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NUEVAS TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR
APLICADAS A HEMATOLOGIA

Aplicaciones en Hemopatias Malignas
Diagnostico/Pronostico: Genes Igs/RCT, Traslocaciones, Expresion de genes..
Enfermedad Residual Minima: RQ-PCR( Igs/RCT, genes, mutaciones etc..)

Quimerismo Hematopoyético: Microsatélites-STR-, SNPs,

Nuevas Tecnologias: Microarrays
Analisis de Expresion: Transcriptoma: cDNA, oligos, miRNASs....
Analisis GenOmMICcoS: CGH-arrays, SNPs

Analisis Epigenéticos: Arrays de Metilacién , Chip-on-chip



BIOLOGIA MOLECULAR: HEMOPATIAS MALIGNAS.

DIAGNOSTICO/ PRONOSTICO

» Reordenamiento de los genes de Igs y RCT:
Linfoproliferaciones reactivas vs clonales

» Traslocaciones cromosomicas:
Especifico de algunas hemopatias ( util para el Dx y
pronadstico)

» Mutaciones/Polimorfismos:
Diagndstico: Mutaciones de JAK-2 ( exon 14)....
Inactivacion /activacion de genes claves: mutacion p53...

> Expresion genéetica:
Valor prondstico : ZAP-70, PRAME, p16...
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BIOMED-2 Concerted Action.
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GeneScan analysis
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DIAGNOSTICO/ PRONOSTICO

» Reordenamiento de los genes de Igs y RCT:
Linfoproliferaciones reactivas vs clonales

» Traslocaciones cromosomicas:
Especifico de algunas hemopatias ( util para el Dx y
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Standardized RT-PCR analysis of fusion gene transcripts from chromosome
aberrations in acute leukemia for detection of minimal residual disease

Leukemia, 7999; 13:1901-28

Report of the BIOMED-1 Concerted Action:
Investigation of minimal residual disease in acute leukemia
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Mutacion Jak2 V617F (G>T) (Estudio Dilucional):

Comparacion sondas de hibridacion vs. sondas TagMan

Curvas de melting Discriminacion alélica
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Grupos de riesgo: citogenética

Estimate (Cl)
At Risk Deaths  At5 Years
——— Favorable 121 53 55% (45-64%)
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Slovak et al, Blood. 2000; 96:4075-4086.



LMA con CN: Valor pronostico de la expresidon genética
Santamaria et al, Blood, 2009, 114:148-152.

Resultados: Score propuesto
ERG, EVI1, PRAME

0 PUNTOS 1 PUNTO
ERG bajo ERG alto
EVI1 bajo EVI1 alto
PRAME alto PRAME bajo

Subgrupos de “Score” 0,1,20 3
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Analisis Multivariante (SGy SLR):. Score, leucocitos y edad

Santamaria et al, Blood, 2009, 114:148-152.




BIOLOGIA MOLECULAR: HEMOPATIAS MALIGNAS.

HEMOPATIAS MALIGNAS

ENFERMEDAD

MINIMA
RESIDUAL




Hemopatias Malignas. Enfermedad Minima Residual
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EMR en Hemopatias. PCR cuantitativa en Tiempo real.

Marcadores*
Neoplasias linfoides \V/ VAN
(LLA, LNH etc.)
lgsy RCT 90% -
Traslocaciones 30-4090 30-40%

(ADN, Genes de Fusion)

Otros marcadores: WT-1, EVI1, Flt3, NPM, Quimerismo etc.

* LMC: BCR/ABL ( 100%)



EMR en Neoplasias linfoides : Genes Igs y RCT

Primers and protocols for standardized detection of minimal residual disease in acute
lymphoblastic leukemia using immunoglobulin and T cell receptor gene

rearrangements and TALT deletions as PCR targets Leukemia (1999) 13, 110-118
@ 1993 Stockton Press All rights resensed 0887592405 $1.2.00

Report of the BIOMED-1 CONCERTED ACTION: Investigation of minimal residual
disease in acute leukemia

‘ E d'Aniello®, P Gameiro®, P F" a® M Gonzalez”, CR Bartram?,
A Bio |||||" IF San |"1|ELJ|-| and JIM van Dongen'

RQ-PCR: REORDENAMIENTOS VDJ DE LOS GENES IGH

1.- ESTRATEGIA SONDA PACIENTE-ESPECIFICA

JH CONSENSO
4=
VH DH JH
|~, —
VH-ESPECIFICO ASO-SONDA
2.- ESTRATEGIA SONDA CONSENSO e
intron (1-6)
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ASO-CDRIII SONDA

JH CONSENSO

Pongers-Willemse et a, Leukemia,1999



EMR en Neoplasias linfoides : Genes Igs y RCT

Incomplete DJH rearrangements as a novel tumor target for minimal residual disease
quantitation in multiple myeloma using real-time PCR Leukemia (2003) 17, 1051-1057

D l.'__jq:nnzélez'.Il"-_-j. Gonzalez', ME Alonsa’, R Lopez-Pérez”, A Balanzategui', MC Chillon’, M Silva", R Garcia-Sanz' and
JF San Miguel "~

EMR en Sindromes Linfoproliferativos maduros.
Ventaja del reordenamiento incompleto D/J sobre el
completo V/D/J

Mutaciones
somaticas
>
NO Mutaciones somaticas <

T

>



EMR en Hemopatias : Estudio de traslocaciones

cromosomicas
Neoplasias linfoides LMA
Traslocaciones 30-40% 30-40%
(ADN, Genes de Fusion)
PML/RARa: Dx y EMR. Gen de fusion PML/RARa: Dxy EMR. Gen de control ABL

Amplification — ber3-13/7/01

Pacientes

Cuantificacion y expresion de resultados

Ratio ( N° copias gen fusion/gen control) n° copias gen diana NCN: N° copias
Porcentaje (Ratio x 100) NCN = X 10000 | normalizadas( Programa
Reduccion Logaritmica. n® copias gen control EAC)




Standardization and quality control studies of ‘real-time’ quantitative reverse
transcriptase polymerase chain reaction of fusion gene transcripts for residual disease
detection in leukemia — A Europe Against Cancer Program

] Gabert' 171819 Bei[[ard"”ﬁ VHJ van der Velden?, W BE"’E D Grimwade”, N Pallisgaard®, G Barbany®*”, G Cazzaniga’,
JM Cavyuela®, H Cavé?, F Pane'®, JLE Aerts'', D De Micheli'?, X Thirion'?, V Pradel'?, M Gonzalez'?, 'S Viehmann'?,

M Malec'®, G Sagtiod and JJM van I:}:fr:r'tgnertj
Leukemia (2003) 17, 2318-2357

Europe Against Cancer program S sty
Real-time quantitative PCR for early diagnosis of relapse risk in leukemia Lnn
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Valoracion de la PCR cuantitativa en tiempo real (RQ-PCR) para el
estudio de EMR en pacientes con Leucemia Promielocitica aguda.

Haematologica, 2007; 92:315-22 .

Mantenimiento Fuera de tratamiento
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EMR en Hemopatias. PCR cuantitativa en Tiempo real.
Marcadores™

Neoplasias linfoides LMA
(LLA, LNH etc.)

Otros marcadores: WT-1, EVI1, FIt3, NPM,
Quimerismo etc.

* LMC: BCR/ABL ( 100%)



BIOLOGIA MOLECULAR: HEMOPATIAS MALIGNAS.

HEMOPATIAS MALIGNAS

QUIMERISMO
HEMATOPOYETICO
(ALO-TRASPLANTE)




Preparative

f regimen




QUIMERISMO HEMATOPOYETICO: INTRODUCCION

« TECNICAS:
e Grupo sanguineo
e FISH: estudio de cromosomas X e 'Y

* Biologia molecular: polimorfismos, VNTR, STR..
« ADN satélite

Minisatelites
Microsatélites
VNTR (“Variable Number of Tandem Repeat”)

STR ( “Short Tandem Repeat”)
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Técnicas Moleculares: Microarrays

(del griego mikro (pequeno) y del ingles array (distribucion ordenada).

"ARRAYS”: Coleccion

ordenada de elementos
(material genético)
Inmovilizados en un soporte

solido (plastico, cristal,
membrana)

Era post-genomica:
Cantidad de mediciones
simultaneas que se
pueden realizar




Coleccion ordenada de elementos
Inmovilizados en un soporte solido

genoma transcriptoma

“genomics”



TIPOS DE ARRAYS

» Analisis de Expresion : Transcriptoma
Microarrays de cDNA y de oligonucleotidos
Otros: Splicing alternativo, exénicos, miIRNAS

» Analisis Genomicos:

Arrays de CGH y SNPs

» Analisis Epigenéticos:

Arrays de Metilacion y Chip-on-chip



Tipos de microarrays de expresiép*
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Microarrays de cDNA

MRNA Cy5-dUTpP CDNA\

muestra

Hibridacion

MRNA —

referencia

Microarrays de oligonucleotidos

Total ANA

cDHA

Reverse
=~ AMMAY Transcription

e, = R

» X
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In Vitro
Tnseripton
>

Arrays de Expresion .

Genes

AN

—

Lectura K&

> RNA codificante: 4%:
» Hibridaremos: cDNA o cRNA

» Determinar la expresion
génica de un tejido ( células
tumorales) : Transcriptoma

» Estudio de genes gue se
expresan diferencialmente:
célula normal vs tumoral

> ldentificacion de genes
caracteristicos de una
enfermedad (firma o
“signature”)



Molecular Classification of
Cancer: Class Discovery and
Class Prediction by Gene

Expression Monitoring

T. R. Golub,’-#*} D. K. Slenim,'f P. Tamaye,’ C. Huard,’
M. Gaasenbeek,! ]. P. Mesirov,’ H. Coller,” M. L. Loh,?
J. R. Downing,? M. A. Caligiuri,* C. D. Bloomfield,*

E. S. Lander5*
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S Science 1999, 286: 531-537



Clasificacion de la LMA segln su expresion genica.

Deregulacion de genes segun el subtipo de LMA.
Gutiérrez et al, Leukemia, 2005; 19:402-09.

LAP
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PGGGT
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An 86-probe-set gene-expression signature predicts survival in

cytogenetically normal acute myeloid leukemia. (Metzeler et al. Blood.
2008;112:4193-4201)
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Subgrupos de linfomas B de células grandes identificados
mediante microarrays

— Cyelin O2
= /AF-4

Tmp

L

Como las células B activadas

Como el centro germinal (GCB) (ABC)

e T ——
026 0.e0 1.00 2.00 4.00

Rosenwald. NEJM 2002



Estudio MILE (Microarray Innovations in LEukemia)

e Centro 1 Montpellier / France e Centro 8 San Diego, CA
e Centro 2 Munich / Germany e Centro 9 Memphis, TN
e Centro 3 Berlin / Germany e Centro 10 LabCorp, NC

e Centro 4 Rome / Italy

e Centro 5 Padua / Italy e Centro 11 Singapur

e Centro 6 Salamanca / Spain
e Centro 7 Cardiff / UK




TIPOS DE ARRAYS

» Analisis de Expresion : Transcriptoma
Microarrays de cDNA y de oligonucleotidos
Otros: Splicing alternativo, exonicos, mIRNAS

» Analisis Gendmicos:

Arrays de CGH y SNPs

» Analisis Epigeneéticos:

Arrays de Metilacion y Chip-on-chip



Dogma Central de la Biologia Molecular

Cytoplasm

A e

Proteina

ribosome

—

,—._/) protein

mRNA

Replication

DNA duplicates

Transcription
RNA synthesis

MNuclear membrane

Translation
Protein synthesis

Micro RNA

» ARN pequenos (19-22 nt) no
codificantes que regulan la expresion
genica.

» Regulan : proliferacion, diferenciacion,
apoptosis.

» N°de 462 ( predicibles 1000), muy
conservados ( importante via de regulacion)

» Cada miRNA controla cientos de genes
y muchos ARNmM diferentes “targets”
para distintos miRNA.

> Intervienen en el inicio y progresion de
tumores
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ARRAYS DE EXPRESION.
Micro RNA
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MicroRNA expression profiling in multiple
myeloma: correlation with genetic
abnormalities

Dra. N. Gutiérrez.
Departamento de Hematologia. Hospital Universitario. Centro
de Investigacion del Cancer, Universidad de Salamanca.

Washington, 2009



CONCLUSIONS

» MicroRNA expression is deregulated in myeloma cells with a
predominance of a decrease in microRNA levels.

» The microRNA pattern of expression in MM seems to be
associated with specific genetic abnormalities, which supports

a role for microRNAs in the pathogenic pathways of MM.

» MM samples with t(14;16) show an up-regulation of the
cluster miR-1/miR-133a.




TIPOS DE ARRAYS

» Analisis de Expresion : Transcriptoma
Microarrays de cDNA y de oligonucledtidos
Otros: Splicing alternativo, exonicos, miIRNAS

» Analisis Genomicos:

Arrays de CGH y SNPs

» Analisis Epigenéticos:

Arrays de Metilacion y Chip-on-chip



Analisis Gendmicos

.- AFFGYS de CGH (Comparative Genomic Hybridization) 6.- Arrﬂys de SNPs

Chromogomal CGH / Matrix-CGH - Estos arrays son utilizados para el andlisis de

- Deteceion cuantitativa variaciones de un Unico nucleotido en la secuencia
de pérdida o ganancia de genémica (Single Nucleotide Polymorphism)

regiones cromosomicas

‘ . - Farmacogendmica: terapias especificas individuales
- No permite la deteccion

de alteraciones

eromosémicas estructurales - Al igual que los C6H arrays, ademds de poder analizar

como translocaciones, perdidas y ganancias gendmicas, los arrays de SNPs nos

inversiones... permiten analizar pérdidas de heterocigosidad (LOH)
debido a una disomia uniparental




SNPs: Aplicaciones

2. Estudios de asociacion:
SNPs y riesgo de enfermedad
. ADN NORMAL
3. Farmacogenética
SNPs y respuesta a fadrmacos




Identificacion de pérdidas y ganancias
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SNPs: Aplicaciones

1,- Estudios; de Copy humper Variaiior ADNIIUMORAL

2. Estudios de asociacion:
SNPs y riesgo de enfermedad
o ADN NORMAL
3. Farmacogeneética
SNPs y respuesta a fadrmacos




PACIENTES CON MIELOMA MULTIPLE

ALTAS DOSIS QUIMIOTERAPIA
TRASPLANTE AUTOLOGO

TERAPIA DE SOPORTE

TRATAMIENTO CON BIFOSFONATOS I

/ \ Complicaciones 6seas

DESARROLLO DE NO DESARROLLO DE
OSTEONECROSIS OSTEONECROSIS
MANDIBULAR MANDIBULAR




ANALIZAR SI EL COMPONENTE GENETICO
JUEGA
UN PAPEL EN LA APARICION DE
OSTEONECROSIS MANDIBULAR ASOCIADA A BP

Estudio casos-controles
Casos: Pacientes con MM+BP+CON Osteonecrosis

Controles: Pacientes con MM+BP+SIN Osteonecrosis

Sarasquete et al, .Blood 2008 112: 2709-2712



Resultados andlisis SNPs

Comparacion de frecuencias alélicas y genotipicas 4 SNPs en CYP2(S8:

Allele distribution Genotype Distribution
Cases Controls P value Pc ORS (CI 95%) Cases Controls P value
Rs1934951
Intron 8 c 0.000001 0.02 12.75(3.7-43.5) cc .000002
T CT
TT
Rs1934980
Intron5 A 23/42 113/128 0.000004 0.09 13.88 (4.0-46.7) AA 4/21 49/64 .00002
G 19/42 15/128 AG 15/21 15/64
66 2/21 -
Rs1341162
Intronb C 22/44 109/130 0.000006 0.13 3.27 (3.5-49.9) cc 3/22 44/65 .000003
T 22/44 21/130 CcT 16/22 21/65
TT 3/22 -
Rs17110453
Region 5’ A 25/44 112/128 0.000022 0.46 10.2(3.2-32.1) AA 5/22 48/64 .000019
C 19/44 16/128 AC 15/22 16/64
cc 2/22 -

* Pc: Bonferroni corrected p-value; § OR: The Odds Ratio was calculated assuming a dominant model of inheritance



Resultados andlisis SNPs

Andlisis haplotipos

rs1934951 rs1934980 rs1341162

C A C
T G T

Otros minoritarios

Case Frequency
(2n=42)

0.500
50%

0.452
45.2%

0.048
4.8%

Control Frequency
(2n=128)

0.836
83.6%

0.109
10.9%

0.055
5.5%

p=5.05E-06



CONCLUSIONES

El SNP rs1934951 localizado en el gen CYP2C8 se asocia
con un mayor riesgo de desarrollar un proceso de
Osteonecrosis Mandibular.

A EFECTOS PRACTICOS:
Pacientes con el alelo T en rs1934951 tienen mayor

riesgo de desarrollar ONM
Valorar el riesgo-beneficio BP

Sarasquete et al, .Blood 2008 112: 2709-2712



TIPOS DE ARRAYS

» Analisis de Expresion : Transcriptoma
Microarrays de cDNA y de oligonucledtidos
Otros: Splicing alternativo, exonicos, miIRNAS

» Analisis Gendmicos:

Arrays de CGH y SNPs

» Analisis Epigenéticos:

Arrays de Metilacion y Chip-on-chip



Microarrays: Analisis Epigenéticos:

Golden Gate Methylation (Tllumina)

 Arrays de Metilacion: e = 3«00
La metilacion del ADN es el evento g/l - Correspondientes a 807 genes

- 96 muestras simultaneamente

epigenético mejor conocido
Importante mecanismo de regulacion geénica.

Afecta a muchas neoplasias se asocia a - | Z.srs CpGs
pérdida de funcion génica ] |- 14000 genes

- 12 muestras simultaneamente

Chip-on-chip (chromatine

Immunoprecitation on chip).
Modificacion de Histonas
Factores de transcripcion
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Técnicas Moleculares: Microarrays
Experimentos con microarrays
Diseno:

Hipotesis , Cuestiones que nos debemos plantear y como resolverlas,
Numero de muestras a estudiar etc..

Fuentes de variabilidad:

Muestra: Tumoral o normal, Pureza de la muestra, heterogeneidad
biologica,.

Aspectos metodologicos: Extraccion ARN, ADN, amplificacion
hibridacion, scaning etc..

Limitaciones:
Numero de muestra a analizar, econémicas (precio de los arrays) €tcC..
Analisis de los datos:

“ Software” para microarray



Fuentes de variabilidad

Biological Heterogeneity in Population.

Specimen Collection/ Handling Effects.
— Tumor: surgical bx, FNA.

— Cell Line: culture condition, confluence
level.

« Biological Heterogeneity in Specimen.
* RNA extraction.
 RNA amplification.

* Fluor labeling.

» Hybridization.

« Scanning.
« —PMT voltage.
« — laser power.

(Geschwind, Nature Reviews Neuroscience, 2001)




Caracteristicas de la muestra

Tumores primarios: celulas tumorales + otras poblaciones celulares

i

Purificacion: “sorting”

:

¢Puede distorsionar el perfil de expresion génica?

Parece que no.

75%0 de pureza — 100%




Human Genome U133 Plus 2.0 Array (Affymetrix)
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¢ Qué hacer con miles-millones de datos?

Significacion estadistica

Sentido biologico




Miles de datos

ara relativamente pocas muestras

Analisis no supervisado
Descubrimiento de clases

No informacion “a priori”

“Clustering” jerarquico
Cluster/TreeView
“Multidimensional scaling”
BRB array tool

Analisis supervisado

Prediccion de clases

Informacion de las clases
“Significant Analysis of microarrays”
(SAM)

“Prediction Analysis of microarrays”
(PAM)

“Weighted voting algorithm-LOOCV”
(GeneCluster)

“Support Vector Machine”
(SVM)




Analisis no supervisado

ool Exned - MWRMLLLEN_ Ordenoda_S0mnestrasSINGA LS V2

Analisis de “clustering”
jerarquico

i T

e

Analisis de componentes
principales (PCA)

MAPA DE COLORES

(“heatmap”)

Il Alto nivel de expresion [I] Bajo nivel de expresién



Con un numero suficiente de genes
casi siempre es posible “clusterizar”
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El analisis de “clustering” no
refleja una supuesta estructura

Otros SLP LLC




Analisis supervisados Encontrar diferencias significativas
e en la expresion...
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¢ Qué hacer con miles-millones de datos?

Significacion estadistica

Lista de genes diferencialmente expresados

!

Anotacion funcional

l

Sentido biologico

Conexiones genicas/Rutas bioldgicas




Anotacion Funcional

Bases publicas de datos: GenBank,
Gene Ontology, KEGG, GeneCards
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Estudios Gendmicos masivos

Metodologia

> Perfiles de expresion génica ( Arrays de RNA)

» CGH-arrays
» Arrays de SNP de alta densidad :
NC copias de ADN, pérdida de heterogocisidad (LOH) y disomia uniparental (DUP)

AFFYMETRIX GENE CHIP MAPPING 500K
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Clasificacion de la LMA segUn su expresion génica.
Deregulacion de genes segun el subtipo de LMA.

LAM Gutierrez et al, Leukemia, 2005; 19:402-09.
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Técnicas Moleculares: Microarrays
Experimentos con microarrays

Disefo:

Hipotesis , Cuestiones que nos debemos plantear y como resolverlas, NUumero de muestras a
estudiar etc..

Fuentes de variabilidad:

Muestra: Tumoral o normal, Pureza de la muestra, heterogeneidad bioldgica,.
Aspectos metodoldgicos: Extraccion ARN, ADN, amplificacion hibridacion, scaning etc..

Limitaciones:
Ndmero de muestra a analizar, econémicas (precio de los arrays) €tcC..
Analisis de los datos:

“ Software” para microarray

Estudios costosos, laboriosos y de dificil uso rutinario.



LMA: Expresion Génica/Traslocaciones por
Q-PCR.

Diseno y desarrollo de tarjetas diagnosticas y pronosticas.

Tarjetas: TagMan Low Density Array.



LMA: Expresion Genica/Traslocaciones por Q-
PCR.

TagMan® Low Density Array
Micro Fluidic Channels

TagMan® Assays-on-Demand Gene Expression
Products also available in small volume format
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LMA: Expresion Génica/Traslocaciones por Q-
PCR.

12 genes 24 genes 48 genes 96 genes 380 genes

8 samples

1 sample
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