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GLOSARIO DE GENES

Simbolo# | Nombre Localizacién | Otros
simbolos
ABL1 ABL proto-oncogene 1, non-receptor 9g34.12 ABL,
tyrosine kinase JTK7,C-
ABL,p150,
v-abl
ABCG2 ATP binding cassette subfamily G member | 4¢22.1
2 (Junior blood group)
AFDN afadin, adherens junction formation factor | 627 MLLT4
AKT1 AKT serine/threonine kinase 1 14932.33 AKT
ALDH2 aldehyde dehydrogenase 2 family member | 12q924.12
ASXL1 additional sex combs like 1, transcriptional | 20q11.21
regulator
ASXL2 additional sex combs like 2, transcriptional | 2p23.3
regulator
BAALC BAALC, MAP3K1 and KLF4 binding 8q922.3
BAG5 BCL2 associated athanogene 5 14932.33
BAX BCL2 associated X, apoptosis regulator 19913.33
BCR BCR, RhoGEF and GTPase activating protein | 22911.23
BCOR BCL6 corepressor Xpll.4
BIRC3 baculoviral IAP repeat containing 3 11g22.2
CBFB core-binding factor beta subunit 16g22.1
CBL CBL proto-oncogene 11923.3
CEBPA CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), 19q13.11
alpha
CREBBP CREB-binding protein 16p13.3
CSF3R colony stimulating factor 3 receptor 1p34.3
DEK DEK proto-oncogene 6022.36p22
3
DOTI1L DOT1-like histone H3K79 methyltransferase | 19p13.3
DNMT3A | DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 2g23.3
alpha
ELL elongation factor for RNA polymerase Il 19p13.11
ENG Endoglin 9g34.11
ERG ERG, ETS transcription factor 21g22.2
EZH2 enhancer of zeste 2 polycomb repressive 7936.1
complex 2 subunit
ETV6 ETS variant 6 12p13.2 TEL
FIP1L1 factor interacting with PAPOLA and CPSF1 4q12
FLT3 fms-related tyrosine kinase 3 13g12.2
GATA2 GATA binding protein 3g21.3
PTGRD2 prostaglandin D2 receptor2 11q912.2 GPR44
HOX homeobox
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IDH1 isocitrate dehydrogenase 1 (NADP+), 2934
cytosolic

IDH2 isocitrate dehydrogenase 2(NADP+), 15g26.1
mitochondrial

KIT KIT proto-oncogene tyrosine kinase 4912

KMT2A lysine methyltransferase 2A 11923.3 MLL, ALL-

1, TRX1

KRAS KRAS proto-oncogen, GTPase 12p12.1

MECOM MDS1 and EVI1 complex locus 3026.2

MEIS meis homeobox 1

MKL1 megakaryoblastic leukemia (translocation) | 22q13.1-
1 g32.2

MLF1 myeloid leukemia factor 1 3925.32

MLLT1 MLLT1, super elongation complex subunit 19p13.3

MLLT3 MLLT3, super elongation complex subunit 9g21.3

MLLT10 MLLT10, histone methyltransferase DOT1L | 10p12.31
cofactor

MN1 MN2 proto-oncogene, transcriptional 22912.1
factor

MYC MYC proto-oncogene, bHLH transcription 8g24.21 c-MYC
factor

MYH11 myosin heavy chain 11 16p13.11

NF1 neurofibromin 1 17q11.2

NRAS NRAS proto-oncogene, GTPase 1p13.2

NSD1 Nuclear receptor binding SET domain 5g35.3
protein 1

NUP98 nucleoporin 98 11p15.4

NUP214 nucleoporin 214 9g34.13

NPM1 nucleophosmin 1 5¢g35.1

PDGFRA platelet derived growth factor receptor 4912
alpha

PICALM phosphatidylinositol binding clathrin 11q14.2 CALM
assembly protein

PI3CA phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3- 3926.32 PI3K
kinase catalytic subunit alpha

PLSCR1 phospholipid scramblase 1 3924

PML promyelocytic leukemia 15g24.1

PRAM1 PML-RARA regulated adaptor molecule 1 19p13.2

PTEN phosphatase and tensin homolog 10g23.31

PTPN11 protein tyrosine phosphatase, non-receptor | 12924.13
type 11

RAB27B RAB27B, member RAS oncogene family 18g21.2

RAD21 RAD21 cohesin complex component 8g24.11

RARA retinoic acid receptor alpha 17921.2

RBM15 RNA binding motif protein 15 1p13.3
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RUNX1 runt-related transcription factor 1 8g21.3 AML1,CBF
A2
RUNX1T1 | RUNX1 translocation partner 1 21922.12 ETO
SF3B1 splicing factor 3b subunit 1 2933.1
SMCIA structural maintenance of chromosomes Xpl1.22
1A
SMC3 structural maintenance of chromosomes 3 | 10g25.2
SPARC secreted protein, acidic, cysteine-rich 5¢g33.1
SRSF2 serine/arginine-rich splicing factor 2 17q925.2
STAG1 stromal antigen 1 3g22.3
STAG2 stromal antigen 2 Xq25
TET1 tet methylcytosine dioxygenase 1 10921.3
TET2 tet methylcytosine dioxygenase 2 4924
TP53 Tumor protein p53 17p13.1 p53
TP53INP1 | tumor protein p53 inducible nuclear 8¢g22.1
protein 1
U2AF1 U2 small nuclear RNA auxiliary factor 21g22.3
Wwr1 Wilms tumor 1 11p13
ZFR Zinc finger RNA binding protein 5p13.3
ZRSR2 zinc finger CCCH-type, RNA binding motif Xp22.2
and serine/arginine rich 2

#Segun nomenclatura HUGO (http.//www.gene.ucl.ac.uk/nomeclature)
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I. INTRODUCCION

1. Leucemia mieloide aguda

1.1 Hematopoyesis fisioldgica

La hematopoyesis se produce en diferentes 6rganos y/o tejidos a lo largo de los primeros
meses de vida embrionaria. Se inicia en el saco vitelino y de forma progresiva se va
desplazando principalmente al higado y marginalmente al bazo durante el segundo
trimestre. Durante la fase fetal tardia las células madre hematopoyéticas migran a la
médula dsea que sera el principal drgano responsable de la hematopoyesis durante toda
la vida del individuo.

Todas las células hematopoyéticas se originan a partir de una célula madre
pluripotencial (Figura 1) que tiene capacidad de auto-renovacion y diferenciacion a
todas las lineas maduras sanguineas. La hematopoyesis normal es un proceso dindamico,
controlado por factores de crecimiento que estimulan la sefializacién y proliferacion
celular, asi como por factores de transcripcién que permiten la diferenciacién en un
sentido de linea y la formacion de células totalmente diferenciadas y por tanto
funcionales®?. La leucemia se produce cuando se pierde este equilibrio entre
proliferacién y diferenciacion.

Figura 1. Hematopoyesis fisioldgica®. HSC: célula madre hematopoyética; MPP:
progenitor multipotencial; CLP: progenitor linfoide comun; CMP: progenitor mieloide
comun; MEP: progenitores eritroides/megacariociticos; GMP: progenitores
granulociticos/monociticos.
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1.2 Definicién

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad en la que se produce una
expansion clonal de células neopldsicas de estirpe mieloide denominadas blastos, cuyo
origen radica en la transformacién maligna de progenitores hematopoyéticos®. Se ha
demostrado que la LMA esta organizada de manera jerdrquica y que se origina de una
célula progenitora primitiva*®. Como consecuencia de multiples alteraciones genéticas
y epigenéticas®’, las células hematopoyéticas pierden la capacidad de diferenciarse
normalmente y de responder de manera normal a los reguladores de la proliferacién
celular?. Por lo tanto se produce una expansidn clonal de blastos mieloides en la médula
6sea, sangre periférica u otros tejidos de blastos mieloides, dando lugar a una

insuficiencia medular®.
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1.3 Epidemiologia

La leucemia es el octavo cdncer mas frecuente en el hombre y en la mujer y es la sexta
causa de muerte por cancer en el hombre y la séptima en la mujer®.

La LMA presenta una incidencia global de 4,1 casos por 100000 habitantes afio, aunque
la incidencia aumenta con la edad (Figura 2), con una mediana de edad al diagndstico

superior a los 65 afios (http://seer.cancer.gov/statfacts/).

Figura 2. Incidencia de la LMA segiun la edad de los pacientes
(http://seer.cancer.gov/statfacts/).

Age-Specific (Crude) SEER Incidence Rates
By Cancer Site
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1.4 Diagndstico clinico y de laboratorio

1.4.1 Diagnostico de laboratorio

El diagndstico de la LMA se basa en la identificacion de blastos en sangre periférica,
médula dsea u otro tejido. Los mieloblastos se definen teniendo en cuenta varias
caracteristicas morfoldgicas, como un alto ratio nucleo/citoplasma, nucléolos visibles, y
normalmente, pero no invariablemente, cromatina nuclear fina. La forma del nucleo es
variable, las caracteristicas citoplasmaticas incluyen un grado de basofilia variable y la

presencia o no de granulos o bastones de Auer?®,
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Para el diagnodstico se requiere un 20% de blastos o mas en médula 6sea o sangre
periférica, excepto en los casos de LMA con translocacién t(8;21), inversién inv(16),
t(16;16) o t(15;17), en los que se diagnostica la LMA con un recuento menor de
blastos!!12,

El diagndstico de sarcoma mieloide o granulocitico se caracteriza por la presencia de
blastos en otros tejidos; es sindonimo de LMA y para su diagndstico no se tiene en cuenta

el numero de blastos en médula ésea y en sangre periférica.

1.4.2 Diagnostico clinico

Los sintomas y signos clinicos que presentan los pacientes con LMA se deben
generalmente a la insuficiencia medular, secundaria en parte a la infiltracion de la
médula dsea por los blastos y también a un bloqueo de la diferenciacién mieloide; por
otro lado, otros sintomas pueden explicarse por la invasion de 6rganos extramedulares,
por la existencia de coagulopatia, de leucostasis o bien por trastornos metabdlicos
relacionados con la proliferacién.

1.4.2.1 Insuficiencia medular

El bloqueo en el proceso de diferenciacién mieloide normal y la infiltracién de la médula
Osea por los blastos leucémicos provoca una insuficiencia medular que se traduce en
mayor o0 en menor grado en citopenias de las diferentes lineas hematopoyéticas. Como
consecuencia, las infecciones secundarias a la neutropenia y las hemorragias por la
trombocitopenia y/o alteraciones de la coagulacidon constituyen algunas de las

complicaciones clinicas mas relevantes en el diagndstico en los pacientes con LMA.
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1.4.2.2 Afectacidon extramedular

Las leucemias con diferenciacién monocitica son las que con mayor frecuencia
presentan manifestaciones clinicas extramedulares. Aunque cualquier territorio puede
verse afectado por laleucemia, existen algunos érganos como la piel, el sistema nervioso
central (SNC) o las mucosas que son infiltrados mas frecuentemente. Aquellas
tumoraciones formadas por células leucémicas que aparecen en tejidos extramedulares
se denominan cloromas o sarcomas granulociticos, y en ocasiones son la primera
manifestacion de la LMA.

1.4.2.3 Coagulopatia

Las hemorragias en los pacientes con LMA pueden ser desencadenadas o agravadas por
la quimioterapia y son secundarias en parte a la presencia de una coagulopatia
intravascular diseminada (CID) o una fibrinolisis anormal como ocurre tipicamente en la
leucemia promielocitica aguda (LPA) y en algunos casos de LMA monocitica. En la LPA la
causa de la coagulopatia es compleja debido a la combinacion de las citocinas liberadas
por los blastos, una hiperfibrinolisis y una CID®3. La hiperfibrinolisis de la LPA se explicaria
fundamentalmente por una sobrexpresion de anexina Il en los promielocitos
leucémicos, lo que daria lugar un exceso en la formacién de plasmina y un consiguiente
aumento de la fibrinolisis***>.

1.4.2.4 Leucostasis

La leucostasis es una complicacién infrecuente pero grave, que suele presentarse en
pacientes con una elevada cifra de leucocitos. Consiste en el acimulo de blastos
leucémicos que ocupan la luz vascular en la microcirculacién, con o sin presencia de
fibrina. El mecanismo patogénico de la leucostasis es probablemente complejo, y en él

interviene un daio directo de la célula endotelial, probablemente mediado por citocinas
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liberadas durante la interaccidon entre blastos leucémicos y el endotelio vascular®. Tras
la lesidon endotelial se produciria una migracion de los blastos al espacio perivascular.
Parece por tanto que la capacidad de los blastos de responder a unas citocinas
quimiotacticas y la expresidon de determinadas moléculas de adhesion, como CD54 o
CD56 son probablemente mds importantes en la patogenia de la leucostasis que el
numero de blastos circulante!’8, Las principales manifestaciones clinicas de la
leucostasis se dan a nivel del SNC y van desde la cefalea al coma; las manifestaciones
respiratorias incluyen el distrés respiratorio o la hipoxemia.

1.4.2.5 Trastornos metabdlicos

Las alteraciones metabdlicas son frecuentes en el contexto de la LMA, ya sea al
diagnostico o durante el tratamiento y son secundarias a la propia leucemia y a la
toxicidad de los tratamientos empleados.

Asi, el sindrome de lisis tumoral se debe a la liberacién masiva de metabolitos
intracelulares al espacio intravascular como consecuencia del rapido recambio celulary
la apoptosis espontanea o inducida por el tratamiento quimioterapico. Esto ocurre
sobre todo en leucemias con hiperleucocitosis y/o grandes visceromegalias o masas
abdominales.  Analiticamente se observa hiperuricemia, hiperpotasemia,
hiperfosfatemia, hipocalcemia e insuficiencia renal y las manifestaciones clinicas

derivadas son los sintomas neuromusculares y arritmias.

1.5 Clasificacion:

La primera clasificacion de la LMA fue propuesta por el grupo francés-americano-
britanico (FAB) en el afio 1976. Es un sistema de clasificacién que se basé inicialmente

en criterios morfoldgicos y citoquimicos, y posteriormente se incorporaron criterios
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inmunoldgicos. Esta clasificacion divide las LMA en 9 subtipos de M0 a M7 y busca
identificar el equivalente leucémico de las células mieloides para cada estadio de
diferenciaciéon®2L,

Tabla 1. Clasificacion FAB de las LMA®.

Comportamiento

Subtipo Denominacién % de citoquimico
FAB casos MPO/NS Esterasas
inespecificas
Mo* LMA con diferenciaciéon minima <5 - Kk
. ., 15-
M1 LMA sin maduracion 20 + -
., 15-
M2 LMA con maduracién 75 + -
M3 Leucemia aguda promielocitica 5-10 + -
M4 Leucemia aguda mielomonocitica 20 + -
M4 Eo Leucem_ia aggda mielomonocitica 5.10 N N
con eosinofilia
. " 10-
M5 Leucemia monocitica 20 - +
M6 Eritroleucemia 3-5 + -
M7* Leucemia aguda megacarioblastica <5 - HHAx

MPO: Mieloperoxidasa. NS: Negro Sudan.

*Subtipos definidos posteriormente incorporando criterios inmunoldgicos.

**Las células son positivas para algin antigeno mieloide por inmunofenotipo.

***Las células son positivas para alfa-naftil-acetato-esterasa y para el factor VIII o la
glicoproteina plaquetaria lib/Illa y negativas para la naftil-butirato-esterasa

Clasificacion de la OMS

La clasificacién de la OMS es la mas reciente y es una clasificacion de consenso que
integra toda la informacidon que nos aporta la morfologia, inmunofenotipo, genética y
las caracteristicas clinicas y moleculares para definir entidades clinicamente
significativas. Recientemente se ha realizado una actualizacién de esta clasificacidn, ver

Tabla 22223,
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Tabla 2. Clasificacion OMS de la LMA 2016%3.

LMA con anomalias genéticas recurrentes

LMA con t(8;21)(g22;922); RUNX1-RUNX1T1

LMA con inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
Leucemia promielocitica aguda con t(15;17)(922;q12); PML-RARA
LMA con t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLL*

LMA con t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

LMA con inv(3)(q21026.2) o t(3;3)(921;926.2); GATA2, MECOM (EVI1)
LMA (megacarioblastica) con t(1;22)(p13;913); RBM15-MKL1
LMA con mutacion de NMP1§

LMA con mutaciones bialélicas de CEBPA§

LMA con BCR-ABL1**

LMA con RUNX1 mutado**

LMA no clasificable por los criterios anteriores

LMA minimamente diferenciada

LMA sin maduracién

LMA con maduracion

Leucemia mielomonocitica aguda
Leucemia aguda monoblastica y monocitica
Leucemia pura eritroide

Leucemia aguda megacarioblastica
Leucemia aguda de baséfilos

Panmielosis aguda con mielofibrosis

Sarcoma mieloide

LMA con cambios relacionados con mielodisplasia

Neoplasias mieloides relacionadas con el tratamiento

Proliferaciones mieloides relacionadas con el Sindrome de Down

Mielopoyesis anormal transitoria
Leucemia mieloide aguda asociada con el sindrome de Down

*Se deben reportar las otras translocaciones que implican KMT2A (MLL): por ejemplo, LMA con
t(6;11)(927;923.3), MLLT4-KMT2A; LMA con t(11;19)(g23.3;p13.3), KMT2A-MLLT1; LMA con
t(11;19)(q23.3;p13.1), KMT2A-ELL; LMA con £(10;11)(p12;q23.3), MLLT10-KMT2A.

§ El diagndstico se realiza independientemente de la presencia o ausencia de mielodisplasia.
**Entidades provisionales.
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1.6 Mecanismos de leucemogénesis

La transformacion leucémica de la célula hematopoyética se origina por una serie de
cambios genéticos que producen una pérdida del control de proliferaciéon, un bloqueo
en la diferenciacion, resistencia a las sefales apoptoéticas y un aumento en la capacidad
de auto-renovacion.

En la patogénesis de la LMA se han implicado multiples alteraciones moleculares, pero
las mas frecuentes son las translocaciones cromosdmicas y mutaciones que, en general,
pueden producir un aumento de la funcién del gen implicado o, por el contrario, una
pérdida o disminucion de su funcidn. En otras ocasiones se produce una anomalia a nivel
epigenético, con el resultado del silenciamiento o activacidn de una determinada diana
celular.

La observacién de que los reordenamientos cromosdmicos que se dirigen a los factores
de transcripcién hematopoyéticos (PML-RAR, CBFB8-MYH11, RUNX1-RUNXI1T1) se
acompafian con frecuencia de mutaciones en las proteinas de sefalizacién (FLT3, c-KIT,
N-RAS, K-RAS y PTPN11), condujo a la propuesta de un modelo de leucemogénesis de
doble hit de la LMA que implicaba la cooperacidn de las mutaciones que confieren una
ventaja proliferativa (mutaciones de clase I) y aquellas que inducen un bloqueo en la
diferenciacién mieloide (mutaciones de clase 11)%4. Sin embargo, con la secuenciacién del
genoma y un mejor conocimiento de las alteraciones moleculares subyacentes en las
LMA, se ha hecho evidente que la situacion es mucho mds compleja®>26, El
descubrimiento de mutaciones en reguladores epigenéticos como DNMT3A, TET2 o
EZH?2 sugiere que al menos existe un tercer grupo de mutaciones que deberia afiadirse

al modelo de doble hit?’ (Figura 3).

37



I. INTRODUCCION

Figura 3. Mutaciones involucradas en la leucemogénesis en la LMA?’. Al cldsico modelo
de doble hit en el que las mutaciones de clase | y clase Il cooperan en la leucemogénesis,
se ha afiadido un tercer grupo de mutaciones en genes relacionados con la epigenética.

Epigenetic
DNMT3A
TET2
EZH2

IDH1/2

Class I
KIT
FLT3
N-RAS, K-RAS
PTPN11

PML-RAR«x
RUNX1-RUNXIT1
RUNX1
NPM1 CEBP«
EVI1

Uno de los estudios recientes que ha contribuido al conocimiento de la patogénesis de
la LMA, es el realizado dentro del proyecto The Cancer Genome Atlas (TCGA) que analizé
el perfil gendmico de 200 pacientes con LMA de novo, y detecté mutaciones recurrentes
en 23 genes, algunos ya conocidos como NPM1, FLT3, CEBPA, DNMT3A, IDH1 e IDH2, y
otros recientemente implicados en la leucemogénesis como son EZH2, U2AF1, SMC1Ay
SMC3. Los autores observaron que el nimero de mutaciones iniciadoras de leucemia
(mutaciones driver) era relativamente bajo, que existia al menos una mutacion genética
recurrente en cada paciente y que la mayoria se podian agrupar dentro de categorias
funcionales especificas (Figura 4), y tenian implicaciones en el desarrollo de la
enfermedad (Tabla 3). Estas 8 categorias incluyen genes que codifican factores de

transcripcién, supresores de tumores, relacionados con el proceso de metilacion de
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DNA, de sefializacién, modificadores de la cromatina, pertenecientes al complejo de
cohesina, al complejo del spliceosoma, y NPM 1.

También se observd que existen patrones de cooperacién y exclusividad entre las
alteraciones y demostraron que algunas mutaciones frecuentes en la LMA (DNMT3A,
NMP1, CEBPA, IDH1/2 y RUNX1) eran mutuamente excluyentes de los reordenamientos
que involucran a factores de transcripcion, sugiriendo que estas mutaciones podrian
estar implicadas en el inicio de la LMA del mismo modo que los genes de fusién. Por otro
lado, se identificaron patrones de mutua exclusividad para mutaciones en genes de
ciertas clases biolégicas, incluyendo aquellos que codifican el complejo cohesina,
proteinas del spliceosoma, proteinas de sefializacion y proteinas modificadoras de
histonas, sugiriendo que una mutacidén en esas vias es en general suficiente en la
patogénesis de la leucemia.

Por otro lado, dentro del proyecto TCGA y basandose en el andlisis de la frecuencia
alélica, pudieron definir la composicion clonal de la LMA, observando que mas de la
mitad de los pacientes exhibian al menos un subclon ademas de un clon fundador de
leucemia (el clon que muestra la frecuencia del alelo variante mas alta)?°. Estos hallazgos
estdn en consonancia con otros estudios de evolucidon clonal que comentaremos mas

adelante.
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Figura 4. Organizacién de las mutaciones en categorias de genes relacionados?®.
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Tabla 3. Categorias funcionales de los genes mas frecuentemente afectados en la LMA y su papel en la leucemogénesis. Adaptado de Bullinger

et al?.

Categoria Genes Papel en la Leucemogénesis Incidencia

funcional (%)
Genes de Quinasas (FLT3, KIT), La activacidn de la sefalizacién confiere una ventaja proliferativa a través de las 59
sefializacion fosfatasas (PTPN11), o vias de RAS/RAF, JAK/STAT y PI3K/AKT

miembros de la familia RAS
(KRAS, NRAS)

Genes DNMT3A, TET2, IDH1, IDH2 ' La desregulacion de la metilacion del DNA produce una alteracion de la 44
asociados a la transcripcidn de genes relevantes para la leucemia: las mutaciones de IDH tienen
metilacion del un impacto sobre la metilacion del DNA a través de la produccién del
DNA oncometabolito 2-hidroxiglutarato y la alteracion de TET2
Fusiones y Fusiones de FC [t(8;21), Una alteraciéon en la funcién de los FC produce una desregulacion de la 18
mutaciones de inv(16)/t(16;16)] transcripcién y una alteracion de la diferenciacion hematopoyética
genes que Mutaciones de FC (RUNX1,
codifican para = CEBPA)
factores de 22
transcripcion
(FC) mieloides
Genes Mutaciones (ASXL1, EZH2) | Ladesregulacion de la modificacién de la cromatina (por ejemplo, la metilacién de 30
modificadores | o fusiones de KMT2A histona H3K79 metiltransferasa) conduce a una desregulacién de la transcripcion.
dela
cromatina
Gendela NPM1 NPM1 es una proteina que se desplaza del nucleo al citoplasma. La deslocalizacion 27
Nucleofosmina al citoplasma de la proteina mutada y de las proteinas que interaccionan con ella
(NPM1) es un evento critico en la patogénesis de la leucemia
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Genes TP53, WT1, PHF6 Las mutaciones conducen a la desregulacion transcripcional y deterioro de la 16
supresores de degradacion a través de MDM2 y PTEN

tumores

Genes del SRSF2, SF3B1, U2AF1, La alteracion de la funcion del spliceosoma y del procesamiento del RNA produce 14
complejo del ZRSR2 patrones de splicing aberrantes

spliceosoma

Genes del STAG2, RAD21 Las mutaciones pueden producir una alteracién de la segregacion cromosémica y 13
complejo de de la regulacion transcripcional

cohesina
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1.6.1. Hematopoyesis clonal

En estudios recientes de grandes cohortes se han identificado mutaciones recurrentes
en los reguladores epigenéticos (DNMT3A, ASXL1, TET2) y menos frecuentemente en
genes del spliceosoma (SF3B1, SRSF2), en la sangre de pacientes de edad avanzada con
expansion hematopoyética clonal?®33, Estas mutaciones preleucémicas estan presentes
en células ancestrales. Por ejemplo, se demostrd que las células madre hematopoyéticas
mutantes DNMT3A preleucémicas tienen una ventaja de repoblacion multilinaje sobre
las células madre hematopoyéticas no mutadas, y su deteccidn en muestras en remisién
completa (RC) indicé su potencial para ser resistentes y sobrevivir a la quimioterapia3*.
Por lo tanto, los clones preleucémicos hematopoyéticos pueden persistir en el tiempo,
sobrevivir al tratamiento de la leucemia, conducir a una mayor expansién clonal durante
la remisidn y eventualmente llevar a la recaida34-3®.

Recientemente se ha propuesto el término "hematopoyesis clonal de potencial
indeterminado" (Clonal Hematopoiesis of Indeterminate Potential, CHIP) para describir
la presencia de mutaciones somaticas asociadas a malignidad hematoldgica en la sangre
o la médula dsea, en ausencia de criterios diagndsticos convencionales para una
neoplasia hematoldgica®’. La prevalencia de la hematopoyesis clonal aumenta con la
edady se puede encontrar en aproximadamente el 10% de individuos entre 70y 80 afios
de edad, y también se ha asociado con un mayor riesgo de desarrollar una neoplasia
hematoldgica?®°. Los datos preliminares indican que la tasa de transformacién de la
hematopoyesis clonal de potencial indeterminado en una enfermedad hematoldgica es
de 0,5% a 1 % al afo, similar a |la tasa de progresidn de otros estados premalignos, como
la progresion de la gammapatia monoclonal de significado indeterminado al mieloma

multiple.
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1.6.2. Evolucion clonal

Segun la teoria que prevalece actualmente, una célula iniciadora de la leucemia con
capacidad de auto-renovacién daria lugar a una prole de células malignas poco
diferenciadas, adquiriendo una organizacion jerarquica similar a la que presenta la
hematopoyesis fisioldgica (modelo de la stem cell leucémica). La transformacién maligna
se puede producir en una célula madre primitiva o en células mas diferenciadas, que

adquieren caracteristicas propias de una célula madre32.

Se han propuesto diferentes modelos para la progresion clonal desde la célula madre
hematopoyética al clon leucémico. Se ha sugerido que una mutacidn iniciadora puede
ocurrir dentro del contexto de una célula madre hematopoyética que ya tiene varias
mutaciones aleatorias benignas acumuladas a lo largo del tiempo®°. Esta mutacion
(driver) confiere una ventaja a esta célula y prolifera, originando un clon que contiene
todas las mutaciones benignas (passengers). Cada evento adicional durante la
replicacion de estas células puede cooperar contribuyendo a la progresién del subclon;
por lo tanto, los clones genéticamente mas tardios y alterados son cada vez mas
dominantes y mas frecuentes que los clones iniciales y menos alterados. Por otro lado,
en estudios recientes se ha demostrado que en algunas leucemias agudas existen
multiples subclones de células madre preleucémicas dentro de una arquitectura clonal
compleja®. Se han sugerido diferentes posibilidades para la generacién de estos clones
adicionales: mutaciones adicionales en el clon leucémico dominante que genera
subclones distintos, o un clon preleucémico comun con diferente evoluciéon que genera

un clon leucémico diferente. En Ultima instancia, la poblacidn total de células leucémicas
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incluye subclones multiples con una relacién genética compleja, y mutaciones tanto

comunes como divergentes36:4°,

Figura 5. Modelo de heterogeneidad clonal en la leucemia aguda®. La leucemia esta
constituida por distintas subpoblaciones con un clon leucémico dominante (rojo). (a) Se
producen mutaciones en el clon dominante y se generan subclones distintos (marrén,
tostado y naranja). (b) Un clon pre-leucémico comun experimenta una evolucién
divergente para generar un clon leucémico distinto, pero relacionado (amarillo).
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En un estudio reciente, Papaemmanuil et al.*! describen la composicion clonal de casos
de LMA a través del andlisis de la frecuencia alélica de mutaciones puntuales (Figura 6).
Como hemos comentado en el apartado anterior, las mutaciones en DNMT3A, ASXL1,
IDH1/2y TET2, genes que codifican modificadores epigenéticos, son adquiridas de forma
temprana y se encuentran frecuentemente en personas de edad avanzada con
hematopoyesis clonal y confieren un aumento de riesgo de padecer neoplasias
hematoldgicas. En este estudio, las mutaciones en estos genes estaban tipicamente en
los clones fundadores y no se encontraban de forma aislada, sugiriendo que no son

suficientes para iniciar la leucemia. Las mutaciones en los genes de las vias tirosin-
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guinasas-RAS ocurren tarde. Las mutaciones de NPM1 normalmente son eventos
secundarios y ocurren frecuentemente después de las mutaciones en DNMT3A, IDH1 o
NRAS.

Figura 6. Orden de adquisicién de mutaciones basado en analisis de la frecuencia

alélica*™.
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1.6.3. Reordenamientos cromosomicos en LMA

Dentro de las alteraciones moleculares descritas implicadas en la patogénesis de la LMA,
son frecuentes las translocaciones o inversiones cromosémicas, que se encuentran en
el 50% y en el 30% de las LMA en nifios y en adultos jovenes respectivamente.

Las translocaciones cromosémicas balanceadas producen la formacién de genes de
fusion que de forma recurrente incluyen genes que codifican para factores de
transcripcion de la hematopoyesis, como RARA, RUNX1 o CBF/f (subunidades del
complejo Core Binding Factor (CBF)), reguladores epigenéticos (MLL [KMT2A], NSD1,

CREBBP [KAT3A]) y componentes del nuclear pore complex (NUP98, NUP214).
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En la clasificacion de la OMS, algunos de estos reordenamientos cromosémicos y los
genes de fusién resultantes se designan como anomalias genéticas recurrentes y su
presencia es suficiente para realizar el diagnéstico de LMA, sin tener en cuenta el

numero de blastos en médula dsea.

1.6.3.1. Alteraciones del complejo de transcripcion CBF

El complejo de transcripcién CBF, imprescindible para la hematopoyesis normal, esta
formado por la interaccion de la proteina RUNX1, codificada por un gen en el
cromosoma 21q22, y la proteina CBFf, codificada en 16g22. Las dos subunidades
funcionan como un activador transcripcional heterodimérico, con la actividad de union
a ADN presente en RUNXI1. La desorganizacion del complejo, secundaria a las
translocaciones t(8;21), la inversion inv(16) y la t(16;16), se observa en el 15% de los
casos de LMA***3, La t(8;21)(922;922) con reordenamiento RUNX1-RUNX1T1 (10% de
las LMA) y lainv(16) y la t(16;16)(p13;922) con reordenamiento CBF S-MYH11 (5% de las
LMA) se incluyen, junto a la t(15;17), en la categoria citogenética de buen pronéstico.
Las proteinas de fusidén resultantes de estas translocaciones se asocian de forma
aberrante a complejos correpresores con actividad deacetiladora de histonas (histona
deacetil-transferasas, HDAC), conduciendo a la inhibicién de la transcripcion de genes
especificos de la hematopoyesis**°, y produciendo un bloqueo de la diferenciacion
granulocitica.

Las LMA con alteracion del CBF estan asociadas con frecuencia a mutaciones en genes
de sefializacion (NRAS, KIT, NF1, FLT3, RAS).

Recientemente se ha demostrado mediante estudios de secuenciacion masiva que el

espectro de mutaciones cooperantes es diferente en los dos subtipos de LMA-CBF. Asi,
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en la LMA con reordenamiento RUNX1-RUNX1T1 se detectan de forma recurrente
mutaciones en genes modificadores de cromatina (42-44%) que incluyen ASXL2 vy
mutaciones en genes del complejo de la cohesina (18-20%), practicamente ausentes en

las LMA con reordenamiento CBF5-MYH11%.

1.6.3.2. Leucemia promielocitica aguda con reordenamiento de RAR«

La leucemia promielocitica aguda (LPA; LMA FAB-3), que involucra al gen RARx en
17912, representa el 10-15% de las LMA*. En la gran mayoria de los casos se produce la
translocacion t(15;17)(922;921), que genera la proteina PML-RARa. Sin embargo,
existen casos mas raros de LPA que presentan otras translocaciones, que tipicamente
implican a la proteina RARo. (ver Tabla 4)%.

En condiciones fisiolégicas, RARa es un receptor hormonal nuclear que, en ausencia de
su ligando, inhibe la transcripcidn reclutando correpresores y proteinas HDAC. La unién
del acido 9-cis-retinoico a RARa libera los factores represores y activa la transcripcion
de genes clave para la diferenciacién mieloide*. La proteina anémala PML-RARa en la
LPA altera la respuesta normal de RARo al dacido retinoico, de manera que las
concentraciones fisiologicas de éste no consiguen liberar los correpresores. En los
pacientes con LPA tratados con dosis farmacolégicas de acido all-trans-retinoico (ATRA),
se libera el mecanismo represor y se induce la diferenciaciéon de los promielocitos
atipicos®°.

Aunque la formacién de PML- RARa es el evento necesario para el inicio de la LPA (driver
mutation), se han descrito mutaciones afiadidas de otros genes, como la duplicacién
interna en tandem del gen FLT3 (FLT3-ITD, 35% de los casos), que probablemente

contribuyen a acelerar la enfermedad?6°1°2,
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Tabla 4. Translocaciones descritas en la LPA%S.

Citogenética Proteinas de fusion Frecuencia
t(15;17)(922;921) PML/RARA 98%
t(11;17)(923;21) ZBTB16 (PLZF)/RARA | 0,8%
t(5;17)(935;921) NPM1/RARA Baja
t(11;17)(q13;921) NUMA/RARA Baja
der(17) STAT5B/RARA Baja
der (17) PRKAR1a/RARA Baja
t(X;17)(p11;q12) BCOR/RARA Baja
t(4;17)(q12;921) FIP1L1/RARA Baja

1.6.3.3. Otros reordenamientos recurrentes en la LMA

Existen otros reordenamientos recurrentes en la LMA, algunos de ellos recogidos en la
clasificacién de la OMS de 2016 (Tabla 5).

Tabla 5. Otras alteraciones genéticas recurrentes en la LMA recogidas en la clasificacién
de la OMS de 2016. Adaptado de Bullinger et al?.

Reordenamiento Frecuencia Interacciones genéticas e impacto clinico
%
t(9;11)(p21.3;923.3); 1 Su frecuencia disminuye en edad avanzada
MLLT3-KMT2A Mutaciones concurrentes: NRAS (20%), FLT3-

TKD (10%), FLT3-ITD (5%)

Alteraciones cromosOmicas concurrentes:
+8/+8q (30%)

Asociado con riesgo intermedio; en el 40% se
produce una desregulaciéon de MECOM (EVI1),
gue se asocia con mal prondstico

Asociada a neoplasias relacionadas con el
tratamiento

Terapia dirigida en desarrollo clinico
(inhibidores de DOTIL)

Otras translocaciones que involucran al gen
KMT2A: LMA con t(6;11)(g27;923.3);MLLT4-
KMT2A; LMA con t(11;19)(g23.3;913.3);KMT2A-
MLLT1; LMA con t(11;19)(g23.3;q13.1);KMT2A-

49



I. INTRODUCCION

t(6;9)/p23;q934.1);
DEK-NUP214

inv(3)(g21.39q26.2) o
t(3;3)(g21.3;926.2);
GATA2, MECOM

LMA con BCR-ABL1

t(1;22)(p13.3;q13.3);
RBM15-MKL1

<1

Raro

ELL; LMA con t(10;11)(p12;923.3); MLLT10-
KMT2A

La t(6;11) se asocia con FLT3-ITD (10%), FLT3-
TKD (10%), desregulaciéon de MECOM (EVI1) en
el 80% de los casos

t(v;11923.3) en general se asocia a mal
prondstico y a neoplasias relacionadas con el
tratamiento

Mutaciones concurrentes: FLT3-ITD (70%), KRAS
(20%).

Se puede considerar el uso de inhibidores de
FLT3 si esta presente la mutacién

Asociado a mal pronéstico

Mutaciones concurrentes: NRAS (30%), PTPN11
(20%), SF3B1 (20%), KRAS (15%), GATA2 (15%),
ETV6 (15%), PHF6 (15%), RUNX1 (10%), BCOR
(10%), ASXL1 (10%), NF1 (10%)

Alteraciones cromosOmicas concurrentes: -7
(70%), cariotipo complejo (20%)

Asociado a muy mal prondstico

Reconocida como entidad provisional
Tipicamente BCR-ABL1 p210: anomalias
adicionales como -7, +8, +der(22)t(9;22) en
aproximadamente 25-60% de los pacientes

Los pacientes deberan recibir tratamiento con
inhibidores de tirosin-quinasa

Sélo en ninos; en LMA con diferenciacion
megacarioblastica

FLT3-TKD: mutaciones del dominio tirosin-quinasa del gen FLT3. FLT3-ITD: mutaciones internas
en tandem de FLT3. DOT1L: DOT1-like histone H3K79 methyltransferase.

Se han descrito otros reordenamientos balanceados (Tabla 6), los cuales, a pesar de

considerarse cambios iniciadores de leucemia, actualmente no se pueden definir

formalmente como entidades de la enfermedad, principalmente porque son muy poco

frecuentes y su impacto clinico no estd bien establecido?.

Tabla 6. Reordenamientos génicos poco frecuentes (<1%) en LMA. Adaptado de

Bullinger et al.?8,

t(1;3)(p36.32;921);
PRDM16-RPN1

Base de datos AMLSG Base de datos Mitelman

n=15

(n=9360) (n=17197)

n=16
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t(2;3)(p21;926.2);
THADA-MECOM

t(3;5)(925.1;935.1);
NPM1-MLF1

t(3;12) (q26.2;p13);
MECOM-ETV6

t(3;21) (q26.2;p22);
RUNX1-MECOM

t(4;12)(q12;p13);
PDGFRA-ETV6

t(8;16)(p11.2;p13.3);
KAT6A-CREBBP

Edad mediana al
diagnostico: 63 afios
Alteraciones cromosdmicas
afiadidas: 59-(25%), -7/79-
(12%), sin otras alteraciones
en el 50%.

Mal pronéstico

n=8

Afecta a adultos jovenes;
edad mediana: 42 aiios
Alteracién cromosémica
secundaria: -7 (50%)

SG a los 3 afios: 40%

n=10

Edad mediana: 45 afos
Alteracion aislada en 7 de
los 10 pacientes; anomalia
adicional: +8

SG a los 3 afios: 20%

n=7

Edad mediana: 40 afios
Alteraciones cromosdmicas
adicionales: -7 en 3 delos 7
pacientes

SG a los 3 afios: 30%

n=13

Edad mediana: 53 afios
Alteraciones cromosdmicas
adicionales: -7, anomalia
aislada en 60%

SG a los 3 afios: 10%

N=10

Pacientes de edad avanzada
(mediana de edad: 70 afos)
Sobre todo en cariotipos
complejos (60%)

Mal pronéstico

n=8

Edad mediana, 50 afios
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Edad mediana al
diagnostico: 65 afios
Alteracién cromosémica
frecuente: 5g-

Mal prondstico

n=6

Edad mediana: 43 afos
Alteracién cromosémica
secundaria: -7

Mal pronéstico

n=19

Afecta a adultos jovenes
Mas frecuente como
alteracion aislada

Displasia frecuente
Supervivencia mediana
pobre (1 afio)

n=46

Edad mediana: 49 afos
Alteraciones cromosdmicas
adicionales: -7/79-, 59-;
alteracion secundaria en la
Leucemia Mieloide Crénica
(LMC); en el 50% como
anomalia aislada

Mal pronéstico

n=39

Edad mediana: 49 afos
Frecuente en crisis blastica
de LMC y LMA relacionadas
con el tratamiento
Alteraciones cromosdmicas
adicionales: -7, 5g-;

Mal pronéstico (SG
mediana: 4 meses)

NA

No se describen pacientes
con LMAy PDGFRA-ETV6

n=126
Predominio femenino
Eritrofagocitosis y CID



I. INTRODUCCION

Cariotipo complejoen 6 de 8 LMA relacionadas con el

pacientes tratamiento en 25%
Mal pronéstico Mal pronéstico
t(10;11)(p12.3;914.2); n=12 n=7
PICALM-MLLT10 Adultos jovenes (edad Frecuente infiltracion del
mediana: 35 afos) SNC
Frecuente como anomalia Anomalias adicionales: 5g-,
aislada, pero también en +8

cariotipos complejos (25%) Mal pronéstico
SG alos 3 afios: 25%

t(12;22)(p13;912.1); n=6 n=7

ETV6-MN1 Edad mediana: 45 afios Epidemiologia poco
Se asocia a cariotipos conocida
complejos con anomalias Anomalia adicional: +8
adicionales

Prondstico no bien definido
AMSLG: German-Austrian AML Study Group. SG: supervivencia global. NA: no aplica.

1.6.4. Mutaciones en LMA

1.6.4.1. Mutaciones en vias de transduccién de sefiales

El gen FLT3, localizado en 13912, codifica una proteina de clase Ill de los receptores
tirosin-quinasa que tiene un importante papel en la hematopoyesis normal. La unién de
FLT3 a su ligando activa una serie de procesos intracelulares de sefalizacion que
incrementan la proliferacion, la supervivencia y la diferenciacidon de los progenitores
hematopoyéticos. Un tercio de los pacientes con LMA presentan una mutacion de este
gen, de ellos un 25% muestran una duplicacion interna en tdndem en el dominio
yuxtamembrana (FLT3-ITD) y un 7% mutaciones puntuales en el dominio tirosin-quinasa
(FLT3-TKD)3. Las dos mutaciones producen una activaciéon constitutiva del receptor,
pero con implicaciones prondsticas diferentes. El significado prondstico de FLT3-TKD es
controvertido y varia segln los estudios®*, pero la presencia de FLT3-ITD implica un
aumento del riesgo de recaida y peor supervivencia global (SG), especialmente en
aquellos casos en los que se produce una pérdida de expresion del alelo germinal. La

carga alélica de FLT3-ITD modula el efecto negativo de esta mutacidn. Asi los pacientes
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con mutacion de NPM1 y FLT3 con ratio bajo (<0,5) de alelo mutado tienen un
prondstico similar a los pacientes con un FLT3 no mutado®®.

En multiples estudios se ha establecido que otros genes que codifican para
componentes de la via de sefalizacion incluyendo RAS, cKIT, CBL, NF1 y PTPN11 estadn
mutados de forma recurrente en la LMA. Aunque las mutaciones de KRAS no tienen
relevancia prondstica®®, una serie de estudios han puesto de manifiesto la asociacion
entre la mutacion de cKIT y las leucemias CBF, en las que predice una peor evolucién®’.

1.6.4.2. Mutaciones en CEBPA, NPM1y RUNX1

Las LMA con mutaciones en los genes que codifican para la proteina de unién al
enhancer/CCAAT alfa (CEBPA) y para nucleofosmina (NPM1) fueron reconocidas como
entidades provisionales en la clasificacién de la OMS de 2008 y constituyen, dentro de
la LMA y especialmente dentro del grupo de riesgo intermedio, subgrupos prondsticos
relevantes®®>°

CEBPA codifica para un factor de transcripcidén imprescindible en la regulacién de la
mielopoyesis. Las mutaciones en este gen se han encontrado en un 10% de las LMA de
cariotipo normal (LMA-CN), pero también se han visto en el contexto de cariotipos con
alteraciones asociadas, como la delecién del cromosoma 9q (del9q). Las mutaciones en
CEBPA son excluyentes con la presencia de reordenamientos cromosdmicos. Las
mutaciones se localizan en las regiones amino y carboxi-terminal y producen la pérdida
de la proteina de longitud completa (p42) y la formacién de una isoforma de CEBPA (p30)
truncada. Los pacientes pueden tener una o dos mutaciones. Actualmente parece claro
que sdlo los pacientes con mutaciones bialélicas tienen un prondstico favorable®%6?,

Ademas, estas LMA se asocian a mutaciones en GATA2 y tipicamente no presentan FLT3-

ITDS253,
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Las mutaciones del gen NPM1, descubiertas por Fallini y colaboradores en 2005,
representan la lesién molecular mas frecuente identificada en la LMA hasta el
momento>°. Se observan en un tercio de los casos de LMA, llegando al 50% en los
pacientes con LMA-CN. Las mutaciones de NPM1 consisten en la insercion de 4 bases de
pares en el exon 12 del gen. Se han descrito alrededor de 40 tipos de mutaciones
diferentes (las mutaciones tipo A, B y D incluyen el 90% de los casos), que implican la
region C-terminal de la proteina y que producen la pérdida de residuos de triptéfanoy
la generacidon de una sefial nuclear de exportacién causando una deslocalizaciéon de
nucleofosmina del nucléolo al citoplasma. El analisis de largas series de pacientes han
demostrado que los pacientes jovenes con mutacion de NPM1 sin mutacién de FLT3-ITD
tienen mejor prondstico y no se beneficiarian de un trasplante alogénico de
progenitores hematopoyéticos (aloTPH) en primera remision completa (RC1)%4%>, En
cambio, aquellos casos en los que coexiste la mutacién de NPM1 con FLT3-ITD y/o la
mutacion en el gen de la DNA metiltransferasa 3 (DNMT3A), presentan un riesgo de
recaida aumentado y una peor evolucién®®,

RUNX1 se encuentra mutado principalmente en pacientes de riesgo citogenético
intermedio con LMA-CN®’ y en un 10% de casos de sindrome mielodispldsico (SMD)®8.
Se han descrito mutaciones germinales de RUNX1 que predisponen a LMA en asociacion
con trombopatias (Familial Platelet Disorder)®®. En pacientes adultos con LMA, las
mutaciones de RUNX1 se distribuyen a lo largo del gen y pueden ser bialélicas. Suelen
ser mutuamente excluyentes de las translocaciones recurrentes y mutaciones que
implicana NPM1y CEBPA, pero suelen estar asociadas con el subtipo LMA MO de la FAB,
trisomia 13, la duplicacién parcial en tdndem del gen MLL (MLL-PTD), mutaciones en

IDH2 y mutaciones en ASXL17°. En multiples estudios en pacientes jévenes con LMA se
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ha descrito que la mutacién de RUNX1 es un factor prondstico independiente de

evolucidn clinica adversa’=73,

1.6.4.3. Mutaciones en modificadores epigenéticos

1.6.4.3.1. Metilacién del DNA

DNMT3A es una metiltransferasa que produce la metilacién del DNA, convirtiendo la
citosina en 5-metilcitosina, y estd mutada aproximadamente en el 30% de las LMA de
riesgo citogenético intermedio. Se asocia con mucha frecuencia a mutaciones de NPM 1
y FLT3-ITD: el gen DNMT3A esta mutado en la mitad de las LMA NPM1+, y la mayoria
(80%) de los pacientes con mutaciéon de DNMT3A tienen NPM1 mutado. Las mutaciones
de DNMT3A son mayoritariamente heterozigotas y en el 60% de casos se localizan en el
dominio catalitico (en el hotspot R882). El mecanismo mediante el cual el gen DNMT3A
mutado contribuye la transformacidon leucémica no es bien conocido. En estudios
recientes se sugiere que la proteina que se forma como consecuencia de la mutacién
R882 interfiere en la funcién de la forma salvaje del gen DNMT3A residual, con una
reduccion de la actividad enzimatica y una hipometilacién focal en zonas CpGs
especificas de las células leucémicas. Los mecanismos moleculares subyacentes a las
mutaciones en DNMT3A no-R882 no son bien conocidos, pero ambos tipos de
mutaciones se han asociado mal prondstico en algunos estudios®®747>,

1.6.4.3.2. Hidroximetilacion del DNA

Las mutaciones en los genes TET2, WT1 y de las enzimas isocitrato deshidrogenasa IDH1
e IDH2 son mutuamente excluyentes, pero las LMA con estas mutaciones presentan

perfiles de metilacion del DNA comunes’®””,
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TET2, mutado en el 8-27% de las LMA, es la enzima que regula el inicio de la demetilacién
del DNA, convirtiendo 5-metilcitosina a 5-hidroximetilcitosina. En algunos estudios se ha
relacionado con peor prondstico’®.

Las mutaciones en IDH1 afectan al residuo 132 (R132) y se encuentran en un 7% de las
LMA, particularmente en aquellos casos con cariotipo normal y NPM1 mutado. IDH2
estd mutado en el 9% de las LMA, con mutaciones en los codones R140 (7%) y R172 (2%).
Las mutaciones R140 se asocian con la mutacién de NPM1 y con una evolucion clinica
favorable; en cambio, la mutacién de IDH2 R172 predice mal prondstico en algunos
estudios’?®. Las enzimas IDH catalizan el paso de isocitrato a o-ketoglutarato,
generando NADPH. Las mutaciones en IDH no sdélo reducen la formacion de o-
ketoglutarato, sino que también generan un “oncometabolito”, el 2-hidroxiglutarato (2-
HG). Competitivamente el 2-HG inhibe la actividad de las enzimas dependientes de a-
ketoglutarato como las enzimas TET. Recientemente, se ha descrito que WT1 regula la
unién de TET2 al DNA.”®8! Asi, las mutaciones en WT1 (9% de las LMA) son un
mecanismo adicional en la alteracion de la funcién de TET2. Estos datos ponen en
evidencia la importancia de la desregulacién del eje IDH/WT1/TET2 en la patogenia de
la LMA, que podria ocurrir en un tercio de los casos en adultos jovenes.

1.6.4.4. Mutaciones en genes del spliceosoma

El spliceosoma es un complejo formado por subunidades de RNA y de proteinas, que se
encuentra implicado en el procesamiento del pre-ARN mensajero, previo a la traduccién
proteica. Los genes que codifican para proteinas implicadas en el spliceosoma se
encuentran recurrentemente mutados (50%) en pacientes con SMD??; los genes mas
frecuentemente implicados son SF3B1, U2AF1, SRSF2 y ZRSR2. Las mutaciones del

spliceosoma se consideran iniciadoras, mutuamente excluyentes y se asocian con
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diferentes fenotipos de la enfermedad. Las mutaciones somaticas de SF3B1 se
encuentran casi exclusivamente en pacientes con anemia refractaria con sideroblastos
en anillo con o sin trombocitosis (ARSA y ARSA-T, respectivamente)8384, Ademas, la gran
mayoria de los pacientes con mutacidn en SF3B1 tienen una evolucion clinica favorable,
siendo infrecuente la transformacion a LMA. En cambio, los pacientes con mutaciones
de SRSF2 presentan una enfermedad mas agresiva, con mayor riesgo de transformacién
leucémica y peor supervivencia. Se han detectado mutaciones en SRSF2 en
aproximadamente una quinta parte de los casos de LMA transformados a partir de una
neoplasia mieloproliferativa y, en particular, en un 40% a 50% de los pacientes con
leucemia mielomonocitica créonica (LMMC), en los que se asocian con frecuencia con
mutaciones de TET2. Las mutaciones somaticas de U2AF1 han sido reportadas en varios
subtipos de SMD y se asocian a un alto riesgo de evolucion leucémica y una corta
supervivencia®.

Aunque las mutaciones del spliceosoma también se pueden detectar en pacientes con
LMA recién diagnosticados, en un estudio sobre una cohorte de 194 pacientes con LMA,
se ha concluido que las alteraciones en SF3B1, U2AF1, SRSF2 y ZRSR2 deben

considerarse patognomaénicas de LMA secundaria a SMD#.

1.6.4.5. Mutaciones en genes del complejo cohesina

El complejo cohesina es una estructura compuesta por SMC1A, SMC3, RAD21 y STAG1
o STAG2, que estd implicado en el intercambio de cromatidas durante la anafase, la
regulacion de la reparacién del ADN, y el control de la transcripcién®®. Las mutaciones
en este complejo se asocian a cariotipos normales y no complejos. En un estudio
reciente se ha observado que estas mutaciones se producen en un 6% de los pacientes

(excluyendo aquellos con LPA), son mutuamente excluyentes y frecuentemente
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asociadas a mutaciones de NPM1 y no tienen impacto en el prondstico®’. Ademas, estas
mutaciones también se detectan en un 10-15% de los SMD y en un 20% de las LMA

secundarias, asocidndose con mutaciones en RUNX1, BCOR y ASXL188,

1.7. Prondstico:

La LMA es una enfermedad muy grave y sin la administraciéon de tratamiento su
prondstico es infausto en pocas semanas.

En general la supervivencia relativa a los 5 afios (periodo analizado 1988-2012) es de
31.5%. Sin embargo, en los pacientes menores de 65 anos, que se tratan de forma
intensiva, la supervivencia relativa a los 5 afios es mejor, de un 48,5%. Por otro lado, se
observa una clara mejoria de la supervivencia en el transcurso de los afios (Figura 7).
Figura 7. Supervivencia relativa de los pacientes afectos de LMA en los pacientes <65

afios y dependiendo del afio de diagnédstico (http://seer.cancer.gov/faststats).
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En general, el prondstico de los pacientes con LMA varia en funcién de diversos
pardametros, unos dependientes del paciente y otros de las caracteristicas biolégicas de
la propia enfermedad.

De los factores que dependen del paciente destaca el incremento de edad como factor

pronéstico adverso y las comorbilidades asociadas®®1.
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Respecto a los factores que dependen de la biologia intrinseca de la LMA se incluyen el
cariotipo, las alteraciones moleculares y nivel de expresién de determinados genes, asi
como la respuesta al tratamiento medida por la enfermedad residual minima.

1.7.1 Edad

El prondstico de los pacientes empeora con la edad, y afecta tanto a la capacidad de
obtencién de la RC como al riesgo de recaida. En aquellos pacientes menores de 60 afios,
la tasa de RC es del 75%, mientras que en los mayores de 60 afios es del 45-50%. Esta
diferencia también se observa en la SG, que es del 35-40% en pacientes menores de 60
anos e inferior al 15% en pacientes mayores de 60 afios.

Existen multiples factores que contribuyen al peor prondstico de los pacientes con LMA
de edad avanzada: una mayor frecuencia de comorbilidades y contraindicaciones de
tratamiento citotéxico intensivo, un peor estado general en la mayoria de los casos, una
mayor incidencia de LMA secundaria post-SMD o post tratamiento quimioterdpico por
otra neoplasia y una mayor frecuencia de anomalias citogenéticas adversas con una

menor frecuencia de las favorables®?.

1.7.2 Comorbilidades

La comorbilidad se define como la presencia de condiciones debilitantes o
enfermedades asociadas que podrian complicar el curso de la leucemia. Las
comorbilidades se asocian a una mala tolerancia al tratamiento y un elevado riesgo de
complicaciones.

Para evaluar las comorbilidades, se describiéo un sistema de clasificacidon, Charlson

Comorbidity Index, que asignaba una ponderaciéon diferente a 19 antecedentes
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patolégicos o enfermedades asociadas. De esta forma se establecia una ratio entre el
riesgo de mortalidad en presencia y en ausencia de la comorbilidad®3.

También hay estudios que han demostrado que las comorbilidades predicen el resultado
post-trasplante. En base a estos estudios se generé un indice de comorbilidad especifico
gue incluye enfermedades asociadas y aspectos biolégicos. Este indice ha sido validado
en pacientes con LMA%49>,

1.7.3 Cariotipo:

Aproximadamente la mitad de los pacientes adultos con LMA presentan alteraciones
cromosomicas recurrentes. El cariotipo en el momento del diagndstico es uno de los
factores prondsticos mas importantes en los pacientes con LMA (Figura 8). La
citogenética distingue tres grupos con diferente prondstico en cuanto a SG y tasa de
recaida: subgrupo citogenético de riesgo favorable, de riesgo desfavorable y de riesgo
96—100.

citogenético intermedio

Figura 8. Supervivencia global de pacientes afectos de LMA de acuerdo con la
clasificacién citogenética del grupo MRC. Pacientes de edades 16-59 aiios, tratados con
protocolos terapéuticos de los grupos cooperativos MRC/NCRI®®,

1(15;17) (n= 507)

821 (n=421)
Inv(ls)((ls 16) (n=284)
1(9;11) (n= 42 61)
MRC/NCRI AML Trials: Overall Survival }}3&3‘."5 Sinese
Ages 16-59 Olher I(ngs) (n=60")

1(3;5) (n=2

~5/del(5q) (n 258")

~7/del(7q) (n=336"

AML with other MDS-related (n=343"")

100 -

81%
7%

61%

50 4

% alive

25 4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Years from entry
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La estratificacion prondstica de la LMA en funcién de las anomalias citogenéticas

presenta algunas diferencias segun el grupo cooperativo (Tabla 7).

Tabla 7. Estratificacion prondstica de la LMA en funcidn de las anomalias citogenéticas,

segun diferentes grupos cooperativos®%°.

MRC SWOG/ECOG
Riesgo favorable
t(15;17)(922;921)* t(15;17)(922;921)*
t(8;21)(922;022)* t(8;21)(922;022)*

inv(16)(p13922)/t(16;16)(p13;922)* | inv(16)(p13922)/t(16;16)(p13;922)/del(16q)?
Riesgo intermedio
Entidades citogenéticas no Cariotipo normal
clasificadas ni como favorables ni
como adversas.

+8

-Y
del(12p)

+6

Riesgo adverso
anomalias (3q) [excepto anomalias 3q
t(3;5)(921~25;931~35)]
inv(3)(921926)/t(3;3)(921,926)

add(5q), del(5q), -5 -5/del(5q)
-7, add(7q)/del(7q) -7/del(7q)
t(6;11)(927;923)
t(10;11)(p11~13;q23)
t(11923) [excepto anomalias 11q
t(9;11)(p21~22;923) y
t(11;19)(923;p13)]
t(9;22)(q34;911) t(9;22)(q34;911)
-17/abn(17p) anomalias 17p

anomalias 20q

anomalias 21q

anomalias 21q

t(6;9)

Complejo (> 4 alteraciones) Complejo (> 3 alteraciones)

MRC: Medical Research Council®®
SWOG/ECOG: Southwest Oncology Group /Eastern Cooperative Oncology Group®®
* Con o sin alteraciones afiadidas
ASin cariotipo complejo o del(9q)
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1.7.3.1. Subgrupo citogenético con prondstico favorable
El grupo de LMA consideradas de buen prondstico incluye la LPA y las leucemias con
translocaciones que involucran al CBF. Los pacientes con un perfil citogenético favorable

presentan una supervivencia a largo plazo superior al 60%.

1.7.3.2. Subgrupo citogenético con pronostico desfavorable

En este grupo estdn incluidos, entre otros, los cariotipos complejos, la delecidn de los
cromosomas 5 y/6 7 y las anomalias del cromosoma 3q y el cariotipo monosémico. El
cariotipo monosémico, definido como 2 o0 mds monosomias, o una Unica monosomia en
presencia de anomalias estructurales, permite la identificacion de un subgrupo de
pacientes con LMA con un prondstico extremadamente adverso°?,

Este grupo de leucemias se caracterizan por una pobre respuesta a la quimioterapia y
un alto riesgo de recidiva, lo que se traduce en una supervivencia inferior al 20%.
1.7.3.3. Subgrupo citogenético con prondstico intermedio

Este subgrupo representa el 50% de los pacientes e incluye las entidades citogenéticas
no clasificadas ni como favorables ni como adversas y aquellos casos con citogenética
normal. En los ultimos afios, como veremos mas adelante, se han descrito alteraciones
moleculares con valor prondstico que ayudan a definir mejor el riesgo de este grupo tan

heterogéneo. La SG a los 10 afios de estos pacientes se encuentra alrededor del 40%.

1.7.4. Alteraciones moleculares

En los ultimos afios se han detectado multiples anomalias moleculares con diferente
impacto prondstico, que podrian ayudar a refinar la estratificacion de los pacientes con
LMA y en la aplicacion de un tratamiento dirigido adaptado al riesgo'°>1%; en |a Tabla 8

se resumen las principales.
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Tabla 8. Prevalencia y prondstico de las mutaciones en LMA en pacientes jévenes (16-

60 afios). Adaptado de Grimwade et al. y Bullinger et al.?528,

Gen
mutado

NPM1

FLT3-ITD

FLT3-TKD
CEBPA
bialélico

RUNX1

ASXL1

TP53"

DNMT3A

TET2

IDH1

IDH2R14O

IDH2R172

NRAS

Frecuencia
%

25-30

20

7-8

5-20

5-18

5-20

15-30

5-25

6-10

5-15

1-4

15

Mutaciones / alteraciones
cromosOmicas asociadas

DNMT3A, FLT3-ITD, genes del
complejo cohesina, NRAS,
IDH1, IDH2"4°, PTPN11, TET2,
CN

NPM1, DNMT3A, CN,
t(15;17)/PML-RARA,
t(6;9)/DEK-NUP214,
t(5;11)/NUP98-NSD1

inv(16)/CBFB-MYH11,
t(15;17)/PML-RARA, NPM1

GATA2, WT1, CSF3R, CN

SRSF2, ASXL1, MLL, IDH2, -
7/7q, +13

RUNX1, IDH2 R140,
t(8;21)/RUNX1-RUNXIT1, +8, -
7/79-

Cariotipo complejo, cariotipo
monosomico, -5/-5q, -7/-7q,
-17/17p

NPM1, FLT3-ITD, IDH1, IDH2,
CN

NPM1, CN

NPM1, CN

NPM1, CN

Mutuamente exclusivo con la
mutacién de NPM1

NPM1, CEBPA bialélico,
inv(16)/CBFB-MYH11,
t(v;11923.3), inv(3)/t(3;3)
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Prondstico

Favorable en ausencia
de FLT3-ITD y DNMT3A
mutado

Adverso si NPM1 germinal y
ratio alto de FLT3-ITD (>0.5)

Variable segun el estudio

Favorable

Adverso

Adverso

Adverso

Variable segun el estudio y
las mutaciones asociadas.
Particular mal prondstico:
DNMT3A™/NPM1™/FLT3-
ITDPOs

En algunos estudios se asocia
a una menor supervivencia

Posible efecto adverso en
LMA FLT3-ITD-neg

Favorable

Variable segun el estudio

Genotipo
NPM1™/NRAS®*?/13 asociado
a evolucién favorable en un
estudio
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Gen Frecuencia Mutaciones / alteraciones Prondstico
mutado % cromosomicas asociadas
KRAS 5 inv(16)/CBFB-MYH11, No significativo
11g23/MLL-X
KIT 4 t(8;21)/RUNX1/RUNX1TI, Peor en LMA-CBF
inv(16)/CBFB-MYH11
MLL-PTD 5 +11, CN, RUNX1, FLT3 Adverso
Spliceosoma No Hematopoyesis clonal Pendiente confirmar su
(SRSF2, establecida significado clinico, pero en
SF3B1, algunos estudios asociado a
U2AF1, mal prondstico
ZRSR2)
Genes del No NPM1, t(8;21) Pendiente  confirmar su
complejo establecida significado clinico
cohesina
(STAG2,
RAD21,
SMCIA,
SMC3)

CN; cariotipo normal. *Incluye mutaciones y deleciones del gen.

En un estudio reciente de Papaemmanuil et al.% sobre 1540 pacientes con LMA, se han
identificado 11 categorias moleculares con implicaciones prondsticas (ver Tabla 9 y
Figura 9), combinando el andlisis de 111 mutaciones en genes asociados a neoplasia
mieloide con datos citogenéticos y clinicos. Ademds de los subgrupos de LMA vya
definidos previamente, emergen tres nuevas categorias: LMA con mutaciones en genes
gue modifican la cromatina y en genes del spliceosoma, o ambos (en el 18% de los
pacientes); LMA con mutaciones en TP53, aneuploidias cromosémicas o ambas (en
13%); y, provisionalmente, LMA con mutaciones de IDH2/72 (en 1%).

El subgrupo de LMA con mutaciones en genes modificadores de la cromatina, del
splicecosoma o ambos, estd definido por las mutaciones en genes que regulan la
cromatina (ASXL1, STAG2, BCOR, MLL-PTD, EZH2 y PHF6), el splicing de RNA (SRSF2,

S3B1, U2AF1 y ZRSR2) o la transcripcion (RUNX1). Los pacientes incluidos en este
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subgrupo son de edad avanzada con un recuento leucocitario bajo, con frecuencia
tienen antecedentes de displasia y presentan un mal prondstico.

El grupo de pacientes con mutaciones en TP53, aneuploidias cromosdmicas o ambas, de
forma similar al subgrupo previo, no esta definido por una sola alteracién genética.
Dichos pacientes presentan aneuploidias (-5/59-, -7/79-, -17/-17p-, -12/12p), que estan
correlacionadas entre ellas y con la presencia de mutaciones en TP53. Presentan una
edad avanzada y de forma mads frecuente LMA secundarias y muestran una peor
evolucidn clinica.

También se identificd un pequefio subgrupo de pacientes con mutaciones en IDH2"172,
esta categoria se establecid como provisional, en base a su mutua exclusividad con la
mutacion de NPM1 y a no presentar otras alteraciones asociadas al resto de subgrupos
gendmicos.

Tabla 9. Clasificacién gendmica de la LMA. Adaptado de Papaemmanuil et al.1%4,

Subgrupo genémico Frecuencia (%)
N=1540
LMA con mutacion de NPM1 418 (27)
LMA con mutaciones en genes modificadores de la cromatina, 275 (18)

del splicecosoma o ambost

LMA con mutaciones en TP53, aneuploidias cromosémicas, o 199 (13)
ambostt

LMA con inv(16)(p13.1q22) o t(16:16)(p13.1;q22); CBFB- 81 (5)
MYH11

LMA con mutaciones bialélicas de CEBPA 66 (4)
LMA con t(15;17)(q22;q12); PML-RARA 60 (4)
LMA con t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1 60 (4)
LMA con reordenamiento de MLL; t(v;11)(v;q23) 44 (3)
LMA con inv(3)(q21q26.2) o t(3;3)(q21q26.2); GATA2, MECOM 20 (1)
(EVI1)

LMA con mutaciones en IDH2R172 sin otras alteraciones 18 (1)
asociadas al resto de subgrupos genémicos

LMA con t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214 15 (1)
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LMA con mutaciones driver sin otras alteraciones asociadas al 166 (11)
resto de subgrupos genémicos

LMA sin mutaciones driver detectadas 62 (4)
LMA que cumple criterios para = dos subgrupos genémicos 56 (4)

T La clasificacion en este grupo requiere una mutacion driver o mas en RUNX1, ASXL1, STAG2,
BCOR, MLL-PTD, EZH2, PHF6, SRSF2, S3B1, U2AF1 y ZRSR2. En presencia de otras alteraciones
asociadas al resto de subgrupos gendmicos, como inv(16), t(15;17), t(8;21), t(6;9),
reordenamientos de MLL, cariotipo complejo o mutaciones en TP53, NPM1 o CEBPAY@€lico se
requeriran 2 o mas mutaciones de genes modificadores de la cromatina-spliceosoma.

TtLa clasificacidn en este grupo requiere mutacion en TP53, cariotipo complejo o, en ausencia

de alteraciones definitorias de categoria, una o mas de las siguientes: -7/79-, -5/5q, -4/4q, -9q,
-12/12p, -17/-17p, -18/18q, -20/20q, +11/11q, +13, +21 0 +22.

Figura 9. Supervivencia global segun las categorias gendmicas establecidas por
Papaemnanueil et al.1%,

1.0 Gene Fusions 1.0 No Gene Fusions
inv(16)
E 0.8 0.8+ CEBPAballelic
[ t(15;17)
=
@ 06 0.6 | ™\ IDHZ"
°
z t(&:21) \—*»“ NPM1
3 0.4+ t(6:9) 0.4~ N
,§ MLL fusions Chromatin-spliceosome
& 02- 0.2+ e RS
inv(3) TP53-aneuploidy L
0.0 T T T T T 0.0 T T T T T
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Years Years

Un grupo de expertos de ambito internacional, en nombre de la European LeukemiaNet
(ELN), propuso un sistema de clasificaciéon prondstica de los pacientes con LMA que
ademas ayudara a guiar el tratamiento. Esta primera clasificacion, escrita en 2010,
105.

correlacionaba la citogenética y algunas alteraciones moleculares con datos clinicos

El aspecto mds novedoso de la clasificacion de la ELN es que dividid a los pacientes con
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LMA-CN en subgrupos genéticos segun el estado mutacional de NPM1, FLT3 y CEBPA.
En multiples estudios se ha comprobado la capacidad predictiva de esta
clasificacign>6:106-108

Recientemente se ha publicado una actualizacién de esta clasificacién (ver Tabla 10),
teniendo en cuenta los ultimos datos publicados, en la que se categoriza a los pacientes
en 3 subgrupos de riesgo: favorable, intermedio y adverso. A diferencia de la
clasificacion anterior, los pacientes con mutacion bialélica de CEBPA se consideran de
riesgo favorable independientemente de las alteraciones citogenéticas asociadas, ya
gue se ha observado que la coexistencia de estas mutaciones con alteraciones
cromosdmicas ho modifica su efecto prondstico!?®111, Ademas, en el subgrupo de riesgo
favorable se han incluido a los pacientes con NPM1 mutado, pero sin FLT3-ITD o con un
ratio de alelo mutado bajo>>*1?113, Por otro lado, también hay cambios en el subgrupo
de riesgo adverso, que ahora incluye a aquellos pacientes con NPM1 germinal y con un
ratio alto de FLT3-ITD!'?2 y aquellos pacientes con mutaciones de RUNX1, ASXL1y TP53
y cariotipos monosémicos!?.

Tabla 10. Estratificacion prondstica de la LMA segun la clasificacion de la ELN 201722,

Grupo genético | Subgrupos

Favorable t(8;21)(922;922); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11

Mutacion NPM1 sin FLT3-ITD o con FLT3-ITD con ratio de alelo mutado bajo*

Mutacidn bialélica de CEBPA

Intermedio Mutacién NPM1y FLT3-ITD con ratio de alelo mutado alto

NPM1 germinal sin FLT3-ITD o con FLT3-ITD con ratio de alelo mutado bajo (sin
alteraciones genéticas de prondstico adverso)

t(9;11)(p21.3;G23.3); MLLT3-KMT2A
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Alteraciones citogenéticas no clasificadas como favorables o adversas

Adverso inv(3)(q21q26.2) o0 (3;3)(921;926.2); GATA2, MECOM (EVI1)

t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

t(v;11)(v;q23); KMT2A (MLL) reordenado

t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1

-5 o del(5q); -7; -17/anomalias de 17p (abn(17p))

Cariotipo complejot, cariotipo monosémicof

NPM1 germinal y con FLT3-ITD con ratio alto de alelo mutado**

RUNX1 mutado

ASXL1 mutado

TP53 mutado

“Ratio alélico de FLT3 bajo: <0,5, determinado por andlisis de fragmentos en DNA.

“Ratio alélico de FLT3 alto: >0,5, determinado por andlisis de fragmentos en DNA.

fCariotipo complejo: tres o mas alteraciones cromosdmicas que no incluyan las translocaciones
o inversiones recurrentes definidas por la OMS: t(8;21), inv(16) o t(16;16), t(15;17), t(9;11),
t(v;11)(v;q23), t(6;9), inv(3) o t(3;3); LMA con BCR-ABL1.

[Cariotipo monosémico: presencia de una monosomia (excluyendo la pérdida de X y de Y) con
al menos otra monosomia adicional o una alteracion cromosémica estructural asociada
(excluyendo las LMA-CBF).

En suma, con el andlisis de grandes cohortes de pacientes y el estudio de patrones de
exclusividad mutua entre las caracteristicas citogenéticas y moleculares, la mayoria de
los casos de LMA se pueden clasificar (ver Figura 10)!22646104  Ayn asi, la alta
complejidad resultante de multiples interacciones entre varias mutaciones con un
impacto prondstico diferente conduce a una amplia diversidad de diferentes subgrupos
moleculares que se opone a la formulacion de un sencillo modelo de prondstico basado

en la deteccién de mutaciones.
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Figura 10. Distribucion de la LMA en adulto joven (<65 afios) segin subgrupos definidos
por las alteraciones citogenéticas y moleculares subyacentes (grafico circular); las
mutaciones colaboradoras asociadas mas frecuentes se muestran en las casillas
respectivas. Las frecuencias mutacionales derivan de la integracion de datos de estudios

previos. Adaptado de las recomendaciones 2017 de la European LeukemiaNet
(ELN)12’26’46’104.

RUNX1~40% | MLL-PTD "25% KIT25% | NRAS "20%
ASXL1°20% | DNMT3A ~20% No clase Nodrivers FLT3ITD i35°" Cohesin® ~20%| ASXL2 "20%
SASF2720% | STAG2715% | 1pHZM2 1% 5% 3% 1(15;17)(q22:21); PML-RARA | FLT3TKD 15% ZBTB7A "20% | ASXL1710%
NRAS "15% | FLT3TD "15% | [DNMT3A "70% 13% WT1715% EZH2°5% | KDM6A 5%
TET2°15% | BCOR 10% MGA™5% | DHX15°5%
U2AF1710% | PHF6710% 1(8;21)(q22;q22.1); RUNX1-RUNX1T1
ZRSR2°5% | SF3B1710% 7% NRAS “40%
EZH2 5% KIT 35%
Chromatin-spliceosome inv(16)(p13.1q22)," CBFB-MYH11 FLT3-TKD "20%
e \ o KRAS"15%
1(v;11923.3); X-KMT2A KRAS "20%
TP53 mutant - 4% NRAS "20%
chromosomal aneuploidy®
10% 1(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1 1% FLT3-ITD "70%
1(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214 1% KRAS"20%

1(5;11)(q35.2;p15.4); NUP98-NSD1 1% FLT3-ITD "85%

inv(3(q21.3q26.2);° GATA2,MECOM 1%

biCEBPA mutant 4%

GATA2 "30%
- Other rare fusions 1%
NEAS50% NRAS"30% | KRAS 15%
WT1"20% 1(3;5)(925.1;935.1); NPM1-MLF1 PTPN11720%| SF3B1°20%
CSF3R "20% 1(8;16)(p11.2;p13.3); KAT6A-CREBBP GATA2 15% | ETV6 15%
NPM1 mutant 30% 1(16;21)(p11.2,922.2); FUS-ERG PHFG 15% | RUNXT 10%
1(10;11)(p12.3,q14.2); PICALM-MLLT10 oor o | AR5
DNMT3A “50% | FLT-ITD ~40% | Cohesin' “20% | NRAS "20% W7:11)(p15.4;p15.2); NUP98-HOXAZ o
A
IDH1715% | IDH2R'* ~15% | PTPN11715% | TET2 15% 1(3;21)(q26.2;q22); RUNX1-MECOM

1.7.5. Enfermedad residual minima

Los factores prondsticos comentados hasta el momento corresponden a variables
detectables en el momento del diagndstico, pero la determinacidn precisa de la cinética
de reduccidon de la poblacién leucémica durante el tratamiento, que conocemos
conceptualmente como andlisis de la enfermedad residual minima o medible (ERM), es
un factor prondstico con gran potencial predictivo del fracaso o éxito del tratamiento.
La determinacién de la ERM se entiende como la deteccién de células leucémicas por
encima de un cierto punto de corte, definido para cada metodologia aplicada para
medirla. Existen diferentes técnicas para medir la ERM, siendo las mas utilizadas en la
actualidad la citometria de flujo multiparamétrica, basada en la caracterizacién de un

fenotipo aberrante asociado a la poblacién leucémica, y las técnicas moleculares,
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incluyendo la PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR), la PCR digital y tecnologias

basadas en la secuenciacidn masivall.

Las técnicas moleculares nos permiten
monitorizar la presencia de dianas moleculares especificas de leucemia como los genes
de fusiéon CBF (RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11), la mutacion de NPM1, BCR-ABL1 o
genes sobreexpresados en LMA como BAALC y WTI1. Estas técnicas nos ayudan a
identificar los pacientes con mayor riesgo de recaida, en los que es aconsejable
intensificar el tratamiento. En consecuencia, la monitorizacion de la ERM permite refinar
la estratificacion prondstica basada en variables iniciales y contribuye a una mejor

aplicacién del tratamiento adaptado al riesgo!'®. Varios estudios avalan la utilidad del

uso de la ERM en LMA116,

1.7.6. Expresion aberrante de genes individuales

Ademads de las mutaciones, se ha identificado como marcador pronéstico en la LMA la
expresion desregulada de genes implicados en la proliferacién, supervivencia y

diferenciacion celular como BAALC, ERG, MN1, WT1y EVI1.

1.7.6.1. Expresién de BAALC

El gen BAALC (Brain and Acute leukemia, cytoplasmatic) se localiza en 8922.3 y codifica
para una proteina de funcion desconocida muy conservada a lo largo de la evolucién. La
funcién de BAALC en el sistema hematopoyético, asi como su contribucidon en la
leucemogénesis no es bien conocida®!’. Se ha propuesto que BAALC produce un blogueo
de la diferenciacion mieloide y, por lo tanto, necesitaria una segunda mutacion que

proporcione una ventaja proliferativa para inducir la leucemia.
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La elevada expresion de BAALC se descubrid originalmente en un estudio de perfil de
expresion génica de LMA con trisomia 8, pero posteriormente también se encontrd en
otras LMAy en la leucemia linfoblastica aguda (LLA)**,

La expresion elevada de BAALC se ha correlacionado con mutaciones como FLT3-ITD,
MLL-PTD, mutaciones en RUNX1 y en WT1 y altos niveles de expresion de ERG, MN1 'y
del microRNA mir-3151, y se ha relacionado con mal prondstico, especialmente en LMA-
CN11-121 Ademds, la sobreexpresidon de BAALC esta asociada a un perfil de expresién
génica especifico, con aumento de expresion de genes involucrados en resistencia a
farmacos (MDR1) y a marcadores de stem cell hematopoyética (CD34, CD133, KIT)?2,

1.7.6.2. Expresién de MN1

El gen MN1 se localiza en 22qll y codifica para un complejo co-activador de la
transcripcion??3,

La sobreexpresiéon de MN1 es un factor prondstico independiente en pacientes con LMA
y citogenética normal, asociado a una mala respuesta a la quimioterapia de induccién y
a una supervivencia libre de enfermedad (SLE) y una SG més cortas!?#1%5,

También encontramos una elevada expresion de MN1 en leucemias con
inv(16)/t(16;16), ddénde actuaria como evento secundario en el proceso de
126,127.

leucemogénesis

1.7.6.3. Expresién de ERG

ERG estd localizado en 21g22. Este gen pertenece a la familia de factores de
transcripcién ETS y actia como oncogen y esta sobrexpresado en pacientes con
leucemial?®, La sobrexpresién de ERG estd asociada a un peor prondstico, especialmente
en LMA con mutacién de NPM1 sin FLT3-/TD?9:130,

1.7.6.4. Expresién de EVI1
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Localizado en 3g26.2, codifica para una proteina que esta involucrada en la regulacién
de factores de transcripcidn criticos para la hematopoyesis y es esencial para la
autorrenovacion de las células madre hematopoyéticas'®l. En la LMA de riesgo
intermedio, la sobreexpresion de EVI1 estd asociada a peor prondstico®2. El aloTPH en
133.

primera RC parece proporcionar una mejor supervivencia

1.8. Expresion génica

En los ultimos afos se han desarrollado nuevas tecnologias que permiten el estudio
global del genoma, y pueden analizar tanto el nUmero de copias génicas, la presencia de
mutaciones, o el perfil de expresidn génica de una determinada patologia.

El estudio del perfil de expresion génica (PEG) o del transcriptoma mediante la
tecnologia de los microarrays ha sido una herramienta indispensable en el estudio de
las neoplasias hematoldgicas, incluyendo las leucemias!®*. La aplicacién del PEG en la
leucemia aguda ha mostrado utilidades diagndsticas, prondsticas y terapeuticas3>13¢,
Asi, el analisis no supervisado de los datos obtenidos permite agrupar las muestras
segun su similitud en la expresién de genes y descubrir, de esta manera, subtipos de
enfermedades con perfiles génicos diferenciados (class discovery). En cambio, con el
analisis supervisado se comparan subtipos previamente definidos; de esta manera se
pueden construir perfiles predictivos de un determinado subtipo, que permitiran la
deteccion de casos bioldgicamente homdlogos en muestras independientes (class
prediction). Por otro lado, también se pueden identificar PEG asociados con prondstico,
y con respuesta o resistencia a diferentes tratamientos e identificar nuevas dianas
diagnosticas o terapéuticas.

El primer estudio realizado en pacientes con leucemia aguda fue llevado a cabo por

Golub et al.*¥’, que observd como un PEG determinado permitia distinguir las leucemias
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de estirpe mieloide de las LLA. Posteriormente, otros trabajos realizados con
microarrays confirmaban las diferencias biolégicas entre algunos subgrupos
morfolégicos de LMA3813% y algunos subtipos citogenéticos conocidos, como la LPA, las
LMA-CBF y las leucemias con reordenamiento del gen MLL1%:149-143 'En 2005 se inici6 un
programa de investigacion multicéntrico internacional, el estudio Microarray
Innovations in Leukemia (MILE), dirigido a la identificacion de biomarcadores basados
en PEG en 2143 pacientes con leucemia y displasia mieloide*4. En una primera fase, de
forma retrospectiva, se incluyeron 542 casos de LMA vy se clasificaron, con una
especificidad del 99%, todos los subtipos de leucemia. La segunda fase prospectiva del
estudio, con 1152 casos, también alcanzo esa alta especificidad para distinguir entre
LMA con cariotipo complejo, LMA-CN y LMA con otras anomalias, t(15;17), inv(16),
t(8;21) y t(11923).

Otros estudios también han identificado perfiles especificos en casos de LMA-CN
definidos por mutaciones en diferentes genes como NPM14>, CEBPA®?, FLT34, IDH2'47,
TET21%8, ASXL1'% y RUNX173. Sin embargo, también se ha demostrado que no todas las
alteraciones tienen un perfil de expresién sdlido, y se ha sugerido que de forma general
los PEG mas robustos se asocian a mutaciones iniciadoras (driver), por ejemplo, en
CEBPA y NPM1*°,

Su aplicacién en la leucemia aguda también ha permitido reconocer nuevos subgrupos
con diferente evolucién clinica®!. En este sentido, un estudio fundamental es el
realizado por Valk et al. con 285 muestras de pacientes con LMA. Mediante un analisis
no supervisado seleccionando 2856 genes, diferenciaron 16 grupos o clusters de
expresion génica diferente, la mayoria de los cuales correlacionaban con alteraciones

citogenéticas/moleculares conocidas (ver Figura 11). Sin embargo, en cinco de los 16
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clusters no se encontrd una correlacidon con una anomalia molecular definida hasta la
fecha, con lo que se identificaban nuevos subtipos de LMA con perfiles de expresion
génica caracteristicos. Ademas, estos subgrupos se traducian en diferencias
significativas en la SG de los pacientes.

Figura 11. Andlisis no supervisado mediante agrupamiento jerarquico de 285 casos de
LMA. Adaptado de Valk. 1>!
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Por otro lado, algunos estudios demostraron que el nivel de expresidon de un conjunto
determinado de genes se correlacionaba con una peor evolucion de los pacientes®?, Asi,
Bullinger y cols. identificaron un perfil de expresidon de 133 genes que permitia
estratificar a los pacientes en dos grupos con diferente prondstico®3. El valor prondstico
de esta firma génica fue confirmado en un estudio con pacientes con LMA-CN*>4. En otro

155

estudio™>, se identificaron 66 genes que ofrecian informacién prondstica adicional en
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los pacientes con LMA y cariotipo normal. También, un meta-analisis realizado en 4
cohortes de LMA independientes identificd una firma génica que incluia 24 genes, lo que
permitia refinar la clasificacion segun el riesgo para LMA propuesta por la European
LeukemiaNet!®.

Dos estudios clave demostraron que las subpoblaciones celulares de LMA enriquecidas
en células madre leucémicas (Leukemic Stem Cells, LSC) tenian una firma de expresion
génica distinta y que dichos perfiles tenian valor prondstico®®’*%8, Concretamente,
Eppert et al. observaron que el perfil de LSC compartia algunas caracteristicas con el de
las células madre hematopoyéticas normales!>®. De forma interesante, ambas firmas
fueron predictivas de supervivencia y compartian genes como MECOM, ERG, FLT3 y
BAALC, que ya se habian asociado a mal prondstico en la LMA. En un estudio
independiente, Metzeler et al. validaron el valor prondstico del PEG de tipo LSC en
pacientes con LMA-CN; aquellos con un score de LSC de mayor riesgo presentaban una
menor tasa de respuesta, de SLE y de SG. Ademas, estos pacientes presentaban un
mayor porcentaje de blastos en médula dsea, FLT3-ITD, mutaciones en WT1 y RUNX1,
sobreexpresion de BAALC, ERG y mir-155. Por otro lado, dicho PEG también se asociaba
con un perfil de expresion de microRNA especifico'™®. Estos estudios apoyan la teoria de
la célula madre leucémica para la patogénesis de LMA e indican que las caracteristicas
bioldgicas a nivel celular y transcriptdomico son relevantes en la evolucidn clinica.

Otros estudios para predecir el prondstico se han centrado en los estudios de PEG de
RNA no codificante como los microRNA y los RNA largos no codificantes (long non-coding
RNA, Inc-RNA). La mayoria de estos estudios se han realizado en pacientes con CN y

aportan informaciéon prondstica independiente!®®162. En otros estudios se han
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identificado firmas génicas asociadas a la respuesta al tratamiento de induccién®® o
farmacos especificos'*,

Durante los ultimos 15 afios, los PEG se han convertido en una plataforma de gran valor
para investigar el transcriptoma de la LMA (Figura 12), aunque actualmente se esta
extendiendo el uso de la tecnologia RNA-seq, un método de secuenciacidon masival®®,
para estos estudios. Pero la integracion de los datos dmicos obtenidos mediante
diferentes aproximaciones incluyendo los de microarrays puede ayudar a conocer mejor
la patogénesis de la LMAZ?> y también al desarrollo de nuevos esquemas prondsticos%,
y en un futuro el desarrollo de estrategias terapéuticas eficaces.

Figura 12. Cronologia de algunos hitos del estudio del transcriptoma en LMA, que
empezd en 1999 con el estudio de Golub et al.'¥, y recientemente alcanzd otro
momento destacado con la publicacion del estudio TCGA%. Adaptado de Shivarov3*,

itanigta-tod

GEP: gene expression profiling, perfil de expresion génica, NGS: next generation sequencing.

1.9 Tratamiento

El tratamiento de los pacientes con LMA debe ajustarse teniendo en cuenta las

caracteristicas del paciente: edad, estado general y enfermedades asociadas'®®. La
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evaluacién de estos factores de riesgo nos ayudara a identificar a aquellos pacientes
candidatos o no a recibir un tratamiento intensivo?. El tratamiento tiene dos fases: la
primera es el tratamiento de induccién, cuyo objetivo es la obtencién de la RC, y la
segunda es el tratamiento de consolidacidn/post-remision, cuya finalidad es evitar la
recidiva.

1.9.1. Pacientes candidatos a tratamiento intensivo

1.9.1.1. Tratamiento de induccidn

El tratamiento de induccidn estandar consiste en una quimioterapia con esquema “3+7”,
basado en una combinacion de tres dias de un antraciclinico (fundamentalmente,
daunorrubicina 60-90 mg/m? 6 idarrubicina 12 mg/m?) y 7 dias de citarabina (100-200
mg/m2 en infusidon continua IV). Con este esquema, la mayoria de pacientes jovenes
(<60 afios), entre un 60 y un 80%, alcanzan una RC inicialt0>167,168

No se ha demostrado beneficio del uso de andlogos de purinas (fludarabina,
clofarabina), ni de la estrategia conocida como priming o quimiosensibilizacién
mediante G-CSF y tampoco de la adicidn de un tercer agente (etopdsido) durante esta
primera fase del tratamiento.

1.9.1.2 Terapias dirigidas.

En los ultimos afios se han desarrollado nuevos compuestos en el tratamiento de la LMA,
entre ellos cabria destacar las moléculas que se dirigen a dianas especificas de la
enfermedad, como los inhibidores de FLT3 y de IDH1/2%6°,

Mas concretamente, en el tratamiento de la LMA existen multiples moléculas
inhibidoras de tirosin-quinasas que han demostrado su eficacia a nivel in vitro en
diferentes estudios y algunas de ellas como midostaurin, lestaurtinib, sorafenib,

quizartinib, gilteritinib y crenolanib se encuentran en fases avanzadas de ensayos
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clinicos (fases II/111)}7%-176 Recientemente se ha aprobado el uso de una de ellas,
midostaurin, combinado con quimioterapia intensiva, en aquellos pacientes con FLT3
mutado.”’

Los resultados de combinar midostaurin o placebo con el tratamiento de induccién y de
consolidacién intensivos, en pacientes con LMA y FLT3 mutado de 18 a 60 afios, se
evaluaron en el ensayo RATIFYY”?. En un total de 717 pacientes, se aleatorizé el uso de
midostaurin vs. placebo: 360 pacientes fueron asignados al grupo de midostaurin y 357
al grupo placebo. El uso de midostaurin aumento la SG (hazard ratio, HR: 0,78; p=0,009),
y la SLE (HR: 0,78; p=0,002), independientemente de si los pacientes recibieron o no un

aloTPH (Figura 13).

Figura 13. Supervivencia global de los pacientes en el ensayo RATIFY, que evalud los
resultados del tratamiento con midostaurin o placebo en pacientes con LMA y FLT3
mutadol”’.
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1.9.1.3. Tratamiento consolidacidén/post-remision

El tratamiento de consolidacion o post-remision comprende todo el tratamiento

adicional administrado con el fin de evitar una recidiva leucémica, sea la administracion
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de ciclos de quimioterapia adicionales, basados por lo general en dosis altas de
citarabina, un trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos (autoTPH), o un
aloTPH. El tratamiento post-remisidn se ajusta en funcién de los hallazgos citogenéticos
y moleculares al diagndstico y la respuesta al tratamiento determinada
fundamentalmente a nivel molecular en los pacientes con marcadores moleculares
identificados (NPM1, CBF) o mediante analisis mediante citometria multiparamétrica del
inmunofenotipo de médula ésea (Tabla 11).

Tabla 11. Tratamiento post-remisién en pacientes con LMA (adaptado de las
recomendaciones del 2017 del grupo de la ELN1%).

Grupo genético Grupos moleculares Tratamiento post-CR1
ELN recomendado

Favorable t(8;21)/RUNX1(AML1)- HiDAC

RUNXTI(ETO)

inv(16)/CBFB-MYH11 Papel autoTPH?

NPM1mut sin FLT3-ITD 6 FLT3-ITD Considerar aloTPH si ERM+

con ratio bajo Impacto de los inhibidores

Mutacién bialélica de CEBPA de tirosin-quinasas (TKIs)?
Intermedio NPM1mut FLT3-ITD con ratio alto AloTPH en RC1

NPM1 germinal sin FLT3-ITD 6

FLT3-ITD con ratio bajo Papel autoTPH?

t(9;11)(p21;923);MLLT3(AF9)- Considerar NO aloTPH si

KMT2A(MLL) ERM-?

Impacto de los TKIs?

Adverso inv(3)/t(3;3)/RPN1-EVI1 AloTPH en RC1

t(6;9)/DEK-NUP214(CAN)

-5/del(5q), -7, anomalias (17p), AloTPH en fase avanzada?

cariotipo monosémico o complejo Mantenimiento post

t(v;11923)/Otros reordenamientos  aloTPH?

MLL Tratamiento experimental

NPM1 germinal con FLT3-ITD con

ratio alta

RUNX1 mutado

ASXL1 mutado

TP53 mutado

HiDAC: high doses Ara-C

79



I. INTRODUCCION

1.9.1.3.1. Consolidacion con quimioterapia intensiva

Los regimenes de consolidacidn incluyen citarabina a altas dosis sin otros farmacos y
poliquimioterapia con resultados similares.

La administracion de hasta 4 ciclos de altas dosis de citarabina (HiDAC), 1000-3000
mg/m?, normalmente 6 dosis por ciclo, es ampliamente utilizada. Sin embargo, en
estudios recientes se ha cuestionado que los regimenes de citarabina a 3000 mg/m?sean
mds efectivos que los regimenes con dosis intermedias a 1000 a 1500 mg/m?, con o sin
antraciclinico asociado'’®. Asi, en un estudio aleatorizado que incluyé 933 pacientes, de
15 a 60 afos, comparando una consolidacién con mitoxantrone y citarabina a 3000
mg/m? (cada 12 horas durante 6 dias) vs. una quimioterapia similar, pero con dosis
intermedias de citarabina a 1000 mg/m? para la consolidacién, no se observaron

diferencias en el resultado!”’°.

De forma similar, en un estudio con multiples
aleatorizaciones en induccion, la comparacién del tratamiento post-remisién entre
citarabina 3000 mg/m? y 1500 mg/m? (n=657), no demostré diferencias en la
supervivencia®®®, Ademds, ninguno de estos estudios ha demostrado un beneficio
evidente al utilizar regimenes con altas dosis de citarabina en pacientes con LMA de
riesgo citogenético favorable.

Todavia es una cuestion a debate el niumero dptimo de ciclos que debe tener el
tratamiento de consolidacion. En la mayoria de los estudios se administran de 2 a 4 ciclos
después de alcanzar la RC.

La quimioterapia intensiva post-remision ha demostrado tener beneficio en subtipos de

riesgo mas favorable. En cambio, en pacientes de alto riesgo, especialmente en

pacientes ancianos no tiene un beneficio claro®?,
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1.9.1.3.2. Quimioterapia intensiva seguida de trasplante autdlogo de progenitores
hematopoyéticos

El tratamiento post-remision también incluye el uso de quimioterapia a altas dosis
seguida de un autoTPH usando, por lo general, progenitores de médula 6sea o, mas
recientemente, células CD34 positivas obtenidas de la sangre periférica'®2. En un estudio
aleatorizado se observo que el autoTPH ofrecia una mejor supervivencia libre de recaida
(SLR) que la consolidacién con quimioterapia, pero con una SG similar'®. En otros
estudios retrospectivos también se ha demostrado que el autoTPH se asocia a una mejor
SLE y SLR que la quimioterapia. Este efecto es especialmente evidente en pacientes de
riesgo favorable e intermedio (principalmente segun los criterios de la ELN de 2010)
donde el resultado después del autoTPH es equiparable al aloTPH en términos de
56109’184’185.

Los resultados de este procedimiento podrian mejorar limitando su uso a aquellos

pacientes sin ERM.

1.9.1.3.3. Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos

La LMA es la indicacion mas frecuente de aloTPH, con un aumento anual del 10% en los
trasplantes realizados en todo el mundo'®®1#’, La mayor disponibilidad de donantes HLA
idénticos y fuentes alternativas, como donantes haploidénticos sin deplecidon linfoide T
y de sangre de corddn, ha hecho que la gran mayoria de pacientes dispongan de un
donante. Adema3s, los acondicionamientos no-mieloablativos o de intensidad reducida
(RIC) permiten realizar aloTPH en pacientes mayores, de hasta 65-70 afios.

La decision de realizar un aloTPH depende del riesgo-beneficio estimado (mortalidad no

relacionada con la recaida/morbilidad vs. reduccion del riesgo de recaida), basado en las
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caracteristicas citogenéticas y moleculares, asi como en los factores relacionados con el
paciente, el donante y el procedimiento881°1, Los pacientes con LMA de riesgo genético
favorable no son candidatos, a priori, a recibir un aloTPH en primera RC>>112/113,188,191,192
El aloTPH estd recomendado cuando la incidencia de recaida esperada sin el
procedimiento es superior al 30-40%. Asi, los pacientes con alto riesgo genético, con un
alto riesgo de recidiva tras la quimioterapia, pueden beneficiarse de realizar un
trasplante alogénico en primera RC. En este sentido, el aloTPH es la Unica opcidn curativa
en los pacientes refractarios.

El tratamiento éptimo post-remision en los pacientes de riesgo intermedio no esta bien
establecido. En este grupo de pacientes, el estudio de nuevos biomarcadores puede
ayudar a definir mejor el prondstico y por tanto facilitar la decision sobre si ofrecer o no
un aloTPH en primera RC. Ademads, la incorporacion de nuevos agentes como los
inhibidores de FLT3 podria llevar a reconsiderar indicaciones ya establecidas.

El seguimiento de la ERM por citometria de flujo o gRT-PCR también puede ayudar a
guiar el tratamiento. Aquellos pacientes con ERM persistente o con ERM que reaparece
de forma precoz, pueden recibir tratamiento de rescate y trasplante antes de una
recaida hematoldgica, o directamente el trasplante, dependiendo de la probabilidad de
respuesta con el tratamiento de rescate. Aunque el aloTPH a menudo produce
resultados superiores a la quimioterapia, no anula el efecto negativo de la genética
adversa o la ERM pretrasplante!®>193, Los pacientes sin ERM o genética no favorable,
pero con alto riesgo de mortalidad no relacionada con recaida, podrian beneficiarse de

quimioterapia o autoTPH en primera RC1941%5,
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1.9.1.4 Otros farmacos:

1.9.1.4.1. Gemtuzumab ozogamicina. El papel de gemtuzumab ozogamicina (GO), que

conjuga un anticuerpo dirigido a CD33 con una toxina (calicheamicina), es controvertido.
Existen dos estudios aleatorizados que usan una dosis Unica de GO durante la
guimioterapia en pacientes con LMA de novo menores de 60 afios y que no demuestran
de forma general un aumento de la SG*°*%°7, Sin embargo, ambos estudios sugieren que
la adicion de GO se asocia a una mayor SLE en el subgrupo de pacientes de riesgo
favorable con alteraciones del CBF. En el segundo estudio (MRC-AML15), se observd
ademas una mejor evolucidn en aquellos casos con citogenética de riesgo intermedio.
Por otro lado, dos estudios en pacientes ancianos, en los que se administraba GO
durante la induccién, demostré una mejor supervivencia debido a un menor nimero de
recaidas en aquellos pacientes con citogenética favorable y de riesgo intermedio!®’/1%,
Un meta-andlisis con 3325 pacientes con LMA no tratada (edad 18-84 afios) de 5
estudios aleatorizados, incluyendo los anteriormente citados, confirmd que el GO
combinado con una quimioterapia de induccidn estandar mejora la SG de los pacientes
de riesgo citogenético favorable e intermedio®®. En cambio, un estudio en pacientes de
61 a 75 afios encontrd una menor supervivencia en la rama con GO, reflejando una
mayor mortalidad temprana en aquellos pacientes entre 70 y 75 afios??. La dosis y el
esquema de administracion de GO son criticos para una éptima relacién beneficio-
toxicidad. Actualmente GO sdlo esta disponible en ensayos clinicos y mediante
programas de uso compasivo patrocinado por la Agencia de Alimentos y Medicamentos
de los Estados Unidos (FDA).

1.9.1.4.2. CPX-351. CPX-351 consiste en una formulacién lipidica de citarabina y

daunorrubicina en una proporcidn sinérgica molar de 5:129%, Los estudios de fase 2
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sugirieron un efecto beneficioso del agente en el tratamiento de primera linea de la LMA
secundaria y relacionada con el tratamiento, y en los pacientes con LMA recaida de peor

202 posteriormente se realizd un ensayo fase 3 aleatorizado, con 309

prondstico
pacientes de 60 a 75 afios de edad con LMA de alto riesgo, definida como LMA
relacionada con el tratamiento y LMA con cambios relacionados con mielodisplasia, que
comparaba CPX-351 con una induccidn “3+7”. En este estudio se confirmd que CPX-351
produce una tasa de respuestas superior (RC/RC con recuperacion hematoldgica
incompleta (RCi), 47,4% vs. 33,3%, p=0,016), y una SG mas larga que la induccién “3+7”
(HR: 0,69; p=0,005 con medianas de 9,6 vs. 6 meses, tasas de supervivencia a los 2 afios
de 31% y 12%, respectivamente)??, CPX-351 puede mejorar el tratamiento de los

pacientes ancianos con caracteristicas de alto riesgo?%.

1.9.2. Pacientes no candidatos a tratamiento intensivo

Las alternativas terapéuticas en aquellos pacientes no candidatos a tratamiento
intensivo son: tratamiento de soporte, tratamiento de baja intensidad, o fdrmacos en
investigacion incluidos en ensayos clinicos.

El tratamiento de baja intensidad incluye el tratamiento con dosis bajas de citarabina o
con agentes hipometilantes. El tratamiento con dosis bajas de citarabina, en general, se
tolera bien y consigue unas tasas de RC alrededor del 15 al 25%, pero con una SG muy
baja (5-6 meses de mediana)?®.

Los agentes hipometilantes que han demostrado mejorar la evolucién de los pacientes
en ensayos clinicos aleatorizados son decitabina y azacitidina. En un estudio
aleatorizado se observé un incremento de la mediana de la SG (7,7 vs. 5,0 meses) en los

pacientes que recibian decitabina vs. dosis bajas de citarabina?°®. El ensayo AZA-AML-
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001 comparé la azacitidina con 3 tratamientos estandar en pacientes de >65 afos con
>30% de blastos: dosis bajas de citarabina (158 pacientes), 3+7 (44 pacientes), o
tratamiento de soporte (45 pacientes); la azacitidina aumentd la mediana de
supervivencia (10,4 vs. 6,5 meses)??’. Ademas, la azacitidina parece particularmente Util
en los pacientes con LMA y citogenética adversa2®. Para observar la maxima respuesta
con decitabina o azacitidina pueden necesitarse hasta 6 ciclos de tratamiento, aunque
aquellos pacientes sin respuesta después de 3 ciclos es improbable que respondan con

ciclos adicionales?®.
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1.9.3. Nuevos tratamientos

El tratamiento de la LMA es un importante campo en la investigacién de nuevos
farmacos!®7219211 | os nuevos tratamientos en desarrollo preclinico y clinico se pueden
categorizar como: inhibidores de proteinas quinasa®!?, moduladores epigenéticos?314,

nuevos agentes citotoxicos?!®

, inhibidores mitocondriales, tratamientos dirigidos a
proteinas oncogénicas, inmunoterapia incluyendo anticuerpos y terapia celular?® y

terapias dirigidas al microambiente. Resumimos los mas destacados en las Tablas 12 y

13.

Tabla 12. Nuevos farmacos en desarrollo clinico.

Diana molecular Farmacos

HDAC (histona deacetilasa) Panobinostat, vorinostat, pracinostat

POLO-2 Volasertib

MDM2 Idasanutlin, HDM201, S-3032b

cKIT TKls (dasatinib)

RAS Inhibidores de PI3K+MEK

MLL Inhibidores de DOT1L (EPZ5676)

FLT3 Sorafenib, midostaurin, quizartinib,
gilterinib, crenolanib

IDH2 AG-221 (enasidenib)

IDH1 AG120:FT2102

CDKs Palbociclib (CDK4/6), alvocidib (CDK9)

Topoisomerase 2 Vosaroxin

BCL-2 Venetoclax

Hedgehog sig-SMO Glasdegib

NAE (NEDD8-activating enzyme) Pevonedistat
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Tabla 13. Inmunoterapia en LMA.

Agente
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I.HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS DEL ESTUDIO

La leucemia mieloide aguda de riesgo citogenético intermedio constituye un grupo
heterogéneo desde el punto de vista biolégico y prondstico. La eleccidn del tratamiento
post-remision, basada en una estrategia terapéutica adaptada al riesgo, es por tanto
particularmente dificil en esta categoria, en especial por lo que se refiere a la
identificacién de pacientes candidatos a un trasplante alogénico de progenitores
hemopoyéticos en una fase precoz del tratamiento. Por ello, es necesaria la
identificacién de nuevos biomarcadores que mejoren la comprension de los
mecanismos de leucemogénesis subyacentes en estos pacientes y que, ademas, sirvan
de guia en la eleccion de la terapia post-remision.

La hipdtesis de esta tesis se basa en la capacidad del analisis del perfil de expresién
génica para identificar genes y vias de funcionalismo celular asociadas al prondstico en
pacientes con LMA de riesgo intermedio. La incorporacién de estos genes en la
evaluaciéon prondstica de la LMA puede contribuir a una eleccion mas racional del
tratamiento post-remisién de los enfermos incluidos en esta categoria.

Por otra parte, el andlisis pronéstico de los perfiles de expresién génica puede
proporcionar una informacion adicional a la derivada del estado mutacional de diversos
genes recurrentemente mutados en la LMA, cuya complejidad y posibilidad de multiples
interacciones hace dificil la asignacion prondstica basada meramente en mutaciones

individuales.

91



I.HIPOTESIS Y OBJETIVOS

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Identificar nuevos genes cuyo nivel de expresidén tenga un impacto prondstico en la
evolucidn de los pacientes con LMA y citogenética de riesgo intermedio.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Analizar la expresidn génica en un grupo de pacientes adultos con LMA de riesgo
citogenético intermedio tratados homogéneamente.
1.1 Estudiar el perfil de expresion génica mediante microarrays o arrays de alta
densidad de la poblacién a estudio.
1.1.1 Analisis no supervisado de los datos.
1.1.2 Analisis supervisado del perfil de expresidn distintivo segun el resultado
del autotrasplante (recidiva vs respuesta prolongada), con seleccién de
un grupo de genes reducido con valor predictivo maximo del resultado

de dicho procedimiento.

1.2 Validar la capacidad predictiva de este grupo de genes, y de una seleccion de
genes descritos en la literatura, mediante la técnica de PCR cuantitativa con
tarjetas microfluidicas (arrays de baja densidad) en un subgrupo de pacientes de
caracteristicas similares.

1.3 Estudiar, mediante andlisis multivariado, el valor prondstico del perfil de
expresion génica obtenido de manera conjunta con otras variables prondsticas
(edad, cifra de leucocitos al diagnodstico, hallazgos citogenéticos, estado
mutacional de FLT3, NPM1, CEBPA).

1.4 Validar el perfil de expresion obtenido en una serie de pacientes independiente,

incluidos en una plataforma publica que incluya datos de expresién génica e
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informacién clinica suficiente para realizar un andlisis de supervivencia

significativo.
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1. Diseiio general del estudio:

Se trata de un estudio retrospectivo caso-control, de andlisis del perfil de expresion
génica en una serie de pacientes con LMA de riesgo intermedio en edad adulta, con el
objetivo final de identificar genes cuya expresion posea un impacto prondstico en la
evolucidn de los pacientes.

Objetivo 1: Analisis de la expresidon génica en un grupo de pacientes adultos con LMA
de riesgo citogenético intermedio tratados homogéneamente.

- 12 fase: Andlisis del perfil de expresién génica mediante arrays de alta densidad en
pacientes con LMA sometidos a autoTPH segun resultado del procedimiento.

- 22 fase: Validacion del valor predictivo de un conjunto de genes obtenidos en la 12 fase
y de genes previamente descritos en la literatura, en un segundo subgrupo de pacientes
de las mismas caracteristicas, mediante andlisis del nivel de expresiéon con PCR
cuantitativa "a tiempo real".

- 32 fase: Analisis multivariado del prondstico de la firma génica obtenida en el resultado
del autoTPH de manera conjunta con otras variables prondsticas clinicas y bioldgicas
(alteraciones citogenéticas, estado mutacional de FLT3 (FLT3-ITD, NPM1y CEBPA).

-42 fase: Validacién de nuestros hallazgos prondsticos en una cohorte independiente de
pacientes, incluidos en el repositorio publico del Leukemia Gene Atlas (LGA,
http://www.leukemiagene-atlas.org/ LGAtlas).

2. Sujetos del estudio:

- Objetivo 1: Pacientes diagnosticados de LMA segun criterios de la OMS, en el Hospital
Clinic de Barcelona, o en otros centros del grupo cooperativo CETLAM, en el periodo
comprendido desde el afio 1988 hasta 2010 y en los que se dispusiera de material

adecuado obtenido en el momento del diagnodstico. Se seleccionaron aquellos pacientes
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gue habian recibido tratamiento de induccién estandar basado en una combinacién de
antraciclinicos y citarabina (protocolos LAM-88, LAM-94, LAM-99, LAM-03) y habian
alcanzado la RC.

Se excluyeron especificamente aquellos pacientes con:

- Leucemia aguda promielocitica y leucemias-CBF

- Citogenética adversa segun categoria del grupo MRC (cariotipo complejo, asociada a
delecion/monosomia cromosomas 5 y/é 7, asociada a alteraciones 3q26)

- Leucemia secundaria a mielodisplasia o sindrome mieloproliferativo cronico

- Contraindicacién de quimioterapia intensiva

Asi, para la primera fase del andlisis se incluyeron 40 pacientes con LMA de riesgo
citogenético intermedio sometidos a autoTPH en primera RC, con un seguimiento
minimo de 2 afos. Esta cohorte contenia una proporcion similar de pacientes con una
respuesta prolongada y de pacientes que, por el contrario, presentaron una recidiva
posterior.

La validacion del conjunto de genes seleccionados en esta primera fase y de otros genes
prondsticos previamente descritos en la literatura se realizd en un subgrupo de 49
pacientes con LMA de riesgo citogenético intermedio, algunos tratados con aloTPH
como tratamiento post-remision.

Para la validacién de nuestros hallazgos prondsticos, utilizamos datos de una cohorte
independiente de 79 pacientes con LMA de cariotipo normal que recibieron tratamiento
intensivo, incluidos en el repositorio publico del Leukemia Gene Atlas (LGA,
http://www.leukemiagene-atlas.org/LGAtlas).

3. Variables a analizar:

Se analizaron las siguientes variables:
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3.1. Variables clinico-hematoldgicas:

3.1.1. Al diagnéstico: edad, género, cifra de leucocitos, grado de infiltracién medular,
infiltracion extramedular, subtipo FAB/OMS, citogenética, alteraciones moleculares
(FLT3-ITD, mutaciones de NPM1, mutaciones de CEBPA).

3.1.2. Evolutivas: tratamiento de induccion recibido, nimero de ciclos para alcanzar la
RC, tratamiento post-remisidn, intervalo diagndstico-trasplante, tipo de trasplante
(autdlogo/alogénico), régimen de acondicionamiento (radioterapia, régimen atenuado),
fuente de progenitores hematopoyéticos (médula désea/sangre periférica), donante
(hermano HLA-idéntico/otro), nimero de células CD34+ del indculo, deplecién linfoide
T, recidiva, fecha de muerte o ultimo contacto, causa de muerte, duraciéon de la

respuesta, supervivencia.

4. Métodos:
- Objetivo 1: Analisis de la expresion génica en un grupo de pacientes adultos con LMA
de riesgo citogenético intermedio tratados homogéneamente.

Objetivo 1.1: Analisis del perfil de expresion génica mediante arrays de alta densidad:

- Analisis de la calidad del RNA de las muestras a utilizar con Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA).

- Uso de la plataforma U133A plus 2.0 de Affymetrix. La obtencion de cRNA, su
amplificacion, fragmentacién e hibridacion se realizé siguiendo la metodologia de
Affymetrix.

- Lectura y normalizacién de la sefial obtenida mediante la metodologia RMA del

paquete Affy (Bioconductor Project).
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- Andlisis no supervisado (unsupervised analysis) de los datos mediante el método de
representacién de agrupamiento jerarquico (hierarchical clustering) y principal
component analysis, mediante el software TM4 Microarrays Software Suite y Limma
(Bioconductor).

- Anadlisis supervisado (supervised analysis) de las muestras incluidas segun respuesta al
autoTPH, comparando la firma génica de aquellos pacientes con una respuesta
prolongada (definida como una RC de mas de 2 afios de duracidn) vs. recaida precoz
(RC<2 afios) mediante TM4 Microarrays Software Suite y Limma (Bioconductor).

- Seleccién de un conjunto de genes con mayor capacidad de diferenciacion de los dos

grupos de muestras, con p <0.01 y fold-change >0.5 como puntos de corte.

Objetivo 1.2: Validacion de los resultados mediante arrays de baja densidad en una serie

independiente de pacientes:

Validacion de los resultados del andlisis anterior (conjunto de genes predictivos del
resultado del autoTPH), asi como de una seleccidn de otros genes con valor prondstico
descritos en la literatura, en un subgrupo independiente de pacientes. La validacion se
realizé por PCR cuantitativa a tiempo real (7900, Applied biosystems), con arrays de
expresion de baja densidad (TagMan® Gene Expression Assays, Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), utilizando primers y sondas especificas disefiadas segun el
conjunto de genes a explorar y andlisis con método 2-9°%, utilizando el gen GAPDH como
control y la mediana de expresién de todas las muestras como calibrador.
Seleccionamos para el analisis los genes expresados en mas del 10% de los pacientes. La
expresion se analizd con el software BRB Array Tools version 4.2.0 (Richard Simon &

BRB-ArrayTools Development Team, http://linus.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools.html). Se
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utilizé la herramienta Class Comparison para identificar aquellos genes diferencialmente
expresados entre los pacientes respondedores y no respondedores. Para identificar
aquellos genes cuya expresidn se correlacionaba con la supervivencia se usd la

herramienta Survival Analysis.

El punto de corte de los niveles de expresidon de los genes que resultaron prondsticos
gue permitia diferenciar a los pacientes seguln su evolucién se obtuvo con el paquete
informatico MaxStat del software R?Y. Se consideraron niveles de expresion génica alta
o baja aquellos valores por encima o por debajo, respectivamente, del punto de corte

calculado.

Objetivo 1.3: Analisis de otros factores bioldgicos individuales con valor pronéstico:

- Duplicacion en tdndem del gen FLT3: se utilizd una estrategia de RT-PCR previamente

descrita?!® y se analiz6 el producto de amplificacién mediante su lectura en un
secuenciador automatico. En caso de deteccién de la mutacién, se analizé el tamafio
(numero de pares de bases) y la ratio de mutacién, mediante la lectura del area bajo la
curva de los picos mutado y germinal.

219

- Mutacién del gen NPM1: se utilizd una RT-PCR previamente descrita“'” y se analizé el

producto amplificado mediante electroforesis capilar.

- Mutacion del gen CEBPA: a partir de DNA gendmico se realizo la amplificacion del gen

en cuatro fragmentos mediante PCR??°, seguida de su secuenciacion directa mediante

el método Sanger.
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Objetivo 1.4: Validar el perfil de expresion obtenido en una serie de pacientes

independiente.

Validamos el impacto prondstico del perfil de expresion obtenido en una serie de
pacientes con LMA con cariotipo normal, incluidos en el repositorio publico Leukemia
Gene Atlas (LGA, http://www.leukemiagene-atlas.org/LGAtlas). Esta plataforma publica
incluye datos de expresidon génica e informacion clinica suficiente para realizar un

analisis de supervivencia.

5. Analisis estadistico de los datos:

El andlisis estadistico tuvo como objeto:

5.1 Identificar aquellos genes que se encontraban diferencialmente expresados en los
pacientes segun la respuesta, y aquellos genes cuya expresién se correlacionaba con la
supervivencia.

5.2 Comparacion de las principales caracteristicas clinicas y bioldgicas de los subgrupos
prondsticos derivados del analisis de expresion génica.

5.3 Analisis multivariado del valor prondstico, que incluyé las principales variables de
reconocido valor prondstico (edad, sexo, cifra de leucocitos al diagndstico, nimero de
ciclos para alcanzar la RC, FLT3-ITD, mutacion NPM1, mutacion de CEBPA), junto con la

asignacion de la categoria de riesgo segun el analisis de expresidn génica descrito.

Los analisis del punto 5.1 han sido descritos en el apartado 4. Los analisis contemplados
en los puntos 5.2 y 5.3 fueron realizados mediante el paquete informatico SPSS v22
(SPSS, Chicago, IL, USA). Se incluyé la comparacién de frecuencias mediante el test de

chi-cuadrado o el test exacto de Fisher. Para variables cuantitativas se utilizo el test de
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Student y para el anadlisis de datos no paramétricos el test U de Mann-Whitney. Se
obtuvieron curvas de supervivencia para todos los genes que resultaron prondsticos
utilizando el punto de corte de expresion identificado mediante el paquete informatico
Maxstat del software R. La supervivencia global (SG) se calculé como el periodo desde
la fecha del diagndstico hasta la fecha del fallecimiento o del ultimo control y la
supervivencia libre de enfermedad (SLE) desde la fecha de la remision completa (RC)
hasta la fecha de recaida, muerte o Ultimo control. Ambos parametros se estimaron con
el método de Kaplan y Meier y las diferencias entre grupos se compararon con el test
de log-rank. El andlisis multivariado se llevo a cabo mediante el método de regresién de
Cox. Para todos los analisis el valor de la p se considerd estadisticamente significativo

por debajo de 0,05.
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En este trabajo analizamos 89 pacientes con LMA-RI con el objetivo de encontrar nuevos
biomarcadores para guiar la terapia posterior a la remision. En nuestra serie la
sobreexpresién de BAALC, MN1, SPARC y HOPX se correlaciond con refractariedad. Por
otro lado, observamos que la sobreexpresién de BAALC o ALDHZ2 correlacionaba con un
SG mas corta, mientras que la sobreexpresién de GPR44 o TP53INP1 se correlaciond con
una mayor supervivencia. Un score combinando la expresién de estos cuatro genes
permite distinguir pacientes de bajo riesgo y alto riesgo en nuestra cohorte y en una
cohorte independiente de pacientes de un repositorio publico. Nuestra firma de 4 genes
puede afadir informacién prondstica y guiar el tratamiento post-remisién de los
pacientes con LMA-RI.

Los resultados de este trabajo se han publicado en febrero de 2018 en la revista

Leukemia & Lymphoma?2?,
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Los principales resultados de este trabajo son:

Firma de expresion génica asociada a la respuesta al tratamiento post-remision basado
en estrategias no-aloTPH

Para identificar genes predictivos de quimiosensibilidad y de respuesta tras el
tratamiento post-remisién, analizamos el perfil de expresién génica de 40 pacientes
diagnosticados de LMA (subgrupo A) en primera RC, tratados con protocolos del grupo
CETLAM con quimioterapia y con un tratamiento post-remision que no incluyera aloTPH
(32 pacientes recibieron un autoTPH y 8 recibieron altas dosis de citarabina). El andlisis
no supervisado global agrupd los pacientes en dos ramas, de 14 y 26 pacientes, Ay B
respectivamente. Estas dos ramas tenian diferente proporcion de pacientes con
mutacion de NPM1, la mayoria de ellos en la rama A (77% vs. 31%, p=0,02)(Figura 14),
pero sin diferente pronéstico.

Figura 14. Andlisis no supervisado del perfil de expresién génica realizado en 40
pacientes (subgrupo A).
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El analisis supervisado comparando los pacientes con respuesta mantenida vs. recaida
precoz identificé una firma de 92 probe sets que correspondian a 75 genes
diferencialmente expresados (Figura 15 y Tabla 14). Entre ellos, HOXA4 y HOXB2 se
sobreexpresaron en pacientes de evolucién favorable, mientras que ENG, CDC7, CSF3R,
ALDHZ2 y RETN se sobreexpresaron en el grupo desfavorable.

Figura 15. Analisis supervisado segun la respuesta al tratamiento post-remisién. Circulos
azules: largos respondedores, circulos naranja: recaida precoz.
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Tabla 14. Lista de genes expresados diferencialmente segun la respuesta. Los criterios
de seleccion de los genes fueron una p <0,01 y fold-change >0,5 como puntos de corte.

Genes sobreexpresados en largos Genes infraexpresados en largos
respondedores respondedores
n=35 genes n=40 genes
ADAMS8 ALDH?2
AHNAK AMPD3
ANXAS/ANXASL1/ANXASL2 BZRAP1
APHI1A C20o0rf27
APOC2/APOC4 CD21orf25
ARHGEF3 CCNA2
BAG5 cDC7
C9orf21 CDCA8
CDC42SE1 CEACAMA4
ERGIC1 CEP152
FADS3 carT
FL103577 CPNE2
HIVEP1 CSF3R
HOXA10 CTDSPL
HOXA4 DHFR
HOXB2 DNA2L
HOXB4 ENG
HOXB5 ETV6
KCTD1 FSTLE
KIAA0649 GALNT3
KLRB1 GPSM2
LMNA GRAMDIA
LOC286052 KNTC1
PGGTI1B LOC146909
PHYH LOC445075
PIK3R1 ORC6L
PSEN2 PAXIP1
RAB27B PDSS1
RPS6KAS PKP4
SDSL PLSCR1
SLC45A3 POLE
TOB1 POL
VIM PRAM1
ZBTB33 RETN
ZFR TAF5
TIFA
TMPO
TROAP
TRPM2
TSPAN14
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Por otro lado, se analizaron las vias celulares que contenian los genes diferencialmente
expresados segun la respuesta al tratamiento post-remisiéon. Las vias involucradas se
identificaron utilizando el software Ingenuity (IPA®) (Figura 16, Figura 17, Figura 18). En
rojo se indican los genes sobreexpresados en el grupo desfavorable mientras que en
verde se indican los genes infraexpresados en este grupo prondstico. La intensidad de
los colores de las moléculas verde y roja indica el grado de regulacidon hacia abajo o hacia
arriba, respectivamente.

Figura 16. Red de genes, incluidos varios genes HOX, relacionados con la respuesta al
tratamiento en la serie global (40 pacientes).
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Dado el efecto prondstico conocido de las mutaciones de NPM1y FLT3-ITD, se restringid
el andlisis a aquellos pacientes sin mutaciones en estos genes (n=19), la mayoria de ellos
también sin mutacion de CEBPA. En este subrupo se identificaron 293 genes con
expresion diferenciada segln la evolucién con el tratamiento post-remisién. Entre éstos,
genes involucrados en apoptosis (FAS, CFLAR, FAS, DAPP1 and BRCA1) y ciclo celular
(CDC7, CDC2, CCNAZ2) estaban sobreexpresados en el grupo desfavorable.

Figura 17. Red de genes involucrados en vias de apoptosis en los pacientes con genotipo
NPM1wty sin FLT3-ITD.
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Figura 18. Red de genes involucrados en vias de proliferacion celular en los pacientes
con genotipo NPM 1wty sin FLT3-ITD.

©2000-2008 Ingenuity Systems, Inc. Allrights reserved ! Expression in unfavorable subset 1 Expression in favorable subset

Observamos que habia 19 genes que se correlacionaban con la respuesta, tanto en la
serie global como en el subgrupo NPM1wt/FLT3-ITDneg (Tabla 15). En contraste con la
firma caracteristica de los pacientes con NPM1Imut, la expresion de los genes HOX fue

baja en la cohorte NPM1wt/FLT3-ITDneg y no se correlaciond con la respuesta.
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Tabla 15. Lista de 19 genes diferencialmente expresados segun la respuesta al
tratamiento tanto en la serie global como en el subgrupo de pacientes NPM1wt/FLT3-

ITDneg.

LOC442075 LOC146909 TMPO PSEN2
PLSCR1 ORC6L PAXIP1 BAG5
RETN KNTC1 CEP152 ERGIC1
ENG TROAP PoLQ SLC45A3
PD531 CDC7 TOB1

Identificacion de una firma prondstica de 4 genes

Para la validacién de los resultados se estudiaron 187 genes en una serie adicional de 49
pacientes (subgrupo B)(Tabla 16) con LMA-RI mediante PCR cuantitativa con arrays de
expresion de baja densidad (TagMan® Low Density Arrays, Applied Biosystems). La
mayoria de estos genes, 132, fueron seleccionados por su expresion diferencial en el
estudio de arrays de alta densidad (Tabla 17). Ademas se incluyeron 55 genes por su

papel oncogénico o prondstico en la LMA descrito en la literatura (Tabla 18).
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Tabla 16. Principales caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio. El subgrupo
A corresponde a los pacientes incluidos en el estudio de PEG. El subgrupo B constituye
una cohorte de LMA-RI independiente en la que se analizaron un grupo de genes
seleccionados con valor prondstico, resultantes del estudio de PEG, y genes con valor
prondstico descrito previamente en la literatura.

Subgrupo A Subgrupo B
n (%) n (%)
n=40 n=49 p
Caracteristicas al diagndstico
Edad, afios, mediana, (extremos) 52 (17-68) 56 (22-71) 0,216
Sexo (masculino/femenino) 27/13 22/27 0,053
(67,5/32,5) (44,9/55,1)
Subtipo FAB
M1/M2 15 (37,5) 21 (42,8)
M4/M5 20 (50) 24 (49)
M6 3(7,5) 0(0)
Otros 2(5) 4(8,2)
Leucocitos al diagnéstico, x10°/L 0,220
mediana (extremos) 38,9 (0,9-179) 28(1,3-192)
Citogenética 0,5
Cariotipo normal 29 (72,5) 32 (65,3)
Otras alteraciones de riesgo intermedio 11 (27,5) 17 (34,7)
Caracteristicas moleculares
Mutacion de NPM1 18 (45) 26 (53,1) 0,668
FLT3-ITD 7(17,5) 20 (40,9) 0,021
Mutacién bialélica de CEBPA " 4/13 2/13 0,370
Categoria de riesgo segtin ELN® 0,274
Favorable 18 14
Intermedio-I 16 25
Intermedio-lI 6 10
Tratamiento recibido
Protocolo (grupo CETLAM) 0,001
CETLAM94 9(22,5) 2(4,1)
CETLAM99 17 (42,5) 11 (22,4)
CETLAM2003 12 (30) 21(42,8)
Otros 2 (5) 15 (30,6)
Tratamiento post-remision (RC1) <0,0001
AloTPH 0(0) 14 (28,6)
Tratamiento no basado en alo-TPH
Quimioterapia basada en HiDAC 8(22,5) 24 (49)
AutoTPH 32 (77,5) 10 (20,4)
TPH singénico 0(0) 1(2)
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3ELN: European LeukemiaNet. "Referido a los pacientes con genotipo NPMI1wt/FLT3-ITD
ausente. Las p valor estadisticamente significativas estan en cursiva.

Tabla 17. Lista de los 132 genes diferencialmente expresados en el estudio del subgrupo
de pacientes A.

ADAMS8 CDK1 FANCD2 KCTD1 PKM2 SCAPER
AHNAK CEAjAM FAS KIAA0649 PKMYT1 SGMS1
ALDH2 CENPA FBXO9 KIAA1715 PLAGL2 SIRPA
AMPD3 CENPM FOXm1 LAPTMA4A PLK1 SLC45A3
ANXA8L2 CEP152 FSTL3 LMNA PLK4 SPAG5
APH1A CIRBP FXYD6 LRG1 PLSCR1 SRGN
ARHgAPI COMMD6 GALNT3 LST1 POLE SUPT3H
ASAP1 CSF3R GMNN MCM4 PRAM1 TMED4
ATAD2 CSTA GPR44 MKI67 PRR11 TMPO
AURKB CTDSPL GPSM1 MKNK1 PSEN2 TNFSF13B
BAG5 DDAH2 GPSM2 MRCl/lMRCIL PTPN22 TOB1
BUB1 DHFR GRAMDI1A MXD4 PXK TP53INP1
Cllorf31 DNMT1 H3F3B MYBL2 PYGL TPSBZ;TPSAB
C21orf57 DPH5 HIST1H2BD NCAPD3 RAB27B TPX2
C2CD2 DSN1 HIST2H42/HIST2H4 NCAPG2 RACIGAP TRIM25
C7orf41 ECT2 HMGB2 NGFRAP1 RETN TRIMA45
CCNA2 ENG HOXA10 NIPSNAP1 RNASE2 TROAP
CCNB2 ERGIC1 HOXA4 ORCé6L RNASE3 VIM
CDC42SE1 ESPL1 HOXB2 PAQR7 RP9 YPEL1
cDc7 ETV6 HOXB4 PAXIP1 RPS6KA1 YPEL5
CDCA2 F11R HOXB5 PGGT1B RPS6KAS ZBTB33
CDCAS8 FAM1078B KCNMB4 PIK3R1 RRM2 ZNF143
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Tabla 18. Lista de 55 genes adicionales seleccionados segun su funciéon oncogénica y/o
valor pronéstico en la LMA.

ABCG2 ERG KIAA0922 PTEN
AKT1 FAM38B LGALS3 RAB13
BAALC FHL1 LOXL1 RUNX1
BAX FLT3 MARVELD1 SCD
BCAT1 FOX03 MECOM SLC25A37
BIRC3 GNG2 MEIS1 50CS2
BMF GOLGAS8A-B MIR155HG SPARC
CD109 GUCY1A3 MN1 STON2
CDKN2A HBG1/HBG2 MRC1/MRC1L1 SYNJ2
CDX2 HIST1H3D NGFRAP1 TCF4
CEBPA HIST2H2AA3/HIST2H2AA4 PBX3 TMA4SF1
CREBBP HOPX PDE4B WBP5
cS HOXA7 PIM1 WrT1
CXCR4 HOXA9 PRAM1

Realizamos un analisis de class comparison con el software BRB Array Tools para
identificar los genes diferencialmente expresados segun la respuesta a la quimioterapia
de induccidn. Asi, los pacientes que no alcanzaron la RC mostraban una sobreexpresion

de los genes BAALC, MN1, HOPX y SPARC (Figura 19).
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Figura 19. Mapa de calor con los 10 genes diferencialmente expresados en pacientes
gue no alcanzan la RC después de la quimioterapia de induccion estandar de primera
linea.
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También analizamos el impacto sobre la supervivencia de la expresiéon de los genes
seleccionados mediante la herramienta Survival Analysis de BRB Array Tools. Utilizando
el punto de corte obtenido con el software MaxStat, se realizé un andlisis univariado y
se identificaron 4 genes asociados con la SG. Los pacientes con elevada expresion de
BAALC o ALDHZ2 tuvieron una SG mas corta (SG a 5 anos 33%8,6% vs. 73,7+10,1%,
p=0,006; 3219,3% vs. 66,419,7%, p=0,016, respectivamente). Por el contrario, los
pacientes con alta expresion de GPR44 y de TP53INP1 mostraron una mejor evolucion
(SG a 5 afios 66,7£10,3% vs. 35,419,1%, p=0,04; 58,3%+8,2% vs. 23,1+11,7%, p=0,029,
respectivamente)(Figura 20). De esta firma de 4 genes, ALDH2, GPR44 y TP53INP1
fueron identificados en el estudio de PEG en la primera cohorte de pacientes estudiados
(subgrupo A), mientras que BAALC se agregd para el andlisis en el subgrupo B por su

valor pronéstico conocido en la LMA.
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Figura 20. Supervivencia global segun el nivel de expresion de los genes BAALC, ALDH2,
GPR44 y TP53INP1 en el subgrupo B.
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Dado el valor pronédstico de BAALC, ALDH2, GPR44 y TP53INP1, realizamos un score
segun el efecto combinado de estos genes. Definimos la alta expresidon de BAALC y
ALDH?2 y la baja expresion de GPR44 y TP53INP1 como factores de alto riesgo. Asi, los
pacientes se clasificaron en dos grupos: score de bajo riesgo (0-1 factores) y score de
altoriesgo (2-4 factores). La SG a los 5 afios de los dos grupos de riesgo fue de 78,9+9,4%
y 29,648,4% (p=0,001), respectivamente (Figura 21). Ademds, la LFS fue
significativamente inferior en pacientes con score de alto riesgo (33,319,6% vs.

70,7+11,2%, p=0,003).
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Figura 21. Supervivencia global segun el score de 4 genes en el subgrupo B.
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En el andlisis multivariado que incluyd las principales variables clinico-biolégicas, el score
se confirmd como factor prondstico independiente (OR: 5,85; 95%IC: 2,16-15,8; p=0,001
para la SG y HR=3,1, 95%IC: 1,1-8,7; p=0,03 para la LFS) junto con la edad. La presencia
de FLT3-ITD impactdé de forma independiente en la LFS y mostré una tendencia

estadisticamente significativa para la SG (Tabla 19).
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Tabla 19. Analisis multivariado para la supervivencia global en el subgrupo B

Parametro P HR® 95%|cb

Edad 0,011 1,051 1,017-1,086
Score’ 0,001 5,846 2,157-15,841
(alto riesgo, 22 caracteristicas

adversas)

FLT3-ITD 0,068 2,202 0,943-5,141
Mutacién de NPM 1 0,187 0,526 0,202-1,366
Sexo 0,274 1,585 0,695-3,618
Numero de ciclos para la RC 0,098 0,902 0,798-1,019
Leucocitos al diagndstico 0.162 1.005 0.998-1.012

AHR: hazard ratio.
bIC: Intervalo de confianza
¢Score segun el nivel de expresion de BAALC, ALDH2, GPR44 y TP53INP1.

Validacion del score de 4 genes prondstico en un conjunto de datos independiente

En primer lugar, analizamos el valor prondstico de la expresion de BAALC, ALDH2,
TP53INP1 y GPR44 individualmente utilizando datos publicos de expresidon génica del
repositorio Leukemia Gene Atlas (http://www.leukemiagene-atlas.org/LGAtlas). Los
datos fueron obtenidos de 79 pacientes con LMA-CN (GSE 12417), analizados con
microarrays HG-U133 plus 2.0 y previamente publicados®. Utilizamos el punto de corte
de los niveles de expresion de los genes que resultd prondstico, obtenido con el paquete
MaxStat, para analizar el valor prondstico de todos los genes de forma individual y

confirmamos el impacto de los altos niveles de BAALC en esta cohorte. Ademas, los
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pacientes con baja expresion de TP53INP1 y GPR44 tenian un prondstico
significativamente peor.

En un segundo paso, validamos nuestro score prondstico en esta cohorte de pacientes,
conuna SG a5 afos de 21,0+6,8% frente a 64,6+12,4% en pacientes de altoy bajo riesgo,
respectivamente (p <0,001; HR = 4,45; IC del 95%: 1,86 a 10,6).

Figura 22. Validacién del score en una cohorte independiente de 79 pacientes adultos
con LMA de cariotipo normal utilizando datos de expresion génica del repositorio
publico Leukemia Gene Atlas.
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La categoria LMA-RI comprende un grupo heterogéneo de pacientes con diferente
prondstico en el que la asignacion de la terapia dptima post-remision no esta bien
definida. El perfil mutacional de un conjunto limitado de genes se ha convertido en la
herramienta estandar para asignar pacientes a diferentes estrategias posteriores a la
remisién, incluida la indicacidon de aloTPH en RC1. No obstante, la alta complejidad
resultante de multiples interacciones entre varias mutaciones con un impacto
pronéstico diferente conduce a una gran diversidad de diferentes subgrupos
moleculares, lo que impide la formulacién de un modelo de prondstico simple basado
en el cribado mutacional. Un ejemplo de esto se ha demostrado recientemente en un
estudio realizado en 223 pacientes que albergan una mutacién en el gen NPM1, con la
distincidon de hasta 150 subgrupos moleculares diferentes tras el analisis de 50 genes
adicionales recurrentemente mutados en la enfermedad?®. En este contexto, otras
aproximaciones para predecir prondstico, como los estudios basados en los PEG de
RNAm y de RNA no codificante como los microRNA y los RNA largos no codificantes,
pueden contribuir a anticipar la respuesta al tratamiento a partir de la caracterizacién
biolégica de la LMA al diagnéstico. Dichos estudios permiten el analisis de un gran
numero de genes con potencial valor prondstico y podrian eludir algunas de las
limitaciones derivadas de la evaluacién prondstica basada simplemente en la deteccién
mutacional en un nimero limitado de genes!34152/162,222,223

A partir de estas premisas, nuestro trabajo tuvo como objetivo buscar nuevos
biomarcadores capaces de predecir el resultado del tratamiento post-remisidon en
pacientes con LMA-RI. Para ello, analizamos una serie de 89 pacientes afectos de una
LMA dentro de la categoria citogenética intermedia diagnosticados y tratados en el

Hospital Clinic de Barcelona y en otros centros del grupo cooperativo CETLAM, de
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acuerdo con protocolos de tratamiento homogéneo. En un andlisis en dos pasos basado
en el perfil de expresidn génica, pudimos identificar una firma génica asociada con una
respuesta duradera después del tratamiento post-remisién basado en estrategias que
no incluyen un aloTPH en fase precoz. Ademas, construimos un score de 4 genes con un
importante impacto prondstico en pacientes con LMA-RI, de forma independiente de la
presencia de mutaciones con valor prondstico contrastado en la LMA-RI como las
mutaciones de NPM1y FLT3-ITD.

Aunque estudios previos han abordado el valor prondstico del PEG en diferentes

subtipos de LMA®3155 y otros grupos han identificado firmas genéticas predictivas para

163 164

la respuesta al tratamiento de induccidon'®® o a fadrmacos especificos *°*, nosotros
disefiamos un enfoque experimental diferente. Nuestro estudio de PEG se centro
principalmente en la busqueda de una firma génica distintiva asociada a una respuesta
prolongada en el grupo de pacientes con LMA-RI que recibieron un tratamiento que no
incluyd un aloTPH en primera RC.

Asi, para la primera fase del analisis se incluyeron 40 pacientes con LMA-RI sometidos a
autoTPH en su mayoria o quimioterapia de consolidacién con HiDAC. El analisis
supervisado comparando los pacientes con respuesta mantenida vs. recaida reveld la
expresion diferencial de 75 genes, incluida la sobreexpresidn de varios genes homeobox
como HOXA10, HOXB2 y HOXA4 en pacientes de evolucidn favorable, mientras que los
pacientes que presentaban una recaida temprana mostraron sobreexpresién de
determinados genes implicados en la proliferacion y apoptosis. Este hallazgo
probablemente se relaciona, en parte, con el mayor porcentaje de pacientes con

mutaciones de NPM1 en el subgrupo favorable, una mutacién genética conocida por

presentar un perfil de expresion especifico con un aumento de la expresion de los genes
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homeobox!*. Con el fin de evitar el efecto de la mutacién de NPM1, repetimos un
analisis restringido al subgrupo de pacientes NPM1wt/FLT3-ITDneg, la mayoria de los
cuales carecian también de la mutacién de CEBPA ("genotipo triple negativo"), y
obtuvimos una firma compuesta de 293 genes expresados diferencialmente. De manera
interesante, el andlisis ontogénico derivado de esta firma reveldé que varios genes
implicados en el control del ciclo celular (CDC7, CDC2 y CDC5) y la apoptosis (CFLAR, FAS,
DAPP1 y BRCA1) tenian una alta expresién en el subgrupo desfavorable. Este grupo de
genotipo "triple negativo" podria resultar de particular interés, ya que la ausencia de
mutaciones favorables (NPM1, CEBPA) y de prondstico adverso (FLT3-ITD) confiere un
alto grado de incertidumbre con respecto al prondstico y el tratamiento post-remision
Optimo. Los resultados mostrados por PEG en este subgrupo molecular apoyarian un
contexto bioldgico heterogéneo y un prondstico diverso, con la existencia de un
subgrupo de mejor prondstico, que podria ser capaz de lograr una respuesta prolongada
después de la quimioterapia con dosis altas de citarabina o autoTPH, sin necesidad de
aloTPH. Sin embargo, el numero relativamente bajo de pacientes incluidos en nuestro
estudio limita la solidez de estos hallazgos.

Para la validacion de los resultados obtenidos se estudid una serie adicional de 49
pacientes con LMA-RI, en la que se analizaron genes seleccionados por su expresiéon
diferencial en el estudio de arrays de alta densidad o por su papel oncogénico o
pronodstico descrito en la literatura. Esta segunda parte del analisis permitio la
identificacion de 4 genes (BAALC, ALDH2, TP53INP1y GPR44) asociados con la SG. Dado
el valor pronéstico independiente mostrado por estos cuatro genes, disefiamos un score
con los niveles de expresion de dichos genes, capaz de segregar grupos de pacientes con

prondsticos marcadamente diferenciados: por un lado un subgrupo de buen prondstico
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(caracterizado por no presentar factores de riesgo o presentar un solo factor de riesgo)
y un subgrupo de mayor riesgo (22 factores de riesgo). Cabe destacar que este score
mostré un fuerte impacto pronéstico (HR=5.846, IC 95%: 2,157-15,841),

independientemente de otras mutaciones con importante valor pronédstico en LMA.

En una etapa posterior, se confirmo el valor prondstico de nuestro score en una serie de
79 pacientes con LMA-CN completamente independiente, cuyos datos se obtuvieron de

una base de datos de expresién génica publica (http://www.leukemiagene-

atlas.org/LGAtlas) (p<0,001; HR=4,45, 95%Cl: 1,86-10,6). Este hecho sugiere que los

biomarcadores propuestos tienen un verdadero potencial valor clinico para predecir
guimiosensibilidad.

Paralelamente, analizamos el PEG asociado a refractariedad a la quimioterapia de
induccion estandar de primera linea. Asi, los pacientes que no alcanzaron la RC
mostraban una sobreexpresién de los genes BAALC, MN1, HOPXy SPARC. Cabe destacar
gue la sobreexpresion de BAALC, MN1 y SPARC se habia descrito previamente como un
factor de prondstico negativo para la respuesta en LMA-RI19224-227 para conocer los
mecanismos subyacentes a la resistencia al tratamiento secundaria a la sobreexpresién
de estos genes son necesarios estudios funcionales, pero existen estudios que aportan
algunos datos indirectos. Concretamente, se ha observado que los casos con
sobreexpresion de BAALC'?? y de HOPX??” presentan un aumento de expresién de genes
involucrados en la resistencia a farmacos, lo que es concordante con la menor respuesta
al tratamiento observada en estos pacientes.

En cambio, el papel en la leucemia de SPARC, un gen que codifica para una proteina que

regula lainteraccién entre las células y la matriz extracelular??®22°, es controvertido. Este
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gen se encuentra diferencialmente expresado dependiendo del subtipo de leucemia
estudiada??>?%, La dificultad para asignar una funcién especifica a la proteina SPARC
probablemente estd relacionada con las diversas funciones que puede desempefar
tanto intracelularmente en las células malignas como extracelularmente en el
microambiente?3. En el caso de la LMA-CN, se ha demostrado que su sobreexpresidn
promueve la proliferacion?2>231,

En linea con estudios anteriores, identificamos algunos genes implicados en programas
de stemness, como BAALC, ALDH2 y HOPX. En este sentido, se ha demostrado una alta
expresion de BAALC y HOPX en firmas génicas enriquecidas en LSC!22157.158.227 pe|
mismo modo, la alta actividad de la enzima ALDH se ha descrito como un marcador de
célula madre hematopoyéticay en LMA se ha correlacionado con un peor prondstico?3?~
235 Especificamente, la sobreexpresién de la isoenzima ALDH2 se ha correlacionado con

proliferacion y resistencia a medicamentos?3®

, pero no se habia descrito previamente
como un factor de prondstico adverso hasta la publicacién de este trabajo. En un estudio
muy reciente de dos amplias cohortes independientes de pacientes con LMA tratados
intensivamente, también se ha asociado la alta expresiéon de ALDH2 con mal
prondstico?’.

En nuestro estudio, una baja expresién de TP53INP1 y GPR44 se asocid con un peor
resultado. A destacar, TP53INP1 es un supresor tumoral localizado en 8922 y un target
conocido de miR-155, un microRNA cuya sobreexpresién se correlaciona con inmadurez,
una firma génica stem cell-like y un peor prondstico en la LMA®>%11, En varios estudios

se ha demostrado que TP53INP1 se encuentra infraexpresado en diferentes tipos de

céncer, pero no se habia descrito previamente en pacientes con LMA?238239,

129



V. DISCUSION

Una limitacidn de este estudio esta relacionada con el tamafio relativamente pequefio
de la muestra. Sin embargo, para mejorar el valor prondstico clinico del analisis
mediante PEG, elegimos un subgrupo muy especifico de pacientes con LAM-RI tratados
de forma similar, en RC tras la quimioterapia de induccién estandar para LMA y que
habian recibido una terapia post-remisidon estandar, que consistia principalmente en un
autoTPH. Se excluyd explicitamente el aloTPH para evitar la interferencia ejercida por
este procedimiento. Ademds validamos nuestros hallazgos en una cohorte
independiente.

Otra potencial debilidad radica en la eleccidén de puntos de corte arbitrarios del nivel de
expresion de los genes propuestos para asignar a los pacientes a una categoria
prondstica determinada. La dicotomizacidn del efecto prondstico de la expresion génica
puede suponer una simplificacion excesiva del efecto biolégico ejercido a través de este
mecanismo, que puede tener un comportamiento mas asimilable a un efecto continuo.
Sin embargo, esta limitacidn es habitual en los estudios de expresidn génica y complica
la traslacion directa de los resultados. Asi, la aplicacion clinica generalizada requeriria la
estandarizacién del método de determinacion y de los valores de riesgo.

En resumen, nuestro estudio basado en la correlacién del perfil de expresidon génica con
la respuesta al tratamiento post-remisidon nos permitio identificar un score de expresién
de 4 genes con un fuerte valor pronéstico en LMA-RI, independientemente de las
mutaciones genéticas mas frecuentes observadas en este subgrupo molecular. De forma
interesante, algunos de estos genes son caracteristicos de firmas de tipo LSC. Ademas,
dado que el score prondstico se generd a partir de dos cohortes de pacientes diferentes
enriquecidas con pacientes sometidos a autoTPH, esta herramienta de prondstico

podria utilizarse para seleccionar pacientes que podrian beneficiarse de dicho
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procedimiento e identificar a los pacientes con un alto riesgo de recaida después del
autoTPH. En definitiva, este score simple de 4 genes podria usarse para refinar la
evaluacién prondstica y podria guiar el tratamiento posterior a la remisién en la

categoria heterogénea de LMA-RI.
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Lineas en desarrollo originadas a partir de los resultados del trabajo de tesis
A) Estudios en poblacion de pacientes adultos con LMA

- Andlisis del valor prondstico de la expresion de los 4 genes (BAALC, ALDH2,
TP53INP1 y GPR44) en las distintas categorias de riesgo definidas por la ultima
clasificacién de la European LeukemiaNet.?

- Impacto prondstico en nuevos “escenarios” terapéuticos: aloTPH, quimioterapia
intensiva junto a inhibidores de FLT3 como midostaurina, quimioterapia
intensiva asociada a GO.

B) Analisis en poblacion pediatrica con LMA

- Se dispone de una serie de 45 pacientes pedidtricos con LMA de novo tratados
homogéneamente en los que se analizard la firma génica obtenida en los
pacientes adultos, asi como variables clinico-bioldgicas de reconocido valor
prondstico. Ademds, estd previsto ampliar el estudio en pacientes
diagnosticados en otros centros del grupo de la Sociedad Espaiiola de

Hematologia y Oncologia pediatrica (SEHOP).
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Mediante el presente trabajo de tesis, hemos podido confirmar la capacidad de
los estudios de expresion génica para identificar nuevos biomarcadores y afiadir
informacidén prondstica adicional al estudio mutacional en pacientes adultos con
LMA y citogenética de riesgo intermedio.

Asi, en nuestra serie de pacientes con LMA-RI que recibieron un tratamiento que
no incluyd un alo-TPH en primera RC, identificamos una firma génica asociada
con una respuesta prolongada.

La sobreexpresion de BAALC, MN1, HOPX y SPARC se asocid con refractariedad
al tratamiento de induccion.

Los niveles altos de BAALC y ALDH2 permitieron identificar pacientes con peor
supervivencia global. En cambio, la expresion elevada de TP53INP1 y GPR44 se
correlacioné con una supervivencia mas prolongada.

El score resultante del nivel de expresion de estos 4 genes (BAALC, ALDH2,
TP53INP1 y GPR44) permite segregar a los pacientes de bajo riesgo de recaida
de aquellos pacientes de alto riesgo de recaida y podria usarse para refinar la
evaluacién prondstica y guiar el tratamiento posterior a la remision en los

pacientes con LMA-RI.
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ABSTRACT

In intermediate-risk cytogenetic acute myeloid leukemia (IRC-AML) patients, novel biomarkers to
guide post-remission therapy are needed. We analyzed with high-density arrays 40 IRC-AML
patients who received a non-allogeneic hematopoietic stem-cell transplantation-based post-
remission therapy, and identified a signature that correlated with early relapse. Subsequently, we
analyzed selected 187 genes in 49 additional IRC-AML patients by RT-PCR. BAALC, MN1, SPARC
and HOPX overexpression correlated to refractoriness. BAALC or ALDH2 overexpression correlated
to shorter overall survival (OS) (5-year OS: 33+8.6% vs. 73.7+10.1%, p=.006; 32+9.3% vs.
66.4+9.7%, p=.016), whereas GPR44 or TP53INP1 overexpression correlated to longer survival
(5-year OS: 66.7 £ 10.3% vs. 35.4+9.1%, p =.04; 58.3+8.2% vs. 23.1+11.7%, p =.029). A risk-score
combining these four genes expression distinguished low-risk and high-risk patients (5-year OS:
79+9% vs. 30+ 8%, respectively; p=.001) in our cohort and in an independent set of patients
from a public repository. Our 4-gene signature may add prognostic information and guide post-
remission treatment in IRC-AML patients.

KEYWORDS
AML; GEP; intermediate-risk

Introduction status of three genes with a well-established prognos-
tic impact, such as NPM1, FLT3 internal tandem dupli-
cation (FLT3-ITD) and CEBPA double mutation
(CEBPAdm). Nonetheless, prognosis assessment in
patients within this cytogenetic group might be par-

ticularly difficult due to complex interactions among

The prognosis of acute myeloid leukemia (AML) is
highly diverse and is mainly determined by associated
cytogenetic and molecular features [1-5]. Risk stratifi-
cation according to genetic characteristics at diagnosis
constitutes the basis of most current risk-adapted

treatment protocols to assign post-remission therapy,
in special the indication of an allogeneic hematopoi-
etic stem-cell transplantation (alloHSCT) in first com-
plete remission (CR1) [4]. However, prognosis and
optimal post-remission therapy cannot be established
precisely in many subgroups of patients, especially in
those allocated in the highly heterogeneous category
of intermediate-risk cytogenetics (IRC-AML). Prognostic
stratification in IRC-AML is mainly based on mutational

gene mutations with different prognostic impact, con-
currence of multiple mutations with uncertain progno-
sis beyond NPM1, FLT3-ITD and CEBPA, or modulation
of prognostic value by additional molecular features
such as allelic burden of specific mutations [6-8]. Thus,
gene mutation profiling in this type of AML, similarly
to most cancer types, shows the extreme genomic
complexity of the disease, with a virtually unique
mutation profile in every patient. Therefore, the search
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of new biomarkers which could compile these underly-
ing mutational gene networks and could anticipate
chemosensitivity and response to main post-remission
options might be of a great clinical interest in this
cytogenetic group.

Gene expression profiling (GEP) enables the study
of the expression of the entire genome and has
allowed the discovery of gene expression signatures
predictive of response to standard AML chemotherapy
beyond gene mutation screening. Several studies have
shown that GEP can identify new prognostic relevant
subclasses, especially in normal karyotype AML (NK-
AML) [9-15]. Furthermore, GEP studies identified a
stem-cell signature associated with inferior outcome in
NK-AML patients [16,17]. However, prognostic value of
different biomarkers might strongly depend on post-
remission therapy, which differs among different AML
protocols, in special regarding the indication of
alloHSCT in CR1.

Thereby, the aim of our study was to identify a
gene expression signature predictive of response to
post-remission therapy in IRC-AML patients. For this
purpose, we analyzed the GEP in a group of IRC-AML
patients who received a non-alloHSCT based post-
remission therapy in CR1, consisting of an autologous
hematopoietic stem-cell transplantation (autoHSCT) in
the vast majority. Genes that showed prognostic value
in this GEP analysis, together with other genes
previously associated with prognosis, were specifically
analyzed in a non-selected independent cohort of
IRC-AML patients, allowing us the identification of a
4-gene signature associated with outcome.

Materials and methods
Patients included in the study

For the analysis of prognostic value of GEP, we
selected 40 patients diagnosed with MRC-defined IRC-
AML [5] during interval 1996-2008 who achieved CR1
after intensive chemotherapy following clinical trials of
Spanish AML cooperative group CETLAM and who
underwent a non-alloHSCT post-CR strategy (subset A).
Subsequently, we analyzed the prognostic value of
gene expression levels of a selected group of genes in
a second subset of 49 IRC-AML patients (subset B),
that included also patients treated with alloHSCT as
post-remission therapy, to confirm our results in a
non-biased population of IRC-AML patients. The main
characteristics of these two sets of patients are sum-
marized in Table 1.

For validation of our prognostic findings, we used
data of an independent cohort of 79 NK-AML patients

159

who received intensive treatment, contained in the
public repository of the Leukemia Gene Atlas
(LGA, http://www.leukemiagene-atlas.org/LGAtlas) [14,18].
This public platform includes gene expression data
and sufficient clinical information to conduct a mean-
ingful survival analysis.

High-density array study

Total RNA was isolated from bone marrow in most
cases by standard methods. In all cases, integrity of
RNA was examined with Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA). One microgram
of RNA was reverse transcribed to ¢cDNA using the
High Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Global gene expression was examined
with  oligonucleotide HGU133 Plus 2.0 arrays
(Affymetrix, Inc., Santa Clara, CA), and gene expression
measures were normalized using RMA methodology
from the Affy package (Bioconductor project).
Unsupervised and supervised comparisons were per-
formed using TM4 Microarrays Software Suite and
Limma software (Bioconductor) [19]. Supervised ana-
lysis was based on patients’ outcome, comparing the
gene signature of long-term responders (defined as a
CR duration lasting for more than 2 years, n = 25) with
that of patients presenting with early relapse (CR <2
years, n=15). The median follow-up in long-term res-
ponders was 49.3 months (25-135 months). Those
genes with a significant p value <.01 and log-fold
change >.5 were selected for validation in an inde-
pendent cohort of patients (subset B).

Mutational analysis

NPM1 and FLT3-ITD mutations were analyzed on DNA
as previously described [20,21]. CEBPA mutational sta-
tus was studied by PCR and direct sequencing as
reported [22].

Low density array study

To validate the prognostic value of 132 genes identi-
fied in the GEP analysis (Supplementary Table S1) and
other 55 known prognostic genes previously reported
(Supplementary Table S2), we performed quantitative
PCR using TagMan® Low Density Arrays (Applied
Biosystems, Foster City, CA) in an independent cohort
of IRC-AML patients (subset B). Data were analyzed
with the 27T method, using GAPDH as housekeep-
ing gene and the median expression value of all sam-
ples as calibrator. We selected those genes expressed
in more than 10% of patients for the analysis.
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Table 1. Main characteristics of patients included in the study.

Subset A n (%)

Subset B n (%)

n=40 n=49 p
Diagnostic features
Median age, years (range) 52 (17-68) 56 (22-71) 216
Gender (male/female) 27/13 (67.5/32.5) 22/27 (44.9/55.1) .053
FAB subtype
M1/M2 15 (37.5) 21 (42.8)
M4/M5 20 (50) 24 (49)
M6 3(7.5) 0(0)
Other 2 (5) 4 (8.2)
Leukocyte count at diagnosis, x 10°/L 220
median (range) 38.9 (0.9-179) 28 (1.3-192)
Cytogenetics 5
Normal karyotype 29 (72.5) 32 (65.3)
Other intermediate-risk abnormality 11 (27.5) 17 (34.7)
Molecular features
NPM1 mutation 18 (45) 26 (53.1) 668
FLT3-ITD 7 (17.5) 20 (40.9) .021
CEBPA double mutation® 413 2/13 .370
ELN risk category 274
Favorable 18 14
Intermediate-| 16 25
Intermediate-II 6 10
Treatment received
Protocol (CETLAM group) .001
CETLAM94 9 (22.5) 2 (4.7)
CETLAM99 17 (42.5) 11 (22.4)
CETLAM2003 12 (30) 21 (42.8)
Other 2 (5) 15 (30.6)
Post-remission therapy (CR1) <.0001
Allogeneic HSCT based therapy 0 (0) 14 (28.6)
Non Allogeneic HSCT based therapy
High-dose cytarabine-based chemotherapy 8 (22.5) 24 (49)
Autologous HSCT 32 (77.5) 10 (20.4)
Syngeneic HSCT 0 (0) 1(2)

Subset A corresponds to patients included in the gene-expression profile analysis (GEP). Subset B constitutes an
independent cohort of IRC-AML used for the analysis of a selected group of genes with prognostic value resulting

from the GEP study.

ELN: European Leukemia Net; HSCT: hematopoietic stem-cell transplantation; CR1: first complete remission.
?Among patients with a NPM1wt/absent FLT3-ITD genotype.

Statistically significant p values are shown in italics.

The 187 genes analyzed by quantitative PCR are
listed in Supplementary Tables ST and S2.

Statistical analysis

Data obtained from Low Density Array study were ana-
lyzed with BRB-Array Tools version 4.2.0 (Richard
Simon & BRB-Array Tools Development Team, http://
linus.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools.html)  software and
SPSS v.22.0 (Chicago, IL). We wused the Class
Comparison Tool from BRB-Array Tools to identify
those differentially expressed genes among responders
and refractory patients. This tool uses univariate para-
metric and non-parametric tests to find genes that are
differentially expressed between two or more pheno-
type classes and multivariate permutation tests to con-
trol the number of false discoveries.

Additionally, the Survival Analysis Tool was used to
identify genes whose expression correlated with sur-
vival. This method fits proportional hazards models

relating survival to each gene, one gene at a time, and
computes the p-value for each gene for testing the
hypothesis that survival time is independent of the
expression level for that particular gene. This method
uses the Cox proportional hazards model and the
Efron method of handling ties, a regression model in
which the hazard function for an individual is a func-
tion of predictor variables; the predictor variables are
introduced as log expression levels.

Kaplan-Meier survival curves were then drawn for
all genes predicted to show a survival risk either above
or below average risk, using cutoff points of gene
expression levels identified by MaxStat package of R
software [23].

Overall survival (OS) was calculated from diagnosis
to death and leukemia-free survival (LFS) from CR to
relapse or death. Both OS and LFS were estimated
with Kaplan-Meier tests and the comparison of
between groups of patients was performed with log-
rank test. Finally, a multivariate analysis for OS was
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performed using the Cox proportional hazards model
including age, white blood cell count at diagnosis,
number of cycles to CR, gender, mutational status of
NPM1, FLT3-ITD, and a score value resulting from the
gene expression level of four selected genes with
prognostic impact on survival.

Results

Gene expression signature associated to outcome
after non-alloHSCT post-remission therapy

First, we analyzed the GEP of the 40 patients included
in subset A of patients in search of a gene signature
accounting for chemosensitivity and predictive of out-
come after standard AML post-remission therapy,
excluding alloHSCT (32 patients received an autolo-
gous HSCT and 8 received high-dose cytarabine). An
unsupervised analysis of GEP using largest variability
genes grouped these patients into two differentiated
arms of 14 and 26 patients, respectively. These two

arms (A and B) differed in the proportion of patients
with NPM1 mutations, more prevalent in arm A (77%
vs. 31%, p =.02; Supplementary Figure S1). By contrast,
the distribution of the GEP according to these two
arms did not show prognostic value.

When a supervised analysis according to outcome
(i.e. long-term responders vs. early relapsers) was per-
formed, a signature of 92 probe sets corresponding to
75 genes whose expression differed according to
response after non-alloHSCT post-CR1 therapy was
identified (Figure 1 and Supplementary Table S3).
Specifically, homeobox genes HOXA10, HOXB2 and
HOXA4 were overexpressed in the favorable group,
whereas genes such as ENG, CDC7, CSF3R, ALDH2 and
RETN showed a higher expression in the unfavorable
group.

Given the known prognosis of NPM1 and FLT3-ITD
mutations, we also performed an analysis restricted to
19 patients without mutations in these two genes
(NPMT1wt/FLT3-ITDneg genotype), most of them also
lacking CEBPAdm. In this subgroup, 293 genes were
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Figure 1. Heatmap containing a distinctive gene signature according to long-term outcome (long-term responders —blue circle-
vs. early relapsers —orange circles-) after non-alloHSCT-based post-remission therapy obtained in the supervised study. Differently
expressed genes in both groups of patients are listed in Supplementary Table 2. N=92 probe sets (75 genes) with p <.01+ log

fold-change >.5.
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differentially ~expressed according to outcome
(Supplementary Table S4). Thus, several genes involved
in cell cycle control (CDC7, CDC2 and CDC5) and apop-
tosis (CFLAR, FAS, DAPP1 and BRCAT) were highly
expressed in the unfavorable subset.

Of note, 19 genes correlated with patient outcome
in both the overall series and the NPMTwt/FLT3-ITDneg
subgroup (Supplementary Table S5). In contrast to the
characteristic signature of NPMTmut patients, expres-
sion of HOX genes was low in the NPMITwt/FLT3-
ITDneg cohort and did not correlate with outcome
(data not shown).

Identification of a 4-gene expression prognostic
score

We subsequently analyzed the prognostic value of the
expression level of 187 individual genes, measured by
real-time PCR using Taqman® Low Density Arrays,
in an additional series of 49 unselected IRC-AML
(Table 1). Most of these genes, 132, were selected
based on their differential expression according to out-
come in our previous GEP study (listed in
Supplementary Table S1), but we also included other
55 genes with a known oncogenic role and/or previ-
ously reported prognostic value in AML (listed in
Supplementary Table S2).

First, we searched for genes predictive of response
to frontline induction chemotherapy, based on a stand-
ard 3+ 7 regimen, performing a class comparison ana-
lysis with BRB-Array Tools. Noticeably, refractoriness to
initial induction therapy was associated with a 10-gene
signature characterized, among others, by the overex-
pression of BAALC, MN1, HOPX1 and SPARC (Figure 2).

For survival analysis, we performed a multivariate
permutations test with the Survival Analysis package

Refractory
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from BRB-Array Tools and used the cut-off level
obtained with the MaxStat package to analyze the uni-
variate prognostic value of all individual genes. After
this analysis, four different genes were associated with
OS. Thus, patients with high BAALC and ALDH2 expres-
sion showed a shorter OS (5-year OS: 33+8.6% vs.
73.7+£10.1%, p=.006; 32+£9.3% vs. 66.4%9.7%,
p=.016, respectively; Figure 3). On the contrary,
patients with higher GPR44 and tumor protein p53-
induced nuclear protein 1 gene (TP53INP1) expression
showed a better survival (5-year OS: 66.7+10.3% vs.
354+9.1%, p=.04; 583+£82% vs. 23.1%£11.7%,
p=.029, respectively; Figure 3). Out of this 4-gene sig-
nature, ALDH2, GPR44 and TP53INP1 were among the
genes identified in the GEP study in subset A of
patients (Supplementary Table S1), while BAALC was
added for the analysis in subset B for its previously
reported prognostic value in AML [24-27].

Based on these results, we built up a risk score
combining the relative expression level of these four
genes (i.e. BAALC, ALDH2, GPR44 and TP53INP1). We
defined high BAALC and ALDH2 expression and low
GPR44 and TP53INP1 as high-risk factors. Patients
were classified into two groups according to the
number of high-risk factors: a low-risk gene score
(0-1 factor) and a high-risk gene score (2-4 factors).
Survival was markedly different between both risk
groups, with a 5-year OS of 29.6+84% vs.
78.9+9.4% in high- and low-risk patients, respectively
(p=.001; Figure 4(a)). Moreover, LFS was significantly
lower in patients with high-risk score (33.3+£9.6 vs.
70.7 £11.2%, p =.003, data not shown). A multivariate
analysis for survival confirmed the independent prog-
nostic value of the 4-gene expression score (HR=5.8,
95%Cl: 2.1-15.8; p=.001 for OS and HR=3.1, 95% ClI:
1.1-8.7; p=.03 for LFS), together with patient age.

-0.8 Scaled & centered value 0.9

Data range before thresholding: -3.1 to 2.6.
Missing values are in color "gray”.

Figure 2. Clustered heatmap of differentially expressed genes according to response to induction therapy showed a distinctive
10-gene signature in patients failing to achieve CR after frontline standard induction chemotherapy.
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Figure 3. Overall survival according to expression level of BAALC, ALDH2, GPR44 and TP53INP1 genes in subset B.

Presence of FLT3-ITD independently impacted on LFS
and showed a statistical trend for OS (Table 2).

Validation of 4-gene expression prognostic score
in an independent data set

First, we analyzed the prognostic value of the expres-
sion of BAALC, ALDH2, GPR44 and TP53INPT individually
using public gene expression arrays data from the LGA
repository. The independent data set consisted of

79 NK-AML patients (GSE 12417), analyzed on HG-
U133 plus 2.0 microarray and previously published
[14]. We used the cutoff level obtained with the
MaxStat package to analyze the univariate prognostic
value of all individual genes and confirmed the impact
of high levels of BAALC in this cohort. Furthermore,
patients with low GPR44 and TP53INP1 expression did
significantly worse (data not shown).

In a second step, we validated our 4-gene expres-
sion prognostic score in this cohort of patients (5-year

163



VIII. ANEXOS

(@)

Overall Survival

Months

PROGNOSIS IN ACUTE MYELOID LEUKEMIA . 7

Overall Survival

004 P<0.001

T T T T T T

Months

Figure 4. Overall survival according to a 4-gene expression risk score. High BAALC and ALDH2 expression and low GPR44 and
TP53INP1 were defined as high-risk factors. Patients were classified into two groups according to the number of high-risk factors:
low-risk gene score (0-1 factor) and high-risk gene score (2-4 factors). (a) Outcome according to the 4-gene expression risk score
in subset B. (b) Validation of the 4-gene expression risk score in an independent cohort of 79 adult normal karyotype AML patients
using gene expression data contained in the public repository of the Leukemia Gene Atlas [18].

OS of 21.0+£6.8% vs. 64.6 £ 12.4% in high- and low-risk
patients, respectively (p<.001; HR=4.45, 95%Cl:
1.86-10.6, Figure 4(b)).

Discussion

Our study was aimed at searching new biomarkers
capable of predicting the outcome after standard
post-remission therapy in a series of 89 IRC-AML
patients. With a two-step analysis based on GEP, we
were able to identify a gene signature associated with
long response after non-alloHSCT-based post-remission
treatment. Furthermore, we built a 4-gene expression
score with a strong prognostic impact in IRC-AML
patients beyond standard mutational screening.
Interestingly, this 4-gene signature included genes
such as BAALC and ALDH?2, associated to hematopoi-
etic stemness and previously reported as potential
strong prognostic factors. We propose the 4-gene sig-
nature as a simple tool to refine prognosis that may
help guiding post-remission treatment in IRC-AML sub-
group of patients.

The IRC-AML category comprehends a largely het-
erogeneous group of patients with different outcome,
and prognosis and assignment of optimal post-remis-
sion therapy are not well defined in these cases.
Mutational profiling of a limited set of genes has
emerged as the standard tool to allocate patients to
different post-remission strategies, including indication
of alloHSCT in CR1. Nonetheless, the high complexity
resulting from multiple interactions among several

mutations with a different prognostic impact leads to
a wide diversity of different molecular subgroups,
which precludes formulation of a simple prognostic
model based on mutational screening. An example of
this has been recently shown in a study performed in
223 patients harboring a NPM1 mutation, with distinc-
tion of 150 different molecular subgroups after muta-
tional screening of 50 additional cooperating genes
[28]. In that sense, an international study by
Papaemmanueil et al. showed the genetic complexity
of AML and proposed a new classification identifying
11 molecular categories with prognostic implications
[29]. Other approaches to predict prognosis have
focused on GEP studies of mRNA expression of coding
genes and non-coding RNA profiling, such as
microRNAs and long non-coding RNAs expression. This
strategy may circumvent some of the limitations
derived from prognostic assessment merely based on
mutational screening [15,30-33]. GEP-based studies for
outcome prediction allow the analysis of comprehen-
sive number of genes with potential prognostic value,
unraveling underlying mechanisms of chemosensitivity
to most commonly used anti-leukemic agents.
Although previous studies have addressed the prog-
nostic value of GEP in different subtypes of AML and
other groups had identified gene signatures that were
predictive for the response to induction therapy [34]
or to specific compounds [35], we designed a different
experimental approach. Thus, our GEP study was
focused mainly on the search of a distinctive gene sig-
nature associated to a prolonged response in the
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group of IRC-AML patients who received a non-allo
HSCT post-remission therapy.

A supervised analysis based on treatment outcome
in the overall series disclosed the differential expres-
sion of 75 genes, including the overexpression of sev-
eral homeobox genes such as HOXA10, HOXB2 and
HOXA4, whereas patients presenting an early relapse
showed overexpression of determined genes involved
in proliferation and apoptosis. This finding is probably,
in part, related to the higher percentage of patients
harboring NPM1 mutations in the favorable subset, a
mutation known to present a homeobox gene specific
expression signature [36]. To overcome the effect of
NPM1 mutation, we repeated an analysis restricted to
the subset of NPMT1wt/FLT3-ITDneg patients, most of
them also lacking CEBPAdm (‘triple negative gen-
otype’), and obtained a more clear-cut signature, com-
posed of 293 differentially expressed genes (detailed
in Supplementary Table S4). Interestingly, ontogenic
enrichment analysis derived from this outcome associ-
ated signature revealed that several genes involved in
cell cycle control (CDC7, CDC2 and CDC5) and apop-
tosis (CFLAR, FAS, DAPP1 and BRCAT) were highly
expressed in the unfavorable subset. This group of
‘triple negative’ genotype might result of particular
interest, since the absence of both favorable (NPM1T,
CEBPAdm) and poor-prognosis (FLT3-ITD) mutations
confer a great degree of uncertainty regarding prog-
nosis and optimal post-remission therapy. The results
shown by GEP in this particular molecular subset
would support a heterogeneous biological background
and diverse prognosis, with the existence of a better
prognosis subgroup, which could be able to achieve
prolonged response after high-dose cytarabine
(HiDAC)-based chemotherapy or autoHSCT.
Nevertheless, the relatively low number of patients
included in our study limits the robustness of these
findings.

Prognostic value of those genes associated to treat-
ment outcome in the transcriptome analysis was
assessed in an independent cohort of patients, in com-
bination with a group of genes with previously
reported prognostic impact. This second part of the
analysis allowed the identification of four genes
(namely, BAALC, ALDH2, GPR44 and TP53INP1), three of
them previously captured in the patient subset A GEP
analysis (ALDH2, GPR44 and TP53INP1) and adding to
the signature BAALC expression level for its recurrently
reported prognostic value in AML. High BAALC expres-
sion was associated with adverse prognostic mutations
and poor outcome, especially in CN-AML [24-27,37].
The combined measurement of the relative expression
of the four genes generated a clinically useful risk
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Table 2. Multivariate analysis for overall survival.

Parameter p HR 95% Cl
Age 0m 1.051 1.017-1.086
Gene-expression risk score® .001 5.846 2.157-15.841
(high risk, >2 adverse features)

FLT3-ITD 068 2.202 0.943-5.141
NPM1 mutation 187 0.526 0.202-1.366
Gender 274 1.585 0.695-3.618
Number of cycles to CR .098 0.902 0.798-1.019
WBC 162 1.005 0.998-1.012

HR: hazard ratio; Cl: confidence interval; CR: complete remission; WBC:
white blood cell count.

?Gene risk score according to expression level of BAALC, ALDH2, GPR44
and TP53INP1.

score capable to segregate groups of patients with
markedly differentiated outcome, with a good-progno-
sis subset (characterized by none or only one risk fac-
tor) and a higher-risk subset (>2 risk factors). Notably,
this risk score showed a strong prognostic impact
(HR=5.846, 95% Cl: 2.157-15.841, p=.001), independ-
ent of other prognostically important mutations. Since
this risk score was generated from two different
patients’ cohorts enriched with patients undergoing
autoHSCT, this prognostic tool could be used to select
patients who could benefit from such a procedure and
to identify patients with a high relapse risk after
autoHSCT. NPM1 mutation and FLT3-ITD, well-estab-
lished prognostic factors in IRC-AML, did not achieve
statistically prognostic significance in multivariate ana-
lysis for OS, a finding probably related to the relatively
limited sample size. Other potential reasons account-
ing for their lack of prognostic value are the associ-
ation of NPM1 mutations with the low-risk GEP score,
and the possible role of alloHSCT in modifying the
prognosis of patients with high-risk features such as
FLT3-ITD AML. Nonetheless, FLT3-ITD showed a clear
statistical trend towards a deleterious effect on survival
in the multivariate analysis (Table 2), and an independ-
ent impact for LFS.

A complementary analysis was the study of the GEP
associated to refractoriness to frontline standard
induction chemotherapy, characterized by high expres-
sion of BAALC, MNI1, SPARC and HOPX genes in
patients failing to first induction therapy. Of note,
overexpression of BAALC, MN1 and gene had been
previously described as a negative prognostic factor to
response in IRC-AML [26,38,39].

In line with previous reports, our study identified
certain genes involved in stemness programs, such as
BAALC, ALDH2 and HOPX. In this sense, high BAALC
and HOPX expression were integrated in reported leu-
kemia stem cell (LSC) poor-risk signatures [17,25,40].
Similarly, high ALDH enzyme activity in AML was
described as a stem cell marker that correlated with



VIII. ANEXOS

poor outcome [41]. Although ALDH2 has not been pre-
viously reported as an adverse prognostic factor in
AML patients, the overexpression of this isoenzyme
has been correlated with proliferation and drug resist-
ance [42,43].

In our study, a low expression of TP53INP1 and
GPR44 was associated with poorer outcome.
Interestingly, TP53INP1 gene is a tumor suppressor
located in 8922, and a known target of miR-155, a
microRNA whose overexpression correlates with imma-
ture, stem cell-like signature and poorer prognosis in
AML [16,44]. Several studies have shown that TP53INP1
is down-regulated in different types of cancer,
although it has not been previously described in AML
[45,46].

A limitation of this study is related to its relatively
small sample size. However, to enhance the clinical
prognostic value of a comprehensive GEP analysis,
we chose a highly selected subset of IRC-AML
patients responding to standard induction AML
chemotherapy and undergoing standard post-remis-
sion therapy, mainly consisting of an autoHSCT, and
explicitly excluding alloHSCT, to avoid the interfer-
ence multicomponent effect exerted by this last pro-
cedure. Besides, the validation of 4-gene expression
risk score of prognostic value in a completely inde-
pendent cohort of patients from a public repository
database, strongly suggest the true clinical potential
value of these proposed biomarkers to predict
chemosensitivity.

In summary, our study based on correlation of gene
expression profile with post-remission-treatment out-
come allowed us to identify a 4-gene expression score
with a strong prognostic value in IRC-AML, independ-
ent of most frequent gene mutations observed in this
molecular subgroup. Notably, some of these genes are
characteristic of LSC signatures. This simple 4-gene
score, which warrants further confirmation in larger
studies, could be used to refine prognostic assessment
and could guide post-remission treatment in the large
and heterogeneous category of IRC-AML.
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ANEXO 2. MATERIAL SUPLEMENTARIO DEL ARTICULO

Supplementary Figure 1. Unsupervised analysis of gene-expression profile performed
in 40 patients (subset A) with a different outcome (long responders, n=25; early relapse,
in less than 2 years, n=15) following a non-alloHSCT post-CR1. Two main branches were
distinguished, with evident NPM ] mutation predominance in arm A, but without a clear-
cut prognostic value.
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Supplementary Table 1. List of 132 genes present in the GEP signature with prognostic
value in a cohort of non-allografted patients, and measured by real-time PCR using
Tagman Low-Density Arrays.

ADAMS DDAH? HOXBS5 PRRI1 YPELI
AHNAK DHFR KCNMB4 PSEN2 YPELS
ALDH?2 DNMTI KCIDI PTPN22 ZBTB33
AMPD3 DPH5 KI1440649 PXK ZNF143
ANXASL2 DSNI KIAAI715 PYGL

APHIA ECT2 LAPTMA4A4 RAB27B

ARHGAPI9 | ENG LMNA RACGAPI

ASAPI ERGICI LRGI RETN

ATAD2 ESPLI LSTI RNASE2

AURKB ETV6 MCM4 RNASE3

BAGS FIIR MKI67 RPY

BUBI FAMI07B MKNK1 RPS6KA1

Cllorf3l FANCD?2 MRCI/MRCILI RPS6KAS5

C2lorf57 FAS MXD4 RRM2

C2CD2 FBX09 MYBL2 SCAPER

C7orf41 FOXM1I NCAPD3 SGMSI

CCNA2 FSTL3 NCAPG2 SIRPA

CCNB2 FXYD6 NGFRAPI SLC4543

CDC42SE1 GALNT3 NIPSNAPI SPAGS

CDC7 GMNN ORC6L SRGN

CDCA2 GPR44 PAQR7 SUPT3H

CDCA8 GPSM1 PAXIPI TMED4

CDK1 GPSM2 PGGTIB TMPO

CEACAMA4 GRAMDIA PIK3R1 TNFSF13B

CENPA H3F3B PKM?2 TOB1

CENPM HISTIH2BD PKMYTI TP53INP1

CEPI52 HIST2H4A/HIST2H4B PLAGL2 TPSB2/TPSABI

CIRBP HMGB2 PLK] TPX2

COMMD6 HOXA10 PLK4 TRIM25

CSF3R HOXA4 PLSCRI TRIM45

CSTA HOXB?2 POLE TROAP

CTDSPL HOXB4 PRAMI VIM
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Supplementary Table 1. List of 132 genes present in the GEP signature with prognostic
value in a cohort of non-allografted patients, and measured by real-time PCR using

Tagman Low-Density Arrays.

Genes overexpressed in long-term Genes underexpressed in long term
responders responders
n=35 genes n=40 genes

ADAMS8 ALDH2
AHNAK AMPD3
ANXA8/ANXASL1/ANXA8L2 BZRAP1
APH1A C20o0rf27
APOC2/APOC4 CD21orf25
ARHGEF3 CCNA2
BAG5 cDC7
C9orf21 CDCA8
CDC42SE1 CEACAMA4
ERGIC1 CEP152
FADS3 ciT
FL103577 CPNE2
HIVEP1 CSF3R
HOXA10 CTDSPL
HOXA4 DHFR
HOXB2 DNAZ2L
HOXB4 ENG
HOXB5 ETV6
KCTD1 FSTLE
KIAA0649 GALNT3
KLRB1 GPSM2
LMNA GRAMDI1A
LOC286052 KNTC1
PGGT1B LOC146909
PHYH LOC445075
PIK3R1 ORC6L
PSEN2 PAXIP1
RAB27B PDSS1
RPS6KAS PKP4
SDSL PLSCR1
SLC45A3 POLE
TOB1 POL
VIM PRAM1
ZBTB33 RETN
ZFR TAF5
TIFA
TMPO
TROAP
TRPM2
TSPAN14
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Supplementary Table 4. List of 293 genes differentially expressed in NPMIwt/FLT3-
ITDneg patients in high density arrays. Archivo digital adjunto.

Supplementary Table 5. List of 19 genes differentially expressed according to treatment
outcome both in the overall series and the NPMIwt/FLT3-ITDneg subset of patients,

based on the transcriptome analysis performed with high-density arrays.

LOC442075 LOCI146909 TMPO PSEN2
PLSCR1 ORC6L PAXIPI BAGS
RETN KNTCl1 CEPI52 ERGICI
ENG TROAP POLQ SLC4543
PD531 CDC7 TOBI
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ANEXO 3. TRABAJOS RELACIONADOS CON LA TESIS

Brief Report

MYELOID NEOPLASIA

Favorable outcome of patients with acute myeloid leukemia harboring
a low-allelic burden FLT3-ITD mutation and concomitant NPM1
mutation: relevance to post-remission therapy

Marta Pratcorona,’ Salut Brunet,” Josep Nomdedéu,” Josep Maria Ribera,® Mar Tormo,* Rafael Duarte,® Lourdes Escoda,®
Ramon Guardia,” M. Paz Queipo de Llano,® Olga Salamero,” Joan Bargay,'® Carmen Pedro," Josep Maria Marti,'?
Montserrat Torrebadell,' Marina Diaz-Bey4,' Mireia Camés,'® Dolors Colomer,' Montserrat Hoyos,” Jorge Sierra,?

and Jordi Esteve,' on behalf of the Grupo Cooperativo Para el Estudio y Tratamiento de las Leucemias Agudas
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Key Points

* In intermediate-risk AML,
effect of FLT3 burden is
modulated by NPM1
mutation, especially in
patients with a low ratio.

* Combined evaluation of NPM1
mutation and FLT3-ITD burden
might contribute to identify
patients who benefit from early
allogeneic HSCT.

"Hematology Department, Hospital Sant Joan de Déu, Esplugues de Liobregat, Spain

Risk associated to FLT3 internal tandem duplication (FLT3-ITD) in patients with acute
myeloid leukemia (AML) may depend on | anditsi ion with other
mutations. We analyzed the effect of FLT3-ITD/FLT3 wild-type (FLT3wt) ratio depending
on NPM1 mutation (NPM‘Imut) in 303 patients with intermediate-risk cytogenetics AML

treated with i h py. A g NPM1mut patients, FLT3wt and low ratio
(<0.5) subgroups sh d survival.. lapse risk, and leukemia-free survival,
whereas hlgh ratlo (=0.5) patlems had a worse outcome. In NPMiwt AML, FLT3-ITD
b da with higher risk of relapse and shortened
ovarall survlval than FLTM patients. Allogeneic stem cell transplantation in CR1 was
d with a reduced relapse risk in all lecul bgroups with the ption of
NPM1mut AML with absent or low ratio FLT3-ITD. In conclusion, effect of FLT3 burden is
dulated by NPM1 , especially in patients with a low ratio. (Blood. 2013;121(14):
2734-2738)
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ORIGINAL ARTICLE

Acute myeloid leukemia with translocation (8;16)(p11;p13) and
MYST3-CREBBP rearrangement harbors a distinctive
microRNA signature targeting RET proto-oncogene

M Diaz-Beya'*, A Navarro®®, G Ferrer’, T Diaz?, B Gel®, M Camés®, M Pratcorona’, M Torrebadell®, M Rozman®, D Colomer®, M Monzo?
and J Esteve’

Acute myeloid leukemia (AML) with t(8;16)(p11;p13) (t(8;16) AML) has unique clinico-biological characteristics, but its microRNA
pattern is unknown. We analyzed 670 microRNAs in seven patients with t(8;16) AML and 113 with other AML subtypes. Hierarchical
cluster analysis showed that all t(8;16) AML patients grouped in an independent cluster. Supervised analysis revealed a distinctive
signature of 94-microRNAs, most of which were downregulated, including miR-21 and cluster miR-17-92. The mRNA expression
analysis of two known transcription factors of these microRNAs (STAT3 and c-Myc, respectively) showed significant downregulation
of STAT3 (P= 0.04). A bioinformatic analysis showed that 29 of the downregulated microRNAs might be regulated by methylation;
we treated a t(8;16) AML sample with 5-aza-2'-deoxycytidine (5-AZA-dC) and trichostatin A and found that 27 microRNAs were re-
expressed after treatment. However, there was no difference in methylation status between t(8;16) and other AML subtypes, either
overall or in the microRNA promoter. Cross-correlation of mRNA and microRNA expression identified RET as a potential target of
several microRNAs. A Renilla-luciferase assay and flow cytometry after transfection with pre-microRNAs confirmed that RET is
regulated by miR-218, miR-128, miR-27b, miR-15a and miR-195. In conclusion, t(8;16) AML harbors a specific microRNA signature
that is partially epigenetically regulated and targets RET proto-oncogene.

Leukemia (2013) 27, 595-603; doi:10.1038/leu.2012.278
Keywords: t(8;16) AML; MYST3; CREBBP; microRNA; RET; MOZ-CBP
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Abstract
Significant progress in the understanding of the genetic ba-
sis of acute myeloid leukemia (AML) has been made during
the last 30 years. The aim of the present study was to assess
whether the detection of recurrent gene rearrangements by
fluorescent in situ hybridization (FISH) studies and NPM1 and
FLT3 gene mutations by molecular studies added clinically
relevant information to the karyotype in 113 AML patients.
Thus, FISH and molecular studies were found to add new in-
formation in 22 and 55% of the patients, respectively, par-
ticularly in cases with normal karyotype (NK) or when a cyto-
genetic analysis failed. Patients with NK changed their ge-
netic risk group to favorable in 27 and 29% of cases using FISH
and molecular biology studies, respectively. Our results dem-
onstrate that molecular biology and FISH studies provide rel-
evantinformationin AML and should be routinely performed.
Copyright © 2002 S Karger AG, Basel

Introduction

Acute myeloid leukemia (AML) is a heterogeneous
clonal disorder of hematopoietic stem and progenitor
cells. The diagnosis of AML is generally established on
the basis of @ minimum blast percentage of 20% in bone
marrow and/or peripheral blood. Nonetheless, the pres-
ence of several well-defined chromosomal abnormalities
such as t(8;21)(q22;q22), t(15;17)(q22;q12) and inv(16)
(p13.1g22) or t(16;16)(p13.1q22) are a sufficient criterion
for AML diagnosis, regardless of the number of blast
cells. Approximately half of the patients diagnosed with
AML have normal karyotype (NK). Among them, muta-
tions in nucleophosmin (NPM1) and fms-related tyrosine
kinase-internal tandem duplication (FLT3-ITD) are
found in approximately half and one third of patients,
respectively [1-4].

Prognosis of AML is highly diverse and can be estab-
lished by combining cytogenetic information and gene
mutations. Recurrent genetic abnormalities such as t(8;
21){q22;q22)/RUNXI1-RUNXITI; 1(15;17)(q22;912)/PML-
RARA; inv(16)(p13.1q22) or t{16;16)Xpl3.1;q22)/CBFB-
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