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Frequency of TEL/AML1 and BCR/ABL
fusion genes in children
with acute lymphoblastic leukemia

Background: t(12;21) (p12;q22) and t(9;22) (q34;q11)
translocations have prognostic significance in acute lymphoblastic leukemia (ALL). The fusion genes
TEL/AML1 y BCR/ABL, generated by these translocations, can be easily detected using molecular
biology technique. Aim: To study the frequency of TEL/AML1 y BCR/ABL fusion genes in children
with ALL. Material and methods: Fifity six children with ALL (age range 1 month- 14 years) were
studied, thirty eight from our Temuco Hospital and 18 from the Metropolitan Region. TEL/AML1 y
BCR/ABL fusion genes were detected in bone marrow samples using a reverse transcriptase nested
polymerase chain reaction (RT-PCR). Results: TEL/AML 1 and BCR/ABL fusion gene transcripts
were detected in 13 (23%) and 2 (4%) children, respectively. No differences in survival were
observed between children with positive or negative transcripts for TEL/AML1 fusion gene. However,
those positive for BCR/ABL fusion gene, had a significantly lower survival. Conclusions: The
frequency of TEL/AML1 and BCR/ABL fusion gene transcripts in these children with ALL is similar to
that described by other authors (Rev Méd Chile 2006; 134: 1367-76).
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La aplicacion de las técnicas de biologia mole-
cular en el estudio de las neoplasias hematol6-
gicas ha significado un gran avance, permitiendo
conocer mejor la patogénesis de estas enfermeda-
des, por su alta sensibilidad y especificidad son de
gran utilidad para el diagndstico, prondstico,
seguimiento y, por tanto, de ayuda en las decisio-
nes clinicas. En la leucemia linfoblastica aguda
(LLA) entre 60% y 75% de los pacientes presentan
anormalidades genéticas numéricas, como la hiper
o hipodiploidia, o estructurales como transloca-
ciones cromosémicas, que llevan a la formacion
de genes de fusidon o desregulacion de la expre-
sién génica e inactivacion de genes supresores de
tumores. Estas alteraciones recurrentes, se han aso-
ciado a caracteristicas clinicas y prondsticas especifi-
cas. Las translocaciones cromosOmicas més frecuentes
en la LLA infantil son: t(12;21)(p12;g22), t(1;19)
(923;p13), t(4:11)(q21;23) y t(9:22)(g34:q11)1>.
Los genes de fusibn comprometidos en estas altera-
ciones pueden ser detectados mediante reaccion de
polimerasa en cadena, previa transcripcion reversa
(RT-PCR), tanto para el diagnéstico como para el
estudio de la enfermedad residual durante el trata-
miento, ya que la sensibilidad de esta técnica permite
identificar una célula leucémica entre 104 a 10
células normales, dependiendo si se utiliza un PCR
simple o en nido®.

La t(12;21)(p12;g22) resulta de la translocacion
entre el gen TEL (ETV6) del cromosoma 12 y el
gen AML1 (CBFA2 core-binding factor) del cromo-
soma 21, originando el transcripto de fusién TEL/
AML123.7 Esta anormalidad genética, que comun-
mente aparece en Utero, probablemente es el
evento inicial en la génesis de la LLA de estirpe B
en nifios®10, El gen de fusion TEL/AML1 se ha
detectado con una frecuencia de 18% a 33%, en
diferentes poblaciones como Brasilll, Estados
Unidos'2, Europal314 Republica Checal®, Tur-
quial8, Australial’ y Jap6nl8. Este gen de fusion
identifica a un subgrupo de nifios con LLA con
caracteristicas definidas al diagnéstico tales como:
edad entre 2 y 10 afios, bajo recuento de leucoci-
tos, inmunofenotipo de estirpe B e indice de ADN
no hiperdiploide. Dentro de este grupo etareo, la
mayor frecuencia de pacientes TEL/AMLL1(+) se
ubica en el rango de 2 a 5 afios!31419, |a LLA
TEL/AML1(+) estd biolégicamente caracterizada
por una prolongada remisién completa y una
excelente sobrevida libre de evento (SLE) a largo

plazo. La mayoria de las publicaciones asocian
esta alteracion con un prondstico favorable2:20.21,
Sin embargo, varios estudios han demostrado que
éste no parece ser un factor independiente de
buen pronéstico y, por lo tanto, la buena respues-
ta de estos pacientes puede estar relacionada con
otros factores como edad, sexo, recuento de
leucocitos, inmunofenotipo, hiperploidia y res-
puesta a la terapial®?225. Por otra parte, existe
evidencia que la presencia de anormalidades
cromosémicas secundarias, tales como delecion
del alelo TEL no translocado o duplicacion del
cromosoma 21, influirian adversamente en el
curso clinico de los pacientes TEL/AMLL(+)21:25,

La t(9;22)(g34;911), conocida como cromoso-
ma Philadelphia, fue la primera anormalidad
citogenética identificada en leucemia?®. Se produ-
ce cuando una parte del gen ABL localizado en el
cromosoma 9 es transferida e insertada dentro del
gen BCR del cromosoma 22, originando el trans-
cripto de fusion BCR/ABL. En la LLA generalmente
el punto de ruptura de los genes origina el
reordenamiento ela2, que lleva a la produccion
de la proteina de fusion p190BCR-ABL presentando
una frecuencia de 2%-5% en la LLA del nifo.
Ademas, en la LLA, aunque con menor frecuencia,
puede presentarse el mismo reordenamiento des-
crito en la leucemia mieloide crénica, que genera
la proteina de fusion p210BCR-ABLL-4610 |4 pre-
sencia del gen de fusién BCR/ABL en la LLA esta
asociado a un prondstico adverso, es un factor de
riesgo independiente y los pacientes presentan
una remisién de corta duracién2’28,

La importancia de la detecciéon de genes de
fusion en la LLA ha sido ampliamente comunicada
en la literatura?56.8.9.11-2527-28 En Chile existen
escasas publicaciones en esta area utilizando la
técnica RT-PCR2%-32, Nuestro laboratorio ha comu-
nicado previamente el montaje y aplicacion de la
deteccién del gen de fusién BCR/ABL en pacien-
tes con leucemia, mediante RT-PCR30.32,

En el contexto del desarrollo de la biologia
molecular a nivel nacional y regional, y debido a la
frecuencia del gen de fusién TEL/AML1 en pacien-
tes con LLA e importancia para el seguimiento de la
enfermedad, nos propusimos montar la técnica
para la deteccion de transcriptos de fusién del gen
TEL/AML1 mediante RT-PCR, y aplicarla conjunta-
mente con la técnica para detecciéon del gen de
fusion BCR/ABL en un grupo de pacientes pediatri-
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cos con LLA de la IX region y de la region
Metropolitana.

MATERIAL ¥ METODO

Casos. Se estudiaron, sin criterio de seleccion, 56
pacientes menores de 15 afios con LLA de estirpe
B al diagnéstico, 38 procedian de la Unidad de
Hemato-Oncologia del Hospital Temuco y 18 de
hospitales de la regiéon Metropolitana. El estudio
se realiz6 entre los afios 2000 y 2003. Las muestras
de Temuco fueron obtenidas previo consentimien-
to informado de los padres. El presente estudio
fue aprobado de acuerdo a la Declaracion de
Helsinki, por el Comité Etico-Cientifico del Servi-
cio de Salud Araucania Sur.

Estudio de inmunofenoatipo. Se realizd en el Labora-
torio de Inmunologia del Hospital Regional de
Temuco y en el Laboratorio de Referencia de
Inmunofenotipo del Hospital del Salvador de Santia-
go. Los antigenos leucocitarios de superficie fueron
detectados mediante inmunofluorescencia indirecta
con los anticuerpos monoclonales HLA-DR, CD10,
CD19, CD3, CD13, CD33 y CD34. La inmunoglobuli-
na citoplasmatica (lgc) y de superficie (Igs) fueron
estudiadas con gammaglobulina de cabra anti-huma-
na marcada con fluoresceina. La deoxinucleotidil
transferasa terminal (TdT) se detecté mediante in-

munofluorescencia indirecta. De acuerdo a la expre-
siobn de los antigenos de superficie, las LLA se
clasificaron en proB (HLA-DR+, CD19+, CD10-, Igc-),
comun (HLA-DR+, CD19+, CD10+, Igc-) y preB
(HLA-DR+, CD19+, CD10+, Igc+)33.

Estudio citogenético. Se realizé en el Laboratorio
de Referencia de Citogenética del Hospital Luis
Calvo Mackenna de Santiago, mediante técnica de
bandeo G, de acuerdo al protocolo de Williams34,
Los cariotipos fueron descritos de acuerdo a la
nomenclatura del sistema internacional para cito-
genética humana3,

Recoleccion de muestras. Se recolectaron muestras
de médula 6sea con EDTA, separando los linfoci-
tos con solucién de Lymphoprep (Nycomed Phar-
ma Norway). El concentrado de linfocitos se
almacend en isotiocianato de guanidina a -70°C
hasta su procesamiento. La extracciéon de ARN se
realizé segin el método de Chomczynskis®.

RT-PCR. A partir del ARN mensajero se obtuvo un
ADN complementario mediante la reaccion de
transcriptasa reversa (enzima M-MLV Gibco), el
cual se us6 en cada uno de los casos para
amplificar secuencias especificas de los genes de
fusion TEL/AMLL y los reordenamientos del gen
de fusion BCR/ABL que generan las proteinas
p190 y p 210 (Figuras 1y 2). Como control interno
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Figura 1. Representacién esquema-
tica del gen de fusion TEL/AMLL1.
Las flechas verticales indican los
puntos de quiebre mas relevantes
del gen TEL y del gen AMLL. La
figura inferior representa el gen de
fusion TEL/AMLI. Las flechas hori-
zontales indican la posicion de los
partidores utilizados en este estu-

dio. Con los partidores externos en
3 4 5& la primera amplificacién se obtiene
un tamafio de banda de 470 pb y
TerEe AWiTte 470 bp en IZ segunda amglificaciég con
—) < artidores internos de 167 pb.
TEL-B11i  AML1-3i 167 bp P P

pb: pares de bases.
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Figura 2. Representacion esquematica del gen de fusion BCR/ABL. Las flechas verticales indican los puntos de
quiebre mas relevantes del gen BCR y del gen ABL. En el gen BCR se destacan las regiones m-bcr, M-bcr y u-bcr.
La figura inferior representa el gen de fusion BCR/ABL con el reordenamiento ela? (444 pb), que da origen a la
proteina de fusion p190. Las flechas horizontales indican la posicién de los partidores utilizados en este estudio.

pb: pares de bases.

se realiz6 una PCR simple, con partidores dirigi-
dos al gen DRB13. Para amplificar los transcriptos
de fusion TEL/AML1, se utiliz6 una PCR en nido
con los siguientes partidores (IDT, USA): externo:
B12e: 5' cgtggatttcaaacagtcca 3', AMle: 5' cattgcca-
gccatcacagtgac 3', interno: B1li: 5' aacctctctcat-
cgggaag 3', AM3i 5' acgcctcgctcatcttgectg 3'14. Las
condiciones de PCR fueron: para la primera
amplificacion 32 ciclos y 55-60-65°C de tempera-
turas de hibridacién y para la segunda ampilifica-
cion 35 ciclos y 55°C. Para la amplificacion de los
transcriptos de fusion BCR/ABL se utilizaron los
partidores3® y las condiciones de la PCR en nido
previamente publicados3%:32,

El producto de la reaccidon se visualiz6 por
electroforesis en gel de agarosa al 2% teflido con
bromuro de etidio (Figuras 3 y 4). Todas las reaccio-
nes contaron con controles positivos y negativos.

Todos los pacientes fueron tratados en forma
similar, siguiendo el protocolo nacional del PIN-

DA 96. Ninguno de los pacientes que fueron
incluidos en este estudio recibi6 trasplante alogé-
nico de médula ésea.

Estadistica. La sobrevida libre de eventos (SLE) se
calculé desde la fecha del diagndstico hasta la
fecha del primer evento (recaida o muerte),
evaluacion a septiembre de 2003. Para estimar la
SLE se utiliz6 el método de Kaplan-Meier (soft-
ware STATA 8.0).

ResuLTADOS

La edad media del grupo total fue 5,3 afios (rango
1 mes-14 afios). Cinco nifios eran menores de 12
meses. Respecto a la etnia de los pacientes de la
IX regién, 12/38 casos (31,6%) correspondieron a
la raza mapuche, cifra levemente mayor que la
comunicada en el dltimo censo en la region
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167 pl

Figura 3. RT-PCR del transcripto del
gen de fusién TEL/AML1. M: Marcador
de ADN de 100 pb. Carril 1: Paciente
negativo. Carril 2: Paciente N° 2 TEL/
AML1 positivo. Carril 3: Control positi-
vo. Carril 4: Control negativo. Carril 5:
Control blanco. Las bandas represen-
tan un fragmento de 167 pb. Visualiza-
cion en gel de agarosa al 2% tefiido
con bromuro de etidio.

pb: pares de bases.

Figura 4. RT-PCR del transcripto del
gen de fusion BCR/ABL. Reordena-
miento ela2 (p190). M: Marcador de
ADN de 100 pb. Carril 1: Paciente N°
14 BCR/ABL positivo. Carril 2: Paciente
N° 15 BCR/ABL positivo. Carril 3:
Control positivo. Carril 4: Control ne-
gativo. Carril 5: Control blanco. Las
bandas representan un fragmento de
444 pb. Visualizacion en gel de agaro-
sa al 2% tefiido con bromuro de etidio.
pb: pares de bases.

(23,3%)39. El recuento de leucocitos medio fue
34,7 x10%/1 (rango 0,8-351 x10%/1).

Las caracteristicas generales promedio del total
de los pacientes pediatricos segun presentacion
del gen de fusién, se presentan en la Tabla 1.

Estudio de BCR/ABL. Se detect6 esta alteracion en
2/56 nifios (3,6%), de 9 y 14 afios. Estos pacientes
presentaron una recaida medular muy precoz,
falleciendo a los 3 y 5 meses del diagnéstico.
Ambos presentaban recuento leucocitario mayor a
150 x10%/1, morfologia FAB-L2 e inmunofenotipo
comun. La sobrevida de los pacientes que presen-
taron el gen BCR/ABL(+) fue significativamente
peor (p <0,001).

Estudio de TEL/AML1. Se detect6 este transcripto
en 13/56 (23,2%) nifios, con una media de edad
de 6,3 afios (rango 1,3-14 afios), concentrandose
la mayoria entre 2 y 6 afios (8/13). El recuento
leucocitario promedio fue de 8,7 x10%1 (rango
1,9-51,8 x10%1), la morfologia FAB de los linfo-
blastos correspondi6 en 11 pacientes a L1y en 2
nifios a L2. La mayoria presentd fenotipo coman.
De los 13 casos TEL/AML1(+), 12 tuvieron buena
respuesta a la prednisona. La sobrevida libre de
eventos (SLE) a los 40 meses fue de 63% en el
grupo TEL/AML1(+) y de 54% en el grupo TEL/
AML1(-), sin diferencias estadisticamente significa-
tivas (Figura 5). Del grupo TEL/AML1(+), 8 pa-
cientes se mantienen en remisién completa (37,
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Tabla 1. Caracteristicas generales de los pacientes con LLA estudiados,
agrupados segun presentacion del gen de fusion

Edad Leucocitos SLE Fallecidos Total
(afios)  x 1091 a 40 rango Mediana n n %
meses (meses) (meses)
TEL/AML1 6,3 8,7 63%* 4-41 16 5 13 23,2
positivo
TEL/AML1 4,9 42,8 54% * 1-47 14 21 43 76,8
negativo
a6
meses
BCR/ABL
positivo 11,5 210,0 0%** 3-5 4 2 2 3,6
BCR/ABL
negativo 4,6 34,4 90%** 1-47 14 24 54 96,4
* p =0,75. **: p <0,01.
— TEL/AML1 positivo
1,00 oo
,,,,,, —+— TEL/AML1 negativo
0,75
§ 0,50 | %
0,25 -
0,00

1 6 11 16

21 26 31 36 41
meses

Figura 5. Estimacion de Kaplan Meier para sobrevida libre de evento (SLE), de nifios con LLA. Las curvas
representan los pacientes TEL/AML1 positivo (n =13) y TEL/AML1 negativo (n =43). Entre ambos grupos no se

observo significacion estadistica (p >0,05).

39, 40 y 41 meses), estando 4 de ellos fuera de
tratamiento. Un paciente falleci6 en remision
completa a los 7 meses por un cuadro séptico.
Cuatro pacientes presentaron recaida medular a
los 4, 6, 14 y 20 meses; en uno de estos pacientes,
la recidiva coincidié con la suspensién transitoria
del tratamiento debido a infeccién flingica severa.

Sin considerar este Ultimo caso, la recaida medular
del grupo TEL/AML1(+) fue de 23%. El paciente
con recaida a los 14 meses, fue estudiado nueva-
mente, detectandose la misma alteracion molecu-
lar (TEL/AML1) que al diagnéstico.

El inmunofenotipo en los nifios TEL/AML1(+)
fue de estirpe B comun en 12/13 casos y preB en
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1/13. En el grupo TEL/AML1(-) fue comin en 36/
41, preB en 3/41 y proB en 2/41 casos. Del total
de nifios estudiados, cuatro casos presentaron
coexpresion de antigenos mieloide (un caso posi-
tivo y tres casos negativos para el gen de fusion
TEL/AMLY).

El estudio citogenético solo se realizé en 9/18
casos de la regiéon Metropolitana (2 positivos y 7
negativos para el gen TEL/AML1). Los 2 casos
TEL/AML1(+) presentaron un numero modal de
92, uno de ellos con del(12)(pl2) y el otro
add(13)(g34). Los 7 casos TEL/AML1(-) presenta-
ron un nimero modal de 46 en 6 casos y 54 en 1
caso. Dos de ellos presentaron alteraciones estruc-
turales de add(21)(q22) y del(11)(g23). Los pa-
cientes de Temuco no contaron con estudio
citogenético, por no estar esta técnica disponible
en la IX regién.

Las caracteristicas clinicas y hallazgos de labo-
ratorio de los casos con estudio molecular positi-
Vo se presentan en la Tabla 2.

Discusion

Los resultados del presente estudio de un grupo
de nifios chilenos no seleccionados, muestran una
incidencia similar a la descrita en la literaturall-
18,23 respecto a la expresiéon de los transcriptos
del gen de fusion TEL/AML1 y BCR/ABL en nifios,
usando RT-PCR.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes con
LLA, TEL/AML1(+) coinciden con la descripcion
de la literatura en el sentido de presentarse en
nifios con recuento leucocitario bajo, inmunofe-
notipo comun y buena respuesta a la prednisona.
La RT-PCR es de gran utilidad para detectar esta
anomalia, que no es detectada por el estudio
citogenético (anomalia criptica). En uno de los
dos nifios con estudio citogenético se observo
del(12)(p12); estas deleciones del brazo corto del
cromosoma 12 se han detectado por citogenética
convencional en mas de 10% de los casos de LLA
infantil3’. La translocacién del gen TEL puede ir

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes con LLA TEL/AML y BCR/ABL positivo

N° Edad Sexo Leucocitos FAB Inmuno- Estudio citogenético Gen de fusion Respuesta SLE
(afios) x 1091 fenotipo positivo a la prednisona (meses)
1 13 F 51,8 L1 Comun 46,XX(5651)46,XX, TEL/AML1 MRP 4*
del(12)(p12)/
92, XXXX/46,XX(5883)
2 2,9 M 6,3 L1 Comun NR TEL/AML1 BRP 39
3 3 M 25 L1 Comun NR TEL/AML1 BRP 37
4 31 M 4,1 L1 Comun NR TEL/AML1 BRP 40
5 4 F 2,0 L1 Comun NR TEL/AML1 BRP 18
6 4 M 25 L1 Pre-B NR TEL/AML1 BRP 5
7 43 M 35 L1 Comun NR TEL/AML1 BRP 41
8 5 M 37 L2 Comun NR TEL/AML1 BRP 16*
9 6,8 M 16,5 L1 Comun NR TEL/AML1 BRP 20*
10 9 F 2,2 L1 Comun 46,XX, TEL/AML1 BRP T*
add(13)(q34)[4)/
92, XXXX[17)/46,XX[9]
11 12 M 12,3 L1 Comun NR TEL/AML1 BRP 5
12 13 M 3,8 L1 Comun NR TEL/AML1 BRP 5
13 149 M 24 L2 Comun NR TEL/AML1 BRP 8*
14 9 M 180,0 L2 Comun NR BCR/ABL BRP 5*
15 148 M 2410 L2 Comun NR BCR/ABL BRP 3

NR: No realizado. BRP: Buena Respuesta a la Prednisona. MRP: Mala Respuesta a la Prednisona. *Fallecido.
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acompafiada por otras aberraciones genéticas se-
cundarias, como delecién del otro alelo TEL,
duplicacion del gen de fusion o trisomia 21,
observadas en 36% de los nifios con LLA TEL/
AML1(+), los que tendrian un rol sinérgico con la
proteina de fusidn en la represion de la transcrip-
cion, influyendo en la progresion de la enferme-
dad38-43.

El porcentaje de recaida medular de 23%
observado en el grupo TEL/AML1(+), esta en
concordancia al publicado por De Haas (23%) en
una serie de 17 pacientes TEL/AML1(+)*. La SLE
estimada a 40 meses, aunque es levemente mayor
en el grupo TEL/AML1(+) que en el grupo TEL/
AML1(-) (63% y 54%, respectivamente), no es
estadisticamente significativa, hallazgo concordan-
te con algunos estudios que no muestran diferen-
cia significativa en la SLE de pacientes TEL/AML1
positivo y negativo®®.

En general, podemos comentar que aunque
nuestro grupo de estudio fue pequefio y el tiempo
de seguimiento corto, la SLE estimada a 40 meses
del total de los nifios con LLA es similar a los
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resultados publicados del protocolo nacional chi-
leno LLA PINDA 87 (SLE a 5 afios de 60%)46.

Por otra parte, la frecuencia del gen de fusién
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