, se favorecid la formacién de he-
terodlplex y se visualizd en un gel de agarosa de alta resolucién. Se probaron en paralelo muestras de pacien-
tes con otras neoplasias no mieloides consideradas como controles negativos. Resultados: se procesaron 29
muestras (17 adultos y 12 pediétricos) con leucemia mieloide aguda y 60 muestras de pacientes con otras
neoplasias. Las muestras con mutaciones del gen NPM1 presentaron una banda de mayor peso molecular
respecto de la wild type. En las muestras de otras neoplasias no mieloides solo se observé la banda wild type.
Conclusiones: se propone este método como screening de las mutaciones del gen NPM1 y laincorporacion de
un algoritmo propuesto para su confirmacién y posterior caracterizacion.

Palabras clave: NPM1, leucemia mieloide aguda, diagnéstico molecular, estratificacién de riesgo, screening,
heteroddplex.

Abstract Introduction. The 2017 revised edition of the Classification of Myeloid Neoplasms and Acute Leukemias of

the World Health Organization classified acute myeloid leukemias with mutations in the nucleophosmin gene

(NPM1) as a defined entity. Thus, it should be important to implement an assay to detect these mutations in

all laboratories that perform molecular biology studies to complete the profile of molecular studies of AML. Ob-

jective. To evaluate a simple, fast screening method to detect mutations in NPM1 in low complexity molecular

diagnostic laboratories. Materials and methods. Samples from patients diagnosed with acute myeloid leuke-

mia and mutated NPM1 were processed, and PCR amplification of the area of the gene in which mutations are

reported was performed. Then, the formation of heteroduplex was favored and visualized by high-resolution

agarose electrophoresis. Samples from other non-myeloid neoplasms, considered as negative controls, were

tested in parallel. Results. The samples with mutations of the NPM1 gene included {17 adults and 12 children])

ISSN 15156761 Ec Impresa in this study had a higher molecular weight band than the wild-type band. In the samples of other non-myeloid
IssN2250-5903Ed.coRoM  neoplasms (n=60), only the wild-type band was observed. Conclusions. This methodology is proposed as
Egg&ga°dzi:’e'feg’;gg::RBUPE screening of mutations of the NPM1 gene. Besides, the algorithm presented in this work should be incorpora-
10/07/2019 ted for confirmation and subsequent characterization of these mutations.
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Introduccién

Las leucemias mieloides agudas (LMA) representan un
grupo de neoplasias con marcada diversidad y heterogenei-
dad genética, etiologia diversa y potencial evolucion clonal
entre los pacientes?. El 50-60% de los pacientes con LMA
presentan alteraciones cromosémicas recurrentes, que se
relacionan con el proceso leucemogénico y que proveen una
importante informacién pronéstica. En los dltimos afios han
sido descriptas ademas, diversas alteraciones genéticas
con impacto prondstico que han contribuido notablemente
a ampliar el conocimiento sobre el desarrollo de esta patolo-
gia, como son las mutaciones en el gen de la nucleofosmina
(NPM1). El gen NPM1 humano mapea en el cromosoma 5,
en el locus 535, y esta compuesto por 12 exones. La nu-
cleofosmina pertenece a la familia de las chaperonas de las
nucleoplasminas. Es una fosfoproteina de expresién ubicua
y de localizacién fundamentalmente nucleolar que se despla-
za constantemente del nucleo al citoplasma®. La alteracion
molecular de este gen produce una mutacién de clase Il con
bloqueo en la diferenciacién.

En el afio 2005 fue descripta una variante mutada de la
proteina NPM1 que produce una deslocalizacién al citoplas-
ma, reportada en un 35% de las LMA de todos los subtipos
morfoldgicos, exceptuados el M3, M4 (variante eosinofilica) y
M?. Esta mutacién fue asociada a cariotipo normal en un 85%
de los casos®. Las mutaciones en el exén 12 del gen NPM1
corresponden a las alteraciones genéticas mas frecuentes
en la LMA con cariotipo normal, y se asocian a un pronéstico
favorable en ausencia de FLT3 ITD (duplicaciones internas en

tandem en el gen FLT3) o FLT3ITD con ratio bajo < 0.5% Hasta
el momento, existen mas de 50 tipos de mutaciones repor-
tadas®. En la figura 1 se muestra un esquema del gen y las
variantes mas frecuentes. Todas las mutaciones descriptas
producen un corrimiento en el marco de lectura que involu-
cralaregién C-terminal de la proteina. La mas frecuente es la
mutacién de tipo A, en la cual se produce una duplicacién del
tetranucledtido TCTG en las posiciones comprendidas desde
956 a 959 de la secuencia nucleotidica. Le siguen en frecuen-
cia las mutaciones tipo B, Cy D, que incluyen distintas inser-
ciones de cuatro pares de bases en la posicidon 960 de la se-
cuencia. En estos casos, se produce el cambio de los ultimos
aminoacidos (WOWRKSL) por (CLAVEEVSLRK) en la proteina.
Otras mutaciones encontradas con menor frecuencia son las
tipo EyF, enlas cuales se produceninserciones y deleciones,
con cambios similares en la regién C-terminal de la proteina.
Todas muestran la pérdida de alguno de los residuos de trip-
téfano de las posiciones 288 y 290, y comparten los mismos
cinco Gltimos aminoacidos acidos (VSLRK)®.

La dltima versién del afo 2017 de la clasificacién de Neo-
plasias y Leucemias Agudas Mieloides emitida por la Orga-
nizacién mundial de la Salud (OMS) clasificé las LMA con la
mutacién en NPM1 como una entidad definida. Por ello, en
este estudio, se considera que es importante implementar
la busqueda de esta mutacidn en todos los laboratorios que
realicen estudios de diagnéstico molecular, para completar el
perfil de la LMA, y poder estratificar a los pacientes en los gru-
pos de riesgo correspondientes para una mejor adecuacion
de su tratamiento’. Existen varios métodos descriptos para

Figura 1. Esquema de la proteina NPM1 indicando la ubicacién de sus dominios funcionales y las mutaciones mas frecuentes.
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Tipo de N° acceso Secuencia Proteina
mutacion GenBank

Ninguna NM 002520 GATCTCTGE. GCAGTE.GGAGGAAGTCTCTTTAAGAAAATAG DLWOWRKSL
Mutacién A AY?40634 GATCTCTGTCTGGCAGTE. GGAGGAAGTCTCTTTAAGAAAATAG DLCLAVKEVSLRK
Mutacién B AY?740635 GATCTCTGCATGGCAGTE. GGAGGAAGTCTCTTTAAGAAAATAG DLCMAVEEVSLRK
Mutacién C AY?40636 GATCTCTGCGTGGCAGTE. GGAGGAAGTCTCTTTAAGAAAATAG DLCVAVEEVSLRK
Mutaciéon D AY?40637 GATCTCTGCCTGGCAGTE. GGAGGAAGTCTCTTTAAGAAAATAG DLCLAVKEVSLRK
Mutacién E AY?40638 GATCTCTGE. GCAGTCTCTTGCCCAAGTCTCTTTAAGAAAATAG ~ DLWOQSLAQVSLRK
Mutacién F AY?40639 GATCTCTGE. GCAGTCCCTGGAGAAAGTCTCTTTAAGAAAATAG  DLWOQSLKKVSLRK
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Figura 2. Gel de agarosa de alta resolucion al 3 % en buffer TBE 1X.
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» PM, marcador de peso molecular de 100 pb; M1, M2, M3, M4, muestras
conlaNPM1 mutada. Entodas se observa una banda de peso molecular
superior. C-, muestra control negativo donde solo se observa la banda
wild type de 208 pb; C+, muestra control positivo; (-], control negativo
de reactivos.

la deteccién de las mutaciones en este gen pero muchos re-
quieren del uso de secuenciador, un recurso que no siempre
estd disponible en los laboratorios de diagnéstico molecular.

El objetivo del estudio fue evaluar un método de screening
simple, rapido y eficaz para la deteccién de las mutaciones
mas frecuentemente descriptas hasta el momento en el gen
NPM1, en laboratorios de biologia molecular de baja compleji-
dad y, adicionalmente, proponer un algoritmo para la caracte-
rizacién de las mutaciones detectadas.

Materiales y métodos

Se procesaron 29 muestras de 4cido desoxirribonucleico
copia (ADNc) obtenidas de células de la médula dsea a partir
de la puncién-aspiracién de la misma. Las muestras toma-
das, de pacientes con diagnéstico de LMA y NPM1 mutada,
provenian 17, de pacientes adultos y 12, de pacientes pedia-
tricos, detectados en su totalidad en tres instituciones publi-
cas de salud de la provincia de Buenos Aires y de la Ciudad
Auténoma de Buenos Aires. El laboratorio de cada institucion,
realizé la caracterizacién de las mutaciones del gen de NPM1,
segln la metodologia que tenia puesta a punto: PCR y corrida
del producto amplificado en gel de poliacrilamida, ASO-PCR
para la mutacién A y corrida del producto amplificado en gel
de agarosa y PCR-GeneScanning y secuenciacién Sanger. Se
analizaron 20 mutaciones de tipo A, 2 mutaciones de tipo B,
5noveles y 2 mutaciones no A no caracterizadas (Tablal). Se
probaron en paralelo 60 muestras de neoplasias no mieloides
consideradas controles negativos. Se utilizé ADNc y se ampli-

Tablal. Mutaciones incluidas en el estudio.

Tipo de Mutacién Nomenclatura Cantidad
Tipo A .956 959dupTCTGG 20
Tipo B .960 963insCATG 2
Noveles c.961 962insCCTTTTCCC 5

€.956 959insTGCC

€.955 958insATCT

€.961 962insTACTTTCCC
.961 962indelTAGATCTCAGCAAGA

No A/no 5

caracterizada

ficé con oligonucledtidos especificos un fragmento de 208
pares de bases (pb] para el alelo wild type. Los oligonucledti-
dos utilizados fueron: forward (F) 5-CTTCCCAAAGTGGAAGCC-3’
y Reverse (R) 5-GGAAAGTTCTCACTCTGC-3'.

Las condiciones finales para 25 pl de reaccién de PCR
fueron las siguientes: enzima Promega 1U, buffer 1X, cloruro
de magnesio 1,5 mM, oligonucleétidos forward y reverse 0,8
pM cada uno y dNTPs 200 pM cada uno. A los 24 pl de mix de
reactivos se le agregd 1 pl de la muestra de ADNc. Luego se
amplificé en el termociclador Applied Biosystems Veriti Ther-
mal Cycler, con las siguientes caracteristicas de ciclado: una
desnaturalizacién inicial a 94 °C durante 5 minutos, seguida
de 35 ciclos de 94°C durante 45 segundos, 54°C durante 60
segundos, 72°C durante 45 segundos y una extensién final a
?2°C durante 10 minutos. A continuacién se prosigui6 con el
ciclado de 95°C durante 5 minutos, 25°C durante 15 minutos
y finalmente 4°C para la formacién de los heterodudplex. Los
productos se conservaron en hielo mientras se sembraban
14 plen un gel de agarosa de alta resolucién UltraPure™ Aga-
rose 1000 de Invitrogen al 3% en buffer TBE 1X, utilizando bro-
muro de etidio como agente intercalante. La corrida electrofo-
rética se realizé en una cuba horizontal a 90 voltios durante 2
horas. El resultado se visualizé en el transiluminador UV (UV
Transilluminator UVP] y se documentd fotograficamente.

Resultados

En las 29 muestras positivas analizadas se observé la
banda de 208 pb (wild type) y otra banda superior corres-
pondiente a la mutacién. Las 60 muestras utilizadas como
controles negativos solo presentaron la banda de 208 pares
de bases wild type), como se puede observar en la figura 2.

Discusion

La corrida electroforética de los productos de PCR con
heteroduiplex en un gel de alta resolucién y preparado al 3 %
permitié la deteccién y visualizacion de mutaciones en el gen
de la NPM1, a diferencia de lo que ocurre cuando las corridas
son realizadas en geles de agarosa comun [no de alta reso-
lucion), de baja concentracién y con tiempos de corrida mas

ByPC 2019;83(3):12-15.



Aplicacién de un método de screening para la deteccién de mutaciones en el exén 12

del gen de la nucleofosmina (NPM1] en pacientes con Leucemia Mieloide Aguda.

Figura 3. Algoritmo diagnéstico y caracterizacién de las mutaciones mas frecuentes en el gen de la NPM1.
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v
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cortos. Estas diferencias observadas se deben a que los pro-
ductos de PCR obtenidos, correspondientes a los alelos wild
type y a los alelos con variantes, presentan pequefas dife-
rencias de nucledtidos (4 pb) que no se pueden detectar con
la corrida en gel de agarosa en las condiciones estandares,
por la falta de sensibilidad.

Por otro lado, es importante tener en cuenta que muchos
laboratorios de baja complejidad solo requieren la caracteri-
zacidn de la mutacidn mas frecuente (tipo A).

Por lo expuesto, proponemos la aplicacién de estas téc-
nicas como screening de las mutaciones del gen NPM1 y la
incorporacion de un algoritmo propuesto (Figura 3) para su
confirmacién y su posterior caracterizacion. El empleo de
este algoritmo diagndstico permitiria la caracterizacion de
las mutaciones mas frecuentes en el gen NPM1, mediante
la realizacién de dos reacciones de PCR, sin la necesidad de
realizar la secuenciacién de los productos, lo que implica la
utilizacion de equipamiento que no siempre esta disponible
en los laboratorios de biologia molecular.

Como se menciond anteriormente, la LMA es una enfer-
medad heterogénea con diversas anomalias genéticas y res-
puesta variable a la terapia, por lo cual, los analisis citogené-
ticos y moleculares se utilizan actualmente para estratificar
el riesgo de LMA%,

Existen publicaciones que reportan que aproximadamente
el 40% de los pacientes que presentan mutaciones en NPM1
tendrian ademas mutaciones en el gen FLT3, especialmente,
duplicaciones internas en tdndem®. Estos pacientes con am-
bas mutaciones, tendrian una menor sobrevida libre de enfer-
medad (SLE) y sobrevida global (SG)*

Las LMAcon NPM1 mutado y cariotipo normal, en ausencia
de FLT3-ITD, tendrian un prondstico favorable, mientras que,
en caso de coexistencia con FLT3-ITD, predominaria un pro-
néstico mas pobre!®-

La detecci6n del estado mutacional de la NPM1 permite no
sélo clasificar las LMA adecuadamente sino también estratifi-
car alos pacientes en grupos de riesgo para una mejor aplica-
cién de tratamiento quimioterapico.

- Busqueda de otras mutaciones
menos frecuentes
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