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Malgrat que és costum donar peu a la seccié d’agraiments citant algun filosof,
cientific o escriptor, no goso fer-ho per pudor i ignorancia. Aixo si, parafrasejaré a
una companya de I’'Hospital Clinic, “Xavi, lo bueno de las guardias es que siempre
se acaban”. Darrera d’aquest axioma aparentment senzill i evident, sempre vaig
trobar un bri d’esperanca. Es I'esséncia de I'estoicisme constructiu, una mena de
“mode espora” proactiu. Sempre he envejat aquells companys que ja sigui per
ferma autoconviccid o per una mena d’hedonisme vocacional et deien amb un
somriure a la cara: “doncs a mi m’agraden les guardies” o “les guardies sdn molt
necessaries, s’hi apren molt”. Bé, davant la consecucié d’un éxit hom hauria de
sentir-se euforic, perd viscut des de I'estoicisme, més aviat se sent alleujat. Quan
s’albira la meta després d’una carrera de fons és el moment de reflexionar i el més
important, preguntar-se si I'esfor¢ ha valgut la pena. Suposadament, I'assoliment
de les fites marcades és motiu suficient per concloure que I'afany ha valgut la pena,
pero sota el meu punt de vista, només té un sentit vertader si s’ha gaudit del cami.
Tal i com funciona el mén académic i les carreres professionals en medicina, no
crec que tinguem el luxe de poder-nos-ho plantejar. Crec que per poder contestar
de forma positiva a la pregunta és necessari defugir d’'una idea purament finalista.
L'important d’'una tesi no hauria d’ésser simplement tenir-la. Tal i com ho veig, la
generacié d’una tesi ens ofereix el privilegi de poder expressar-nos. Es una porta
oberta a emetre reflexions, transgressions, aplaudiments i enuigs. Basicament és
una porta oberta a I'expressio del pensament critic, que en essencia és el vertader
motor del creixement personal.

Obviament, la seccié d’agraiments serveix per dedicar unes paraules als mestres i
companys que han contribuit d’alguna manera al nostre aprenentatge. No em veig
capac¢ de ser just en anomenar uns companys i inevitablement deixar-me uns
altres. No sé on és correcte retallar. Aixi que malgrat ésser una atipia no faré
mencions especifiques. Prefereixo agrair globalment als meus companys i mentors
de I'Hospital Clinic i de I'Hospital del Mar per haver-me transmeés coneixements i
sobretot, per permetre’'m gaudir de la seva faceta humana. Aqui em permeto una
excepcid per dedicar unes paraules al meu director, el Benet Nomdedeu. Vull

agrair-te la confianca que vas dipositar en mi i que sempre em donessis suport i



autonomia. Gracies per introduir-me al moén de les SMD i per transmetre’m rigor i
entusiasme.

A la meva familia, dir-vos que us admiro. Gracies per recolzar-me sempre.
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Introduccié

Introduccid a les neoplasies mieloides

Denominem neoplasies mieloides al conjunt de neoplasies derivades d’un
progenitor mieloide. A partir d’'un cel-lula mare totipotent anomenada cel-lula
mare limfomieloide (CFU-LM), amb capacitat de proliferacié, diferenciacié i
autorenovacio sorgeixen la cél-lula germinal limfoide (CFU-L) i la cel-lula germinal
mieloide (CFU-M) (Ogawa, 1993; Ploemacher, 1999). Aquesta ultima és capac de
donar lloc a poblacions compromeses cap a la diferenciacié en alguna de les linies
mieloides. Segons la classificacid de I’'Organitzaci6 Mundial de la Salut (OMS), la
série mieloide engloba a les linies granulocitica (neutrofils, eosinofils i basofils),
monocitica/macrofagica, eritroide, megacariocitica i mastocitica (Jaffe et al, 2001;
Swerdlow et al, 2008, 2017). L'espectre clinico-biologic de les diferents neoplasies
mieloides dependra de si es produeix un excés de proliferacid d’'una o més linies
mieloides, per 'absencia o alteracio de la maduracid dels precursors mieloides o bé
si es produeix una mielopoesi inefectiva i/o disfuncional. Aixi, si els precursors
mieloides tenen defectes en la maduracié amb o sense avantatges proliferatives
donaran lloc a una leucemia aguda mieloide (LMA). Per contra, si els precursors
mieloides maduren de manera efectiva es desenvoluparan les neoplasies
mieloproliferatives croniques (NMP) i si aquests maduren de forma inefica¢ o
disfuncional donaran lloc a les sindromes mielodisplastiques (SMD). Finalment, les
neoplasies mieloides que presenten trets propis de les SMD (displasia morfologica,
citopénies, risc d’evolucio a LMA) i de les NMP (leucocitosi, trombocitosi,
visceromegalies) configuren el grup de les neoplasies
mielodisplastiques/mieloproliferatives.
La classificacio de 'OMS 2017 (Swerdlow et al, 2017) de les neoplasies mieloides
inclou nou categories:

- Neoplasies mieloproliferatives

- Mastocitosis

- Neoplasies mieloides i limfoides amb eosinofilia i reordenament dels gens

PDGFRA, PDGFRB, FGFR1 i PCM1-JAK2
- Neoplasies mielodisplastiques/mieloproliferatives

O Leucémia mielomonocitica cronica
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O Leucémia mieloide cronica atipica, BCR-ABL1-negativa
0 Leucémia mielomonocitica juvenil
0 Neoplasia mielodisplastica/mieloproliferativa amb sideroblasts en
anell i trombocitosi
0 Neoplasia mielodisplastica/mieloproliferativa, inclassificable
- Sindromes mielodisplastiques
0 Sindrome mielodisplastica amb displasia unilinia
0 Sindrome mielodisplastica amb sideroblasts en anell
0 Sindrome mielodisplastica amb displasia multilinia
0 Sindrome mielodisplastica amb excés de blasts
= Sindrome mielodisplastica amb excés de blasts i predomini
eritroide
= Sindrome mielodisplastica amb excés de blasts i fibrosi
Sindrome mielodisplastica amb displasia unilinia
Sindrome mielodisplastica amb delecié (5q) aillada

Sindrome mielodisplastica, inclassificable

O O O O

Sindrome mielodisplastica de la infancia
= Citopenia refractaria de la infancia
- Neoplasies mieloides amb predisposicio a linia germinal
- Leucémies agudes mieloides i neoplasies de precursors relacionades
- Neoplasia de cel-lules dendritiques plasmocitoides blastiques

- Leucémies agudes de llinatge ambigu (amb component mieloide)

2. Definicio de les sindromes mielodisplastiques i de la leucemia mielomonocitica

cronica

Les sindromes mielodisplastiques (SMD) sén un grup heterogeni de patologies
clonals de la cel-lula mare hematopoeética (Jaiswal & Ebert, 2014; Woll et al, 2014)
caracteritzades per la presencia de citopénies, displasia en una o més series
hematopoetiques, hematopoesi inefectiva i una inherent propensio a I’'evolucié a la
LMA (Bennett et al, 1982; Cazzola & Malcovati, 2005; Tefferi & Vardiman, 2009).

Habitualment presenten un moll d’os hipercel-lular o normocel-lular, malgrat que
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pot ser hipocel-lular en aproximadament el 10-15% dels casos (Tuzuner et al, 1995;
Bennett & Orazi, 2009).

La leucemia mielomonocitica cronica (LMMC) és una patologia clonal originada en
la cél-lula mare hematopoeética amb caracteristiques propies de les neoplasies
mieloproliferatives i de les sindromes mielodisplastiques. La LMMC es caracteritza
per la preséncia de monocitosi a sang periférica acompanyada de displasia a
medul-la Ossia. Les citopénies, especialment anemia i plaguetopeénia, son freqlients
i en alguns casos s’observa la presencia d’hepato i/o esplenomegalia. Tal i com
succeeix amb les sindromes mielodisplastiques presenten una propensid inherent a

evolucionar a una LMA (Jaffe et al, 2001; Swerdlow et al, 2008, 2017).

Aproximacio historica a la nosologia de les sindromes mielodisplastiques i de la
leucemia mielomonocitica cronica. Justificacié de I'estudi conjunt d’ambdues

entitats en una unica tesi doctoral

Abans de la utilitzacié sistematica del terme sindrome mielodisplastica I'lany 1982
(Bennett et al, 1982), aquest grup heterogeni de patologies van rebre diferents
denominacions. L'any 1938, Rhoads i Barker varen utilitzar el terme anémia
refractaria per descriure un subgrup d’anémies d’etiologia desconeguda que no
responien al tractament (Steensma, 2012). L'any 1949, Hamilton-Patterson
utilitzaria la denominacié d’anémia preleucemica per referir-se a alguns casos
d’anémia refractaria que evolucionaven a una leucémia aguda (Steensma, 2012).
L'any 1956, Bjorkman defini I'anemia refractaria amb sideroblasts en anell.
Posteriorment s’usaren diferents denominacions fent especial emfasi al risc
d’evolucid leucémica que presentaven aquestes patologies: preleucemia (Block et
al, 1953), leucemia aguda quiescent (Rheingold et al, 1963) i sindrome
preleucémica (Saarni & Linman, 1973). L'any 1974, Sexauer i col-laboradors
introduiren el concepte de leucémia mielomonocitca subaguda i, el mateix any,
Miescher i Farquet, el de leucémia mielomonocitica cronica (Steensma, 2012).

L'any 1976 es va produir la reunio del grup Frances-America-Britanic (FAB) per a la
classificacio de les leucémies agudes i es va introduir per primera vegada el terme

de sindromes dismielopoietiques (Bennett et al, 1976). S’empra per definir un grup
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de patologies que presentaven trets comuns amb les leucémies agudes perd de
curs més cronic i que es presentaven habitualment a la gent gran. Es va arribar al
consens que el llindar de blasts a moll d’os que s’usaria per diferenciar les LMA de
les SMD seria del 30%. Inicialment, es van reconeixer dos subtipus diferents:
anemia refractaria amb excés de blasts i leucemia mielomonocitica cronica
(LMMC). Posteriorment, el grup cooperatiu FAB (Bennett et al, 1982) proposa una
classificacio més detallada d’aquestes entitats: anémia refractaria (AR), anémia
refractaria amb sideroblasts en anell (ARSA), leucéemia mielomonocitica cronica
(LMMC), anémia refractaria amb excés de blasts (AREB) i anémia refractaria amb
excés de blasts en transformacié (AREB-T). Posteriorment, les categories
proposades foren novament revisades a les classificacions de I'OMS del 2001 (Jaffe
et al, 2001), 2008 (Swerdlow et al, 2008) i 2017 (Swerdlow et al, 2017). Les
principals diferéncies foren |'addicié de la citopénia refractaria amb displasia
multilinia (CRDM) i la sindrome mielodisplastica amb del(5q) aillada. D’altra banda,
la LMMC fou integrada en una nova categoria anomenada neoplasies
mielodisplastiques/mieloproliferatives basant-se en el fet que presentava
caracteristiques propies de les SMD (displasia morfologica, citopenies, risc
d’evolucid a leucémia) i de les neoplasies mieloproliferatives (ocasionalment,
leucocitosi, esplenomegalia i/o trombocitosi). Les classificacions de la FAB i de
I’'OMS 2001, 2008 i 2017 seran revisades a I'apartat “diagnostic i classificacié de les
sindromes mielodisplastiques i de la leucémia mielomonocitica cronica”. A la figura
1 es resumeix |'evolucié historica de les diferents classificacions de les sindromes

mielodisplastiques.
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Evolution of Classification of Myelodysplastic Syndromes

il morbo di Guglielmo:
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Figura 1. Evolucié historica de les diferents classificacions de les sindromes mielodisplastiques (FAB

1976, FAB 1982, OMS 2001 i OMS 2008). Adaptat de (Steensma, 2012).

Tal i com s’ha exposat, com que la LMMC ha estat classificada historicament com
un subtipus especific de SMD, els sistemes de valoracié pronostica han estat
comuns en ambdues patologies. Malgrat que existien index pronostics especifics
per a la LMMC, aquests estaven basats en series curtes de pacients i el seu Us no
estava prou estes entre la comunitat cientifica (Worsley et al, 1988; Gonzalez-
Medina et al, 2002; Aul et al, 1992). L'any 2002 es publica el MD Anderson
prognostic scoring system (MDAPS), el primer score basat en una série llarga de
213 pacients amb LMMC, malgrat que el seu Us tampoc va ésser massa generalitzat
(Onida et al, 2002; Beran et al, 2007). Des del 2013 han aparegut diversos index
pronostics especifics per a la LMMC, essent el CMML-specific prognostic scoring
system (CPSS) I'score més ampliament acceptat per a la valoracié pronostica

especifica de la LMMC (Such et al, 2013).
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Per tot I'anterior, malgrat que les classificacions actuals escindeixen la LMMC de les
SMD i la classifiguen com un subtipus especific de neoplasia
mielodisplastica/mieloproliferativa, les similituds clinico-biologiques d’ambdues
fan que sigui logic revisar-les de forma conjunta en el present projecte de tesi.
D’altra banda, les seves particularitats especifiques fan atractiva la valoracié
individualitzada d’ambdues, fent especial emfasi en intentar establir millores en
guant al seu abordatge pronostic independent, objectiu fonamental de la present

tesi doctoral.

Epidemiologia

4.1 Sindromes mielodisplastiques

La mediana d’edat al diagnostic es situa entre els 70-75 anys i es presenten més
freqlientment en homes, en una proporcié aproximada de 2:1 (Rollison et al,
2008). Donat que establir un diagnostic de certesa pot resultar complex, la seva
incidencia exacta és dificil de determinar. La incidéncia estimada és de 3-5 casos
per cada 100.000 habitants/any a la poblacid general i d’almenys 20 casos per cada
100.000 habitants/any a la poblacié de més de 70 anys. Aproximadament, uns
100.000 nous casos de SMD sén diagnosticats anualment a Estats Units i uns
25.000 casos a Europa. L'envelliment progressiu de la poblacio suposa que les SMD
siguin una malaltia d’elevada rellevancia a la practica clinica diaria (Rollison et al,

2008; Germing et al, 2004b; Swerdlow et al, 2017).

4.2 Leucémia mielomonocitica cronica

La mediana d’edat al diagnostic es situa entre els 65-75 anys i es presenta més
freqglientment en homes, en una proporcio aproximada de 1,5-3:1 (Swerdlow et al,
2017). Hi ha poca informacié fefaent respecte la incidéncia real de la LMMC. En
alguns estudis epidemiologics ha estat agrupada amb les leucémies mieloides
croniques i en d’altres s’ha considerat un subgrup de SMD (Swerdlow et al, 2017).
En alguns estudis s’ha estimat que les LMMC suposen aproximadament el 30% de
les SMD (Swerdlow et al, 2017). En un estudi recent del grup holandées de SMD, la

incidéncia fou de 0,4 casos per cada 100.000 habitants/any a la poblacié general i
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de 3,8 casos per cada 100.000 habitants/any en la poblacié de més de 80 anys
(Dinmohamed et al, 2014).

Etiologia

5.1 Sindromes mielodisplastiques

Les SMD primaries o de novo es desenvolupen sense una historia coneguda
d’exposicié a radioterapia i/o quimioterapia. Si existis aquest antecedent
d’exposicié hauriem d’establir el diagnostic de neoplasia mieloide relacionada amb
el tractament (subtipus SMD). Les possibles etiologies de les SMD de novo inclouen
I’exposicid a toxics mediambientals (benzens, tabac, amoni, dissolvents, pesticides,
etc.) i la presencia d’antecedents familiars de neoplasies hematopoétiques (Strom
et al, 2005; Swerdlow et al, 2017). L’anémia aplastica adquirida també s’ha associat
a un risc incrementat de desenvolupar una SMD (Bagby & Meyers, 2007, 2009).
Finalment, existeixen sindromes familiars associades a mutacions en linia germinal
gue predisposen a desenvolupar una LMA o una SMD. A la nova classificacié de
I'OMS de 2017 es dedica un capitol sencer a aquestes entitats sota el titol de
neoplasies mieloides amb predisposicio a linia germinal. De forma resumida
podriem considerar tres grans grups de neoplasies mieloides amb predisposicié a
linia germinal basant-nos en la mutacié existent i la preséncia o abséncia de
malalties o disfuncions organiques previes. El primer grup inclou les neoplasies
mieloides associades a mutacions en linia germinal de CEBPA o DDX41,
caracteritzades per la preséncia d’'una SMD o una LMA sense altres disfuncions
organiques significatives ni malalties previes. El segon grup inclou les neoplasies
mieloides associades a mutacions en linia germinal de RUNX1, ANKRD26 o ETV6, en
gue els pacients afectats presenten una historia previa d’alteracions en el nombre
i/o funcid plaquetaries. El tercer grup inclou les neoplasies mieloides associades a
mutacions en linia germinal en qué els pacients freqientment exhibeixen
anomalies o malalties no hematologiques addicionals. Les entitats que conformen
aquest tercer grup son les neoplasies mieloides amb mutacions en linia germinal de
GATA?2 (sindrome de MonoMAC; deficiencia de cel-lules dendritiques, monaocits,

limfocits B i NK associada a vulnerabilitat a les infeccions viriques; SMD/LMA
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familiar, i sindrome de Emberger); les neoplasies mieloides associades amb
alteracions de la biologia dels teldmers (sindromes associats a mutacions germinals
en els gens TERC o TERT i la disqueratosi congenita); les neoplasies mieloides
associades a sindromes de falla medul-lar (anémia de Fanconi, neutropénia
congénita severa, sindrome de Shwachman-Diamond i anémia de Diamond-
Blackfan), que acostumen a apareéixer durant la infantesa, i les neoplasies mieloides
associades a la sindrome de Down (mutacions germinals en el gen GATA1),
neurofibromatosi (mutacions germinals en el gen NF1) i a la sindrome de Noonan

(mutacions germinals en el gen PTPN11) (Swerdlow et al, 2017).

5.2 Leucémia mielomonocitica cronica

L’etiologia de la LMMC és desconeguda, perd s’accepta que tal i com succeeix amb
les SMD, I'exposicié a toxics mediambientals (benzens, tabac, amoni, dissolvents,
pesticides, ...) podria associar-se a un risc incrementat de desenvolupar una LMMC.
Si existis I'antecedent d’exposicié a radioterapia i/o quimioterapia hauriem
d’establir el diagnostic de neoplasia mieloide relacionada amb el tractament
(subtipus LMMC). Dintre del capitol de 'OMS 2017 de neoplasies mieloides amb
predisposicio a linia germinal es discuteixen les associades a neurofibromatosi, per
mutacions germinals en el gen NF1, i les associades a la sindrome de Noonan, per
mutacions germinals en el gen PTPN11. Aquestes mutacions predisposen a
desenvolupar una neoplasia mieloide amb caracteristiques properes a la LMMC
anomenada leucémia mielomonocitica juvenil (Swerdlow et al, 2017). Les
mutacions somatiques adquirides en aquests gens, al igual que altres mutacions
conegudes d’altres gens integrants de la via del RAS (NRAS, KRAS, CBL) s’associen
amb formes proliferatives de la LMMC (ltzykson et al, 2017, 2013a; Elena et al,
2016).

Patogénia

6.1 Patogenia de les sindromes mielodisplastiques
Per tal de revisar la patogénia de les SMD partirem de la definicié d’aquestes

entitats, ja que aquesta ens aporta pistes sobre els mecanismes biologics
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subjacents al seu desenvolupament. Tal i com hem esmentat préviament, les SMD
son un grup de patologies clonals de la célllula mare hematopoeética
caracteritzades per la presencia de citopénies, displasia en una o més séries
hematopoetiques, hematopoesi inefectiva i una inherent propensié a I’evolucié a la
LMA.

Malgrat que s’ha acceptat durant anys que les SMD s’originen a la cél-lula mare
hematopoetica o hematopoetic stem cell (HSC), la demostracié formal d’aquesta
afirmacid a nivell genetic no ha aparegut fins fa pocs anys (Nilsson et al, 2000;
Jaiswal & Ebert, 2014; Woll et al, 2014). A un interessant estudi de Nilsson i
col-laboradors estudiaren especificament el grup de SMD amb delecid aillada de
(5q) per tal de trobar la cél-lula d’origen. Dels 10 pacients estudiats, cap va
presentar |'alteracid genetica al compartiment de cel-lules T i només un va
presentar la delecié 5q (del 5q) a la poblacié de cél-lules B. Aixd permetria
hipotetitzar que la cel-lula d’origen podria ser un progenitor mieloide i no una
cél-lula limfo-mieloide pluripotent. Malgrat aix0, quan varen separar el
compartiment de HSC CD34+/CD38-, almenys el 94% de les cél-lules presentaven
una del 5qg analitzades per hibridacio in situ fluorescent (FISH). A més, en tres de
cinc pacients analitzats, varen detectar la del 5q per FISH al compartiment de
cél-lules pro-B CD34+/CD19+ (Nilsson et al, 2000).

Fins I'any 2014 no varem disposar d’una demostracié formal a nivell molecular de
que la HSC és la cél-lula d’origen de les SMD. Woll i col-laboradors varen analitzar
un conjunt de mutacions classicament descrites a les SMD tant al DNA extret de la
cel-lularitat medul-lar total com al DNA extret del pool de HSC (Lin-/CD34+/CD38-
/CD90+/CD45RA-). Totes les mutacions presents a la cel-lularitat medul-lar total
foren detectades també a la poblaci6 de HSC (Woll et al, 2014). Aquesta
interessant troballa aporta una forta evidencia sobre I'existéncia de la stem cell
mielodisplastica, cosa que podria obrir noves vies d’investigacié a nivell terapeutic,
i de que tal i com s’ha assumit durant anys, les SMD sén un grup de neoplasies de
la cél-lula mare hematopoética (Jaiswal & Ebert, 2014). En aquest model, les HSC
mutades presentarien avantatges competitives respecte de les HSC normals, fet
qgue predisposaria a l'establiment d’'una hematopoesi clonal. Encara que no

existeixen evidéncies clares sobre la causa subjacent a la displasia morfologica en
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aquestes entitats, a diferéncia del que succeeix a la LMA, els precursors que
derivarien d’aquestes HSC mutades presentarien la capacitat de madurar, malgrat
gue en ocasions la maduracid podria establir-se d’'una manera quelcom
disfuncional i/o displastica (Raza & Galili, 2012).

L’Unic criteri diagnostic minim que s’ha d’acomplir per poder establir el diagnostic
de SMD és la preséncia d’almenys una citopénia. Podriem arribar a diagnosticar
una SMD sense que es constatés la presencia de displasia significativa en alguna de
les tres series mieloides sempre que el pacient presentés una alteracié citogenética
definitoria de SMD (Jaffe et al, 2001; Swerdlow et al, 2008, 2017). Les citopénies a
les SMD solen associar-se a una hematopoesi inefectiva, o dit d’'una altra manera,
solen deure’s a un increment de |'apoptosi (Raza et al, 1995; Parcharidou et al,
1999). Per exemple, en les SMD amb del 5q, el fenotip caracteristic de la malaltia
(anémia macrocitica; megacariocits monolobulats; hipoplasia de la serie eritroide, i
trombocitosi, o si més no, abséncia de plaquetopénia) sembla associar-se a un
fenomen d’haploinsuficiéncia per perdua de la regié cromosomica 5932-33. En un
interessant estudi d’Ebert i col-laboradors, en qué s’utilitza la técnica de I’ARN
d’interferencia, es demostra que el bloqueig del gen de la proteina ribosomal
RPS14 provocava un bloqueig de la diferenciacié de la serie eritroide (Ebert et al,
2008). La infraexpressio de RPS14 s’associa amb un increment de la proteina p53 al
compartiment eritroide, el que ocasiona un increment de I'apoptosi i determinaria
la classica hipoplasia eritroide que s’observa en aquest subtipus de SMD (Dutt et al,
2011; Schneider et al, 2016). Malgrat que la hipoplasia eritroide observada a les
SMD amb del 5g suposa un elegant model per explicar I'increment de I'apoptosi
observada a les SMD, la majoria de les SMD presenten un moll d’os hipercel-lular.
Una possible explicacio és que les cel-lules clonals presenten una avantatge
proliferativa respecte de les cél-lules hematopoéetiques no clonals pero al mateix
temps sdn més sensibles a patir processos d’apoptosi intramedul-lar (Raza & Galili,
2012). Cal remarcar, que en les SMD de baix risc o sense excés de blasts, els
processos d’apoptosi determinen les citopénies, principal problema clinic d’aquest
grup de pacients, que en general presenten una baixa freqliencia d’evolucié a LMA.
Per contra, quan comencen a apareixer mecanismes de resisténcia a I'apoptosi, les

SMD presenten un risc incrementat de progressi6 a LMA. En aquest sentit,
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I"augment de I'expressio de la proteina antiapoptotica BCL2 s’ha relacionat amb un
disminucié de l'apoptosi i un increment en el risc de transformacié leucémica
(Parker et al, 2000; Shimazaki et al, 2000). La desregulacié immune també es troba
a la base de la patogénia de les SMD i es relaciona directament amb I'apoptosi que
actuaria com un mecanisme efector final en molts casos. Aquesta hipotesi es
sustenta en la presencia de fenomens d’autoimmunitat en les SMD (Epperson et al,
2001; Voulgarelis et al, 2004; Giannouli et al, 2004, 2012; Pilhorn et al, 2012;
Montoro et al, 2018); la milloria de les citopénies i de la hematopoesi després de
gue els pacients rebin tractaments immunosupressors, com per exemple la
globulina antitimocitica (ATG) o la ciclosporina en SMD de baix risc (Yazji et al,
2003; Passweg et al, 2011), i la disfuncié de multiples compartiments immunes
(Kordasti et al, 2007, 2009; Kotsianidis et al, 2009; Bouchliou et al, 2011; Kiladjian
et al, 2006; Epling-Burnette et al, 2007; Chamuleau et al, 2009). Es creu que la
naturalesa d’aquesta disfuncio immune és molt diferent en comparar les SMD de
baix i d’alt risc. En les SMD de baix risc, el sistema immune esta en una fase
“activada”, en un estat proinflamatori que promou un increment de I'apoptosi dels
progenitors hematopoeétics. Per contra, a les SMD d’alt risc, el sistema immune
esta en una fase “gastada”, en un estat d'immunosupressié on fracassen els
mecanismes d’immunovigilancia i la neoplasia aconsegueix evadir el sistema
immune (Kerkhoff et al, 2013). D’aquesta manera, a les SMD de baix risc
observariem increments de la resposta Th17, cel-lules NK i limfocits T citotoxics
CD8+, i disminucions de la resposta T reguladora (Treg) i del nombre i funcionalitat
de les cel-lules mieloides supressores (MDSC), que segons alguns estudis semblen
regular la resposta Treg (Kittang et al, 2016). Per contra, a les SMD d’alt risc
observariem disminucions en els components immunes amb activitat efectora com
la resposta Th17, NK i T citotoxica, i increments en el components relacionats amb
funcions d’evasié de la resposta immune com la resposta Treg i de les MDSC
(Kerkhoff et al, 2013). Malgrat que existeixen poques dades sobre quins son els
mecanismes subjacents a aquesta desregulacid immune sembla que les cel-lules
dendritiques (DCs) podrien tenir un rol cabdal (Kerkhoff et al, 2013). Existeixen
guatre grans subtipus de DCs presents a sang periférica: les DCs plasmocitoides

(pDCs) especialitzades en la secrecio d’interferé de tipus | (alfa i beta), les DCs
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mieloides de tipus 1 (mDC CD1c+) especialitzades en polaritzar la immunitat cap a
la resposta immune Thl, les DCs mieloides de tipus 2 (mDC CD141+)
especialitzades en orquestrar respostes immunes tipus Th2 i les Slan DCs o 6-sulfo
LacNAc DCs encarregades de la produccié de citocines proinflamatories i IL-12.
Aquestes ultimes cel-lules dendritiques sén considerades actualment un subtipus
de monaocit (patrolling monocytes), en concret, un monocit de fenotip no classic o
Mo3, ja que en estudis d’expressio genica presentaven un perfil més proper al dels
monocits que al de les cel-lules dendritiques mieloides (van Leeuwen-Kerkhoff et
al, 2017). En diferents estudis s’han trobat alteracions en la funcid i el nombre dels
diferents subtipus de DCs. A més existeixen evidencies sobre la naturalesa clonal
de les pDCs i mDcs en les SMD. Ma i col-laboradors demostraren que les pDCs i
mDCs circulants d’un grup de SMD compartien les alteracions citogeneétiques
previament observades a moll d’os (Ma et al, 2004). En alguns estudis s’ha
observat una disminucié del nombre de pDCs i mDCs a les SMD, especialment a les
SMD d’alt risc (Saft et al, 2013). També s’han reportat alteracions en la maduracié
de les DCs, en la distribucié d’alguns subtipus, en la secrecid de citocines i en la
induccio de la proliferacio dels limfocits T (Kerkhoff et al, 2013).

Tal i com hem vist fins ara, el desenvolupament de la malaltia obeeix a un procés
multifactorial. En la ultima part de la definicié s’incideix en qué les SMD presenten
un risc inherent d’evolucié a la LMA. Les SMD parteixen, com hem esmentat
anteriorment, d’'una hematopoesi clonal iniciada en una HSC mutada que presenta
avantatges competitius sobre el pool de HSC normals. Els pacients amb una SMD
qgue finalment desenvolupen una LMA adquireixen noves mutacions que
confereixen capacitat d’autorenovacid i una avantatge proliferativa tant en el
compartiment més immadur (stem cell mielodisplastica) com en progenitors
mieloides més madurs (Woll et al, 2014). Malgrat que la hipotesi d’adquisicio
seqliencial de noves mutacions és un constructe elegant i senzill per entendre
I’evolucié de les SMD de baix risc a formes més agressives i finalment a la LMA
(Steensma et al, 2015), noves dades indiquen que la majoria de les “noves”
mutacions detectades en el moment del desenvolupament de la LMA mitjancant
tecniques de next generation sequencing (NGS) convencionals, amb freqgliencies

al-leliques (VAF) d’entorn el 2%, ja estaven presents al moment del diagnostic quan
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s’'utilitzen técniques de NGS molt més sensibles (Duncavage et al, 2016). Aixo
implicaria que en el moment de I'aguditzacié es produiria una seleccid i expansio
d’una clona preexistent amb avantatges competitives respecte a la resta de clones
existents. D’aquesta manera, podriem inferir que la jerarquia clonal inicial
d’aquestes entitats és hipercomplexa i que s’allunya parcialment de la hipotesi de
I’adquisicié seqliencial de mutacions. Malgrat aixo incidirem en aquesta ultima
hipotesi ja que és, actualment, la més acceptada. Estudis recents basats en la
seqlienciacido de I'exoma de més de 30.000 persones sense historia coneguda
d’hemopatia maligna mitjancant NGS amb sensibilitats de deteccié de mutacions
entorn al 2% demostraren la preséncia de mutacions somatiques recurrents en
gens associats a patologia mieloide en aproximadament el 10% de les persones de
més de 65 anys i en més d’un 20% de les persones majors de 90 anys (Jaiswal et al,
2014; Genovese et al, 2014; Xie et al, 2014). A causa de la predominanca
d’aquestes mutacions en persones d’edat avancada s’usa el terme d’hematopoesi
clonal associada a I’edat per descriure a aquest fenomen (Jaiswal et al, 2014; Xie et
al, 2014). Les persones que presentaven aquesta hematopoesi clonal presentaven
un marcat increment de risc per desenvolupar posteriorment una neoplasia
hematologica (aproximadament 11 vegades més risc que la poblacid control que
no presentava mutacions en els estudis esmentats). Conseqlientment al risc
inherent de desenvolupar hemopaties, que en alguns estudis es situa entorn al 0,5-
1% anual, es va endegar el concepte d’hematopoesi clonal de potencial
indeterminat (clonal hematopoiesis of indeterminate potential, CHIP) (Steensma et
al, 2015). Malgrat l'important increment de la freqliencia relativa en el
desenvolupament d’hemopaties que sembla associar-se al fet de presentar
hematopoesi clonal, la freqiieéncia absoluta de desenvolupament era molt baixa, de
menys d’'un 5% amb un seguiment de 5 anys. La majoria de les persones que
presentaven mutacions solien presentar una Unica mutacio, tant els que
posteriorment acabarien desenvolupant neoplasies hematologiques com els que
no, pero aquells que desenvolupaven hemopaties presentaven una carrega
mutacional significativament més elevada (VAF entorn al 25% al moment de la
deteccid) (Jaiswal et al, 2014). Com veurem posteriorment les SMD acostumen a

presentar de mitjana 2,6 mutacions al moment del diagnostic (Bejar, 2017a).
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Aquestes dades apunten a qué probablement les persones amb CHIP que acaben
desenvolupant una SMD presenten una adquisicié seqliencial de mutacions que
determinen el fenotip final de la malaltia. Ens els estudis esmentats no es donaven
dades de si en el moment de desenvolupar la neoplasia hematologica presentaven
una complexitat molecular més elevada que la observada al moment del
diagnostic, pero és previsible que aixi fos. Els gens que es van trobar més
freqglientment mutats foren DNMT3A, TET2 i ASXL1 (Jaiswal et al, 2014; Genovese
et al, 2014). Malgrat que s’ha homogeneitzat el valor de les diferents mutacions
qgue engloba el concepte de CHIP com possible entitat precursora d’hemopatia,
actualment existeixen controversies sobre el valor diferencial de cada una
d’aquestes mutacions (Jongen-Lavrencic et al, 2018). Per exemple és cridaner que
la mutaci6 de DNMT3A en persones sanes en els articles esmentats sigui unes 7
vegades superior que les mutacions que segueixen en freqiéncia d’aparicio (TET2 i
ASXL1) (Jaiswal et al, 2014; Genovese et al, 2014). En un article recent es
detectaren mutacions, especialment de DNMT3A, en el 95% de les infermeres d’un
centre sanitari estatunidenc quan s’aplicaren técniques de NGS amb sensibilitats
d’entorn al 0,03% (Young et al, 2016). Aquestes noves metodologies d’error-
corrected sequencing (ECS) permeten augmentar exponencialment la sensibilitat
de deteccié de mutacions mitjancant I'increment de la profunditat de lectura amb
I'ajut de técniques com el doble marcatge génic amb fluorocroms (barcoding) que
permeten reduir el nombre de falsos positius (Young et al, 2016, 2015; Wong et al,
2015). Aquesta capacitat de detectar mutacions amb tan baixa carrega mutacional
permetra reconfigurar el coneixement actual sobre la jerarquia clonal de les
diferents neoplasies hematologiques. En alguns estudis recents s’ha postulat que
les mutacions de DNMT3A apareixerien a la stem cell normal com a mecanisme
facilitador de I'autorenovacid i que inclis apareixerien en situacions fisiologiques
després d’insults medul-lars per fomentar la recuperacio del teixit hematopoétic
(Challen et al, 2011; Jongen-Lavrencic et al, 2018). Per tot I’exposat, les mutacions
de DNMT3A podrien tenir un paper “patogénic” molt diferent a la resta de
mutacions detectades i que defineixen el concepte de CHIP.

En un apartat posterior revisarem de forma amplia les mutacions habitualment

observades en les SMD. Les técniques de seqilienciacid massiva basades en la
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seqlienciacid del genoma (whole genome sequencing; WGS), de I'exoma (whole
exome sequencing; WES) o en I'estudi de panells dirigits a un niumero concret de
gens (panells mieloides) ens ha permes detectar mutacions en aproximadament el
90% dels pacients amb SMD (Papaemmanuil et al, 2013; Haferlach et al, 2014,
Haider et al, 2017; Bejar, 2017a; Bejar et al, 2011b, 2011a). Malgrat que el nombre
de gens recurrentment mutats implicats en la patogénia de les SMD és molt ampli,
aquests es poden agrupar en: mutacions en gens de la maquinaria de splicing
(SF3B1, SRSF2, U2AF1, ZRSR2, PRPF8, LUC7L2), mutacions en reguladors
epigenetics (TET2, DNMT3A, IDH1, IDH2, EZH2, ASXL1), factors de transcripcio
(RUNX1, BCOR, CUX1, ETV6, PHF6, GATAZ2), cinases transductores de senyals
(NRAS, KRAS, JAK2, CBL, NF1, MPL), cohesines (STAG2, SMC(C3, RAD21), gens
implicats en la reparacido de 'ADN (TP53) i gens relacionats amb la replicacié de
’ADN (SETBP1).

Finalment, la desregulacié dels mecanismes epigenétics també juga un paper
fonamental en la patogeénia d’aquestes entitats (Itzykson & Fenaux, 2014). De fet,
dels grups de mutacions préviament esmentats, aquelles relacionades amb els
reguladors epigenetics i la maquinaria de splicing sén les més freqliientment
observades en les SMD. Mentre que les mutacions dels gens del splicing sén
gairebé sempre mutuament excloents, la preséncia de varies mutacions en els gens
reguladors epigenétics és un fet freqient. Tot i aixi, les mutacions dels reguladors
epigenetics que afecten a una mateixa via funcional acostumen a ésser també
mutuament excloents, com per exemple les mutacions en TET2 i IDH1/IDH2 que
regulen la via de la hidroximetilacid (Figueroa et al, 2010). En un apartat posterior
revisarem de forma amplia el coneixement actual sobre els mecanismes
epigenetics de la metilacio i la hidroximetilacié en les SMD incidint especialment en

el seu impacte pronostic.

6.2 Patogenia de la leucémia mielomonaocitica cronica

La patogenia de la LMMC és molt propera a la de les SMD i moltes de les evidéncies
recollides en les SMD sdén aplicables a la LMMC. De la mateixa manera que succeeix
amb les SMD es postula que s’origina en la HSC. En un article recent de Itzykson i

col-laboradors es revisa de forma elegant la jerarquia clonal de la LMMC i es donen
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evidencies solides de que s’origina en una stem cell CD34+CD38-CD90+ que
presenta mutacions iniciadores o driver que li confereixen avantatges competitives
sobre les stem cell no clonals (ltzykson et al, 2013b). Sembla que la mutacié de
TET2 podria tractar-se d’un esdeveniment iniciador en la LMMC i que determinaria
la dominancia clonal i I'expansid dels progenitors granulo-monocitics (ltzykson et
al, 2013b; Itzykson & Solary, 2013). El model proposat es basaria basicament en
I’adquisicié lineal de mutacions, essent especialment freqlient I'adquisicidé precog
de mutacions en el gen SRSF2, que cooperaria amb les mutacions de TET2 per
desenvolupar una dominancia clonal esbiaixada afavorint |'expansié dels
progenitors granulo-monocitics. En aquest sentit, en altres treballs s’ha demostrat
gue els ratolins knock out pel gen TET2 desenvolupen una hematopoesi amb una
marcada expansid del component granulo-monocitic (Li et al, 2011). Les co-
mutacions de TET2 i SRSF2 podrien considerar-se com la firma génica de la LMMC
(Cazzola et al, 2013; Itzykson et al, 2017, 2013a, 2013b). L'adquisicid d’altres
mutacions en fases més tardanes en gens de la via de RAS com per exemple KRAS,
NRAS, CBL, NF1 o PTPN11 permetria el desenvolupament de fenotips proliferatius
de la malaltia basats en la hipersensibilitat al factor estimulant de colonies granulo-
monocitiques (GM-CSF) (Itzykson & Solary, 2013). En aquesta linia, les LMMCs amb
mutacions de la via de RAS no només presentarien una hipersensibilitat al GM-CSF
sind que a més presentarien un creixement autonom de cultius de colonies
granulo-monocitiques, tret diferencial de les LMMCs proliferatives amb aquest
subtipus de mutacions i que les diferencia de les variants displastiques i de la resta
de SMD (Geissler et al, 2016). Finalment, les mutacions d’ ASXL1 que es troben en
aproximadament un 40% de les LMMCs tindrien un paper bimodal, fent funcions
de mutacions iniciadores afavorint la diferenciacié granulo-monocitica inclds en
absencia de mutacions en TET2 i d’altra banda podrien afavorir I’evolucié a formes
més agressives i a la LMA (ltzykson et al, 2013b). Com posteriorment revisarem, el
diagnostic de LMMC pot ésser francament complicat ja que multiples situacions
reactives podrien justificar monocitosis persistents i a que les alteracions
citogenetiques son infreqlents (entorn a un 25% dels casos) i per tant, pot ser
dificultds trobar marcadors de clonalitat. En aquest sentit I'estudi especific de

mutacions en TET2 (aproximadament 50% de les LMMC), SRSF2 (aproximadament
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50% de les LMMC) i ASXL1 (aproximadament 40% de les LMMC) és
extraordinariament rentable, ja que aproximadament el 90% de les LMMC
presentaran mutacions en algun d’aquest tres gens (Meggendorfer et al, 2014;
Itzykson et al, 2013a; Elena et al, 2016). Si a més ampliem I’estudi a I'analisi de les
mutacions de la via del RAS (KRAS, NRAS, CBL, NF1, PTPN11) que es troben
presents en aproximadament el 30% dels pacients, seriem capacos de detectar
mutacions en practicament la totalitat de les LMMCs (Meggendorfer et al, 2014;
ltzykson et al, 2013a; Elena et al, 2016). En un apartat posterior explicarem
ampliament el valor diagnostic i pronostic de les principals mutacions en la LMMC.
De la mateixa manera que explicavem préeviament en descriure la patogenia de les
SMD, tant l'apoptosi (Marcondes et al, 2008; Invernizzi et al, 2006) com la
desregulacié immune (Peker et al, 2015; Hadjadj et al, 2014) juguen un paper
fonamental per determinar el desenvolupament de la LMMC. Per ultim, els
mecanismes de regulacié epigenética, especialment la metilacid de ’ADN juga un
paper fonamental en la genesi i evolucié de la malaltia (Yamazaki et al, 2012;

Palomo et al, 2018; Meldi et al, 2015).

Manifestacions cliniques

Malgrat que alguns pacients poden estar asimptomatics i podrien ser diagnosticats
d’'una SMD o LMMC com a troballa incidental d’una citopénia lleu o d’una
monocitosi en un hemograma, la majoria presenten simptomes derivats de les
seves citopénies, especialment de I'anemia que acostuma a ser el motiu de
consulta més freqient. Els pacients que presenten plaquetopénia o neutropénia
poden presentar un risc incrementat de sagnat o infeccid. Les visceromegalies sén
molt infreqlients en les SMD perd poden aparéixer amb certa fregliencia en les
LMMC, especialment en les variants proliferatives que es defineixen per la
preséncia de >13.000 leucocits/mm?® i que poden presentar infiltracié en altres
localitzacions: afectacié cutania, hipertrofia gingival, adenopaties, etc. Durant
I’evolucié de la LMMC, els pacients poden presentar simptomes constitucionals
(astenia, febre, pérdua de pes, sudoracié nocturna) (Swerdlow et al, 2008, 2017).
Ocasionalment les SMD i més rarament les LMMC poden presentar una dermatosi

neutrofilica febril aguda o sindrome de Sweet, caracteritzada per febre, neutrofilia,
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lesions eritematoses cutanies doloroses (papules, noduls i plaques) i un infiltrat
inflamatori difus constituit fonamentalment per polimorfonuclears neutrofils

habitualment localitzats a la dermis superior (Avivi et al, 1999).

Diagnostic i classificacié de les sindromes mielodisplastiques i de la leucémia

mielomonocitica cronica

La citologia constitueix la base del diagnostic de les SMD i de la LMMC. La valoracié
guantitativa dels signes de displasia es fara a les extensions de MO tenyides amb
una tincié panoptica. A més és necessari valorar una extensié de MO tenyida amb
la tincid de Perls per a avaluar els diposits de ferro del sistema mononuclear-
fagocitic i realitzar un recompte percentual de sideroblasts. Les extensions de SP
també seran tenyides amb una tincié panoptica, cosa que permetra realitzar una
valoracidé qualitativa dels signes de displasia i un recompte percentual de blasts.
Segons la classificaci6 de I'OMS es considera que una linia mieloide
(megacariocitica, eritroide o granulocitica) presenta displasia significativa quan, a
MO, el 10% o més de dels seus elements presenta displasia. Per a |'avaluacio de la
displasia es recomana la valoracié de 30 megacariocits, 200 neutrofils i 200
precursors de serie eritroide. Per tal d’establir el percentatge de blasts es
recomana realitzar un recompte diferencial en 200 leucocits a SP i 500 cél-lules a
MO (Jaffe et al, 2001; Swerdlow et al, 2008, 2017). Tant a la classificacié de 'OMS
com a diferents publicacions del International Working Group on Morphology of
Myelodysplastic Syndromes (IWGM-MDS) es descriuen els seglients trets displastics
(Mufti et al, 2008; Goasguen et al, 2014, 2016, 2009, 2018):

- Trets de diseritropoesi: ponts internuclears, irregularitats del contorn

nuclear, cariorrexi, multinuclearitat, canvis megaloblastics, PAS positivitat,
vacuolitzacid citoplasmatica, sideroblasts en anell (sideroblasts amb
presencia de cinc o més granuls d’hemosiderina en disposicié perinuclear
cobrint almenys un ter¢ del contorn nuclear).

- Trets de disgranulopoesi: mida inusualment gran o petita, hipo o

desgranulacié citoplasmatica, cossos de Ddéhle, hiposegmentacid nuclear

(pseudo Pelger-Huét), hipersegmentacié nuclear, granulacié pseudo
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Chediak-Higashi, bastons d’Auer, nucli en anell, nucli en mirall,
hipercondensacié cromatinica tipus clumping.

- Trets de dismegacariopoesi: megacariocits de nucli hipo o monolobulat,

binucleats, de nuclis dispersos, micromegacariocits.

8.1 Diagnostic i classificacid de les sindromes mielodisplastiques

El criteri diagnostic minim necessari per establir un diagnostic de SMD és la
preseéncia d’almenys una citopénia persistent (anemia, plaquetopénia i/o
neutropenia). La preséncia de displasia en alguna de les tres séries mieloides
(granulocitica, megacariocitica i/o eritroide) és una troballa quasi ubiqua pero no
és imprescindible per establir-ne el diagnostic. De fet, podem arribar-ne al
diagnostic amb la preséncia d’una citopénia associada a una alteracid citogenética
definitoria de SMD (Jaffe et al, 2001; Swerdlow et al, 2008, 2017). En propers
apartats revisarem el valor diagnostic de la citogenetica en les SMD. Per tant, el
diagnostic de SMD requereix de la preséncia de citopénia/es persistent/s no
justificables per causes secundaries en presencia d’almenys displasia significativa
en una o més series mieloides i/o increment del percentatge de mieloblasts, i en
absencia d’aquestes troballes morfologiques, es requereix la preséncia d’anomalies
citogenetiques clonals definitories de SMD.

Les SMD soén un grup de patologies amb presentacions cliniques heterogenies. La
presencia de displasia amb o sense citopénies no és una troballa especifica
d’aquestes entitats i per aix0 és fonamental descartar altres causes secundaries,
clonals o no clonals, que puguin justificar-les (Figura 2) (Bejar, 2015). Per aixo,
establir un diagnostic de certesa de SMD pot ésser francament complicat i
requerira de la integracio de dades cliniqgues (anamnesi dirigida i exploracio fisica
completa), de laboratori (hemograma i biogquimica complets fent especial émfasi
en: factors maduratius, nivells de coure, bioquimica férrica, funcié hepatica, funcié
tiroidal, perfil autoimmunitari, proteinograma i serologies viriques), dades
morfologiques (estudi citologic a sang periferica i moll d’os, estudis citoquimics a
moll d’os com la tincid de Perls), estudis immunofenotipics, que poden aportar
informacié de suport en casos de diagnostic complex, i, per ultim, estudis genétics

(citogenética i biologia molecular) (Malcovati et al, 2013; Greenberg et al, 2017,
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Grupo Espaiiol de Sindromes Mielodisplasicos, 2012). El diagnostic integrat aixi
com el seguiment clinic sera especialment important en aquells casos de SMD de
baix risc que no presentin un increment en el percentatge de blasts, que no
mostrin anomalies citogenétiques i que presentin displasia granulocitica o eritroide
properes al llindar establert de significacid sense displasia megacariocitica, que és
la displasia més reproduible, i que no tinguin sideroblasts en anell a I'estudi del
ferro medul-lar. Si a més sén pacients pluripatologics, troballa habitual al diagnostic
de les SMD, ja que es diagnostiqguen amb una mediana d’edat entorn als 75 anys,
amb diferents causes que poden justificar la displasia i la/es citopénia/es
observades, que en ocasions poden ser molt lleus, establir un diagnostic fefaent

pot ésser una tasca quasi impossible.

P i Y //Fanconi >,/ \\
/ Aplastic Anemia ¢ Anemla;/; Acute Myeloid |
BV h 8 Leukemia )
( Medications ) HepB/C / 2
\ =
\
Autoimm\:n\e\ Reroiysma) \
Noct | i g 4
Disorders Hepatic or H:m:(r::ia Myelodysplastic Myeloproliferative |
Renal Disease Syndromes (MDS) | Neoplasms
Alcohol ) Vitamin Deficiencies
\ Abuse Copper Deficiency 6L
R Iron Deficiency NS
Non-Clonal Clonal

Figura 2. Diagnostic diferencial entre les SMD i altres causes de citopenies clonals o no clonals amb

o sense displasia. Adaptat de (Bejar, 2015).

Per aix0, les series recollides a la literatura que valoren el pronostic de les SMD de
baix i molt baix risc podrien estar quelcom artefactades per la presencia de
pacients diagnosticats de SMD quan en realitat no ho sén. En un estudi se’ls ha
anomenat com a pacients amb un weak MDS morphological phenotype
(Nomdedeu et al, 2017a). En aquest mateix estudi publicat per Nomdedeu i
col-laboradors valorant I'impacte pronostic de la perdua del cromosoma Y (-Y),
troballa habitual en les SMD i en persones d’edat avancada, varen analitzar si en el

grup -Y, el percentatge de pacients amb un weak MDS morphological phenotype

22



Introduccié

era significativament superior en comparacié amb el grup de SMD amb cariotip
normal, ja que si aixo fos aixi es podria inferir que el millor pronodstic que mostren
els pacients amb -Y, especialment pel que fa a la reduccié del risc transformacio a
LMA, podria deure’s a una possible contaminacié per casos que realment no sén
SMD. La realitzacié d’aquesta analisi partia de la hipotesi que potser alguns casos
amb un weak MDS morphological phenotype podrien haver rebut amb més facilitat
I'etiqueta de SMD pel fet de trobar un cariotip amb una alteracié clonal, malgrat
gue -Y no sigui una alteracié definitoria de SMD. L’analisi va demostrar que no hi
havia un percentatge més elevat de pacients amb aquest fenotip dubtds de SMD
en el grup amb -Y i que, per tant, hauriem de proposar hipotesis alternatives per tal
d’explicar el bon pronostic que aporta aquesta alteracio citogenética (Schanz et al,
2012; Nomdedeu et al, 2017a). En aquest context, en qué establir un diagnostic de
certesa es fa especialment complicat, és on I'estudi de mutacions per NGS aporta
una informacio realment util, ja que la majoria de les SMD (fins a un 90% dels
casos) presentaran almenys una mutacié en algun dels gens habitualment
analitzats (Papaemmanuil et al, 2013; Haferlach et al, 2014; Haider et al, 2017,
Bejar, 2017a; Bejar et al, 2011b, 2011a). En un apartat posterior comentarem
ampliament el valor dels estudis de seqlienciacié massiva pel diagnostic de les

SMD.

8.1.1 Criteris minims pel diagnostic de les sindromes mielodisplastiques
Aquests criteris foren definits per consens I'lany 2007 després de la reunié d’un
comite d’experts en el diagnostic i maneig de les SMD format per integrants del
National Comprehensive Cancer Network (NCCN), del International Working group
(IWG) i de la European Leukemia Net (ELN). Es definiren uns prerequisits, un criteris
decisius i uns co-criteris (Valent et al, 2007).

- Prerequisits (s’"han d’acomplir ambdds suposits):

O Preséncia d’'una o més citopénies persistents durant almenys 6
mesos (hemoglobina < 11g/dL, neutrdfils <1.500/mm? i/o plaquetes
<100.000/mm?>).

0 Exclusié d’altres patologies hematologiques o no hematologiques

que justifiquin la citopénia i/o displasia.
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- Criteris decisius (almenys 1):
0 Displasia en almenys el 10% de les cel-lules d’'una o més de les linies
mieloides a moll d’os.
O Preseéncia de 5-19% de blasts a moll d’os.
0 Alteracions cromosomiques tipigues de SMD identificades
mitjancant citogeneética convencional o FISH (5g-, -7, +8, 20g-, ...).
- Co-criteris (quan es compleixen els prerequisits perd no els criteris
decisius):
O Fenotip atipic per citometria de flux que orienta a poblacid
monoclonal.
0 Dades moleculars de clonalitat: HUMARA, perfil génic, mutacions
puntuals (RAS).

0 Disminucié de la formacid de colonies a moll d’os i sang perifeérica.

Quan el pacient presenta una citopénia persistent per no compleix els criteris
minims per establir el diagnostic de SMD (abséncia de displasia significativa i
d’anomalies citogenéetiques definitories de SMD) s’anomena citopenia idiopatica de
significat incert (Idiopathic Cytopenia of Undetermined Significance; ICUS). Per
contra, quan s’observa una displasia significativa en abséncia de citopénies
persistents s"anomena displasia idiopatica de significat incert (Idiopathic Dysplasia
of Undetermined Significance; IDUS). Aquestes entitats podrien considerar-se com
fases precoces d’una SMD (Valent et al, 2007; Valent & Horny, 2009; Valent et al,
2011; Valent, 2018). Tal i com varem comentar a I'apartat de la patogénia de les
SMD, I'adveniment de les técniques de seqlienciaciéd massiva ha permes detectar
mutacions en persones sanes, especialment en persones d’edat avancada, el que
demostra que la presencia d’hematopoesi clonal associada a I'edat (age-related
clonal hematopoesi) podria considerar-se com un fenomen predecessor en les
neoplasies mieloides (Jaiswal et al, 2014; Genovese et al, 2014; Xie et al, 2014). La
presencia d’aquestes mutacions sembla predisposar a un risc indeterminat pel
desenvolupament de neoplasies hematologiques, pel que Steensma i
col-laboradors endegaren el concepte d’hematopoesi clonal de potencial

indeterminat que coneixem amb I'acronim CHIP (Steensma et al, 2015). Un cop
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conegut el concepte d’ICUS i CHIP podem postular que el pas previ al
desenvolupament d’'una SMD podria ser una ICUS que presenta hematopoesi
clonal o CHIP i que, evidentment, no acompleix els criteris de I’'OMS pel diagnostic
de SMD. A aquesta entitat se la coneix amb el nom de citopénia clonal de significat
incert (Clonal Cytopenia of Undetermined Significance; CCUS). Per tant, podriem
parlar de tres condicions precoces relacionades amb les SMD (Mufti et al, 2018;
Valent, 2018; Bejar, 2017b; Steensma et al, 2015):

a) ICUS: citopenies idiopatiques persistents sense displasia significativa ni
anomalies citogenetiques definitories de SMD i que no presenten
hematopoesi clonal.

b) CHIP: preséncia d’hematopoesi clonal en absencia de citopénies.

c) CCUS: citopenies idiopatiques persistents sense displasia significativa ni
anomalies citogenéetiques definitories de SMD i que presenten hematopoesi
clonal (CHIP).

Malgrat que el concepte de IDUS no ha estat revisat de forma detallada a la
literatura podriem hipotetitzar sobre |'existencia de la displasia clonal de significat
incert (CDUS). Aquesta entitat, malgrat no haver estat descrita a dia d’avui,
representaria una passa més avancada en la ontogénia de les SMD que les IDUS.
Finalment, Kwok i col-laboradors demostraren que les ICUS amb cert grau de
displasia (sempre menys d’un 10% de les cél-lules de les diferents séries mieloides)
presentaven una freqiiéncia de mutacions significativament més elevada que la de
les ICUS sense displasia (62% vs. 20%) i que aquesta era molt propera a la del grup

de SMD analitzat (71%) (Kwok et al, 2015).

8.1.2 Classificacio de les sindromes mielodisplastiques

8.1.2.1 Classificacié FAB

L'any 1982 un grup cooperatiu Francés-America-Britanic (FAB) va desenvolupar la
primera classificacio de les SMD (Taula 1) (Bennett et al, 1982). Varen definir-se
cinc categories basades en: el percentatge de blasts a SP i MO, la preséncia de
bastons d’Auer, la xifra de monocits a SP i el percentatge de sideroblasts en anell.

La classificacio FAB va estar vigent durant quasi 20 anys aportant una elevada
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utilitat diagnostica i pronostica. En aquesta classificacié la LMMC era considerada

un subtipus de SMD.

Taula 1. Classificacio FAB de les SMD.

Blasts SP Blasts MO Monocits SP Sideroblasts en
(%) (%) (x10°/L) anell MO (%)
AR <1 <5 <1x10°/L <15

sense bastons d’Auer

ARSA <1 <5 <1x10°/L >15
sense bastons d’Auer

AREB <5 5-19 <1x109/L Indiferent
sense bastons d’Auer

AREB-T >5 20-29i/o <1x109/L Indiferent

amb bastons d’Auer

LMMC MD/MP <5 0-20 >1x109/L Indiferent

Abreviatures. AR: anémia refractaria; ARSA: anémia refractaria amb sideroblasts en anell; AREB:
anémia refractaria amb excés de blasts; AREB-T: anémia refractaria amb excés de blasts en
transformacié; LMMC: leucemia mielomonocitica cronica; MD: variant mielodisplastica, <13x10°
leucocits/L; MP: variant mieloproliferativa, 213x109 leucocits/L; SP: sang periférica; MO: medul-la

ossia.

8.1.2.2 Classificacio OMS 2001

L'any 2001, 'OMS elabora una nova classificacié de les SMD amb I'objectiu de
millorar el valor diagnostic i pronostic de la classificacido FAB (Taula 2) (Jaffe et al,
2001). Es varen definir 8 categories basades en les variables: nombre de citopénies,
percentatge de blasts a SP i MO, preséncia de bastons d’Auer, percentatge de
sideroblasts en anell i la deteccié de la delecié aillada de (5q). Aquesta classificacid
va tenir una gran acceptacio per part de la comunitat cientifica. Series de validacié
posterior varen fer @mfasi en el valor pronostic de les categories definides. Aixi les
SMD es podien separar segons I’'OMS 2001 en dues categories de risc: SMD de baix
risc (AR, ARSA) i SMD d’alt risc (AREB, CRDM i CRDM-SA). Malgrat que la “Sindrome
5g-“ ha estat considerada com una SMD de baix risc, a la classificacido de 'OMS no
es feia un esment especific en aquest sentit.

Els principals canvis respecte a la classificacio anterior foren:
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Eliminacié del subtipus AREB-T. Aquells casos que amb un percentatge de
blasts medul-lars igual o superior al 20% sén diagnosticats de LMA.

Els casos amb les alteracions citogenetiques recurrents t(8;21)(q22;922),
inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;922), t(15;17)(g22;912) i reordenaments
de 11923 (gen MLL) son diagnosticats de LMA independentment del
percentatge medul-lar de blasts.

Per tal d’establir el diagnostic d’AR i d’ARSA la displasia ha d’estar
circumscrita a la serie eritroide.

Es defineix la CRDM ja que la preséncia de displasia multilinia va demostrar
tenir implicacions pronostiques desfavorables en les SMD sense excés de
blasts (Balduini et al, 1998; Germing et al, 2000; Verburgh et al, 2007;
Germing et al, 2006).

Es divideix I’AREB en dos grups: AREB-1 i AREB-2.

La LMMC deixa de formar part de les SMD per passar a formar part de les
neoplasies mielodisplastiques/mieloproliferatives.

Es defineix una entitat basada en la deteccié d’una anomalia citogenética
concreta: la “sindrome 5g-“.

Mentre que a la FAB la presencia de bastons d’Auer era definitoria de

I’AREB-T, a 'OMS 2001 és definitoria de I’AREB-2.
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Taula 2. Classificacio OMS 2001 de les SMD.

Blasts Blasts MO Sideroblasts en

Citopeénies Displasia
SP (%) (%) anell MO (%)

AR Anemia <1 <5 <15 Eritroide
ARSA Anéemia 0 <5 >15 Eritroide
CRDM 203 <1 <5 <15 >2 linies
CRDM-SA 203 <1 <5 215 22 linies
AREB-1 1 o varies <5 5-9 Indiferent Indiferent
AREB-2 1 o varies 5-19 10-19 Indiferent Indiferent

Bastons d’Auer*

Sindrome 5g- Anémia <5 <5 Indiferent Megacariocits amb

Plaguetes N o N nucli monolobulat
SMD 203 <1 <5 Indiferent 1 linia
inclassificable

*La presencia de bastons d’Auer és diagnostica d’AREB-2.

Abreviatures. AR: anémia refractaria; ARSA: anémia refractaria amb sideroblasts en anello; CRDM:
citopenia refractaria amb displasia multilinia; CRDM-SA: citopenia refractaria amb displasia
multilinia amb sideroblasts en anell; AREB: anémia refractaria amb excés de blasts; N: normals; SP:

sang periferica; MO: medul-la Ossia.

8.1.2.3 Classificacio OMS 2008

L’any 2008 es publica una nova classificacio OMS (Taula 3) (Swerdlow et al, 2008)
gue tal i com passava amb la classificacid anterior permetia estratificar els pacients
en diferents grups de risc: SMD de baix risc (CRDU i ARSA), SMD de risc intermedi
(CRDM i AREB-1) i SMD d’alt risc (AREB-2). Tal i com succeia amb I'OMS 2001, no es
feia un esment especific a I'estratificacio de risc de les SMD amb delecié 5q aillada.
L’OMS 2008 introduia els seglients canvis respecte a la de I’'OMS 2001:

- Dintre del grup de SMD inclassificable s’engloben els pacients que
presenten citopenies persistents sense displasia significativa perdo que
mostren anomalies citogenetiques definitories de les SMD (es revisaran en
un apartat posterior). En aquest grup també es classifiquen els pacients que
presenten displasia unilinia i pancitopénia, i aquells sense excés de blasts

gue presenten un 1% de blasts a SP.
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El terme d’anemia refractaria passa a ser un subtipus especific de citopénia
refractaria amb displasia unilinia (CRDU). Dintre d’aquesta categoria es
troben I'anémia refractaria, la neutropénia refractaria i la trombocitopénia
refractaria. Aquestes categories es defineixen per presentar displasia
unilinia i maxim dues citopénies. Com hem comentat anteriorment, si
presentessin pancitopénia serien considerades SMD inclassificables.
S’elimina la distincid entre la CRDM i la CRDM-SA ja que en l'estudi de
Germing i col-laboradors de validacié de 'OMS 2001, no observaren
diferencies significatives de supervivéncia ni de risc de transformacio
leucemica entre les CRDM amb <15% o 215% sideroblasts en anell (Germing
et al, 2006). Tots els casos passen a considerar-se CRDM.

El concepte de “sindrome 5g-“ es reserva per a pacients amb un quadre
clinic caracteritzat per la preséncia d’anemia macrocitica, una xifra de
plaguetes normal o elevada i una hipoplasia eritroide a nivell medul-lar. A
I'OMS 2008 es crea una categoria més genérica anomenada SMD amb
delecié 5q aillada.

Es defineix I'entitat provisional de citopenia refractaria de la infancia. Inclou
infants amb citopénies i menys de 2% blasts a SP i menys 5% blasts a MO
junt amb evidéncia de displasia significativa en alguna de les tres séries
mieloides. Aquells pacients amb 2-<20% blasts a SP i 5-<20% blasts a MO es
classificaran seguint els criteris propis de la poblacié adulta.

La preséncia d'un 2-<5% blasts a SP determinara el diagnostic d’AREB-1,
independentment de que el percentatge medul-lar de blasts sigui inferior al

5%.
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Taula 3. Classificacio OMS 2008 de les SMD.

Blasts SP  Blasts Sideroblasts en
Citopénies Displasia
(%) MO (%) anell MO (%)

CRDU lo2 <1 <5 <15 1 linia
ARSA Anemia 0 <5 215 Només eritroide
CRDM Citopénia/es <1 <5 Indiferent >2 linies
AREB-1 Citopénia/es <5 5-9 Indiferent Indiferent
AREB-2 Citopénia/es 5-19 10-19 Indiferent Indiferent

Bastons d’Auer*

SMD del(5q) Anémia <1 <5 Indiferent Megacariocits amb
Plaguetes N o N nucli monolobulat

SMD Citopénia/es <1% <5 <10% en 21 linia

inclassificable mieloide

Alteracions CG

*La presencia de bastons d’Auer és diagnostica d’AREB-2.
Abreviatures. CRDU; citopenia refractaria amb displasia unilinia; ARSA: anémia refractaria amb
sideroblasts en anell; CRDM: citopénia refractaria amb displasia multilinia; AREB: anémia refractaria

amb excés de blasts; SP: sang periféerica; MO: medul-la Ossia.

Abans de revisar la classificacio de I’'OMS 2017, revisarem les formes especials de
SMD, fent especial emfasi en les SMD amb expansio de la série eritroide (preséncia
d’almenys un 50% d’eritroblasts a MO) i l'eritroleucémia que com veurem
posteriorment presenten caracteristiques cliniques, biologiques i pronostiques

similars.

8.1.2.3.1 Formes especials de SMD

Malgrat no constituir subgrups individualitzats, tant les SMD hipoplastiques, com
les SMD amb mielofibrosi i les SMD amb increment de la série eritroide presenten
caracteristiques distintives que revisarem a continuacio.

SMD hipoplastica: malgrat que la majoria de les SMD es presenten amb un moll
normo o hipercel-lular, aproximadament el 10% dels casos mostren
hipocel-lularitat en el moment del diagnostic (Tuzuner et al, 1995; Bennett & Orazi,
2009). El diagnostic diferencial amb I'aplasia medul-lar (AM) pot ésser complex ja

gue aquesta pot presentar una marcada displasia eritroide i en ocasions anomalies
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citogenetiques habituals en les SMD. La presencia de més d’un 10% de neutrofils
hipogranulats a SP, dismegacariopoesi i displasia granulocitica a MO, la preséncia
de sideroblasts en anell, fibrosi, localitzaciéo anormal dels precursors mieloides i un
percentatge incrementat de blasts suggereixen el diagnostic de SMD hipoplastica
més que no pas el d’AM (Bennett & Orazi, 2009). D’altra banda, la presencia d’una
clona d’hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN) podria orientar més al
diagnostic d’AM, malgrat que en les SMD de baix risc, especialment en les
hipoplastiques, també es poden detectar clones d’HPN. Per ultim un 19-36% dels
pacients amb AM presenten les mutacions somatiques habitualment observades
en les SMD. Els gens més freqlientment mutats sén DNMT3A, ASXL1 i BCOR. Encara
gue les mutacions detectades no permeten discriminar entre aquestes dues
entitats en la majoria de casos, les mutacions de PIGA, exclusiva de la AM, i de
BCOR/BCORL1, molt infreqiient en les SMD, estan sobrerepresentades en la AM
(Yoshizato et al, 2015; Kulasekararaj et al, 2014).

SMD amb mielofibrosi: aproximadament el 15% de les SMD presenten fibrosi
reticulinica significativa (grau >2). Les SMD amb fibrosi acostumen a ésser formes
amb excés de blasts, elevat requeriment transfusional i amb anomalies
citogenetiques d’alt risc (Buesche et al, 2008; Della Porta et al, 2009; Ramos et al,
2016).

Tant en les SMD hipoplastiques, com en les SMD amb fibrosi i les ICUS esta
indicada la realitzacié d’una biopsia de moll d’os per tal d’obtenir informacio
complementaria a la de I'aspirat de moll d’os i I’estudi morfologic de SP (Greenberg
et al, 2017; Malcovati et al, 2013; Grupo Espafiol de Sindromes Mielodisplasicos,
2012).

8.1.2.3.1.1 Sindromes mielodisplastiques amb increment de la série eritroide i
eritroleucémia: controveérsies sobre el recompte medul-lar de blasts

El comite d’experts de I'OMS va transmetre una falta de consens sobre quin era el
millor metode per establir el percentatge de blasts en les SMD amb expansid de la
série eritroide (SMD-E), és a dir, aquells casos en qué com succeeix amb
I’eritroleucémia presenten un >50% d’eritroblasts a MO. Malgrat que no existia cap

evidencia sobre si era millor realitzar el recompte en base a la cel-lularitat total o
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en base al compartiment cel-lular no eritroide (CNE), com en I'eritroleucemia, la
recomanacio final va ser que ens les SMD-E el recompte s’havia de realitzar en base
a la cel-lularitat total, com a la resta de SMD (Swerdlow et al, 2008). Per tant, en
tots els casos que presentaven >50% d’eritroblasts a MO s’havia de realitzar un
recompte inicial de blasts basat en la cel-lularitat no eritroide i si el percentatge de
blasts de la CNE era >20% havia d’establir-se el diagnostic de leucémia aguda
eritoide/mieloide o eritroleucémia, i si per contra, el percentatge de blasts de la
CNE era <20% havia d’establir-se el diagnostic de SMD i basar el recompte de blasts
en la cel-lularitat global per tal de designar-ne el subtipus. Aquesta recomanacio
presentava l'inconvenient que el diagnostic d’AREB-2, en absencia de bastons
d’Auer o de més >5% blasts a SP i <10% blasts a MO, no podia ésser establert en les
SMD-E, ja que el percentatge medul-lar minim de blasts per establir-ne el
diagnostic (10%) suposa, en funcié del percentatge de série eritroide (almenys un
50%), un minim d’'un 20% de blasts de la CNE i, per tant, obliga a establir el
diagnostic d’eritroleucémia. Per tant, la categoria de 'OMS de major risc aplicable
en les SMD-E és la d’AREB-1. De la mateixa manera no podriem assignar la
categoria de SMD d’alt risc segons I'IPSS a aquest subgrup de pacients. Per tot
I'anterior, semblava necessari aportar evidéncia cientifica per tal de decidir el
millor métode de recompte de blasts en les SMD-E més enlla del consens al que
s’arriba i que comporta la recomanacio final préeviament exposada. D’altra banda,
malgrat que l'eritroleucémia es va considerar com un subtipus de LMA segons
'OMS 2008, aquesta presentava caracteristiques clinico-patologiques molt
properes a les SMD: la displasia multilinia és freqlent; presenta una elevada
freqliencia d’alteracions citogenetiques propies de les SMD, especialment de
cariotips complexes, i mostra un perfil de mutacions geniques molt més proper al
de les SMD que al de les LMA de novo (Lessard et al, 2005; Park et al, 2004; Cuneo
et al, 1990; Grossmann et al, 2013; Bacher et al, 2011; Hasserjian et al, 2010;
Santos et al, 2009; Zuo et al, 2012; Wang et al, 2016). Per tot I'anterior,
I'eritroleucémia representaria el seglient esglad de risc de les AREB-1 amb
expansié de la série eritroide. Fan falta estudis comparatius d’aquestes entitats
limitrofs per determinar si tal com sembla formen part d’un continuum clinico-

biologic. Aixo és d’especial importancia a I'actualitat, ja que com revisarem al
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proper apartat, el comité d’experts de I’'OMS 2017 ha decidit eliminar la regla del
comptatge de blasts de la cel-lularitat no eritroide i per tant, |'eritroleucémia ha
desaparegut com a entitat. Les “antigues” eritroleucemies han passat a classificar-
se com subtipus especifics de SMD en base al recompte de blasts de la cel-lularitat
total (Arber et al, 2016; Arber & Hasserjian, 2015; Arber, 2017; Swerdlow et al,
2017). La majoria de casos passaran a ésser considerats AREB-2 pero alguns
pacients amb una marcada expansié medul-lar de la série eritroide podrien passar
a ser considerats AREB-1 i inclus SMD sense excés de blasts, cosa que podria
provocar una infraestimacid del risc d’aquests pacients. Una part dels treballs de
I'actual tesi pretén aportar evidencia cientifica sobre la idoneitat de les
recomanacions exposades. A la Taula 4 es resumeixen les caracteristiques
morfologiques de les neoplasies mieloides que cursen amb >50% d’eritroblasts a

moll d’os segons la classificacié de 'OMS 2008.

Taula 4. Caracteristiques morfologiques de les neoplasies mieloides que cursen amb >50%

d’eritroblasts a moll d’os (OMS 2008).

% Eritroblasts MO Troballes a SP/MO Altres troballes Diagnostic
>50% SP: 220 blasts o Criteris de LMA amb LMA amb canvis
MO: 220 blasts de TC canvis relacionats amb relacionats amb
mielodisplasia* mielodisplasia
>80% precursors Escassos Escas component Leucémia eritroide
eritroides immadurs granulocitic pura
>50% SP: <20 blasts MO: 220% blasts de CNE Eritroleucémia

MO: <20 blasts de TC

>50% SP: <20 blasts MO: <20% blasts de CNE SMD
MO: <20 blasts de TC (utilitzar el
percentatge de blasts
de la TC per

subclassificarlos)

* Criteris de LMA amb canvis relacionats amb mielodisplasia: historia prévia de SMD o SMD/NMP, o
alteracions citogenétiques relacionades amb mielodisplasia o displasia multilinia (presencia de trets
displastics en >50% dels elements d’almenys 2 de les 3 séries mieloides). Tot en absencia
d’antecedents de tractament quimioterapic o radioterapic i en absencia d’alteracions

citogenetiques recurrents.
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Abreviatures. MO: medul-la 0ssia; SP: sang periférica; TC: totalitat cel-lular; LMA: leucemia mieloide

aguda. CNE: cel-lularitat no eritroide.

8.1.2.4 Revisio 2017 de la classificacio de ’'OMS

La revisié de la quarta edicido de 'OMS (Swerdlow et al, 2017), tal i com passava

amb la classificacid anterior, permet estratificar els pacients en tres grups de risc

diferents en base a la supervivéncia global i la incidéncia d’evolucié a LMA: SMD de

baix risc (SMD-DU, SMD-SA-DU, SMD amb del(5q) aillada), SMD de risc intermedi

(SMD-DM i SMD-SA-DM) i SMD d’alt risc (SMD-EB). A la revisid de la classificacio de

I’OMS publicada I'any 2017 (Taula 5) s’han introduit els seglients canvis:

S’elimina el recompte de blasts de la cel-lularitat no eritroide en totes les
circumstancies i desapareix I'eritroleucemia com a entitat distintiva. Tots
els casos previament diagnosticats d’eritroleucémia passen a ser classificats
com SMD en base al recompte de blasts de la cel-lularitat total. La majoria
de les eritroleucemies passaran a ser SMD amb excés de blasts. Malgrat no
constituir una categoria es fa un esment especial en I'apartat especific de
les “SMD amb excés de blasts” a les “SMD amb excés de blasts i
predominanca eritroide”. En aquest subapartat s’esmenta que la
significacié de la predominanca eritroide en aquests casos és incerta i que
el percentatge medul-lar d’eritroblasts pot presentar fluctuacions basades
en factors exogens com el tractament o les deficiencies metaboliques
(Wang & Hasserjian, 2012). S’especifica, a més, que les SMD amb excés de
blasts i predominanca eritroide acostumen a presentar cariotips d’alt risc i
mutacions associades a un mal pronostic com RUNXI1, TP53 o ASXL1
(Grossmann et al, 2013; Hasserjian et al, 2010).

Es substitueix el terme “citopénia refractaria” pel de “sindrome
mielodisplastica”, de tal forma que millora la precisié de la nomenclatura
per designar aquells casos en que la linia displastica no coincideix amb la
citopénia observada. Per exemple, una SMD amb displasia unilinia a nivell
de série megacariocitica que presenta una anemia com a unica citopenia.
Per tal d’establir el diagnostic de “SMD inclassificable” basat en la troballa
d’'un 1% de blasts a SP i <5% blasts MO és necessaria la confirmacio en

almenys dos controls consecutius.
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La literatura recent suporta la idea que la preséncia d’una alteracid
citogenetica addicional a les sindromes amb delecié aillada de 59 no
confereix un pitjor pronostic a aquesta entitat, pel que s’inclouen dintre de
les “SMD amb delecié 5q aillada” aquells pacients que presentin una altra
alteracié citogenética associada a excepcidé de la monosomia 7 o delecidé 7q
(Mallo et al, 2011). A la classificacido de 'OMS 2008 només es permetia
aquest suposit si la alteracid citogenetica addicional era la péerdua del
cromosoma Y.

Les SMD amb >15% sideroblasts en anell, amb <5% blasts a MO i sense
del(5q) es consideren “SMD amb sideroblasts en anell” i es subclassifiquen
en “SMD amb sideroblasts en anell i amb displasia unilinia” i “SMD amb
sideroblasts en anell i amb displasia multilina”. Es important remarcar que
les “SMD amb sideroblasts en anell i amb displasia unilinia” no poden
presentar tres citopénies ja que serien reclassificades com “SMD
inclassificables”. En canvi, les “SMD amb sideroblasts en anell i amb
displasia multilinia” poden presentar pancitopenia. En aquells casos en quée
es detecti la mutacié de SF3B1, comptar un 25% de sideroblasts en anell és

suficient per establir-ne el diagnostic.
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Taula 5. Revisid 2017 de la classificacio de I’'OMS.

Linies Blasts Blasts
Citopeénies % SA CG
displastiques SP MO
SMD-DU 1 102 <150<5* <1 <5 Qualsevol®
SMD-DM >1 1-3 <15 0 <5* <1 <5 Qualsevol®
SMD-SA:
-DU 1 lo2 215 0 >5* <1 <5 Qualsevol ®
- DM >1 1-3 215 o >5* <1 <5
SMD amb del(5q) 1-3 lo02 Indiferent <1 <5 del(5q) o
aillada del(5q)+1
(excepte -7 o
del(7q))
SMD-EB
- SMD-EB1 0-3 1-3 Indiferent 2-4 5-9 Qualsevol ®
- SMD-EB2 0-3 1-3 Indiferent  5-19 10-190 Qualsevol ®
Auer
SMD inclassificable
- 1% blasts SP 1-3 1-3 Indiferent 1 <5 Qualsevol®
- Pancitopénia + DU 1 3 Indiferent <1 <5 Qualsevol®
- Alt CG sense 0 1-3 <15* <1 No Auer CG de SMD
displasia

*Si esta present la mutacio de SF3B1. $No criteris SMD del(5q) aillada. #Si 215% de SA, es considera
displasia eritroide significativa = SMD amb SA i displasia unilinia.
Abreviatures. DU: displasia unilinia; DM: displasia multilinia; SA: sideroblasts en anell; EB: excés de

blasts; SP: sang periferica; CG: citogenetica; MO: medul-la ossia.

8.1.3 Paper de Ila citogenética en el diagnostic de les sindromes
mielodisplastiques

La realitzacido d’un estudi citogenetic convencional és imprescindible en I'estudi
inicial de les SMD i a part del seu evident valor diagnostic, és sempre necessari per
establir el pronostic individual i planificar adequadament el tractament. S’han
d’avaluar almenys 20 metafases, encara que I’analisi d’una xifra inferior es podria
considerar informatiu si es detecta una anomalia de caracter clonal. Hauriem de
considerar realitzar una hibridacié in situ fluorescent (FISH) i/o arrays d’hibridacid

genomica comparada (CGH) o de polimorfismes de nucleotid unic (SNP) en

36



Introduccié

pacients en qué no s’hagin obtingut metafases analitzables o que presentin un
cariotip normal amb menys de 20 metafases analitzables. Les sondes de FISH
imprescindibles sén 5qg i 7q. També podrien utilitzar-se les sondes: CEP8, 17p13,
20qg i cromosoma Y (Grupo Espafiol de Sindromes Mielodisplasicos, 2012). Cal
recordar que la informacid de FISH és sempre parcial i que no permet substituir a la
de la citogeneética convencional. Per exemple, mai podrem diagnosticar una SMD
amb delecid 5q aillada pel fet de trobar una delecié de 5q per FISH, ja que no
podrem saber si el pacient presentava altres anomalies citogenétiques associades.
Al voltant d’'un 30-50% dels pacients amb SMD de novo presenten un cariotip
alterat (Vallespi et al, 1998; Solé et al, 2005; Haase et al, 2007; Schanz et al, 2011,
2012). Les alteracions més habituals sén les que impliquen pérdues o guanys de
material cromosomic. A diferéncia del que succeeix amb les LMA, les
translocacions sén molt infreqlients.

Les alteracions més freqlients sén: la delecié d'una part del brac¢ llarg del
cromosoma 5 (del(5q)) en aproximadament el 30% de les SMD (en el 5-10% de les
SMD apareix de forma aillada), monosomia total o parcial del cromosoma 7 (-7,
del(7q)) en aproximadament el 20% dels casos, trisomia del cromosoma 8 (+8) en
aproximadament el 15% dels pacients, péerdua d’una part del brac¢ llarg del
cromosoma 20 (del(20q)) en un 10% de les SMD i pérdua del cromosoma sexual
masculi (-Y) en aproximadament el 6% de les SMD. En aproximadament un 15%
dels pacients es detecta un cariotip complex, que es defineix per la presencia de 3
0 més alteracions cromosomiques (Solé et al, 2005; Haase et al, 2007; Schanz et al,
2011, 2012).

A la taula 6 s’enumeren les alteracions cromosomiques recurrents i les seves
freqgliencies d’aparicié a les SMD segons la classificacid de 'OMS 2017 (Swerdlow et
al, 2017). Aquestes anomalies son diagnostiques de SMD en cas de citopeénies
persistents encara que no presentin trets displastics concloents, excepte: +8,
del(20q) i -Y. Aquestes tres anomalies clonals no son considerades definitories de
SMD ja que també han estat descrites en processos no neoplasics i en gent sana
d’edat avancada (Jaffe et al, 2001; Swerdlow et al, 2008, 2017).

Algunes d’aquestes alteracions citogenétiques s’han relacionat amb alteracions

morfologiques especifiques: del(5q) amb megacariocits monolobulats;
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inv(3)(921;926.2)/t(3;3)(q21.3;026.2) amb agregats de micromegacariocits, i
del(17p) amb un marcat predomini de neutrofils hiposegmentats tipus pseudo
Pelger-Huét i amb neutrofils petits amb vacuols citoplasmatics (Swerdlow et al,

2008, 2017).

Taula 6. Alteracions citogenétiques associades a SMD segons 'OMS 2017.

Alteracions no balancejades Alteracions balancejades
Alteracio Freqiiéncia Alteracio Freqiiéncia
+8 10%* t(11;16)(q23;p13.3) -
-7 o del(7q) 10% t(3;21)(926.2;922.1) -
-5 o del(5q) 10% t(1;3)(p36.3;921.2) 1%
del(20q) 5-8%* t(2;11)(p21;q23) 1%
-Y 5%* inv(3)(921;926.2)/ 1%

t(3;3)(g21.3;926.2)

i(17)(q10) o t(17p) 3-5% (6;9)(p23;q34) 1%
-13 o del(13q) 3%

del(11q) 3%

del(12p) o t(12p) 3%

del(9q) 1-2%

idic(X)(g13) 1-2%

*La seva presencia de forma aillada no permet establir el diagnostico de SMD.

8.1.4 Paper de la biologia molecular en el diagnostic de les sindromes
mielodisplastiques. Técniques de seqlienciacié massiva del genoma

Les tecniques de seqlienciaci6 de I'’ADN han permeés un gran aven¢ en el
coneixement de la patogenia de les SMD. Les tecniques classiques de seqilienciacio
per Sanger (1977), malgrat presentar una elevada fiabilitat presenten grans
inconvenients per a ser aplicades a la rutina diaria de I'estudi de les SMD. Per una
banda permeten analitzar una Unica mutacié per experiment i per altra presenten
una baixa sensibilitat de deteccié (15-20%) (Sanger & Coulson, 1975; Sanger et al,
1977). Amb l'adveniment en els ultims anys de les tecniques de seqiienciacié
massiva massiva o de seqlienciaci6 de nova generacié (Next-Generation
Sequencing; NGS), el coneixement sobre la complexitat molecular d’aquestes
entitats ha crescut exponencialment. La NGS aporta grans avantatges sobre les

tecniques classiques de seqlienciacié com una elevada sensibilitat, que oscil-la
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entre un 0,03% quan s’usen metodes de targeted error-corrected sequencing
(Young et al, 2015; Wong et al, 2015; Young et al, 2016) i un 2% en estudis de NGS
convencionals (Jaiswal et al, 2014; Bejar, 2017a), i la capacitat de seqlienciar un
gran nombre de gens en un mateix experiment, cosa que permet definir perfils
moleculars. En aquest sentit, el desenvolupament de la seqiienciacié dirigida a un
numero determinat de gens, sovint designats com panells de gens (panells
mieloides) ha permeés I'Us de la NGS en I'ambit clinic i cada vegada més centres del
nostre entorn apliquen I'estudi de panells mieloides per NGS com a part de la
rutina diagnostica de les SMD (Grupo Espaiiol de Sindromes Mielodisplasicos,
2012). L'aplicacié de la NGS per a I'estudi del genoma (WGS) o de I'exoma (WES) ha
permes la identificacié d’uns 40 gens recurrentment mutats en les SMD (Figura 3).
Amb el disseny posterior de panells dirigits a I'estudi d’aquestes mutacions
recurrents aconseguim detectar almenys una mutacié somatica en el 90% dels
pacients (Papaemmanuil et al, 2011, 2013; Walter et al, 2011; Delhommeau et al,
2009; Bejar et al, 2011b; Haferlach et al, 2014; Ward et al, 2010; Thota et al, 2014,
Kon et al, 2013; Bejar et al, 2011a; Bejar, 2017a, 2015; Haider et al, 2017).
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Figura 3. Freqlencia de les mutacions somatiques i principals anomalies citogenetiques en les SMD i
distribucio d’aquestes per subtipus. S’inclouen la LMMC, altres subtipus de neoplasies
mielodisplastiques/mieloproliferatives i LMA amb 20-<30% blasts a MO (AREB-T de la FAB). Adaptat

de (Papaemmanuil et al, 2013).

Tot i aixi, a diferéncia del que succeeix amb altres patologies mieloides com les
neoplasies mieloproliferatives en qué s’observa una baixa complexitat molecular i

les mutacions en tres gens especifics (JAK2, CALR, MPL) permeten definir i explicar
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el fenotip de la malaltia, les SMD presenten pocs gens amb freqiliéncies
mutacionals per sobre del 10% (SF3B1, TET2, SRSF2, U2AF1, ASXL1, DNMT3A i
RUNX1), les mutacions observades no son especifiques de la malaltia i molt poques
permeten establir relacions entre el genotip observat i el fenotip de la malaltia
(Cazzola et al, 2013; Bejar, 2017a; Nikpour et al, 2013). En aquest sentit, I'Unica
correlacié entre genotip i fenotip ben establerta a les SMD és la mutacié de SF3B1
amb la preséncia de sideroblasts en anell (Papaemmanuil et al, 2011; Malcovati et
al, 2011a). En aquest sentit, a 'OMS 2017 s’inclou per primera vegada una
mutacid, SF3B1, per establir el diagnostic de SMD amb sideroblasts en anell al grup
de pacients que presentin un percentatge de sideroblasts en anell a MO per sota
del 15% (entre 5% i 14%) i que compleixin la resta de criteris propis d’aquesta
categoria. A la figura 4 es revisen les principals relacions entre genotip i fenotip de
les SMD, neoplasies mielodisplastiques/mieloproliferatives i la leucémia
neutrofilica cronica (Cazzola et al, 2013). A la figura 5 es detallen les principals
associacions entre mutacions, alteracions citogenétiques i subtipus concrets de
SMD o de neoplasies mielodisplastiques/mieloproliferatives, inclosa la LMMC

(Papaemmanuil et al, 2013).

40



Introduccio

Various combinations of founding
driver mutations involving genes of
RNA splicing (SRF2, U2AF1) or
DNA methylation (TET2, DNMT3A),
and subclonal driver mutations
Involving genes like ASXLT, EZH2,
RUNX1, or TP53
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refractory anemia with c Refractory Refractory TET2/SRSF2 com
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mutation: atypical
chronic myeloid
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mutation: chronic
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SF3B1/JAKZ or SF3B1/MPL co-

mutation: refractory anemia with

ring sideroblasts associated with
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Figura 4. Relacions entre genotip i fenotip en les SMD, LMMC, altres neoplasies
mielodisplastiques/mieloproliferatives (ARSA amb trombocitosi i leucémia mieloide cronica atipica)

i la leucémia neutrofilica cronica. Adaptat de (Cazzola et al, 2013).
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Figura 5. Associacions entre mutacions i alteracions citogenetiques amb subtipus concrets de SMD,
LMMC, altres subtipus neoplasies mielodisplastiques/mieloproliferatives i LMA amb 20-<30% blasts

a MO (AREB-T de la FAB). Adaptat de (Papaemmanuil et al, 2013).

Els gens mutats en les SMD es classifiquen segons la funcié de la proteina que
codifiquen. Aixi doncs, s’acostumen a agrupar en: mutacions en gens de la

maquinaria de splicing (SF3B1, SRSF2, U2AF1, ZRSR2, PRPF8, LUC7L2), mutacions
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en reguladors epigenetics (TET2, DNMT3A, IDH1, IDH2, EZH2, ASXL1), factors de
transcripcié (RUNX1, BCOR, CUX1, ETV6, PHF6, GATA?2), cinases transductores de
senyals (NRAS, KRAS, JAK2, CBL, NF1, MPL), cohesines (STAG2, CTCF, SMC(CS3,
RAD21), gens implicats en la reparacié de I’ADN (TP53) i gens relacionats amb la
replicacié de I’ADN (SETBP1). A continuacié detallarem cada un d’aquests grans
grups:

a) Factors de Splicing: es coneix com a mecanisme de splicing cel-lular el
procés de maduracié mitjancant el qual el RNA missatger immadur (pre-
ARNm) elimina les regions introniques i entronca les exoniques per generar
un RNA missatger madur (ARNm). En catala s"anomena mecanisme de tall i
entroncament. Aquest mecanisme esta integrat per 6 ribonucleoproteines
(SNRNP) (U1-U6) i cada SnRNP la conformen aproximadament 10 proteines
associades a un RNA petit que fa funcions de reconeixement. Mutacions en
els components del splicing poden ocasionar retencions introniques totals o
parcials, salts exonics Unics o multiples, talls intraexonics o intraintronics,
etc. Aguestes anomalies que afecten la génesi de I’ARNm poden ocasionar
posteriors problemes en el mecanisme de traduccid a proteines afectant la
seva funcionalitat. Aproximadament el 50-60% de les SMD presenta
mutacions en algun del components del spliceosoma. Els gens que es
trobem mutats amb més freqiiéncia sén: SF3B1 (splicing factor 3b, subunit
1; mutat en aproximadament el 20% de les SMD), SRSF2 (serine/arginine-
rich splicing factor 2; mutat en aproximadament el 15% de les SMD), U2AF1
(U2 small nuclear auxillary factor 1; mutat en aproximadament el 10% de
les SMD), ZRSR2 (zinc finger (CCCH type), RNA binding motif and
serine/arginine rich 2; mutat en aproximadament el 5% de les SMD) i PRPF8
(pre-mRNA processing factor 8, mutat en aproximadament el 3% de les
SMD). Generalment son mutacions mutuament excloents, troballa habitual
guan s’analitzen mutacions que afecten a una mateixa via funcional. La
mutacié de SF3B1 esta present en aproximadament el 80% de les SMD amb
sideroblasts en anell (Papaemmanuil et al, 2011; Malcovati et al, 2011a). La
mutacié de PRPF8 s’ha associat a les SMD que presenten sideroblasts en

anell en abséncia de la mutacié de SF3B1 (Kurtovic-Kozaric et al, 2015).
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b) Reguladors epigenétics: podriem dividir aquest grup en tres subgrups: gens
encarregats de la metilacio de I'’ADN (DNMT3A), gens encarregats de la
hidroximetilacio de 'ADN (TET2, IDH1, IDH2) i gens relacionats amb el codi
de les histones (ASXL1 i EZH2). DNMT3A (DNA methyltransferase 3 alpha;
mutat en aproximadament el 10% de les SMD) codifica per a una ADN
metiltransferasa que s’encarrega de la metilacié de novo (Ley et al, 2010;
Walter et al, 2011). El mecanisme epigeneétic de la metilacié consisteix en
I'addicidé d'un grup metil a les citosines situades a les illes CpG, generant 5-
metilcitosines (5-mC) (Herman & Baylin, 2003). La metilacié de I'ADN és un
un mecanisme de silenciament genic (Herman & Baylin, 2003; Jones &
Baylin, 2002). La hidroximetilacié consisteix en I'addicié d'un grup hidroxil a
les 5-mC generant 5-hidroximetilcitosines (5-hmC). El mecanisme esta
mediat pels gens TET, especialment TET2 (tet methylcytosine dioxygenase 2;
mutat en aproximadament el 20% de les SMD), i s’ha descrit com un
mecanisme fisiologic de demetilacid (Tahiliani et al, 2009; Zhang et al, 2010;
Ito et al, 2010; Guo et al, 2011). IDH 1/2 (isocitrate dehydrogenase 1/2;
mutats en aproximadament el 5% de les SMD) catalitza la decarboxilacié
oxidativa de isocitrat a 2-oxoglutarat, principal cofactor de TET2 en la
reaccido d’hidroxilacio de les 5-mC (Reitman et al, 2011). Les mutacions
d’IDH 1/2 provoquen la conversid6 de lisocitrat a I'oncometabolit 2-
hidroxiglutarat provocant un bloqueig del mecanisme de la hidroximetilacié
(Xu et al, 2011; Ward et al, 2010). Les mutacions de TET2 i IDH 1/2 sén
gairebé sempre mutuament excloents (Figueroa et al, 2010).

ASXL1 (ASXL transcriptional regulator 1; mutat en aproximadament el 15%
de les SMD) i EZH2 (enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2
subunit; mutat en aproximadament el 5% de les SMD) sdn membres de la
familia de proteines del grup Polycomb que actuen com a reguladors
epigenetics. En concret, ASXL1 regula la remodelacio de la cromatina i EZH2
és una histona metiltransferasa que catalitza la trimetilacié de la lisina 27 a
la histona H3 (H3K27me3) provocant la repressio de la transcripcidé genica i
la remodelacid heterocromatinica (Sallman et al, 2017; Uni et al, 2018;

Cabrero et al, 2016; Muto et al, 2013; Shirahata-Adachi et al, 2017).
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c)

d)

e)

f)

Factors de transcripcid: la diferenciacié de les cel-lules hematopoétiques
implica I'activacié de programes d’expressio geénica especifics mitjancant
factors de transcripcié com RUNX1 (runt related transcription factor 1;
mutat en aproximadament el 10% de les SMD), ETV6 (ETS variant 6; mutat
en menys del 5% de les SMD) o BCOR (BCL6 corepressor; mutat en menys
del 5% de les SMD) (Bejar et al, 2011b; Haferlach et al, 2014; Papaemmanuil
etal, 2013).

Transduccié de senyals o Signalling: Per a traduir I'activacié d’un receptor
unit a membrana en una resposta cel-lular, les senyals d’activacido han
d’arribar al nucli per tal d’activar la sintesi proteica. Aixd0 succeeix
mitjancant l'activaci6 d’una cascada intracel-lular de reaccions
bioguimiques, les anomenades vies de transduccid de senyals. Les
mutacions d’elements de les vies de transduccid generalment provoquen
I'activacié constitutiva de la via en abséncia de lligand. Aquest és el
mecanisme classic d’activacio de receptors de factors de creixement amb
activitat tirosina-cinasa. En les SMD s’observen mutacions en gens de la via
dels RAS (Ras-Raf-MEK-ERK-MAPK) com NRAS/KRAS (NRAS/KRAS proto-
oncogene, GTPase; mutats en menys del 5% de les SMD), CBL (Cbl proto-
oncogene; mutat en menys del 5% de les SMD) i NF1 (neurofibromin 1;
mutat en menys del 5% de les SMD), i en la via de JAK-STAT com JAK2
(Janus kinase 2; mutat en aproximadament el 5% de les SMD) i MPL (MPL
proto-oncogene thrombopoetin receptor; mutat en aproximadament el 5%
de les SMD) (Papaemmanuil et al, 2013; Haferlach et al, 2014).

Cohesines: les cohesines sén un complex de proteines encarregades
d’establir i mantenir la cohesié entre les cromatides germanes.
Recentment, en les SMD s’han descrit mutacions muUtuament excloents en
els gens que codifiquen per a aquestes proteines com per exemple STAG2
(stromal antigen 2; mutat en menys del 10% de les SMD) i CTCF (CCCTC-
binding factor; mutat en menys del 5% de les SMD) (Kon et al, 2013; Thota
etal, 2014).

Reparacié de I’ADN: el gen supressor de tumors TP53 (tumor protein p53;

mutat en aproximadament el 10% de les SMD) juga un paper cabdal en la
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coordinacio de la resposta al dany cel-lular, controlant el cicle cel-lular i
I’'apoptosi. La mutaciéo de TP53 presenta una elevada associacié amb les
SMD amb cariotips complexes, aproximadament en el 60% dels casos (Bejar
et al, 2014b), i amb les SMD amb la delecié (5q) aillada, en 10-18% dels
casos (Jadersten et al, 2011; Mallo et al, 2013; Mossner et al, 2016), i els hi
confereix un pronostic advers (Bejar et al, 2014b; Jadersten et al, 2011;
Mallo et al, 2013; Mossner et al, 2016). D’altra banda, la mutacio es troba
en aproximadament el 40% de les SMD secundaries a tractament (Ok et al,
2015b, 2015a). Aquesta és una troballa esperable ja que és un grup de
pacients que presenta una elevada freqiéncia de cariotips complexes.

g) Replicacié de ’ADN: el gen SETBP1 (SET binding protein 1, mutat en menys
del 5% de les SMD) codifica per a una proteina que s'uneix al oncogén

nuclear SET que esta involucrat en la replicacié de I'ADN (Shou et al, 2017).

A la figura 6 s’exposa la distribucié de les principals mutacions somatiques

recurrents en les SMD.

Splicing Factors (~50%) Both Spliging Factors (SF) & Epigenetic Regulators (~45%)
Epigenetic Regulators (ER) -TET2  (20%)
- SF3B1 (18%) Overlap (25%) -ASXL1 (15%)
- U2AF1 (12%) - DNMT3A (12%)
- SRSF2 (12%) -EZH2  (5%)
- ZRSR2 (5%) - IDH1/2  (5%)
- Others (5%) - Others  (5%)

Rarely co-occur with

each other Often co-occur except

for TET2 and IDH

TP53 and no SF or ER (~5%)

Often complex karyotypes with
frequent del(5q), abnormal
chromosome 7, and monosomies

No Common Abnormality (~5%) Other mutations less frequent

Karyotype Abnormality Only (~5%) Mutations in Other Genes Only (~15%)

- Transcription Factors
RUNX1, ETV6, PHF6, GATA2, ...
- Kinase Signalling
NRAS, KRAS, JAK2, CBL, ...
- Cohesins
STAG2, SMC3, RAD21, ...
- DNA Repair

Figura 6. Distribucié de les principals mutacions somatiques recurrents en les SMD. Adaptat de

(Bejar & Steensma, 2014).

La informacidé que aporta la biologia molecular al diagnostic és de gran utilitat,
especialment si s’aplica en un context adequat. Per exemple, davant d’un pacient

amb citopénies i displasia significativa pero limitrof; abséncia de sideroblasts en
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anell; sense excés de blasts; amb cariotip normal o -Y, i preséencia de comorbiditats
gue puguin justificar parcialment la displasia i les citopénies observades
(hepatopatia cronica, nefropatia cronica, hipotiroidisme, etc.), la informacio
molecular pot ser crucial per intentar establir un diagnostic de certesa. Malgrat
aixo, la preséncia d’'una de les mutacions previament descrites, especialment
aquelles que es troben molt freqliientment en els casos de persones sanes amb
hematopoesi clonal, com DNMT3A, TET2 o ASXL1 (Jaiswal et al, 2014; Genovese et
al, 2014), ha de ser valorada amb molta cautela en aquesta poblacié de pacients, ja
gue la mediana d’edat al diagnostic és molt elevada (entorn a 75 anys). La
presencia de CHIP (Steensma et al, 2015) augmenta exponencialment amb I'edat i
per tant la preséncia d’'una Unica mutacid, especialment en els gens esmentats, no
hauria d’ésser considerada una troballa definitiva per a establir-ne el diagnostic. En
aquest sentit, a I'estudi de Jaiswal i col-laboradors, la majoria de persones sanes en
gue es trobaren mutacions presentaven una Unica mutacio i habitualment amb una
baixa freqiéncia al-lelica (VAF mediana: 9%). De les 17.182 persones estudiades,
746 presentaven mutacions (4,3%). D’aquestes, 693 persones (93%) presentaven
una unica mutacid, 49 persones (6,5%) dues mutacions, 2 persones (0,25%) tres
mutacions i 2 persones (0,25%) en presentaven quatre (Jaiswal et al, 2014).
Aguesta informacio pot ser util per intentar diferenciar una vertadera SMD d’una
citopénia secundaria associada a CHIP en gent d’edat avancada. La mitjana de
mutacions al diagnostic de les SMD és 2,6 (Bejar, 2017a) i acostumen a presentar
un increment progressiu a mesura que incrementen la categoria de risc en base a
I'OMS i a I'IPSS (Haferlach et al, 2014; Xu et al, 2017). D’altra banda, la VAF al
diagnostic també acostuma a ser més elevada (30-50%) (Bejar, 2017a). En aquest
context, Malcovati i col-laboradors aplicaren un panell analitzant mutacions en 40
gens a 683 pacients amb citopénies no explicades. El 64% de la poblacié estudiada
presentava almenys una mutacid somatica. Els autors van concloure que la
presencia d’'una mutacié amb una VAF superior o igual al 10% o la troballa de dues
mutacions tenia un valor predictiu positiu del 86% i 88% respectivament pel

diagnostic de neoplasia mieloide (Malcovati et al, 2017).
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8.1.5 Paper de la citometria de flux en el diagnostic de les sindromes
mielodisplastiques

Durant I'Gltima déecada la citometria de flux s’ha anat incorporant progressivament
com una prova de rutina a l'estudi inicial de les SMD. Els pacients amb SMD
presenten anomalies fenotipiques objectivables a MO a les séries granulocitica i
eritroide. Malgrat que cap anomalia en si mateixa té un valor patognomonic de
SMD, l'estudi conjunt d’una serie de parametres constitueix una eina de suport
molt valuosa pel diagnostic integrat d’aquestes patologies (Van De Loosdrecht et
al, 2009; Westers et al, 2012; Porwit et al, 2014). Tant és aixi, que ha estat inclosa
com a tecnica complementaria en les recents classificacions i guies cliniques de
diagnostic i tractament de les SMD (Greenberg et al, 2017; Malcovati et al, 2013;
Grupo Espafiol de Sindromes Mielodisplasicos, 2012). Alguns grups, especialment
The European Leukemia Net (ELN), han treballat en I'estandarditzacié de la técnica
focalitzant en la seleccié de panells d’anticossos i en les estrategies d’analisi. El
grup ELN va proposar uns requeriments minims per tal d’assegurar la
reproductibilitat de quatre parametres: percentatge de mieloblasts CD34+;
percentatge de precursors limfoides B CD34+ respecte de la poblacié CD34+;
expressio de CD45 en mieloblasts i limfocits madurs, i el valor de la dispersio lateral
(SSC) dels granulocits madurs (Van De Loosdrecht et al, 2009; Westers et al, 2012;
Porwit et al, 2014). En garantir I'analisi adequada d’aquests quatre parametres
podrem aplicar I'score diagnostic més ampliament validat en les SMD, I'score
d’Ogata que presenta una sensibilitat diagnostica del 70% (Ogata et al, 2009). Una
de les limitacions de I'index és que no valora la serie eritroide. Recentment, s’ha
desenvolupat un score citometric focalitzat en I'analisi de la série eritroide que
incorpora els seglients parametres: analisi del coeficient de variacio de I'expressid
de CD36 i CD71; mitjana d’intensitat de fluorescencia de CD71, i percentatge de
progenitors eritroides CD117+. L'index presenta una excel-lent especificitat
diagnostica del 92% per a la discriminacié entre SMD i altres citopénies no clonals
(Westers et al, 2017). Aquest score ha estat validat posteriorment en un estudi
prospectiu de 106 pacients diagnosticats de SMD (Cremers et al, 2017). Malgrat
gue existeix una llarga llista d’anomalies identificables a les SMD, la manca

d’estandarditzacio i el fet de que moltes d’elles no hagin estat integrades en
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sistemes de puntuacid especifics per a la prediccié diagnostica de les SMD fa que
no puguem saber la utilitat real que la majoria d’elles podrien aportar al diagnostic.
Tot i aixi enumerarem les alteracions més freqientment observades: péerdua de
complexitat de la série neutrofila que inferim en observar una disminucié del valor
de la dispersio lateral (SSC); increment de les cél-lules CD34+; asincronismes
maduratius (per exemple, expressido dels antigens de serie granulocitica CD15,
CD11b o CD16 en les cel-lules CD34+; expressié d'IREM2 a la poblacié monocitica
CD14 negativa); alteracid del patré maduratiu CD11b/CD13 o CD16/CD13 a la série
neutrofila; coexpressidé aberrant d’antigens limfoides (CD56, CD2, CD7, CD5) a la
poblacié de mieloblasts, de neutrofils (CD4, CD56) i/o monocits (CD56, CD2);
infraexpressido dels antigens monocitics (CD33, CD13, HLA-DR), i abséncia de
precursors limfoide B (Porwit et al, 2014).

Per ultim, el percentatge de blasts de MO per citometria, malgrat que pot usar-se
com una informacié complementaria (Ogata et al, 2004), no ha de substituir al
recompte de blasts per citologia (Greenberg et al, 2017; Malcovati et al, 2013;
Grupo Espariol de Sindromes Mielodisplasicos, 2012). Estudis prospectius en quée es
comparin els recomptes mitjancant ambdues tecniques en el context de la
citometria estandarditzada, per exemple seguint les directrius del grup Euroflow
(Kalina et al, 2012), i que estableixin el valor pronostic especific de diferents
percentatges de blasts establerts per citometria permetran donar un valor solid a

la citometria en aquest aspecte.

8.2 Diagnostic i classificacid de la leucémia mielomonaocitica cronica

La LMMC és un neoplasia clonal de la cel-lula mare hematopoética amb
caracteristiques intermédies entre les neoplasies mieloproliferatives i les SMD. Es
defineix per la preséncia d’una monocitosi persistent (mondcits = 1 x 10°/L i 210%
dels leucocits durant almenys 3 mesos) en absencia dels reordenament de BCR-
ABL1, PDGFRA, PDGFRB, FGFR1 i PCM1-JAK2. Els reordenaments de PDGFR,
especialment de PDGFRB, foren previament considerats una caracterisitca
patogenetica recurrent de la LMMC (LMMC amb t(5;12)(q33;p13); ETV6-PDGFRB i
eosinofilia), pero actualment es consideren entitats especifiques amb una elevada

taxa de resposta a Imatinib (Apperley et al, 2002; David et al, 2007; Cheah et al,
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2014) i s’agrupen amb d’altres que presenten aquests reordenaments en una
categoria especifica de la classificacio de I'OMS (Swerdlow et al, 2008, 2017).
Tampoc ha de complir els criteris diagnostics definitoris propis de les neoplasies
mieloproliferatives croniques Ph-negatives (policitemia vera, mielofibrosi primaria,
trombocitémia essencial) ni de la LMA (<20% mieloblasts i/o monoblasts i/o
promonocits a SP i/o BM). Tot i que una neoplasia mieloproliferativa presenti una
monocitosi persistent al diagnostic o durant la seva evolucié clinica, no s’ha
d’establir el diagnostic de LMMC, sind de neoplasia mieloproliferativa amb
monocitosi. En ocasions, la distincid entre aquestes i la LMMC pot ser dificultosa,
especialment entre una trombocitémia essencial amb monocitosi i mutacié de
JAK2 i una LMMC amb trombocitosi i mutacid6 de JAK2 (present en
aproximadament el 8% de les LMMC (ltzykson et al, 2013a)). L'estudi de la
distribucié de les poblacions monocitaries per citometria de flux pot ésser de gran
ajuda en aquesta distincié (Patnaik et al, 2017). En un apartat posterior revisarem
en profunditat el paper de la citometria de flux en el diagnostic de la LMMC. La
presencia de monocitosi en la policitemia vera i en la mielofibrosi es déna en
aproximadament el 20% i el 15% dels casos respectivament i confereix un mal
pronostic a aquestes entitats (Barraco et al, 2017; Elliott et al, 2007; Tefferi et al,
2017). La displasia afectant una o més linies mieloides, especialment la
granulocitica, és una troballa quasi ubiqua en la LMMC, pero la seva abséncia no
invalida el diagnostic si, com veurem a continuacid, es compleixen altres

requeriments (Swerdlow et al, 2017).

8.2.1 Criteris diagnostics actuals de la leucémia mielomonaocitica cronica
Els criteris diagnostics segons la classificacio de I'OMS 2017 (Swerdlow et al, 2017)
son:
a) Monocitosi persistent a sang periférica (> 1 x 10°/L) i que els monocits
representin > 10% dels leucocits.
b) No es compleixen els criteris diagnostics de I’'OMS per: la leucémia mieloide
cronica BCR-ABL1-positiva, la mielofibrosi primaria, la policitemia vera i la

trombocitemia essencial.
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c) No s’observen els reordenaments de PDGFRA, PDGFRB, FGFR1 ni PCM1-
JAK2 (aquests reordenaments han d’ésser exclosos especificament en els
casos d’eosinofilia).

d) Els blasts (mieloblasts + monoblasts + promonocits) suposen menys del 20%
de la cel-lularitat a MO i SP.

e) Presencia de displasia significativa en una o més séries mieloides. En
absencia de displasia significativa, es pot establir el diagnostic de LMMC si
es compleixen els quatre criteris previs i:

a. es documenta la presencia d’una alteracid citogenética clonal o una
alteracié mutacional adquirida a les cél-lules hematopoeétiques, o,

b. la monocitosi ha persistit durant > 3 meses i totes les altres causes
de monocitosi (per exemple: neoplasia, infeccio, inflamacié) han
estat excloses.

Aquests criteris diagnostics han romas practicament invariables des de la
classificacio de I'OMS 2001. L'OMS 2017 ha aportat tres petites novetats:
s’especifica com a criteri diagnostic que els monocits han de representar > 10%
dels leucocits, s’afegeix el reordenament de PCMI1-JAK2 a la llista dels
reordenaments genics relacionats amb eosinofilia i la informacié mutacional es
descriu com una eina util en la recerca de marcadors de clonalitat.

A la practica clinica diaria és dificil excloure totes les causes que poden justificar
monocitosis secundaries persistents. Algunes de les causes més habituals sén:
neoplasies, discrasies de cel-lules plasmatiques, embaras, malalties autoimmunes,
esplenectomia, asplénia funcional, sarcoidosi, malaltia inflamatoria intestinal,
tractament amb corticoides, tractament amb farmacs estimulants de colonies
granulocitiques, brucel-losi, tuberculosi, infeccions pel virus varicela-zoster, febre
tifoide, sifilis, tripanosomiasi. A més, la relacié entre la LMMC i la presencia de
malalties autoimmunes ha estat ampliament descrita a la literatura i, per tant,
davant d’aquests casos sempre ens hauriem de preguntar si la monocitosi
observada és causa (LMMC amb malaltia autoimmune associada) o conseqiiéncia
(monocitosi persistent no clonal secundaria a la malaltia autoimmune) (Braun &
Fenaux, 2013; Hadjadj et al, 2014; Grignano et al, 2016; Fraison et al, 2016; Peker
et al, 2015; Montoro et al, 2018; Elbaek et al, 2016). Per tot, establir-ne un
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diagnostic de certesa pot ser francament complicat ja que existeixen multiples
causes que poden justificar una monocitosi i a que la mielodisplasia, malgrat que és
freqlient, no sempre hi és present. La troballa d’un marcador de clonalitat per
citogenetica és dona en 20-30% dels casos (Such et al, 2011; Tang et al, 2014,
Wassie et al, 2014) i, malgrat que un 85-90% dels casos presenten almenys una
mutacié en els gens TET2, SRSF2 o ASXL1 (Meggendorfer et al, 2014; Itzykson et al,
2013a; Elena et al, 2016; Patnaik & Tefferi, 2016), I'aplicacid de panells de NGS a la
rutina diaria no esta totalment estesa. A més, les mutacions d’aquests gens sén de
les més freqlientment observades a la hematopoesi clonal associada a |'edat
(Jaiswal et al, 2014; Genovese et al, 2014; Xie et al, 2014). Per tant es requereixen
tecnigues complementaries per al suport diagnostic d’aquesta entitat. En aquest
sentit és d’especial ajuda I'estudi per citometria de flux de la distribucié de les
poblacions monocitaries a sang periférica (Selimoglu-Buet et al, 2015). En un
apartat posterior revisarem en profunditat el paper de la citometria de flux i el de

la biologia molecular en el diagnostic de la LMMC.

8.2.2 Classificacio de la leucemia mielomonocitica cronica

Com s’ha esmentat previament, la LMMC fou considerada un subtipus especific de
SMD a la classificacio de la FAB (Bennett et al, 1982). Per contra, a les successives
classificacions de 'OMS 2001, 2008 i 2017 s’ha classificat dintre de les neoplasies
mielodisplastiques/mieloprolifratives (Jaffe et al, 2001; Swerdlow et al, 2008,
2017).

A les classificacions OMS 2001 i 2008 va desapareéixer la distincié especifica de la
FAB entre variant displastica (leucocits < 13 x 10°/L) i variant proliferativa (leucocits
> 13 x 10°/L) (Jaffe et al, 2001; Swerdlow et al, 2008), perd a ’'OMS 2017 es torna a
recuperar aquesta subdivisio en base a que presenten diferéncies cliniques,
pronostiques i moleculars evidents (Such et al, 2013; Elena et al, 2016; Itzykson et
al, 2013a; Swerdlow et al, 2017). A 'OMS 2017 s’afegeix la LMMC-0 a les
categories préviament descrites, a les classificacions de 'OMS 2001 i 2008, LMMC-
1 i LMMC-2. Aquesta divisid es basa en les diferencies pronostiques observades

entre els tres subtipus (Schuler et al, 2014).
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Per tant, la classificacié de I'OMS 2017 subclassifica la LMMC en les seglients
categories:
a) LMMC-0: <2% blasts a SP i <5% blasts a MO.
b) LMMC-1: 2-<5% blasts a SP i/o 5-<10% blasts a MO.
c) LMMC-2: 5-<20% blasts a SP i/o 10-<20% blasts a MO, o bé, preséncia de
bastons d’Auer amb independéncia del recompte de blasts a SP i MO.

e Qualsevol dels subtipus anteriors pot ésser subclassificat en LMMC
displastica (leucocits < 13 x 10°/L) o LMMC proliferativa (leucocits > 13 x
10°/L).

Recentment, Geyer i col-laboradors varen descriure la leucemia mielomonocitica
cronica oligomonocitica (Olygomonocytic chronic myelomonocytic leukemia) per
denominar a aquelles SMD que presenten monocitosis relatives (monocits > 10%
dels leucocits) perdo que no arriben al llindar de monocits establert pel diagnostic
de la LMMC (monbcits: 0,5 - < 1 x 10°/L). Les caracteristiques cliniques i el perfil
molecular d’aquests casos és molt proper al de la LMMC, observant-se molt
freglientment la firma génica d’aquesta (co-mutacions de TET2 i SRSF2). A més, un
38% dels pacients va progressar a una LMMC manifesta. Tal i com varen concloure
els autors, la leucémia mielomonocitica cronica oligomonocitica representa una
fase preco¢ de la LMMC displastica (Geyer et al, 2017). Haurem de veure si en
futures edicions de 'OMS s’accepta aquesta entitat com un subtipus ben establert

de LMMC.

8.2.3 Paper de la citogeneética en el diagnostic de la leucémia mielomonocitica
cronica

La preséncia d’anomalies citogenetiques clonals és menys freqiient a la LMMC (20-
30% dels casos) que a les SMD (Such et al, 2011; Tang et al, 2014; Wassie et al,
2014). Les alteracions observades no sén especifiques d’aquesta entitat i poden
veure’s en altres neoplasies mieloides, especialment en les SMD. Les anomalies
recurrents més freqlents son: trisomia 8 (+8), monosomia 7 (-7) o pérdua parcial
del brag llarg del cromosoma 7 (del(7q)). Als estudis que recullen les séries més
llargues de LMMC amb informacid citogenéetica de la literatura, que analitzen la

informacié d’aproximadament 400 pacients cadascun, un 6-7% dels pacients
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presenten +8, un 4-6% -Y, un 3-6% presenten un cariotip complex i un 1,5-5,5%
anomalies del cromosoma 7 (Such et al, 2011; Tang et al, 2014; Wassie et al, 2014).
Altres alteracions classiques de les SMD com la del(5qg) o del(20q) s’observen amb
més baixa freqliencia en la LMMC. La del(5q) s’observa en menys de I'1% dels casos
(Such et al, 2011; Wassie et al, 2014) i la del(20q) entorn a un 2% (Such et al, 2011;
Tang et al, 2014; Wassie et al, 2014).

8.2.4 Paper de la biologia molecular en el diagnostic de la leucémia
mielomonocitica cronica

Amb l'adveniment en els ultims anys de les técniques de seqienciacidé de nova
generacio o NGS, el coneixement sobre la patogénia d’aquestes entitats ha crescut
exponencialment. Tal i com hem comentat previament, I'estudi de panells de gens
especifics per NGS és d’enorme interés en la LMMC, ja que en moltes ocasions
necessitarem demostrar un marcador de clonalitat per a establir un diagnostic de
certesa. En situacions, per exemple, en qué la citogeneética sigui normal, tal i com
passa en el 70-80% dels casos, que els trets de mielodisplasia siguin lleus i que sigui
dificil descartar totes les causes de monocitosi benignes, I'estudi d’'un nombre molt
reduit de gens pot ser d’'una elevada rendibilitat. Meggendorfer i col-laboradors
demostraren que més d’un 90% de les LMMC presentaven mutacions en almenys
un dels seglients nou gens: TET2, SRSF2, ASXL1, CBL, EZH2, JAK2, KRAS, NRAS i
RUNX1) (Meggendorfer et al, 2012). Estudis posteriors confirmaren aquestes
troballes i demostraren que acotant I'estudi a TET2 (mutat en aproximadament el
50% dels casos), SRSF2 (mutat en aproximadament el 50% dels casos) i ASXL1
(mutat en aproximadament el 40% dels casos) permet detectar mutacions en el 80-
90% dels pacients (Meggendorfer et al, 2014; Itzykson et al, 2013a; Elena et al,
2016; Patnaik & Tefferi, 2016). D’altra banda, I’estudi de les mutacions de la via del
RAS, especialment NRAS, KRAS i CBL permeten detectar mutacions en un 30% de
pacients. Per tant, utilitzant un reduit panell de gens amb les mutacions
esmentades (TET2, SRSF2, ASXL1, CBL, KRAS i NRAS) podriem detectar mutacions
en la practica totalitat dels pacients. Les variants proliferatives de la LMMC
presenten molt freqlientment mutacions en gens de la via del Ras (NRAS, KRAS,

CBL, PTPN11, NF1) (Elena et al, 2016; Itzykson et al, 2013a). La preséncia
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d’aquestes mutacions no només suposa un increment de la sensibilitat a I'accié del
factor estimulant de colonies granulo-monocitiques, sind que a més s’ha demostrat
qgue les LMMC amb mutacions en els integrants d’aguesta via presenten un
creixement autonom de colonies granulo-monocitiques in vitro en abseéncia de
factors de creixement exogens (Geissler et al, 2016). A les figura 7 es recullen les
principals mutacions observades a la LMMC comparant la seva freqiéncia
d’aparicid entre les LMMC displastiques i proliferatives. A la figura 8 es representen
les principals vies funcionals afectades a la LMMC. A l'apartat “8.1.4 Paper de la
biologia molecular en el diagnostic de les sindromes mielodisplastiques” de la
present tesi, es déna una explicacié sobre la funcid d’aquestes vies i de les

mutacions més representatives de cada una d’elles.

Gene Mutation CMML (%) | CMML-MD (%) CMML-MP (%) P value
TET2 44.4 51.9 32.9 .008
SRSF2 388 38.0 40.0 Ns
ASXL1 37.0 32.6 43.5 Ns
NRAS 11.7 4.7 224 <.001
KRAS 8.9 10.1 74 Ns
SETBP1 8.9 39 16.5 .002
CBL 8.4 7.8 9.4 Ns
RUNX1 79 6.2 10.6 Ns
JAK2 7.0 3.8 11.8 .05
EZH2 7.0 6.2 8.2 Ns
SF3B1 5.6 8.5 1.2 .03
IDH2 5.6 7.0 3.5 Ns
U2AF1 4.2 4.7 3.5 Ns
ZRSR2 4.2 5.4 2.4 Ns
CUX1 3.7 4.7 2.4 Ns
DNMT3A 3.7 31 4.7 Ns
EP300 3.7 2.3 5.9 Ns
ETNK1 3.3 23 4.7 Ns
NF1 3.3 23 4.8 Ns
KIT 2.3 1.6 3.5 Ns
PTPN11 2.3 1.6 3.5 Ns

Figura 7. Freqliéncia de les principals mutacions somatiques recurrents en la LMMC. Comparacié de

la seva frequiéncia entre les LMMC displastiques i proliferatives. Adaptat de (Elena et al, 2016).
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Figura 8. Mutacions i vies funcionals afectades en la LMMC. Adaptat de (ltzykson et al, 2017).

8.2.5 Paper de la citometria de flux en el diagnostic de la leucémia
mielomonocitica cronica

El diagnostic de la LMMC no inclou criteris immunofenotipics, malgrat aixo, la
citometria de flux s’ha erigit en els Ultims anys com una eina de suport excel-lent.
Existeixen pocs estudis en la literatura que analitzin de forma especifica les
aberrancies de les LMMC a moll d’os. Xu i col-laboradors publicaren un interesant
estudi en que es recullen les principals anomalies fenotipiques que presenten els
monocits de la LMMC a MO: increment del percentatge de monocits CD14 positius
debils (la troballa de més d'un 20% d’elements monocitics amb aquesta
caracteristica és una troballa molt especifica de LMMC); coexpressié de CD56;
coexpressio de CD2, i disminucid de I'expressio de CD13, CD15 i/o CD36. Els autors
demostraren que la coexpressié de CD56 junt amb la infraexpressié d’algun
d’aquests antigens era una troballa especifica de LMMC (Xu et al, 2005). La
infraexpressio d’altres antigens habitualment expressats en els monocits també ha
estat ampliament reportada (CD11c, HLA-DR, CD38, CD33) (Sojitra et al, 2013).
Recentment, Matarraz i col-laboradors varen descriure les caracteristiques
immunofenotipiques propies dels diferents estadis de la maduracid monocitica a
moll d’os (Figura 9). Dintre d’aquests estadis maduratius sembla d’especial interes

la definicio del promonocit immunofenotipic, cel-lula de dificil identificacié
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morfologica, malgrat que fonamental per tal d’emetre un diagnostic adequat amb
elevades implicacions pronostiques. El promonocit es caracteritza per presentar:
negativitat per a antigens d’immaduresa (CD34-, CD117-), positivitat intensa per
I’antigen pan-monocitari CD64 (CD64++) i ser CD14+ deébil o negatiu (Matarraz et
al, 2017). Tal i com anticipava Xu i col-laboradors al seu estudi, I'increment del
percentatge de monocits CD14 positius debils, concepte proper al que actualment
considerem un promonocit, era un reflex de la desviacié a I'esquerra de la série
monocitica (Xu et al, 2005). Es fonamental implementar estudis en qué s’analitzi
I’existéncia d’'una possible correlacié entre els promonocits immunofenotipics i
morfologics. A més, és important valorar I'impacte pronostic del percentatge de
promonocits immunofenotipics respecte de la poblacié monocitica medul-lar, valor
amb una probable variabilitat intra i interobservador menor que el percentatge

medul-lar de promonaocits establert per morfologia.
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Figura 9. Patré maduratiu immunofenotipic normal dels diferents elements de la serie monocitica a

moll d’os. Adaptat de (Matarraz et al, 2017).

Recentment, Selimoglu-Buet i col-laboradors publicaren un estudi en qué

demostraren que I'expansié a SP de la poblaciéo de monocits de fenotip classic és
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una troballa molt sensible i especifica de la LMMC. S’estudiaren la distribucid de les
poblacions de monocits de fenotip classic (CD14++,CD16-), fenotip intermedi
(CD14++,CD16+) i fenotip no classic (CD14- o + débil, CD16++) a SP en una llarga
série de pacients amb LMMC, donants sans, monocitosis reactives, SMD i
neoplasies mieloproliferatives. Els autors van concloure que la preséncia de més
d’un 94% de monocits de fenotip classic és una troballa molt sensible (91%) i
especifica (95%) de la LMMC (Selimoglu-Buet et al, 2015). Altres grups posteriors
han reproduit aquestes dades (Talati et al, 2017). Les caracteristiques de la prova la
converteixen en un test amb una elevat valor de screening i podria establir-se en
un futur com una de les proves inicials basiques per l'estudi de qualsevol
monocitosi persistent. A la figura 10 es compara la distribucié de les poblacions
monocitaries d’'un donant sa, d’'una LMMC i d’'una monocitosi reactiva (Itzykson et
al, 2017). A la figura 11 s’exposa l'algoritme diagnostic de la LMMC proposat per
Solary i col-laboradors en qué s’integra la informacié de la distribucié de les

poblacions monocitaries a SP analitzades per citometria de flux (Solary & Itzykson,

2017).
Healthy CMML Reactive
older adult Monocytosis
non-classical 4 MO3 :8.02%  MO2 : 4.08% jmMo3 : 0.70% MO2 : 1.60% {03 : 20.46% MO2 : 9.14%
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Figura 10. Distribucio de les poblacions monocitaries a SP per citometria de flux. La preséncia de
més d’un 94% de monocits de fenotip classic (CD14++,CD16-) respecte de la poblacié monocitica
total és una troballa quasi patognomonica de la LMMC (sensibilitat 91%; especificitat 95%). Adaptat
de (ltzykson et al, 2017).
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Figura 11. Algoritme diagnostic de la LMMC en qué s’integra I'estudi de la distribucié de les

poblacions monocitaries per citometria de flux. Adaptat de (Solary & Itzykson, 2017).

Valoracié pronostica de les sindromes mielodisplastiques i de la leucémia

mielomonocitica cronica

9.1 Valoracié pronostica de les sindromes mielodisplastiques

Les SMD sén un grup heterogeni d’entitats amb una historia natural molt variable
amb superviveéncies que oscil-len entre escassos mesos i décades (Greenberg et al,
2012). Aquesta variabilitat pronostica s’explica tant des de la diversitat biologica
propia de la malaltia recollida per les “variables relacionades amb la malaltia”
(citopenies, percentatge de blasts, anomalies citogenétiques, alteracions
moleculars, etc.), com des dels factors relacionats amb I’hoste, les anomenades
“variables relacionades amb el pacient” (edat, comorbiditats, fragilitat, etc.) (Della
Porta et al, 2011; Naqvi et al, 2011; Ramos et al, 2017; Buckstein et al, 2016; Abel
& Buckstein, 2016; Luskin et al, 2017; Efficace et al, 2015; Zipperer et al, 2014
Falantes et al, 2017; Breccia et al, 2011; van Spronsen et al, 2014; Balleari et al,
2015). Malgrat que aquesta divisio en variables relacionades amb la malaltia i amb
el pacient és operativa, la realitat és que ambdés tipus de variables s’intriquen de
forma indivisible per determinar el pronostic dels pacients. Estudis recents
guestionen la distincié funcional d’aquests dos tipus de variables. Jaiswal i

col-laboradors demostraren que les persones amb CHIP presentaven quasi el doble
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de risc de presentar cardiopatia isquémica que les persones sense CHIP (Jaiswal et
al, 2017). Aquesta troballa permet hipotetitzar sobre la influéncia parcial que la
complexitat molecular dels pacients pot tenir sobre la preséncia de les seves
comorbiditats i, per tant, permetria catalogar parcialment a les comorbiditats com
una “variable relacionada amb la malaltia”. En aquesta linia, Brunner i
col-laboradors demostraren que els pacients amb SMD tenen més probabilitat de
morir per causes cardiovasculars que la poblacié general ajustada per edat i sexe
(Brunner et al, 2017). D’altra banda, és evident que les “variables relacionades amb
I’hoste” modulen la capacitat predictiva de les “variables relacionades amb la
malaltia”. Per exemple, I'impacte pronostic en la supervivencia del mateix grau
d’anémia sera diferent d’un pacient a un altre en funcié de les comorbiditats que
presenti (cardiopatia, pneumopatia, etc.). Malgrat que totes aquestes observacions
guestionen la vertadera naturalesa de la distincio, les “variables relacionades amb
I’hoste” no presenten cap impacte en quant a la prediccié de la transformacio
leucemica (Naqvi et al, 2011; Kantarjian et al, 2008; Garcia-Manero et al, 2008;
Buckstein et al, 2016; Falantes et al, 2017; Zipperer et al, 2014; Breccia et al, 2011;
Balleari et al, 2015; van Spronsen et al, 2014), Unic outcome que es pot relacionar
directament amb I'evolucié de les SMD, ja que la supervivéncia pot estar
influenciada per multiples causes no relacionades amb la malaltia en aquesta
poblacié de pacients d’edat avancada. Per aix0 no sembla adequat que les
“variables relacionades amb el pacient” s’incloguin en indexs pronostics composats
per “variables relacionades amb la malaltia”, ja que la seva manca d’influéncia en la
progressid a leucemia fa poc probable que tinguin un gran pes en la mortalitat
relacionada especificament amb la malaltia (Nomdedeu et al, 2017b).

L’eleccidé del tractament en les SMD és adaptada al risc i, per tant, és fonamental
tenir eines que ens permetin predir adequadament la supervivéncia i el risc de
transformacié leucémica dels pacients. Existeixen diferents indexs pronostics
integrats Unicament per “variables relacionades amb la malaltia” com ['IPSS
(Greenberg et al, 1997), I'IPSS-R (Greenberg et al, 2012) o el WPSS (Malcovati et al,
2007), i d’altres composats per “variables relacionades amb el pacient” i amb la
malaltia com el MPSS (Kantarjian et al, 2008). Aquests ultims, que acostumen a

incloure I'edat i les comorbiditats dels pacients com a items pronostics, malgrat ser
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optims predictors de la supervivéncia global poden sobreestimar el risc propi de la
malaltia. Per exemple, seria un error avancar pacients de categories de baix risc a
alt risc perqué aquests presentin comorbiditats o una edat avancada. Aixo podria
provocar que fossin sotmesos a tractaments agressius de forma innecessaria. Des
del nostre punt de vista, I'estratificacido pronostica de les SMD hauria de fer-se en
dos passos. El primer pas permetria establir de forma acurada el risc propi de la
malaltia mitjancant I’Us dels diferents indexs pronostics composats Unicament per
“variables relacionades amb la malaltia” com I'IPSS (Greenberg et al, 1997), I'IPSS-R
(Greenberg et al, 2012) o el WPSS (Malcovati et al, 2007). En aquest primer pas
podriem afegir la informacié que aporten nous factors pronostics relacionats amb
I’evolucié de la malaltia com, per exemple, la informacié molecular (Bejar et al,
2011b; Haider et al, 2017; Nazha et al, 2017). En un segon pas valorariem |'edat i
les comorbiditats del pacient utilitzant alguna de les escales especifiques per tal de
precisar el tipus de tractament que el pacient pot rebre (Della Porta et al, 2011;
Zipperer et al, 2014). Per exemple, en funcid de l'edat, les comorbiditats o la
fragilitat, un pacient d’alt risc podria rebre des de tractament de suport a un
transplantament al-logénic.
A continuacid s’enumeren una série de factors associats a mal pronostic en el
moment del diagnostic de les SMD:
e Nivells sérics elevats de LDH (Germing et al, 2005; Aul et al, 1992) i
Beta-2-microglobulina (Gatto et al, 2003).
e Nivells serics elevats de ferritina (Cazzola et al, 2008; Malcovati et al,
2007).
* Nombre i intensitat de les citopenies (Greenberg et al, 1997; Kao et al,
2008; Greenberg et al, 2012; Malcovati et al, 2011b; Sanz et al, 1989;
Cordoba et al, 2012; Gonzalez-Porras et al, 2011).
e Requeriment transfusional (Malcovati et al, 2007).
e Categories de 'OMS (Germing et al, 2006; Jaffe et al, 2001; Swerdlow et
al, 2008, 2017).
e Percentatge de blasts a MO i SP (Malcovati et al, 2007; Duong et al,
2018; Bennett et al, 1982; Jaffe et al, 2001; Swerdlow et al, 2008, 2017).
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e Edad avangada (Greenberg et al, 1997, 2012; Balleari et al, 2015).

e Comorbiditats (Naqvi et al, 2011; Kantarjian et al, 2008; Garcia-Manero
et al, 2008; Buckstein et al, 2016; Falantes et al, 2017; Zipperer et al,
2014; Breccia et al, 2011; Balleari et al, 2015; van Spronsen et al, 2014).

* Problemes per dormir (sleep disturbance) (Luskin et al, 2017).

e Fatiga autopercebuda (Efficace et al, 2015).

e Fibrosi medul-lar (Buesche et al, 2008; Della Porta et al, 2009; Ramos et
al, 2016).

e Alteracions citogenetiques (alteracions del cromosoma 7, cariotip
complex) (Knapp et al, 1985; Nowell et al, 1986; Nowell & Besa, 1989;
Billstrom et al, 1988; Pierre et al, 1989; Morel et al, 1993; Toyama et al,
1993; White et al, 1992, 1994; Greenberg et al, 1997; Solé et al, 2005;
Haase et al, 2007; Schanz et al, 2011, 2012; Malcovati et al, 2007;
Kantarjian et al, 2008; Greenberg et al, 2012).

e Mutacions especifiques (TP53, EZH2, RUNX1, PRPF8) (Haider et al, 2017,
Bejar, 2017a; Bejar et al, 2011b, 2014b; Nazha et al, 2017;
Papaemmanuil et al, 2013).

¢ Nivells elevats de metilacié de I’ADN (Poloni et al, 2013; Figueroa et al,
2009; Jiang et al, 2009).

¢ Nivells incrementats d’expressié del gen del tumor de Wilms (WT1)
(Cilloni et al, 2003; Galimberti et al, 2010).

e Disminucié de I'expressié del regulador de la granulopoesi LEF1
(Pellagatti et al, 2009, 2013).

¢ Nivells elevats del factor de necrosi tumoral (TNF)-alfa (Tsimberidou et
al, 2008).

e Localitzacio anormal dels precursors immadurs (ALIP) a la medul-la Ossia

(De Wolf-Peeters et al, 1986; Mangi et al, 1991; Xiong et al, 2017).

9.1.1 Valor pronostic de la morfologia: displasia multilinia i percentatge de blasts

Les diferents categories de I'OMS, que es basen principalment en el percentatge de

blasts a MO i SP, la preséncia o abséncia de displasia multilinia i la preséncia o
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absencia de sideroblasts en anell, permeten estratificar els pacients en quant a la
supervivencia global i al risc de transformacié leucemica (Germing et al, 2006; Jaffe
et al, 2001; Swerdlow et al, 2008, 2017). En aquest sentit, com veurem
posteriorment, un dels indexs pronostics amb major acceptacid, el WPSS, integra
les diferents categories de 'OMS 2001 com a variables pronostiques (Malcovati et
al, 2007).

La displasia multilinia (displasia en almenys 2 de les tres séries mieloides) ha
demostrat ser un factor pronostic advers independent en les SMD sense excés de
blasts (Germing et al, 2006; Dunkley et al, 2002).

Establir adequadament el percentatge de blasts a moll d’os és fonamental pel
diagnostic de les SMD i conjuntament amb la citogeneética és el factor pronostic
advers independent amb major pes per a la prediccid de la supervivencia global i la
transformacié leucémica. Es una variable que forma part de tots els indexs
pronostics que s’han anat desenvolupant en les SMD. El percentatge de blasts a SP
també és un factor pronostic advers independent (Duong et al, 2018) i té un paper
fonamental en el diagnostic de les SMD. A diferéncia del que succeeix amb el
percentatge de blasts a MO no és una variable recollida de forma directa pels
indexs pronostics més habitualment utilitzats. El valor dels blasts a SP queda
reflectit de forma indirecta en les categories de I'OMS que recull el WPSS
(Malcovati et al, 2007).

Per ultim, algun treball ha recollit I'impacte pronostic de troballes morfologiques
especifiques. Per exemple, Matsuda i col-laboradors publicaren que la preséncia de
disgranulopoesi superior al 10% i de dismegacariopoesi superior al 40% eren
factors pronostics adversos independents per la supervivencia global i la

transformacié leucemica (Matsuda et al, 2007).

9.1.2 Valor pronostic de la citogenética

Les alteracions citogenétiques tenen un impacte pronostic independent en les
SMD. Des dels primers estudis, que daten de la década dels 80 i 90, les anomalies
del cromosoma 7 i la presencia d’un cariotip complex, definit per la preséncia de
tres o més anomalies, s’han erigit com a factors adversos independents amb un

elevat impacte en la supervivéncia global i en el risc de transformacio leucémica
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(Knapp et al, 1985; Nowell et al, 1986; Nowell & Besa, 1989; Billstrom et al, 1988;
Pierre et al, 1989; Morel et al, 1993; Toyama et al, 1993; White et al, 1992, 1994;
Greenberg et al, 1997; Solé et al, 2005; Haase et al, 2007; Schanz et al, 2011, 2012;
Malcovati et al, 2007; Kantarjian et al, 2008; Greenberg et al, 2012). Amb I'estudi
successiu de series més llargues de pacients s’ha pogut precisar el pronostic d’un
gran nombre especific d’alteracions citogenétiques, alguna de les quals estan molt
poc representades (Haase et al, 2007; Schanz et al, 2011, 2012; Costa et al, 2013).
Malgrat aixo, I'impacte pronostic d’algunes alteracions no ha estat establert de
forma individualitzada per la seva baixa incidéncia. Per exemple, en un estudi
recent, Nomdedeu i col-laboradors establiren l'impacte pronostic de les
translocacions com a grup, pero l'escas nombre de pacients no va permetre
respondre a gliestions concretes com per exemple, si I'impacte de les alteracions
del cromosoma 7 o del cromosoma 5 formant part d’una translocacié varia
respecte d’aquestes anomalies quan es presenten de forma aillada (Nomdedeu et
al, 2016). De la mateixa manera, des de la publicacié6 de I'estudi de Schanz i
col-laboradors que va permetre establir les categories citogenetiques de I'IPSS-R,
les anomalies del(11q) i -Y es consideren de millor pronostic que el cariotip
normal. El grup de pacients amb -Y presentaren una supervivéncia
significativament més perllongada que el grup amb cariotip normal, pero en canvi,
el grup amb del(11q) mostra una tendéncia a una millor supervivencia pero sense
assolir la significacio estadistica. Aquest fet s’explica, probablement, perquée només
20 pacients presentaven la del(11q) i es va incérrer en un error tipus Il (manca de
poténcia estadistica). Els autors van solucionar aquest fet generant una categoria
amb 83 pacients que reunia el grup de pacients amb -Y i el grup amb del(11q).
L'analisi conjunta va permetre demostrar que aquest grup presentava una
supervivencia significativament més perllongada que el grup de pacients amb
cariotip normal (Schanz et al, 2012).

A I'IPSS-R, que és l'index pronostic amb millor acceptacié per a la estratificacié
pronostica de les SMD, la citogeneética és la variable que presenta un major pes

pronostic (Greenberg et al, 2012).
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9.1.3. Valor pronostic de les mutacions

Malgrat que multiples mutacions han demostrat presentar una valor pronostic
advers independent i que la mutacié de SF3B1 ha demostrat ser un factor
protector (Bejar et al, 2011b; Papaemmanuil et al, 2013; Haferlach et al, 2014),
I’addicié de la informacié molecular als indexs pronostics tradicionals, basats en
variables cliniques, citologiques i citogenétiques, no ha aportat una gran milloria en
guant a la capacitat predictiva d’aquests, tant en termes de supervivencia com en
prediccié dels temps a la transformacié leucémica (Papaemmanuil et al, 2013;
Haferlach et al, 2014; Nazha et al, 2017; Kennedy & Ebert, 2017; Gerstung et al,
2015). Una de les explicacions més plausibles podria ser que la complexitat
molecular queda ben recollida per les variables que integren els indexs (citopénies,
alteracions citogenétiques i percentatge medul-lar de blasts) (Kennedy & Ebert,
2017). Aquestes variables serien els subrogats tardans de la complexitat molecular
dels pacients. Es a dir, els pacients amb perfils moleculars d’alt risc, en la majoria
de casos presentaran unes caracteristiques cliniques i citogenétiques d’alt risc
adequadament recollides pels indexs que utilitzem (alteracions citogenétiques d’alt
risc, SMD amb excés blasts, citopenies profundes). Un clar exemple d’aixo es ddna
amb la mutacio del gen TP53 que apareix molt freqlientment associada a cariotips
complexes (Bejar et al, 2014b). Des d’un punt de vista evolutiu podriem considerar
les alteracions mutacionals com un primer pas en el desenvolupament del fenotip
final de la malaltia; les alteracions citogenetiques com un esdeveniment posterior, i
les citopénies, la displasia i el percentatge de blasts a moll d’os com el fenotip o
esdeveniment final de la malaltia que logicament estara determinat per la
complexitat genetica, essent d’alguna manera, un subrogat final d’aquesta. No
obstant, en estudis com el de Bejar i col-laboradors (Bejar et al, 2011b), o el de
Nazha i col-laboradors (Nazha et al, 2017), I'addicié de la informacié molecular als
indexs pronostics tradicionals (IPSS o IPSS-R) permet reclassificar un important
percentatge de pacients catalogats de baix risc a categories d’alt risc. Malgrat aixo,
la nova reclassificacio no permet una milloria notable pel que fa a la precisio
pronostica dels indexs originals. A I'estudi de Nazha i col-laboradors I'addicié de la
informacié de les mutacions de EZH2, SF3B1 i TP53 a I'IPSS i IPSS-R no va permetre

observar millores en la capacitat de prediccidé dels temps a la leucemia aguda (C-

64



Introduccié

index IPSS: 0,7, C-index IPSS molecular: 0,7; C-index IPSS-R: 0,72, C-index IPSS-R
molecular: 0,72) i s’observaren millores molt lleus en quant a la prediccié de la
supervivencia global (C-index IPSS: 0,64, C-index IPSS molecular: 0,69; C-index IPSS-
R: 0,66, C-index IPSS-R molecular: 0,7) (Nazha et al, 2017). Una possible explicacio a
aquest fet és que pot ser un error atorgar el mateix impacte a mutacions presents
en clones minoritaries que a les que afecten a les clones principals. Per exemple,
en futurs estudis es podria intentar ajustar l'impacte de les mutacions a la
freqliencia al-lelica amb la que aquestes es detecten. D’altra banda, diferents
subtipus de mutacions del mateix gen poden afectar de forma diferent la funcié
proteica.
De forma geneérica, les principals conclusions que s’extreuen dels principals estudis
gue avaluen I'impacte pronostic de les mutacions somatiques en les SMD son:

* A major nombre de mutacions, pitjor pronostic presenten els pacients

(Figura 12) (Bejar et al, 2011b; Papaemmanuil et al, 2013; Haider et al,

2017).
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Figura 12. Relacid entre la supervivéncia global i el nombre de mutacions en les SMD.

Adaptat de (Haider et al, 2017).

e La presencia de la mutacié de TP53 s’ha relacionat amb una disminucid

de la supervivencia i a una pitjor resposta al tractament amb
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lenalidomida en SMD amb del(5q) (Jadersten et al, 2011; Mallo et al,
2013; Mossner et al, 2016).

Les mutacions de TP53 modulen el pronostic de les SMD amb cariotip
complex, conferint-les-hi un pitjor pronodstic (Figura 13) (Bejar et al,

2014b).
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Figura 13. La presencia de mutacions de TP53 confereix un pronostic advers a les SMD

amb cariotip complex. Adaptat de (Bejar et al, 2014b).

Les mutacions de SF3B1 s’associen a un pronostic favorable a les SMD
sense excés de blasts (Papaemmanuil et al, 2011; Malcovati et al,
2011a; Papaemmanuil et al, 2013; Haferlach et al, 2014; Haider et al,
2017; Nazha & Bejar, 2017; Nazha et al, 2017; Bejar, 2017a). Multiples
mutacions confereixen un pronostic advers independent de I'IPSS-R,
pero aquestes presenten un valor pronostic diferent si s’analitzen en
pacients amb o sense excés de blasts (Figura 14a i 14b). Les Uniques
mutacions que mantenen el seu impacte pronostic advers
independentment de si sén analitzades en pacients amb o sense excés
de blasts sén: TP53, EZH2, RUNX1 i PRPF8 (Bejar, 2017a; Haider et al,
2017).
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Figura 14a. Freqiencia i implicacio pronostica de les principals mutacions somatiques
recurrents en SMD sense excés de blasts. El diametre dels cercles es relaciona amb la
freqiiencia de les mutacions en aquesta poblacid. Les mutacions que es situen per
sobre de la linia discontinua horitzontal sén factors pronostics independents (ajustats
per I'IPSS-R). L’eix de les X indica les Hazard Ratio (HR) per a la mort de les diferents
mutacions. El valor de la HR es calcula comparant els pacients que presenten una
determinada mutacié amb els que no la presenten (regressié de Cox univariada).

Només la mutacido de SF3B1 és un factor independent de bon pronostic (HR < 1).

Adaptat de (Haider et al, 2017).
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Figura 14b. Freqliéncia i implicacié pronostica de les principals mutacions somatiques
recurrents en SMD amb excés de blasts i LMA amb 20-<30% blasts. Veure explicacié de
la Figura 14a. En aquest subgrup de pacients, les mutacions de SF3B1 son infreqlients i

la seva presencia no determina un millor pronostic. Adaptat de (Haider et al, 2017).

9.1.4 Valor pronostic de la metilacié de ’ADN

La epigenetica, en el seu sentit més ampli, es refereix a tota la informacié que es
transmet mitjancant la divisio cel-lular que no esta codificada a la seqiiéncia d’ADN.
En un sentit més restringit fa referéncia als mecanismes que regulen la transcripcio
génica i que no es troben codificats a la seqiieéncia d’ADN. Els mecanismes
epigenetics es poden dividir en tres grans grups: metilacio i hidroximetilacié de
I’ADN; codi d’histones (acetilacio, metilacio i ubiquitinitzacio d’histones) que regula
I'accessibilitat de la cromatina, afectant a la transcripcio de grans arees del
genoma, i RNAs no codificants (microRNAs i long non-coding RNAs) que actuen
inhibint (microRNAs i IncRNAs) o activant (IncRNAs) I'expressio genica (Itzykson &
Fenaux, 2014). A continuacido detallarem els mecanismes de la metilacid i
hidroximetilacio i farem esment al seu impacte pronostic en les SMD.

El mecanisme epigenétic de la metilacio consisteix en I'addicid d'un grup metil a les
citosines situades a les illes CpG, generant 5-metilcitosines (5-mC) (Herman &

Baylin, 2003). Les illes CpG sén regions de I'ADN riques en citosines i guanines que
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acostumen a situar-se en regions promotores de gens supressors. La metilacié
aberrant de I'ADN és un esdeveniment comu en el cancer, essent un mecanisme de
silenciament genic (Herman & Baylin, 2003; Jones & Baylin, 2002). La
hidroximetilacio, un mecanisme epigenetic descrit recentment, consisteix en
I'addicié d'un grup hidroxil a l'extrem 5' de les 5-mC generant 5-
hidroximetilcitosines (5-hmC). El mecanisme esta mediat pels gens TET,
especialment TET2, i sembla ésser un mecanisme fisiologic de desmetilacié passiva
(Tahiliani et al, 2009; Zhang et al, 2010; Ito et al, 2010; Guo et al, 2011).

Les DNA metiltransferases (DNMT) transmeten els patrons de metilacié durant la
replicacié cel-lular mitjangant el reconeixement actiu de les 5-mC d’una de les dues
cadenes d’ADN i promouen I'addicié d’'un nou grup metil a la nova cadena d’ADN
no metilada. Les DNMT no poden reconeixer les 5-hmC i els patrons de metilacié es
perdran de forma passiva amb les successives replicacions cel-lulars (Valinluck &
Sowers, 2007). La DNMT1 sembla jugar un paper en el manteniment de la
metilacié, mentre que les DNMT3A i DNMT3B s’encarreguen de la metilacié de
novo (Ley et al, 2010; Walter et al, 2011). IDH 1 i IDH2 formen part de la mateixa
via funcional que TET2 i catalitzen la descarboxilacié oxidativa de isocitrat a 2-
oxoglutarat (o alfa-cetoglutarat). 2-oxoglutarat sera un dels cofactors de TET2 en la
reaccio d’hidroxilacié de les 5-mC (Reitman et al, 2011). Les mutacions d’IDH 1/2
generen una proteina disfuncional que promou la conversié de l'isocitrat a 2-
hidroxiglutarat (2-HG). 2-HG provoca un bloqueig en I'activitat de TET2 actuant
com un inhibidor competitiu (Xu et al, 2011; Ward et al, 2010). Les mutacions de
TET2 i IDH 1/2 son gairebé sempre mutuament excloents (Figueroa et al, 2010).
Diversos estudis han demostrat que les mutacions dels integrants d’aquesta via,
especialment de TET2, provoquen una disminucié dels nivells d’hidroximetilacio
global de I’ADN (Ko et al, 2010; Liu et al, 2013; Delhommeau et al, 2009;
Langemeijer et al, 2009). La relacid entre el pronostic de les SMD i la metilacié de
I'ADN ha estat investigat en gens Unics (Lin et al, 2008; Tien et al, 2001; Wu et al,
2006; Quesnel et al, 1998; Fan et al, 2012, 2014; Chaubey et al, 2015; Zhang et al,
2016; Wu et al, 2017; Wang et al, 2017) o conjunts de gens (Aggerholm et al, 2006;
Shen et al, 2010; Zhao et al, 2014), pero existeix molt poca informacio respecte a

I'impacte pronostic dels nivells de metilacié global de I'ADN (Poloni et al, 2013;
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Figueroa et al, 2009; Jiang et al, 2009; Chandra et al, 2017) i practicament res sobre
I'impacte de la hidroximetilacié global (Liu et al, 2013). Diferents estudis han

INK4B

associat la metilacié del gen supressor p15 amb reduccions de la supervivéncia

global en les SMD (Quesnel et al, 1998; Tien et al, 2001), i la metilacid6 combinada

INK48 "HiC1, CDH1 i ERa a I'evolucié a estadis avancats

dels promotors dels gens p15
de la malaltia (Aggerholm et al, 2006). Poloni i col-laboradors trobaren que
presentar uns nivells elevats de metilacié global de I’ADN, analitzats per
immunohistoquimica (anticossos anti-5-mC) a les biopsies de moll d’os, era un
factor pronostic advers independent (Poloni et al, 2013). Liu i col-laboradors
observaren que els pacients amb mutacions de TET2 mostraven una disminucio
dels nivells globals d’hidroximetilacio de ’ADN i que els pacients amb nivells baixos
d’hidroximetilacié presentaven menors supervivéncies globals (Liu et al, 2013).

Els farmacs hipometilants (inhibidors de la DNA metiltransferasa) han estat I'tnic
tractament capac d'allargar la supervivéncia de forma significativa en les SMD d'alt
risc (Fenaux et al, 2009). Per tant, sembla de cabdal importancia valorar l'impacte
de la metilacié i hidroximetilacid globals en I'evolucié clinica dels pacients. A més,
es requereixen estudis que valorin si els nivells de metilacié i, especialment,
d’hidroximetilacié global poden ser bons predictors de resposta a aquests
tractaments. En aquest sentit, Bejar i col-laboradors mostraren que les mutacions
de TET2 amb VAF superiors o iguals al 10%, especialment en abséncia de mutacions
d’ASXL1, permeten predir la resposta als farmacs hipometilants (Bejar et al, 2014a).
Malauradament, en aquest article no s’analitzaren els nivells de metilacio i
hidroximetilacio global. Un dels articles que conformen la present tesi valora
I'impacte pronostic de la metilacid i de la hidroximetilacio global de I’ADN.

Els métodes basats en la conversid per bisulfit (métode Sanger, microarrays de
metilacié, NGS) sén els més habitualment emprats per a I'estudi de la metilacié de
I’ADN. Aquests meétodes consisteixen en tractar I’ADN amb bisulfit sodic que
convertira les citosines no metilades en uracils. L’analisi posterior dels productes
de PCR permetra la diferenciacié de les 5-mC (amplifiguen com citosines) dels
uracils, que amplifiqguen com timines (Grgnbak et al, 2012). El problema d’aquests
metodes és que no permeten estudiar la hidroximetilacié de I’ADN ja que el

tractament amb bisulfit no permet diferenciar les 5-mC de les 5-hmC (Huang et al,

70



Introduccié

2010). En un dels articles de la tesi s’utilitzen anticossos anti-5-mC i anti-5-hmC per

a estudiar la metilacid i la hidroximetilacié global de I’ADN.

9.1.5 indexs pronostics

9.1.5.1 International Prognostic Scoring System (IPSS)

Des de la seva publicacié I'any 1997 ha estat I'index pronostic més ampliament
utilitzat (Greenberg et al, 1997). L'index es va generar a partir de I'avaluacié de les
caracteristiques clinico-biologiques de 816 pacients diagnosticats de SMD de novo
en base a la classificacio de la FAB i tractats amb mesures de suport (best
supportive care). El model final recull tres variables que presenten un impacte
pronostic advers independent en la supervivencia global i en el risc d’evolucio a
LMA: numero de citopenies, percentatge de blasts a MO i cariotip (taula 7). Les
citopénies es definiren en funcid dels segiients punts de tall: hemoglobina <

10g/dL, neutrofils < 1800/microl, plaquetes < 100.000/microL.

Taula 7. Sistema de puntuacio de I'IPSS.

Variable Pronostica 0 0,5 1 1,5 2
Blasts MO (%) <5 5-10 - 11-20 21-30
Cariotip* Bo Intermedi Dolent - -
N@ citopénies 0-1 2-3 - - -

*Cariotip. Bo: normal, -Y, del(5qg), del(20g) com a alteracions Uniques; Dolent: complex (>3

alteracions), alteracions del cromosoma 7; Intermedi: altres anomalies Uniques o dobles.

D’acord a aquestes puntuacions els pacients s’estratifiquen en quatre categories de
risc (baix, intermedi-1, intermedi-2 i alt) amb diferéncies estadisticament
significatives en supervivéncia global i risc d’evolucio a LMA:

e Baix: 0 punts. Mediana de supervivéncia: 5,7 anys

Intermedi-1: 0,5-1 punts. Mediana de supervivéncia: 3,5 anys

Intermedi-2: 1,5-2 punts. Mediana de supervivéncia: 1,2 anys

Alt: 2,5-3,5 punts. Mediana de supervivencia: 0,4 anys
L’IPSS va ser el primer score pronostic ampliament acceptat i utilitzat en les SMD.
Una de les seves majors fortaleses és la seva simplicitat d’Us i que va ser creat en

base a una série llarga de SMD no tractats, el que ens ha permés obtenir
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informacié sobre la historia natural de la malaltia. Malgrat aix0 presenta unes
guantes limitacions:

e Es van excloure les SMD secundaries (therapy-related myeloid
neoplasms) i les LMMC proliferatives.

e Els talls del percentatge de blasts a MO no s’ajusten exactament als
criteris de 'OMS. Per exemple, el tall del 10% (AREB-2 o SMD-EB-2)
només suma 0,5 punts. Aix0 és logic perqué els pacients es varen
diagnosticar en base a les categories de la FAB, en que no es
diferenciava I'AREB-1 de I’AREB-2, pero en la versio revisada de I'IPSS
(IPSS-R) tampoc s’ha tingut en compte aquest aspecte. Les SMD-EB-2
amb un 10% de blasts, categoria de pitjor pronostic segons 'OMS, no
reben la major puntuacié en la variable “percentatge de blasts a MO”, ja
que es requereix que els pacients presentin >10% blasts. En aquest
mateix sentit, les AREB-T (20-30% blasts), actualment considerades
LMAs, es van seguir tenint en compte a I’hora de desenvolupar I'IPSS-R.

e Presenta un probable biaix en la estimacio del risc dels pacients, ja que
la supervivencia s’assigna des del moment en qué els pacients arribaren
a centres terciaris i no des del diagnostic.

* No té en compte la severitat de les citopénies, només el nimero.

e S’atorga un pes excessiu al percentatge de blasts en comparaciéo amb el
cariotip (Schanz et al, 2011).

e Aproximadament un 30% dels pacients no presentava informacio
citogenetica.

e El nimero d’anomalies citogenétiques designades era baix, amb una
categoria de risc intermedi que contenia una gran nombre d’alteracions
citogenetiques amb un valor pronostic molt heterogeni.

e Va ser dissenyat i validat per ser aplicat només al moment del

diagnostic.
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9.1.5.2 Revised International Prognostic Scoring System (IPSS-R)

Amb I'objectiu de millorar alguna de les debilitats que presentava I'IPSS, I'any 2012
va publicar-se’n una revisié (Greenberg et al, 2012). L'IPSS revisat (IPSS-R) es va
desenvolupar en base a 7012 SMD de novo (Taula 8). L'IPSS-R es basa en les
variables que conformaven I'IPSS pero aportava una serie de canvis: s’estableix de
forma individualitzada el pes de cada citopénia; es modifiquen els talls del
percentatge de blasts a MO: es divideix la categoria de <5% blasts en <2% i >2-<5%
blasts i s’elimina la distincié de >10-20% i >20-30% blasts, i s’estratifiquen els
pacients en cinc categories citogenetiques de risc. Un treball del grup Germano-
Austriac de SMD en base a 2351 pacients demostra que la citogenetica era la
variable amb major pes pronostic en les SMD, malgrat que a I'lIPSS el percentatge
medul-lar de blasts fou I'item a qué se li atorga un major pes (Schanz et al, 2011).
En base a aquesta observacio es proposa la nova classificacio citogenetica de I'IPSS-
R que categoritza explicitament un gran nombre d’anomalies amb valor pronostic

diferencial (Schanz et al, 2012).

Taula 8. Sistema de puntuacio de I'IPSS-R.

Variable pronostica 0 0,5 1 1,5 2 3 4
Grup de risc CG* Molt bo - Bo - Intermedi  Dolent Molt dolent
% blasts MO <2 >2-<5 5-10 >10

Hemoglobina (g/dL) >10 8<10 <8

Plaquetes (x10°/L) >100 50-<100 <50

Neutrofils (x109/L) >0,8 <0,8

*Grup de risc citogenétic. Molt bo: -Y, del(11q) com alteracions Uniques: Bo: normal, del(5q),
del(12p), del (20q) com alteracions Uniques o dobles amb del(5q); Intermedi: del(7q), +8, +19, i(17q)
com alteracions uUniques i qualsevol altre anomalia Unica o doble independent; Dolent: -7,
inv(3)/(3q)/del(3q), dobles amb -7/del(7q), complex amb 3 anomalies; Molt dolent: complex amb

més de 3 alteracions.

L'IPSS-R estratifica els pacients en cinc grups de risc amb diferéncies significatives
en supervivencia global i risc d’evolucié leuceémica: molt baix (0-1,5 punts) amb una

mediana de supervivéncia de 8,8 anys; baix (>1,5-3 punts) amb una mediana de
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supervivencia de 5,3 anys; intermedi (>3-4,5 punts) amb una mediana de
supervivencia de 3 anys; alt (>4,5-6 punts) amb una mediana de supervivencia de
1,6 anys, i molt alt (>6 punts) amb una mediana de supervivéncia de 0,8 anys.

L'index va rebre una amplia acceptacié i actualment és el score més utilitzat per a
la estratificacido pronostica de les SMD. En estudis posteriors ha estat reconegut
com l'index amb la major precisid pronostica dels indexs existents (Voso et al,
2013) i ha estat validat per ésser aplicat en diferents moments del curs clinic de la
malaltia (Lamarque et al, 2012; Della Porta et al, 2014), en SMD secundaries a
tractament (Ok et al, 2014; Zeidan et al, 2017) i en pacients sotmesos a
tractaments modificadors de I'evolucié de la malaltia (Voso et al, 2013). Tot i aixi,
planteja un important problema clinic, que els autors ja varen reflectir en el
moment de la seva publicacié: no queda clar si els pacients inclosos a la categoria
de risc intermedi havien de ser considerats pacients d’alt o baix risc. Basant-se en
qgue les supervivencies medianes d’aquest grup eren més properes a la dels
pacients classificats en el grup Intermedi-1 de I'IPSS que a les de I'Intermedi-2
varen aconsellar, amb certa cautela, considerar a aquests pacients de baix risc. Tot
i aixi deixaren una porta oberta a reconsiderar aquesta recomanacié. En diversos
estudis els pacients inclosos en aquesta categoria de risc han mostrat medianes de
supervivencia entorn als 30 mesos (Voso et al, 2013; Della Porta et al, 2015), que
és el tall que el GESMD va establir per a que un pacient sigui considerat d’alt risc
(Grupo Espanol de Sindromes Mielodisplasicos, 2012). Per tal d’intentar resoldre
aquest dilema, s’ha recomanat considerar els pacients classificats en el grup
intermedi de baix risc si puntuen <3,5 a I'IPSS-R i d’alt risc si puntuen >3,5
(Pfeilstocker et al, 2016). En un dels treballs de I'actual tesi es proposa enumerar
els blasts medul-lars de la cel-lularitat no eritroide com a estratégia de millora de

I’avaluacid pronostica d’aquest grup de pacients.

9.1.5.3 WHO classification-based prognostic scoring system (WPSS)

El WPSS (Taula 9) té en compte tres variables pronostiques: les categories
citogenetiques proposades per I'IPSS, les categories diagnostiques de I’OMS 2001 i
el requeriment transfusional (Malcovati et al, 2007). L'impacte de la dependéncia

transfusional va ser previament demostrada pels autors que desenvoluparen
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I'index (Malcovati et al, 2005; Malcovati, 2007). Aquest item va ésser substituit en
una revisio posterior pel grau d’anémia (Malcovati et al, 2011b; Della Porta et al,
2015). Es un score dinamic, permetent la seva aplicacié en diferents moments de
I'evolucié de la malaltia. Presenta, com a limitacid principal, la subjectivitat
implicita en la classificacié de I'OMS en quant a la diferenciacié fidedigna de les
entitats amb displasia unilinia o multilinia. D’altra banda, no permet I'abordatge

pronostic ni de les SMD inclassificables ni de la LMMC.

Tabla 9. Sistema de puntuacié del WPSS.

Variable Pronostica 0 1 2 3
Classificacié OMS 2001 AR, ARSA, Sindrome 59- CRDM, CRDM-SA  AREB-1  AREB-2
Cariotip* Bo Intermedi Dolent -
Requeriment transfusiona/** No Si - -

%
Cariotip. Bo: normal, -Y, del(5q), del(20q) com a alteracions uniques; Dolent: complex (>3
alteracions), alteracions del cromosoma 7; Intermedi: altres anomalies Uniques o dobles.
* kK

Requeriment transfusional: com a minim una transfusié cada 8 setmanes en un periode de 4

mesos.

El WPSS estratifica els pacients en cinc grups de risc amb diferencies significatives
en supervivencia global i risc d’evolucié leucemica: molt baix (0 punts) amb una
mediana de supervivéncia de 103 mesos; baix (1 punt) amb una mediana de
supervivencia de 72 mesos; intermedi (2 punts) amb una mediana de supervivéncia
de 40 mesos; alt (3-4 punts) amb una mediana de supervivéencia de 21 mesos, i

molt alt (5-6 punts) amb una mediana de supervivencia de 12 mesos.

9.1.5.4 MD Anderson Global Prognostic Scoring System (MPSS) i Low-Risk
Prognostic Scoring System (LR-PSS)

L’any 2008 Kantarjian i col-laboradors publicaren el MPSS, basat en 1915 pacients
(Kantarjian et al, 2008). La gran diferéncia respecte dels indexs préeviament
exposats és que incloia SMD secundaries a tractament, LMMC proliferatives,
pacients tractats i neoplasies mielodisplastiques/mieloproliferatives. A més
integrava dues variables depenents de I'hoste, 'ECOG i I'edat. Establia quatre

categories de risc (baix, intermedi-1, intermedi-2 i alt) en base a 8 parametres:
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ECOG, edat, hemoglobina, leucocits, plaquetes, percentatge de blasts a MO,
cariotip i dependéncia transfusional. El score no ha tingut una gran acceptacio. El
principal inconvenient que planteja és que inclou “variables relacionades amb el
pacient”, que com hem explicat préviament podria fer incérrer en decisions
terapeutiques erronies en sobreestimar el risc especific de la malaltia en pacients
d’edat avancada o amb un ECOG elevat. D’altra banda es va desenvolupar en base
a una poblacid molt heterogenia, la qual cosa podria dificultar I'extrapolacio
directa dels resultats a subpoblacions més homogenies de pacients. En aquest
sentit, I'index ha estat validat en séries de pacients amb SMD de novo (Komrokji et
al, 2012) i en SMD secundaries a tractament (Zeidan et al, 2017).

Durant el mateix any, Garcia-Manero i col-laboradors del MD Anderson publicaren
el LR-PSS que permetia detectar a pacients classificats en categories de baix risc de
I'IPSS (baix i intermedi-1) amb un comportament clinic desfavorable i que, per tant,
podrien beneficiar-se de rebre tractaments modificadors de la malaltia (Garcia-
Manero et al, 2008). Aquest index també ha estat validat posteriorment (Bejar et

al, 2012; Komrokji et al, 2015).

9.1.6 Recomanacions del GESMD per a la estratificaci6 pronostica de les
sindromes mielodisplastiques
Les guies del GESMD recomanen estratificar els pacients en dos grups de risc. Es
consideren pacients d’alt risc aquells amb una mediana de supervivencia global
estimada inferior a 30 mesos (Grupo Espafiol de Sindromes Mielodisplasicos,
2012).
* Pacients d’alt risc:
O IPSS intermedi-2 i alt; i/o WPSS alt i molt alt, i/o IPSS-R alt i molt
alt.
O IPSS intermedi-1; i/o WPSS intermedi, i/o IPSS-R intermedi amb
una o més de les seglients caracteristiques:
= Anomalia citogenética de risc alt o molt alt de I'IPSS-R.
» Plaquetes < 30 x 10°/L.
» Neutrodfils < 0,5 x 10°/L.

=  Mielofibrosi (graus 2-3 del consens europeu).
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* Pacients de baix risc:

0 Pacients que no acompleixen cap dels suposits anteriors.

9.2 Valoracié pronostica de la leucémia mielomonaocitica cronica
Els pacients amb LMMC poden presentar una evolucié clinica molt variable, des de
processos quasi indolents amb medianes de supervivéncia estimades per sobre
dels cinc anys a formes molt agressives amb una esperanca de vida de pocs mesos.
En general, la LMMC es considera una entitat de mal pronostic amb una mediana
de supervivencia global que es situa entre els 18 i els 24 mesos (Fenaux et al, 1988;
Worsley et al, 1988; Germing et al, 2004a, 2007; Onida et al, 2002; Such et al,
2013; Padron et al, 2015; Elena et al, 2016; Schuler et al, 2014). S’han
desenvolupat diferents indexs pronostics amb |'objectiu d’oferir una valoracio
pronostica individualitzada a aquests pacients ja que, tal i com succeeix amb les
SMD, les decisions terapeutiques son adaptades al risc. A continuacié s’enumeren
una série de factors pronostics adversos independents que, com veurem
posteriorment, sén adequadament recollits pels diferents indexs pronostics
existents:

¢ Nivells serics elevats de LDH (Aul et al, 1992).

e Anémia (Onida et al, 2002; Such et al, 2013; Itzykson et al, 20133;

Patnaik et al, 2013, 2014; Elena et al, 2016; Worsley et al, 1988).
e Plaquetopénia (Worsley et al, 1988; Aul et al, 1992; Itzykson et al,
2013a; Patnaik et al, 2013, 2014).

e Neutropénia (Worsley et al, 1988).

e Requeriment transfusional (Such et al, 2013; Elena et al, 2016).

e Leucocitosi (Itzykson et al, 2013a)

0 LMMC displastica vs. Proliferativa (Such et al, 2013).
e Monocits > 10 x 10°/L (Patnaik et al, 2013, 2014).
e Percentatge de blasts a MO
0 LMMC-0vs. LMMC-1 vs. LMMC-2 (Schuler et al, 2014).
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e Preséncia de precursors mieloides circulants (mielemia) (Onida et al,
2002; Patnaik et al, 2013, 2014).

e Recompte limfocitari superior a 2,5 x 10°/L (Onida et al, 2002; Beran et
al, 2007; Germing et al, 2002).

e Alteracions citogenetiques (alteracions del cromosoma 7, cariotip
complex, +8) (Such et al, 2011; Tang et al, 2014; Wassie et al, 2014).

e Mutacions especifiques (ASXL1, NRAS, RUNX1, SETBP1) (ltzykson et al,
2013a; Patnaik et al, 2014; Elena et al, 2016).

Abans de les classificacié de I’'OMS 2001, la LMMC era considerada un subtipus de
SMD (Bennett et al, 1982) i per aix0 la seva avaluacié pronostica era duta a terme
mitjancant indexs pronostics desenvolupats per a pacients amb SMD. L'index més
habitualment utilitzat era I'IPSS, malgrat que no permetia predir el pronostic
especific de les variants proliferatives ja que durant el seu desenvolupament
s’exclogueren les LMMC amb una xifra de leucocits superior a 12 x 10°/L
(Greenberg et al, 1997).

Fins a la publicacié del CMML-specific Prognostic Scoring System (CPSS) I'any 2013
(Such et al, 2013), només existia un index ponostic especific per a la LMMC basat
en una seérie llarga de més de 200 pacients, el MD Anderson Prognostic Scoring
System (MDAPS) que va apareixer I'any 2002 (Onida et al, 2002). Fins aleshores
s’havien desenvolupat tres indexs pronostics per a la LMMC: l'index de
Bournemouth modificat, I'index de Diisseldorf i I'index espanyol.

L'index de Bournemouth modificat (Worsley et al, 1988) va ser el primer score
desenvolupat especificament per a la LMMC. Incorporava les variables: xifra de
neutrofils, valors d’hemoglobina, recompte de plaquetes i percentatge de blasts a
MO. Permetia diferenciar dos grups de risc, alt i baix, amb medianes de
supervivencia de 15 i 27 mesos respectivament.

L'index de Diisseldorf es desenvolupa I'any 1992 en base a una cohort de 235
pacients amb SMD (Aul et al, 1992). Aquest index, que aportava el valor de LDH
com a nova variable pronostica, va permetre estratificar especialment bé els
pacients amb LMMC (Germing et al, 2004a). Permetia segmentar la serie de

pacients amb LMMC en tres grups de risc: baix (mediana de supervivéncia global
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de 93 mesos), intermedi (mediana de supervivéncia global de 26 mesos) i alt
(mediana de supervivencia global de 12 mesos).

L'index espanyol publicat per Gonzdlez-Medina (Gonzalez-Medina et al, 2002) i
col-laboradors es basava en una série de 70 pacients amb LMMC diagnosticats a
I’'Hospital Universitari Vall d’"Hebron de Barcelona. Permetia diferenciar dos grups
de risc, un amb una mediana de supervivencia de 44 mesos, i I'altre de 7 mesos.

A continuacié es detallen els indexs pronostics especifics per a la LMMC basats en
séries llargues de pacients. Aquests han permeés una estratificacié pronostica molt

més precisa d’aquest grup de pacients.

9.2.1 MD Anderson Prognostic Scoring System (MDAPS)

L'any 2002, Onida i col-laboradors publicaren el MDAPS (Onida et al, 2002) que es
desenvolupa en base a 213 pacients amb LMMC. L'index incloia quatre variables:
hemoglobina inferior a 120 g/L, recompte absolut de limfocits superior a 2,5 x
10°/L, preséncia de cél-lules mieloides immadures circulants (mielémia),
percentatge de blasts a MO igual o superior al 10%. Permetia diferenciar quatre
grups de risc: baix (mediana de supervivéncia global de 24 mesos), intermedi-1
(mediana de supervivencia global de 15 mesos), intermedi-2 (mediana de
supervivencia global de 8 mesos) i alt (mediana de supervivencia global de 5
mesos). Les noves variables pronostiques, recompte absolut de limfocits superior a
2,5 x 10°/L i preséncia de mielémia, foren posteriorment validades per altres grups
(Germing et al, 2002; Patnaik et al, 2013). Posteriorment, I'index va ésser validat
per una nova cohort de 250 pacients del MD Anderson (Beran et al, 2007). El
principal problema que presentava I'index és que malgrat separar quatre grups
pronostics amb supervivéncies significativament diferenciades, aquestes no
permetien fer una separacié efectiva dels pacients d’alt i baix risc, ja que tots els
grups presentaven medianes de supervivencia molt dolentes, inclus en la categoria
de baix risc. Aquest fet limita el seu Us com a eina per prendre decisions

terapeutiques adaptades al risc dels pacients.
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9.2.2 CMML-specific Prognostic Scoring System (CPSS)

El CPSS ha estat I'index més ampliament utilitzat des de la seva publicacié en 2013
(Such et al, 2013). El CPSS es desenvolupa en base a una série de 558 pacients amb
LMMC del Registro Espafiol de SMD (RESMD) i va ser validat en una cohort
independent de 274 pacients del Registre de Disseldorf i de I'Hospital San Matteo
de Pavia. Va ser el primer index especific per a la LMMC en introduir la citogenética
com a variable pronostica. Els grups de risc citogenétic foren préviament definits
per Such i col-laboradors i es coneixen internacionalment amb el nom de Spanish
Cytogenetic Risk Stratification System (Such et al, 2011). Es diferenciaren tres grups
de risc citogenétic: baix (cariotip normal i -Y), intermedi (anomalies no
explicitament mencionades als grups de baix i alt risc) i alt (anomalies del
cromosoma 7; cariotip complex, definit per la preséncia de tres o més anomalies, i
+8). El CPSS inclou quatre variables: LMMC displastica vs. LMMC proliferativa,
LMMC-1 vs. LMMC-2, requeriment transfusional i la classificacié citogeneética
previament esmentada. Permet diferenciar quatre grups pronostics amb
diferencies significatives en quant a la supervivencia global i el risc de
transformacié leucémica: baix (mediana de supervivéncia global de 72 mesos),
intermedi-1 (mediana de supervivencia global de 31 mesos), intermedi-2 (mediana
de supervivencia global de 13 mesos) i alt (mediana de supervivencia global de 5
mesos). Els grups pronostics establerts permetien establir una clara diferéncia
operativa entre pacients de baix (categories de risc baix i intermedi-1) i alt risc
(intermedi-2 i alt). En analogia amb les recomanacions del GESMD sobre
I’estratificacio pronostica de les SMD, que considera com pacients d’alt risc aquells
amb una mediana de supervivencia global estimada inferior a 30 mesos (Grupo
Espafiol de Sindromes Mielodisplasicos, 2012), les supervivéncies estimades
d’aquests grups de pacients amb LMMC sén excel-lents per planificar estratégies
terapeutiques adaptades al risc. En aquest mateix treball es proposava un CPSS
alternatiu que substituia la variable requeriment transfusional pel valor
d’hemoglobina <10 g/dL. EI CPSS alternatiu presentava una capacitat predictiva,
mesurada per I'index de concordanca CPE (Concordance Probability Estimate),

quasi idéntica al model original. Malgrat aixd, no va permetre diferenciar
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significativament quatre grups de risc de transformacio leucémica a la cohort de

validacio.

9.2.3 Groupe Frangais des Myélodysplasies (GFM) prognostic score (GFM score)

El GFM score va ser desenvolupat en base a una série de 312 pacients del Grup
Francés de SMD (Groupe Francais des Myélodysplasies) i validat per una cohort de
165 pacients del Munich Leukemia Laboratory (MLL) (Itzykson et al, 2013a). Va ser
el primer index en incloure dades moleculars, en concret la mutacié d’ASXL1. El
GFM score inclou cinc variables: edat > 65 anys, leucocits > 15 x 10°/L, anémia (Hb
< 10 g/dL en dones i < 11 g/dL en homes), plaquetes < 100 x 10°/L i mutacions
d’ASXL1. Permet diferenciar tres grups pronostics amb diferencies significatives en
quant a la supervivencia global i la supervivéncia lliure de progressié: baix
(mediana de supervivéncia global no assolida), intermedi (mediana de
supervivencia global de 38,5 mesos) i alt (mediana de supervivéncia global de 14,4
mesos). Per les supervivéncies reflectides sembla un index excel-lent per guiar en la
presa de decisions terapeutiques adaptades al risc. El principal inconvenient que
planteja és que inclou I'edat, que com hem explicat préviament podria fer incérrer
en decisions terapeutiques erronies en sobreestimar el risc especific de la malaltia

en pacients d’edat avancada.

9.2.4 Mayo Prognostic Model for WHO-defined CMML (Mayo Model)

El Mayo Model també va apareixer I'lany 2013 (Patnaik et al, 2013). Es va
desenvolupar en base a una série de 226 pacients amb CMML de la Clinica Mayo i
fou validat per una cohort de 268 pacients del Lee Moffit. S’analitzaren variables
cliniques, citogenéetiques i moleculars (mutacions d’ASXL1, SRSF2, SF3B1 i U2AF1),
pero a I'analisi multivariable només quatre variables cliniques van mantenir-se com
a factors pronostics adversos amb valor independent, entre les quals no s’incloia el
percentatge de blasts a MO. El Mayo model inclou les seglients variables:
hemoglobina < 100 g/L, recompte de mondcits superior a 10 x 10°/L, recompte de
plaquetes < 100 x 10°/L i preséncia de cél-lules mieloides immadures circulants

(mielémia). Permet diferenciar tres grups amb diferéncies pronostiques: baix
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(mediana de supervivencia de 32 mesos), intermedi (mediana de supervivéncia

global de 18,5 mesos) i alt (mediana de supervivéncia global de 10 mesos).

9.2.5 Mayo Molecular Model (MMM)

Davant de les diferéncies observades pel que fa a lI'impacte pronostic de les
mutacions d’ASXL1 entre el GFM i el grup de la Clinica Mayo, es va dur a terme un
treball col-laboratiu entre ambdds grups per tal de resoldre aquesta discrepancia.
Els grups van aconseguir reunir una série de 466 pacients. En combinar les dues
séries les mutacions d’ASXL1 (variants nonsense i frameshift) varen confirmar ser
un factor pronostic advers independent per a la supervivencia global perd no per a
la transformacié leucemica. Finalment es desenvolupa el MMM que incloia les
variables del Mayo Model i afegia la mutacid d’ASXL1 (Patnaik et al, 2014). El
MMM permet diferenciar quatre grups de risc: baix (mediana de supervivencia
global de 97 mesos), intermedi-1 (mediana de supervivéncia global de 59 mesos),
intermedi-2 (mediana de supervivencia global de 31 mesos) i alt (mediana de

supervivencia global de 16 mesos).

9.2.6 Molecular CMML-specific Prognostic Scoring System (CPSS-Mol)

Elena i col-laboradors publicaren una revisio del CPSS amb I'addicid de dades
moleculars (Elena et al, 2016). El CPSS-Mol es desenvolupa en base a una série de
214 pacients amb LMMC i fou validat per una cohort externa de 260 pacients. Les
mutacions que van demostrar tenir un impacte pronostic advers independent van
ésser ASXL1, RUNX1, SETBP1 i NRAS. Amb la combinacié d’aquestes mutacions i les
categories citogenétiques definides pel GESMD es va implementar un score
geneétic. El CPSS-Mol inclou les seglients variables: percentatge de blasts a MO igual
o superior al 5%, leucocits 213 x 109/L, requeriment transfusional i el score genétic
previament esmentat. Permet diferenciar quatre grups pronostics amb diferéncies
significatives en quant a la supervivencia global i la incidéncia acumulada de
transformacié leucémica: baix (mediana de supervivéncia global no assolida),
intermedi-1 (mediana de supervivencia global de 64 mesos), intermedi-2 (mediana
de supervivéncia global de 37 mesos) i alt (mediana de supervivéncia global de 18

mesos).
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10. Tractament de les sindromes mielodisplastiques i de la leucémia mielomonocitica

cronica

L’eleccidé de tractament en les SMD i en la LMMC és una decisido complexa a causa
de I'elevada heterogeneitat clinica que presenten aquestes patologies. Per aix0 és
fonamental recdrrer a totes les eines d’estratificacid pronostica préviament
comentades ja que la decisido terapeutica sera adaptada al risc. Les opcions
terapeutiques disponibles en ambdues patologies sén limitades i existeixen molt
pocs tractaments que hagin demostrat allargar la supervivéncia de forma
significativa. En aquest sentit, I'Gnic tractament amb potencial curatiu és el
transplantament al-logenic de progenitors hematopoétics pero la seva indicacié
esta limitada a un nombre molt reduit de pacients per la seva elevada
morbimortalitat i al fet que I'edat al diagnostic d’aquestes malalties sigui molt
avancada (Saber & Horowitz, 2016; de Witte et al, 2017). Com que el tractament
d’aquestes patologies esta fora del focus principal d’estudi de I'actual tesi
revisarem les principals opcions terapeutiques de forma resumida en base a les
recomanacions del GESMD recollides en les Guias de diagndstico y tratamiento de
los sindromes mielodispldsicos y de la leucemia mielomonocitica cronica (Grupo

Espanol de Sindromes Mielodispldsicos, 2012).

10.1 Tractament de les sindromes mielodisplastiques

En la practica clinica habitual I'eleccié de tractament dependra de la categoria de
risc que adjudiquem als pacients, és a dir, si considerem al pacient de baix o d’alt
risc. Per a prendre agquesta important decisié podem seleccionar algun dels indexs
de prediccié pronostica préviament exposats. En aquells pacients en qué es
plantegin dubtes sobre la categoria a la que haurien de ser adscrits, com per
exemple els pacients classificats en la categoria de risc intermedi de I'IPSS-R
(Greenberg et al, 2012), sera recomanable ampliar el seu abordatge pronostic
usant tota la informacié amb rellevancia pronostica disponible. En aquest sentit
podriem: realitzar I'estratificacid pronostica utilitzant indexs pronostics diferents
(Valcarcel et al, 2015), algun dels quals ha estat concebut per detectar a pacients

de baix risc amb un comportament clinic propi dels pacients d’alt risc (Garcia-
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Manero et al, 2008); perfilar el seu pronostic amb la informacié que aporten els
estudis moleculars (Haider et al, 2017); utilitzar les recomanacions del GESMD que
considera a un pacient d’alt risc si presenta una mediana de supervivéncia global
estimada inferior a 30 mesos (Grupo Espafiol de Sindromes Mielodisplasicos,
2012), i seguir les ultimes recomanacions del grup internacional que considera a
pacients d’alt risc aquells inclosos a les categoria intermedia de I'lPSS-R perd que
puntuen més de 3,5 punts (Pfeilstocker et al, 2016). Establir aquesta distincio de
forma adequada és cabdal ja que I'objectiu del tractament varia entre els pacients
de baix i d’alt risc. L'objectiu principal del tractament dels pacients de baix risc és
millorar la qualitat de vida que estara condicionada, sobretot, pel seu grau
d’anémia; mentre que en els pacients d’alt risc I'objectiu primordial estara destinat
a modificar la historia natural de la malaltia, és a dir, a intentar perllongar la
supervivencia i endarrerir la transformacié leucemica d’aquest grup de pacients
(Greenberg et al, 2017; Malcovati et al, 2013; Grupo Espafiol de Sindromes
Mielodispldsicos, 2012). L’Unic farmac que ha demostrat allargar la supervivencia
de forma significativa en les SMD d’alt risc és I'azacitidina (Fenaux et al, 2009). En
general, els tractaments disponibles poden classificar-se en tres grans grups:
tractament de suport (transfusions de components sanguinis, terapia
antimicrobiana, factors estimulants de colonies granulocitiques (G-CSF), quelants
del ferro), tractament no intensiu (agents estimulants de I'eritropoesi (AEE),
farmacs hipometilants (azacitidina, decitabina, guadecitabina), farmacs
immunomoduladors (lenalidomida), tractament immunosupressor (ciclosporina,
timoglobulina antitimocitica), farmacs bloquejadors de la via de TGF-B
(luspatercept sotatercept), inhibidors de IDH1/IDH2 (enasidenib), inhibidors de la
histona deacetilasa (HDACi), immune checkpoint inhibitors, analegs de la
trombopoetina) i tractament intensiu (quimioterapia tipus LMA, transplantament
al-logénic de progenitors hematopoétics).

A la figura 15 es mostra l'algoritme proposat pel GESMD pel tractament dels
pacients de baix risc, mentre que a la figura 16 es presenta I'algoritme proposat pel

GESMD pel tractament dels pacients d’alt risc.
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Figura 15. Algoritme de tractament per a les SMD de baix risc proposat pel GESMD. Abreviatures.

AEE: agents estimulants de [I'eritropoesi;

AZA: azacitidina; PMO: puncid de moll d’os; TIS:
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Figura 16. Algoritme de tractament per a les SMD d’alt risc proposat pel GESMD. Abreviatures. AZA:
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QT: quimioterapia tipus LMA; TIS: tractament

immunosupressor; TPH: transplantament al-logénic de progenitors hematopoetics.

10.2 Tractament de la leucémia mielomonocitica cronica

De la mateixa manera que succeeix amb les SMD, les decisions terapeutiques en la

LMMC també sén adaptades al risc. En aquest sentit, I'index pronostic proposat pel
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GESMD, el CPSS, sembla ser I'eina amb la millor acceptacio internacional per a
I'estratificacid pronostica dels pacients amb LMMC (Such et al, 2013). Podem
dividir els pacients amb LMMC en pacients de baix risc, en els quals I'objectiu
principal és millorar la qualitat de vida, i en pacients d’alt risc en els quals es pretén
modificar la historia natural de la malaltia (Grupo Espafiol de Sindromes
Mielodisplasicos, 2012; Onida et al, 2013; Solary & ltzykson, 2017; Patnaik &
Tefferi, 2018). Malgrat que les dades sobre I'activitat dels farmacs hipometilants en
la LMMC és més escassa i contradictoria que en les SMD, amb respostes globals
gue varien entre 25%-70% en funcio dels estudis (Aribi et al, 2007; Wijermans et al,
2008; Braun et al, 2011; Costa et al, 2011; Garcia-Manero et al, 2011; Thorpe et al,
2012; Greco et al, 2011), I'azacitidina esta aprovada per I'agéncia europea del
medicament (EMA) pel tractament de les LMMC-2 en abséncia de trets
mieloproliferatius (LMMC-2 variant displastica). En els pacients amb variants
proliferatives de la malaltia el tractament d’eleccié és la hidroxiurea (Grupo
Espanol de Sindromes Mielodisplasicos, 2012; Onida et al, 2013; Solary & Itzykson,
2017; Patnaik & Tefferi, 2018). Actualment es troba en curs un assaig clinic fase Il
conduit pel Groupe Francophone des Myelodysplasies comparant decitabina amb o
sense hidroxiurea vs. hidroxiurea en pacients amb LMMC proliferativa en fases
avancades (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02214407). A causa de I'escassetat de
dades sobre la idoneitat de les diferents propostes terapeutiques en la LMMC, el
seu algoritme terapeutic esta per definir. A continuacid s’exposa l'algoritme

terapeutic proposat pel GESMD pel tractament de la LMMC (Figura 17).
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Figura 17. Algoritme de tractament per a la LMMC proposat pel GESMD. Abreviatures. AEE: agents
estimulants de I'eritropoesi; AZA: azacitidina; HU: hidroxiurea; QT: quimioterapia tipus LMA; CPSS:
CMML-specific prognostic scoring system; TPH: transplantament al-logénic de progenitors

hematopoétics.






II. HIPOTESIS | OBJECTIUS






Hipotesis i objectius

La present tesi doctoral pretén aportar millores en I'avaluacid pronostica de les
sindromes mielodisplastiques (SMD) i de la leucémia mielomonocitica cronica
(LMMC). Les SMD i la LMMC presenten caracteristiques clinico-biologiques
comunes, com la preséncia de citopénies, displasia morfologica, hematopoesi
inefectiva, anomalies genétiques recurrents similars i un risc incrementat
d’evolucionar a una leucémia mieloide aguda (LMA), fet que ocasiona que la LMMC
és considerés un subtipus de SMD en el passat. Les caracteristiques diferencials
d’alguns pacients amb LMMC, amb trets caracteristics de les malalties
mieloproliferatives com la leucocitosi, hepato-esplenomegalia o trombocitosi, ha
fet que la LMMC es consideri un subtipus especific de neoplasia
mielodisplastica/mieloproliferativa des de que es va crear la categoria a la
classificacio de 'OMS 2001. D’altra banda, malgrat que la majoria de factors
pronostics identificats a les SMD sén també aplicables a la LMMC, se n’han
identificat alguns especifics d’aquesta ultima, sent especialment distintiu I'impacte
advers de la leucocitosi. Per aixd sembla interessant abordar ambdues patologies
de manera independent per tal d’intentar aportar millores en I'avaluacié
pronostica dels pacients. A continuacié s’exposen les hipotesis i objectius de treball

gue hem elaborat:

1) Existeix un nombre limitat d’estudis avaluant I'impacte pronostic dels nivells
de metilacid i d’hidroximetilacid globals de ’ADN en les SMD. La majoria dels
treballs que han avaluat I'impacte pronostic de la metilacié es focalitzen en
I’'analisi del seu estat en gens concrets o en grups de gens. La metilacid és un
mecanisme de silenciament genic. La majoria dels gens analitzats han estat
gens supressors tumorals, pel que és logic pensar que el seu silenciament es
relacioni amb un pitjor pronostic. D’altra banda, el farmac hipometilant
azacitidina ha estat |'Unic tractament capac¢ d’allargar la supervivéncia de
forma significativa en les SMD d’alt risc. El seu efecte no esta circumscrit a
gens especifics, sind que produeix una disminucié dels nivells globals de
metilacié. Recentment s’ha descrit el mecanisme epigenétic de |Ia

hidroximetilacié que promou la desmetilacio fisiologica de I’ADN. Basant-nos
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en l'evidencia indirecta que ens aporta I'Gs dels farmacs hipometilants ens
hem formulat les seglients hipotesis:
a. Els pacients amb els nivells més elevats de metilacid global de I'ADN
haurien de presentar un pitjor pronostic.
b. Els pacients amb els nivells més baixos d'hidroximetilacié global de
I'ADN haurien de presentar un pitjor pronostic.
i. Objectius:

1. Valorar els nivells de metilacié (5-mC) i hidroximetilacié (5-
hmC) globals de I’ADN en una série pacients amb SMD de novo
mitjancant I'Us d’anticossos anti-5-mC i anti-5-hmC.

2. Avaluar I'impacte dels nivells globals de 5-mC i 5-hmC de I’ADN
en la supervivencia global (SG) i en el temps a la transformacio
leucemica dels pacients amb SMD de novo.

3. Analitzar lI'impacte dels nivells globals de 5-mC i 5-hmC de
I’ADN en la supervivéncia global (SG) dels pacients amb SMD
de baix risc, per copsar si aquesta estratégia serveix per
detectar pacients de baix risc que puguin comportar-se com
pacients d'alt risc (medianes de SG estimades inferiors als 30
mesos).

4. Analitzar I'impacte de les variables pronostiques classiques en
les SMD a la nostra serie.

5. Avaluar si els nivells globals de 5-mC i 5-hmC de I’ADN es
correlacionen amb alguna de les variables classiques

analitzades.

2) Es consideren SMD amb predominanca eritroide (SMD-E) aquelles en que la
série eritroide suposa el 50% o més de la cel-lularitat medul-lar. Malgrat no
constituir un subgrup especific en les diferents classificacions de 'OMS, si
gue se’n fa una mencié especial a I'Gltima edicié. Aquestes plantegen el
diagnostic diferencial amb la leucémia aguda eritroide/mieloide o
eritroleucémia. El comité d’experts que elaboraren la classificacié de 'OMS

2008 va transmetre una falta de consens sobre quin era el millor metode per
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establir el percentatge de blasts en les SMD-E, si fer-ho en base a la
cel-lularitat no eritroide (CNE), com en l'eritroleucémia, o bé en base a la
cel-lularitat total. Malgrat que no existia cap evidéencia al respecte, la
recomanacio final va ser que ens les SMD-E el recompte s’havia de realitzar
en base a la cel-lularitat total, com en la resta de les SMD. Aquesta
recomanacié presentava l'inconvenient que el diagnostic d’AREB-2 només es
podia establir en aquells pocs pacients amb SMD-E en qué el percentatge de
blasts a MO fos menor d’un 10% pero que presentessin 5-19% blasts a SP o
blasts amb bastons d’Auer, ja que la preséncia d’'un 10% de blasts a MO en el
context de la predominanca eritroide implica almenys un 20% de blasts de la
CNE i obliga a establir el diagnostic d’eritroleucémia. D’altra banda, malgrat
gue l'eritroleucémia es va considerar com un subtipus de LMA segons 'OMS
2008, aquesta presenta caracteristiques clinico-biologiques propies de les
SMD com la preséncia de displasia multilinia; una elevada freqiiéncia
d’alteracions citogenetiques tipiques de les SMD, especialment de cariotips
complexes, i un perfil de mutacions geniques més proper al de les SMD que al
de les LMA de novo. Per tot I'anterior ens hem formulat les segiients
hipotesis:

a. La recomanacié de I'OMS que aconsella considerar el percentatge
de blasts en base a la cel-lularitat total en les SMD-E podria
infravalorar el risc d’aquest grup de pacients, ja que la maxima
categoria de risc de 'OMS (AREB-2) només es pot assignar a un
nombre molt escas de SMD-E. A més, davant d’expansions molt
marcades de la série eritroide, el percentatge de blasts referit en
base a la cellularitat total podria no reflectir el seu impacte
pronostic advers de la mateixa manera que en les SMD sense un
increment de la série eritroide.

b. Malgrat ésser considerada un subtipus de LMA a la classificacio de
I'OMS, les caracteristiques clinico-biologiques de I'eritroleucémia
podrien fer que fos més adequat considerar-la un subtipus especific
de SMD. Aixo tindria unes implicacions pronostiques que haurien

d’ésser avaluades especificament.
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1.

3) Malgrat que

Objectius:
Comparar les caracteristiques cliniques, morfologiques i
citogenétiques entre els pacients amb SMD-E i els pacients
amb SMD sense predominanca eritroide.
Comparar les caracteristiques cliniques, morfologiques i
citogenétiques entre els pacients amb SMD-E i
I’eritroleucémia. Focalitzant en la comparativa entre la
categoria de major risc de les SMD-E, I'AREB-1, i
I’eritroleucémia, ja que aquesta Ultima suposaria el segilient
esglad pronostic si fos considerada un subtipus especific de
SMD.
Comparar la SG de les AREB-1 amb predominanca eritroide i
de I'eritroleucemia.
Comparar la SG de l'eritroleucemia i de les AREB-2 que
presenten un 20% o més de blasts de la CNE perdo que, a
diferéncia de [leritroleucémia, tenen menys d’un 50%
d’eritroblasts a MO.
Comparar la SG de les AREB-1 amb i sense predominanca
eritroide.
Estudiar la forma més optima d’establir el percentatge de
blasts del pacients amb SMD-E, en base a la cel-lularitat total,

tal i com s’aconsella actualment per I’'OMS, o en base a la CNE.

existeixen indexs pronostics especifics per a la valoracid de la

LMMC, per la seva baixa prevalenca molt pocs s'han basat en seéries llargues

de pacients.

De fet, I'IPSS ha estat |'score pronostic més utilitzat per a la

valoracié de la LMMC, malgrat que no és aplicable a les variants

proliferatives. L'any 2002 aparegué el MD Anderson Prognostic Scoring

System (MDAPS), el primer index basat en una serie llarga de pacients erigint-

se com a l'eina pronostica més valuosa. A causa de la recent aparicid d'indexs

especifics com el CMML-specific Prognostic Score (CPSS) i el Mayo prognostic

model es pretén avaluar la validesa d'aquests aplicada a una séerie llarga de
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pacients amb LMMC. Posteriorment compararem els tres indexs per definir

quin d'ells estratifica millor els pacients de la nostra serie i valorarem

independentment totes les variables que els integren. La nostra hipotesi és

gue no hauria d'haver-hi grans diferéncies entre els indexs analitzats en

guant a la capacitat de prediccié de la SG i del risc de transformacié

leucemica i que totes les variables que els integren haurien de mostrar un

impacte pronostic independent en quant a la SG en la nostra série.

Objectius:
Valoracid de l'impacte pronostic en quant a SG i temps a la
transformacié leucémica de les variables i que integren els
index MDAPS, CPSS i Mayo prognostic model.
Valoracid de l'aplicabilitat dels indexs a la nostra série de
pacients i de la seva capacitat per estratificar el pacients en
grups de baix i alt risc.
Establir quines de les variables pronostiques que integren els
indexs es mostren com a factors pronostics adversos
independents en la nostra série de pacients.
Seleccié dels factors pronostics adversos independents per a la
SG amb major pes pronostic per tal d’implementar un nou
index o modificar-ne algun dels existents amb [|'addicié
d’alguna de les variables seleccionades.
Seleccionar I'index amb la millor capacitat predictiva de la

supervivencia i del risc de progressio leucémica.
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Metodes i resultats

Els metodes i resultats s’exposen en els cinc articles publicats que conformen

I"actual tesi:

Primer treball

Calvo X, Nomdedeu M, Navarro A, Tejero R, Costa D, Munoz C, Pereira A, Pefia O,
Risuefio RM, Monzé M, Esteve J, Nomdedeu B. High levels of global DNA
methylation are an independent adverse prognostic factor in a series of 90 patients
with de novo myelodysplastic syndrome. Leuk Res. 2014 Aug;38(8):874-81. Factor
d’impacte: 2,319.

Segon treball

Arenillas L*, Calvo X*, Lufio E, Senent L, Alonso E, Ramos F, Ardanaz MT, Pedro C,
Tormo M, Marco V, Montoro J, Diez-Campelo M, Brunet S, Arrizabalaga B, Xicoy B,
Andreu R, Bonanad S, Jerez A, Nomdedeu B, Ferrer A, Sanz GF, Florensa L.
Considering Bone Marrow Blasts From Nonerythroid Cellularity Improves the
Prognostic Evaluation of Mpyelodysplastic Syndromes. J Clin Oncol. 2016 Sep
20;34(27):3284-92. Factor d’impacte: 26,303.

* . .7 .
Igual contribucié com a primers autors

Tercer treball

Calvo X, Arenillas L, Lufio E, Senent L, Arnan M, Ramos F, Pedro C, Tormo M,
Montoro J, Diez-Campelo M, Blanco ML, Arrizabalaga B, Xicoy B, Bonanad S, Jerez
A, Nomdedeu M, Ferrer A, Sanz GF, Florensa L. Enumerating bone marrow blasts
from nonerythroid cellularity improves outcome prediction in myelodysplastic
syndromes and permits a better definition of the intermediate risk category of the
Revised International Prognostic Scoring System (IPSS-R). Am J Hematol. 2017
Jul;92(7):614-621. Factor d’'impacte: 5,303.

Quart treball
Calvo X, Arenillas L, Lufio E, Senent L, Arnan M, Ramos F, Ardanaz MT, Pedro C,
Tormo M, Montoro J, Diez-Campelo M, Arrizabalaga B, Xicoy B, Bonanad S, Jerez A,

Nomdedeu B, Ferrer A, Sanz GF, Florensa L. Erythroleukemia shares biological
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features and outcome with myelodysplastic syndromes with excess blasts: a
rationale for its inclusion into future classifications of myelodysplastic syndromes.

Mod Pathol. 2016 Dec; 29(12):1541-1551. Factor d’'impacte: 6,655.

Cinque treball

Calvo X, Nomdedeu M, Santacruz R, Martinez N, Costa D, Pereira A, Estrada N,
Xicoy B, Esteve J, Nomdedeu B. Comparison of three prognostic scoring systems in a
series of 146 cases of chronic myelomonocytic leukemia (CMML): MD Anderson
prognostic score (MDAPS), CMML-specific prognostic scoring system (CPSS) and
Mayo prognostic model. A detailed review of prognostic factors in CMMIL. Leuk Res.

2015 Jul 23. pii: S0145-2126(15)30324-6. Factor d’'impacte: 2,319.
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Primer Treball
High levels of global DNA methylation are an independent adverse prognostic

factor in a series of 90 patients with de novo myelodysplastic syndrome.

Resum

Es va avaluar I'impacte pronostic dels nivells de metilacid i hidroximetilacio globals
de 'ADN en una série de 90 pacients amb SMD de novo. El DNA es va obtenir de
mostres de MO extretes al diagnostic i els nivells de metilacid i hidroximetilacié
globals foren determinats per ELISA. En concret s’utilitzaren anticossos anti-5-
metilcitosina (5-mC) i anti-5-hidroximetilcitosina (5-hmC). Els pacients amb un
percentatge de DNA metilat per sobre del 2,73% presentaren una supervivéncia
global significativament més curta que els pacients amb un percentatge més baix
de DNA metilat (P=0,018) i a més presentaren una clara tendéncia estadistica a
presentar un menor temps a la transformacido leucemica (P=0,084), que fou
estadisticament significativa en censurar 9 pacients que van rebre tractaments
modificadors de la historia natural de la malaltia (azacitidina, quimioterapia tipus
LMA i transplantament al-logénic de progenitors hematopoeétics). Per tal de
seleccionar el punt de tall optim del percentatge global de metilacié que separava
la nostra série en dos grups amb supervivéncies globals significativament
diferenciades, varem utilitzar el metode en R Maximally Selected Rank Statistics
(MaxStat). L'impacte pronostic advers observat a I'analisi univariable dels nivells
elevats de 5-mC globals de I’ADN per a la supervivéncia global i la transformacié
leucémica va ser mantingut a I'analisi multivariable en ajustar el seu impacte per
I'edat, sexe, requeriment transfusional i IPSS. Per tant, els nivells elevats de
metilacié global de I’ADN es van erigir com un factor pronostic advers independent
en la nostra série. En la mateixa linia, els pacients de baix risc, definits per I'IPSS,
WPSS i IPSS-R, amb un percentatge de DNA metilat per sobre del 2,73% mostraren
una supervivencia significativament menor (P=0,032, P=0,023, P=0,031 per I'IPSS,
WPSS i IPSS-R respectivament). A diferéncia del que succei amb els nivells globals
de 5-mC, no varem trobar cap punt de tall optim del percentatge de 5-hmC de
I’ADN global que separés la nostra serie en dos grups amb supervivencies o amb

temps a la transformacido leuceémica significativament diferenciats. L’estudi
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suggereix que els nivells de metilacié global de I’ADN poden ser un bon predictor

de la supervivéncia en les SMD.
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The prognostic impact of global DNA methylation and hydroxymethylation was assessed in 90 patients
with de novo myelodysplastic syndrome (MDS). DNA was isolated from bone marrow samples obtained
at diagnosis and global methylation and hydroxymethylation were determined by ELISA. Patients with
a percentage of methylated DNA above 2.73% had a shorter overall survival than those with lower levels
(P=0.018) and presented a negative trend in terms of leukemia-free survival (P=0.084), that was statisti-
cally significant after censoring 9 patients that received disease-modifying treatments both in univariate

ﬁﬁggﬁmsm syradiones and multivariate analyses. Similarly, the low-risk MDS patients defined by the IPSS, WPSS and IPSS-R with
Prognosis 5-mC percentage in total DNA above 2.73% had a shorter overall survival (P=0.032; P=0.023; P=0.031).

5.mC No cut-off value for the 5-hydroxymethylcytosine percentage with statistical significance for overall or
5-hmC leukemia-free survival was obtained. This study suggests that global DNA methylation predicts overall

Methylation
Hydroxymethylation

survival in myelodysplastic syndromes.

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The myelodysplastic syndromes (MDS) are a heterogeneous
group of disorders, mostly appearing in older people, which
are characterized by cytopenias, dysplastic hematopoiesis, and
an inherent propensity to clonal evolution into acute myeloid
leukemia (AML) [1]. Different prognostic procedures have been
proposed to predict patient outcomes being cytogenetics the most
valuable independent prognostic factor |[2]. The International Pro-
gnostic Scoring System (IPSS) that classifies patients into four
prognostic groups according to the number of cytopenias, blast
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(EHA), June 14-17, 2012, Amsterdam, Netherlands, as an Oral presentation.
* Corresponding author at: Hematology Department, Hospital Clinic, Villarroel
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E-mail addresses: xcalvo@clinic.ub.es (X. Calvo), nomdedeu@clinic.ub.es
(B. Nomdedeu).

http://dx.doi.org/10.1016/j.leukres.2014.04.015
0145-2126/© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

count and karyotype has been the most useful method applied in
clinical practice [3]. Other scores have been proposed to increase
the discriminatory power of IPSS such as the WHO classification-
based prognostic scoring system (WPSS) [4], the MD-Anderson
prognostic score [5] or the Revised International Prognostic Sco-
ring System (IPSS-R) [6]. The WPSS introduced the transfusional
requirement while the MD-Anderson score recognized poor per-
formance status as new independent adverse prognostic factors.
On the other hand, the IPSS-R proposed a more extensive re-
classification of cytogenetics into five groups giving to this variable
the highest prognostic value. In addition, every cytopenia was eval-
uated independently and new cut-off points were established in the
blast percentage. The Spanish group of MDS (GESMD) has recently
proposed a new approach considering high risk patients those with
severe cytopenias [7,8], high bone marrow fibrosis [9] or high risk
cytogenetics, although previously they were classified as low risk
patients in the IPSS, WPSS or IPSS-R scores | 10].

In the last years, relevant new information has been obtained
from genomic studies. A fair number of mutations affecting mainly
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the epigenetic or the splicing machinery have been described show-
ing important relevance in the pathogenesis of MDS or in the
outcome of patients [11-17]. This new data derived from trans-
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Table 1
Main patient characteristics.
Variable N=90 patients
Median age, years (range) 75(32-97)

lational research must be integrated in the upcoming prognostic
scores.

DNA methylation consists of the addition of a methyl group to
cytosines in CpG dinucleotides | 18]. Aberrant DNA methylation at
the promoter of CpG islands is a common event in human cancer
and has been associated with silencing ofimportant tumor suppres-
sor genes [ 18,19]. The hydroxymethylation, a recently described
epigenetic mechanism mediated by the ten-eleven translocation
(TET) proteins which consists of adding a hydroxyl group at the 5
end of the 5-methylcytosines (5-mC) [20-22], has been described
as a passive DNA demethylation process |23 . The relation between
prognosis and DNA methylation has been investigated in single
genes [24-27] or combinations of multiple genes in MDS patients
[28,29], but to the best of our knowledge, little is known about
the prognostic impact of global DNA methylation [30] in MDS and
almost nothing about global DNA hydroxymethylation [31]. Epige-
netic therapy using DNA methyltransferase inhibitors have been
the only treatment capable of significantly prolonging survival in
high-risk MDS [32], therefore, it seems critical to assess the impact
of global DNA methylation and hydroxymethylation in the outcome
of patients.

In this study, we examined the prognostic significance of global
DNA methylation and hydroxymethylation in adult patients with
de novo MDS using a simple, feasible and inexpensive method
(ELISA assay).

2. Materials and methods
2.1. Patients

Ninety patients with de novo MDS diagnosed between January 2002 and
December 2009 were evaluated at our institution (49 M/41 F; median age 75 years,
range 32-97 years). Patients were grouped according to the World Health Orga-
nization (WHO) 2008 criteria, the International Prognostic Scoring System (IPSS)
13), the WHO classification-based prognostic Scoring System (WPSS) [4] and the
Revised IPSS (1PSS-R) | 6]. The median follow-up was 4.8 years (range 1.3-9.3 years).
No patient was lost in follow-up. As expected, the majority of patients belonged to
the low risk categories of IPSS, WPSS and IPSS-R. Main characteristics of patients are
shown in Table 1. Informed consent was obtained in accordance with the Declara-
tion of Helsinki and the Ethics Committee of Hospital Clinic of Barcelona provided
institutional review board-approval for this study.

2.2. DNA isolation

Genomic DNA was isolated from cell pellets of bone marrow samples fixed with
carnoy after the cytogenetic study done at diagnosis. The extraction was performed
using the commercial DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany) accord-
ing to manufacturer's protocol and the 260/280 nm absorbance ratio was used to
assess the purity of DNA. At least aconcentration of 25 ng/jul was required to perform
the study.

2.3. Global DNA methylation and hydroxymethylation analysis

Global methylation and hydroxymethylation were determined in total DNA
of all samples by a specific ELISA assay (MethylFlash™ Methylated DNA Quan-
tification Kit and MethylFlash™ Hydroxymethylated DNA Quantification Kit;
Epigentek, Farmingdale, NY) which is capable to recognize the DNA methylated
and hydroxymethylated fraction. This test uses monoclonal antibodies against
5-methylcytosine (5-mC) and 5-hydroxymethylcytosine (5-hmC) to obtain the per-
centage of 5-mC and 5-hmC in total DNA. The procedure was performed according
to manufacturer's protocol.

24. Data analysis

Statistical analyses were performed using the Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) software version 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and R 2.9.2 soft-
ware (Vienna, Austria) [33]. All p values were two-tailed and the threshold of
statistical significance was p less than 0.05. Clinical and biological parameters were
recorded at the time of diagnosis. Descriptive statistical analysis of the main charac-
teristics of patients was performed. Categorical variables are reported as counts and
relative frequencies and continuous variables are indicated as medians and ranges.

Gender (M/F) 49/41

Median follow-up, years (95% Cl) 4.8(13-9.3)
Median OS, years (95% ClI) 46(34-5.9)
WHO 2008

RCUD (RA), (%) 2(22)
RARS, n (%) 3(3.3)
5q-,n (%) 1(1.1)
RCMD, n (%) 63(70)
MDS-U, n (%) 1(1.1)
RAEB-1, n (%) 9(10)
RAEB-II, n (%) 11(12.2)
IPSS risk group

Low risk (low/intermediate-1), n (%) 77 (86)
High risk (intermediate-2/high), n (%) 13(14)
WPSS risk group®

Low risk (very low/low/intermediate), n (%) 65(73)
High risk (high/very high), n (%) 24(27)
R-IPSS risk group

Low risk (very good/good/intermediate), n (%) 77 (86)
High risk (high/very high), n (%) 13(14)
IPSS cytogenetics

Low risk, n (%) 64(71.1)
Intermediate risk, n (%) 15(16.7)
High risk, n (%) 11(12.2)
IPSS-R cytogenetics

Very good, n (%) 5(5.6)
Good, n (%) 62(68.9)
Intermediate, n (%) 16(17.8)
Poor, n (%) 1(1.1)
Very poor, n (%) 6(6.7)
AML evolution, n (%) 23(26)
Treatment

Best supportive care, n (%) 81(90)
Azacitidine, n (%) 4(45)
Allo-SCT, n (%) 4(45)
Chemotherapy plus allo-SCT, n (%) 1(1)

MDS: myelodysplastic syndrome; WHO: World Health Organization; RCUD: refrac-
tory cytopenia with unilineage dysplasia; RA: refractory anemia; RARS: refractory
anemia with ring sideroblasts; 5q-: MDS with isolated deletion of 5q; RCMD: refrac-
tory cytopenia with multilineage dysplasia; MDS-U: MDS unclassifiable; RAEB:
refractory anemia with excess of blasts; Allo-SCT: allogeneic stem cell transplan-
tation; IPSS: International Prognostic Scoring System; IPSS-R: Revised IPSS; WPSS:
WHO classification-based Prognostic Scoring System.
* N=89: WPSS not applicable in MDS-U.

Survival curves were constructed by Kaplan-Meier method using the interval from
the date of diagnosis to the date of last contact or death (overall survival; 0S) or
progression to acute myeloid leukemia (leukemia-free survival; LFS) and compared
using the log-rank test. Spearman or Pearson Correlation Coefficients to assess if
any variable was associated with the 5-mC or 5-hmC levels was also utilized. We
used the MaxStat package of R (Maximally selected Rank Statistics) to determine a
cut-off value to dichotomize the continuous variables 5-mC and 5-hmC percentage.
Using the identified cutoffs, we divided the patients in two groups of high or low
levels of global 5-mC or 5-hmC. Multivariate analysis was performed (Cox model)
to assess the independent impact of the variables that showed significance in the
univariate analysis.

3. Results

All 90 patients were evaluable for the variables composing
the IPSS, IPSS-R and WPSS (cytogenetics, bone marrow blasts,
hemoglobin levels, neutrophil count, platelet count, transfusion
requirement and WHO classification). The majority of patients
belonged to the low risk categories of those prognostic scores
(see Table 1). We evaluated classical clinical factors associated
with a prognostic impact in terms of OS and LFS using univari-
ate survival analysis (Kaplan-Meier; log-Rank test) and found
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Fig. 1. Overall survival of MDS patients according to global DNA methylation. Patients with 5-mC percentage above 2.73% (n=15; red line) had a shorter median overall
survival than those with lower levels (n=75; blue line) (median 1.19 vs. 4.87 years; P=0.018). (For interpretation of reference to color in this figure legend, the reader is

referred to the web version of this article.)

that bone marrow blasts >5% (P<0.001; P<0.001), bone mar-
row blasts >10% (P<0.001; P<0.001), IPSS cytogenetics (P<0.001;
P=0.001), IPSS-R cytogenetics (P<0.001; P<0.001), IPSS (P<0.001;
P<0.001), IPSS-R (P<0.001; P<0.001), WPSS (P<0.001; P<0.001),
transfusion requirement (P=0.001; P=0.048) and neutrophil count
<0.8 x 109/L" (P<0.001; P<0.001) were significantly associated
with a worse OS and LFS, respectively. On the other hand,
age >65 years (P=0.021) and hemoglobin <100g/L" (P=0.009)
showed a significantly adverse impact in terms of OS, but not
in LFS. Platelets <100 x 10%/L" were not significantly associ-
ated with a worse OS or LFS ("cut-off value as defined in the
IPSS-R).

3.1. Prognostic impact of global DNA methylation and
hydroxymethylation

In our series global methylation levels were higher than the
global hydroxymethylation levels. The mean of the global DNA
methylation percentage was 2.29% (range 1.28-3.10%) and the
mean of 5-hmC percentage was 0.15% (range 0.01-0.82%). Using
the MaxStat package, we estimated a significant cut-off point in
terms of OS for the percentage of 5-mC: 2.73%, near the 75th per-
centile, selecting 15 patients with global 5-mC levels above that
percentage. The low-methylated group showed a mean of 2.16%,
in comparison to the 2.94% in the higher one. We could not obtain
an optimal cut-off value for the 5-hmC percentage with statistical
significance for the OS or LFS.

Patients with a 5-mC percentage in total DNA of 2.73% or below
had abetter OS than those with more methylated DNA (median 4.87
vs. 1.19 years) (P=0.018; Fig. 1). On the other hand, we observed
a positive trend in terms of LFS (P=0.084). By using Cox regres-
sion which included age, gender, 5-mC above 2.73%, transfusion
requirement and high risk IPSS (Intermediate 2 or High), we found
that these variables were independently associated with a worse
outcome except for gender (Table 2).

Table 2

Multivariate analysis of variables related to overall survival.
Variable P ORR (95% Cl)
Age 0.017 1.042 (1.007-1.078)
Gender 0.451 -
5-mC %>2.73% 0.039 2.011(1.036-3.903)
Transfusion requirement 0.035 1.913 (1.046-3.497)

High risk categories of IPSS <0.001 4.167(1.977-8.783)

Further analysis, after censoring patients at time of allogeneic
transplant (n=4) or at time of receiving azacitidine (n=4) or
intensive chemotherapy (n=1), showed that patients with the
highest methylation levels had a shorter OS (median 5.04 vs.
2.57 years)(P=0.040; Fig. 2) and LFS (P=0.019; Fig. 3). The new
estimated cut-off point for the 5-mC percentage was 2.7%, which
was very close to the prior value. The significance of this variable
was retained in the multivariate analysis (Table 3). It is of note that
after censoring patients the transfusion requirement maintained

Table 3
Multivariate analysis of variables related to overall survival (A) and leukemia-free
survival (B).

Variable P ORR (95% CI)

A

Age 0.002 1.063 (1.023-1.105)
Gender 0.344 -

5-mC %>2.7% 0.042 2,042 (1.025-4.070)
Transfusion requirement 0.098 -

High risk categories of IPSS 0.001 4.439(1.916-10.287)
B

Age 0.346 -

Gender 0.106 -

5-mC %>2.7% 0.007 3.883 (1.443-10.450)
Transfusion requirement 0.708

High risk categories of IPSS <0.001 7.993 (2.526-25.287)
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Fig. 2. Overall survival of MDS patients according to global DNA methylation (9 patients were censored at time of receiving azacitidine, intensive chemotherapy or an
allogeneic transplant). Patients with 5-mC percentage above 2.7% (n=18; red line) had a shorter median overall survival than those with lower levels (n=72; blue line)
(median 2.57 vs. 5.04 years; P=0.04). (For interpretation of reference to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

its statistical significance in terms of OS (P=0.001) but not in terms
of LFS (P=0.152).

It is remarkable that the low-risk MDS patients defined by the
IPSS (n=77), WPSS (n=65) and IPSS-R (n=77) with 5-mC per-
centage in total DNA above 2.73% had a shorter OS than those

with lower levels of methylated DNA (IPSS: median 1.59 vs. 5.26
years,P=0.032; WPSS: median 2.53 vs. 6.28 years, P=0.023; R-IPSS:
median 1.59 vs. 5.26 years, P=0.031) (Fig. 4). If validated in larger
series of patients, this finding would support the measurement of
global DNA methylation by increasing the discriminative power of
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Fig. 3. Leukemia-free survival of MDS patients according to global DNA methylation (9 patients were censored at time of receiving azacitidine, intensive chemotherapy or
an allogeneic transplant). Patients with 5-mC percentage above 2.7% (n=18; red line) had a shorter leukemia-free survival than those with lower levels (n=72; blue line)
(P=0.019). (For interpretation of reference to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 4. Overall survival of low-risk MDS patients according to global DNA methyla-
tion. Patients were classified by the IPSS (A), WPSS (B) and IPSS-R (C). The low-risk
MDS patients with 5-mC percentage above 2.73% (A: n=12,B: n=11,C: n=12; red
line) had a shorter median overall survival than those with lower levels (A: n =65, B:
n=54, C: n=66; blue line) (A: median 1.59 vs. 5.26 years, P=0.032; B: median 2.53
vs. 6.28 years, P=0.023; C: median 1.59 vs. 5.26 years, P=0.031). (For interpretation
of reference to color in this figure legend, the reader is referred to the web version
of this article.)

prognostic scoring systems to detect low-risk MDS patients with
high risk features.

No significant correlation was found between the 5-mC or the 5-
hmC levels and the other classical prognostic factors studied (bone
marrow blasts, IPSS, IPSS-R, WPSS, cytogenetic groups defined by
the IPSS or IPSS-R, transfusion requirement and cytopenias), show-
ing that the methylation and the hydroxymethylation status were
not a surrogate marker of any of these variables in our series
(Table 4). In addition, a significant association between the num-
berof cytogenetic alterations and the 5-mC percentage in total DNA
was not observed.

4. Discussion

In this study, global DNA methylation and hydroxymethylation
using specific antibodies against 5-mC and 5-hmC from bone mar-
row samples of 90 de novo MDS patients at time of diagnosis was
investigated. Later on the association between global DNA methyl-
ation and hydroxymethylation and clinical outcome was studied.

We found that patients with the highest levels of global DNA
methylation had a shorter OS. Moreover after censoring patients at
time of receiving disease-modifying treatments, we also observed
a shorter LFS. In addition, a multivariate analysis showed that age,
high risk categories of IPSS, transfusion requirement and high levels
of global DNA methylation were independent adverse prognostic
factors. Furthermore, it was also observed that the low-risk MDS
patients defined by the IPSS, WPSS and IPSS-R with the highest lev-
els of global DNA methylation had a shorter OS than those with
lower levels of methylated DNA. This finding indicates that the
measurement of global DNA methylation could increase the dis-
criminative power of prognostic scoring systems to detect low-risk
MDS patients with high risk features.

The majority of published data reported the methylation status
of single genes [24-27]| or combination of multiple genes [28,29]
but there is a paucity of studies investigating the outcome of
patients in relation to their global methylation status |30]. For
instance, the methylation of the supressor gene p15'NK4B has been
associated with a shorter OS in a univariate analysis [25,26], and
the combination of promoter methylation of p15™K48 HIC1, CDH1
and ERa genes were higher in advanced disease and predicted
a poor prognosis in early-stage MDS [28]. Recently, Poloni et al.
[30] found that high levels of global DNA methylation detected by
immunohistochemistry (anti-5mC antibodies) of the bone marrow
trephine biopsies was an independent adverse prognostic factor.
To the best of our knowledge, this and the present study are the
only ones showing these findings. The bisulfite-based methods
are the most commonly used to investigate the DNA methyla-
tion status and different approaches based on these have been
used to study the global DNA methylation [34]. Of these, the most
commonly accepted as a proxy marker of genome-wide methyla-
tion was methylation of the repetitive LINE1 sequences [35]. This
assay is less labor intensive and requires less DNA than the previ-
ous non PCR-based methods, but as other bisulfite-based assays,
LINET is not capable to discriminate between 5-mC and 5-hmC
[36]. Moreover, since there is no specific data regarding whether
the mechanisms that control methylation of repetitive elements
may differ from the rest of the genome, this assay might not be a
perfect representation of total genomic methylation [35]. It is note-
worthy that the present results have been obtained by a fast and
inexpensive assay (ELISA) capable of distinguishing between 5-mC
and 5-hmC. The main problem of the used method is that it has not
been compared with other well established assays used to deter-
mine the global DNA methylation. However, if this test could be
compared with these other methods and applied in prospective
studies or larger series of patients, it would strengthen the value of
this assay as a new prognostic tool in clinical practice.
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Table 4
Correlation analysis between classical prognostic factors in MDS and the 5-mC or 5-hmC levels.

Variable’ 5-mC% 5-hmC%

IPSS Spearman: 0.009 Spearman: -0.194
p=0.931 p=0.066
Mean of 5-mC(low risk): 2.28 Mean of 5-hmC(low risk): 0.15
Mean of 5-mC(high risk): 2.33 Mean of 5-hmC(high risk): 0.14
t-test(pvalue): 0.730 t-test(pvalue): 0.757

IPSS-R Spearman: 0.015 Spearman: 0.029
p=0.890 p=0.786
Mean of 5-mC(low risk): 2.29 Mean of 5-hmC(low risk): 0.15
Mean of 5-mC(high risk): 2.30 Mean of 5-hmC(high risk): 0.13
t-test(pvalue): 0.954 t-test(pvalue): 0.244

WPSS Spearman: 0.028 Spearman: -0.079
p=0.791 p=0.461
Mean of 5-mC(low risk): 2.28 Mean of 5-hmC(low risk): 0.15
Mean of 5-mC(high risk): 2.30 Mean of 5-hmC(high risk): 0.14
t-test(pvalue): 0.820 t-test(pvalue): 0.524

IPSS cytogenetics Spearman: 0.039 Spearman: - 0.035

IPSS-R cytogenetics

Platelet count

Neutrophil count

Hb levels

BM blasts

Transfusion requirement

p=0.715

Mean of 5-mC(low risk): 2.27
Mean of 5-mC(high risk): 2.44
t-test(pvalue): 0.269

Spearman: 0.059
p=0.580

Mean of 5-mC(low risk): 2.28
Mean of 5-mC(high risk): 2.38
t-test(pvalue): 0.624

Pearson: 0.060
p=0.576

Mean of 5-mC (>100 x 10%/L): 2.30
Mean of 5-mC (<100 x 10%/L): 2.25
t-test(pvalue): 0.639

Pearson: 0.015
p=0.886

Mean of 5-mC (>0.8 x 10%/L): 2.30
Mean of 5-mC (<0.8 x 10°/L): 2.26
t-test(pvalue): 0.744

Pearson: 0.101
p=0.343

Mean of 5-mC(>100g/L): 2.31
Mean of 5-mC(<100g/L): 2.26
t-test(pvalue): 0.612

Pearson: 0.137
p=0.199

Mean of 5-mC (>10%): 2.44
Mean of 5-mC(<10%): 2.27
t-test(pvalue): 0.226

Mean of 5-mC(TR): 2.24
Mean of 5-mC(No TR): 2.33
t-test(pvalue): 0.362

p=0.742

Mean of 5-hmC(low risk): 0.15
Mean of 5-hmC(high risk): 0.14
t-test(pvalue): 0.794

Spearman: 0.067
p=0.532

Mean of 5-hmC(low risk): 0.15
Mean of 5-hmC(high risk): 0.145
t-test(pvalue): 0.857

Pearson: 0.090
p=0.399

Mean of 5-hmC (>100 x 10°/L): 0.15
Mean of 5-hmC (<100 x 10%/L): 0.13
t-test(pvalue): 0.333

Pearson: 0.012
p=0.907

Mean of 5-hmC (>0.8 x 10%/L): 0.14
Mean of 5-hmC (<0.8 x 10%/L): 0.20
t-test(pvalue): 0.221

Pearson: 0.2
p=0.059

Mean of 5-hmC(>100g/L): 0.14
Mean of 5-hmC(<100g/L): 0.16
t-test(pvalue): 0.326

Pearson: -0.038
p=0.725

Mean of 5-hmC (>10%): 0.13
Mean of 5-hmC(<10%): 0.15
t-test(pvalue): 0.387

Mean of 5-hmC(TR): 0.16
Mean of 5-hmC(No TR): 0.14
t-test(pvalue): 0.254

Abbreviations: MDS: myelodysplastic syndrome; IPSS: International Prognostic Scoring System; IPSS-R: Revised IPSS; WPSS: WHO classification-based Prognostic Scoring
System; Hb: hemoglobin; BM: bone marrow: 5-mC %: 5-methylcytosine percentage in total DNA; 5-hmC %: 5-hydroxymethylcytosine percentage in total DNA: TR: transfusion

requirement.

Statistical methods: (a) Pearson: Pearson correlation coefficient; (b) Spearman: Spearman correlation coefficient; (c) t-test: Student’s t-test.

* No significant association between the 5-mC or the 5-hmC levels and the classical prognostic factors was found.
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Although there is few data investigating the association of
single methylated genes or combination of genes and the prob-
ability of response to the DNA methyltransferase inhibitors [29],
there are no studies showing if the global DNA methylation or
hydroxymethylation status at diagnosis can be predictive of clin-
ical response to hypomethylating agents. Follo et al. [37] showed
that the phosphoinositide-phospholipase (PI-PL)Cbetal promoter
is hypermethylated in high-risk MDS patients, and that the amount
of PI-PLCbetal mRNA could predict the clinical response to azac-
itidine. Shen et al. [29] observed that reduced methylation over
the course of treatment was associated with a better response
to decitabine, however, they found no association between the
response to decitabine and the methylation levels at baseline.
It would be interesting to assess if global DNA methylation or
hydroxymethylation at baseline could be predictive of response to
hypomethylating agents.

On the other hand, the levels of global DNA hydroxymethyla-
tion had no prognostic impact in our series. The hypomethylating
agents are the only treatment capable of significantly prolonging
survival in high-risk MDS [32] by inducing direct cytotoxicity and
global hypomethylation. Hydroxymethylation consists of adding
a hydroxyl group at the 5 end of 5-mC and has been described
as a passive DNA demethylation process inducing gene reexpres-
sion [20,23]. The transmission of methylation patterns from the
parental cells to the daughter cells are lost due to this mecha-
nism because DNA methyltransferases are not capable to recognize
the hydroxymethylated DNA strands |[38]. The conversion of 5-
mC into 5-hmC, also called the “sixth base”, is mediated by
the ten-eleven translocation (TET) family of 5-mC hydroxylases,
including TET1, 2 and 3 giving a new insight to the epigenetic
regulation of DNA methylation [20-22/. In addition isocitrate dehy-
drogenases (IDHs) play a crucial role in the formation of the
5-hmCs catalyzing the oxidative decarboxylation of isocitrate pro-
ducing a-ketoglutarate (a-KG) that is a cofactor of TET proteins
required in the conversion of 5-mC into 5-hmC [39]. The gain-
of-function mutations of IDH-1 or IDH-2 produce the metabolite
2-hydroxyglutarate (2-HG) which inhibits the TET-mediated con-
version of 5-mC into 5-hmC acting as an antagonist of its cofactor,
a-KG [40].

Ifas proposed, hydroxymethylationis areally passive demethyl-
ation process, we could expect that patients with the highest levels
of hydroxymethylation would have a better outcome, nevertheless
this fact was not found. Firstly it was believed that TET2 muta-
tion had an independent good prognosis [41], however, this has
not been confirmed in later studies [42]. TET2 mutational inactiva-
tion implies a decrease in the 5-hmC levels [31,43-45], therefore,
according to the above mentioned it would be at least question-
able that suppressed levels of 5-hmC would represent a feature of
good prognosis. Liu et al. [31] showed that decreased 5-hmC levels
are associated with TET2 mutation and, in contrast to the present
study, they observed an unfavorable OS in the group of patients
with lower 5-hmC levels. To the extent of our knowledge, this is
the only study reporting that the reduction of hydroxymethylation
levels implies a bad prognosis. Recently, it has been reported that
“loss of 5-hmC” is an epigenetic hallmark of melanoma and that
down regulation of IDH2 and TET family enzymes is more likely to
be one of the mechanisms underlying 5-hmC loss [46]. Therefore, it
is necessary to continue investigating the real biological meaning
of the “sixth base”.

In conclusion, the results shown in the present study may
support the use of this feasible and inexpensive assay as a new pro-
gnostic tool in MDS. However, further studies would be necessary
to corroborate these findings. According to our study, this assay
could have a special interest for detecting low-risk MDS patients
with high risk features. Furthermore, it would also be interesting
to investigate if global DNA methylation at baseline, and specially

hydroxymethylation, could predict the response to hypomethylat-
ing agents.
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Segon Treball

Considering Bone Marrow Blasts From Nonerythroid Cellularity Improves the

Prognostic Evaluation of Myelodysplastic Syndromes.

Resum

La classificacid de I’'OMS de les SMD es basa fonamentalment en el percentatge de
blasts a MO. Aquest es considera en base a la cel-lularitat medul-lar total, excepte
guan s’observa predominanca eritroide, és a dir, quan els eritroblasts suposen el
50% o més de la cel-lularitat medul-lar. En aquest suposit s’ha de realitzar el
recompte de blasts de la cel-lularitat no eritroide (CNE) i si el percentatge és igual o
superior al 20% s’hi estableix el diagnostic d’eritroleucemia, i si per contra el
percentatge és inferior al 20% s’hi estableix el de SMD. En aquest ultim cas, el
percentatge de blasts ha d’ésser referit respecte de la cel-lularitat total.

S’avalua el percentatge medul-lar de blasts respecte de la cel-lularitat total i de la
CNE en 3692 pacients amb SMD del Grupo Espafiol de Sindromes Mielodisplasicos
(GESMD), 465 dels quals presentaven predominanca eritroide (SMD-E). S’analitza la
rellevancia d’ambdues quantificacions en la classificacid i el pronostic dels pacients.
En considerar el percentatge de blasts respecte de la CNE, un 22% de pacients amb
SMD-E classificats en categories sense excés de blasts foren reclassificats en
categories amb excés de blasts i presentaren una pitjor supervivéncia global que
els pacients que varen romandre en les categories inicials (P=0,006). A la nostra
série de pacients amb SMD-E no va ser possible establir el diagnostic d’AREB-2, ja
gue seguint les recomanacions de I'OMS, els pacients amb un 50% o més
d’eritroblasts i un 10-19% de blasts a MO foren diagnosticats d’eritroleucémia. No
varem detectar pacients amb menys d’un 10% de blasts a MO que presentessin un
5-19% de blasts a SP o blasts amb bastons d’Auer. No obstant, en realitzar el
recompte de blasts de la CNE, 72 pacients foren recodificats com AREB-2 i
mostraren una menor supervivencia que les AREB-1 sense predominanca eritroide
de la serie global. De la mateixa manera, els pacients amb SMD-E recodificats com
AREB-2 en base a la CNE presentaren una menor supervivéncia que les AREB-1

recodificades. Es interessant destacar que totes les AREB-1 amb predominanca

111



Metodes i resultats

eritroide foren recodificades a AREB-2 quan es calcula el seu percentatge de blasts
respecte de la CNE i que per tant, les noves AREB-1 recodificades provenien de
pacients diagnosticats de SMD-E sense excés de blasts que presentaren un 5-9% de
blasts quan es consideraren els blasts de la CNE. Finalment, una altre gran limitacié
de la recomanacio actual de 'OMS era que els pacients amb SMD-E no podien ser
adscrits a la categoria d’alt risc de I'IPSS, ja que com hem comentat préviament, les
SMD-E amb 10-19% blasts a MO de la cel-lularitat global foren diagnosticats
d’eritroleucémia i quedaren fora de [l'analisi. Per contra, en considerar el
percentatge medul-lar de blasts de la CNE, I'IPSS separava quatre grups de risc amb
diferencies significatives de supervivencia. A més, un 11% de pacients amb SMD-E
classificats en categories de baix risc de I'IPSS (baix, intermedi-1) foren
reclassificats a categories d’alt risc (intermedi-2, alt) i presentaren una
supervivencia significativament menor que el grup del qual provenien. La mediana
de supervivencia d’aquest grup de pacients era |'esperable en els pacients d’alt risc
(mediana estimada de supervivéncia inferior a 30 mesos). Per tant, enumerar els
blasts de la CNE semblava un métode excel-lent per detectar pacients catalogats de
baix risc pero amb un pronostic propi dels pacients d’alt risc. Malgrat que les dades
suggerien que |'estratificacié pronostica de les SMD-E podia millorar-se considerant
els blasts de la cel-lularitat no eritroide, varem analitzar si aquesta estratégia podia
servir per millorar I'estratificacio de risc de totes les SMD. La mitjana d’eritroblasts
a MO de les SMD sense predominanca eritroide era d’'un 30%, per tant aplicar el
recompte de blasts de la CNE només a les SMD-E podria ocasionar un greuge
comparatiu amb les SMD sense una expansio de la série eritroide, ja que podriem
subestimar-ne el seu percentatge. Realitzar el recompte de blasts de la CNE podria
ser un bon métode per homogeneitzar el recompte de blasts entre ambdds grups
de pacients. De la mateixa manera, quan l'analisi s’estengué a la serie global de
pacients, un 12% de SMD classificats en les categories sense excés de blasts foren
reclassificats en categories de major risc i mostraren una menor superviveéncia
global (P=0,001). En recalcular I'IPSS considerant els blasts de la CNE un 8,4% de
pacients amb SMD classificats en categories de baix risc de I'IPSS foren
reclassificats a categories d’alt risc i presentaren wuna supervivéncia

significativament menor que el grup del qual provenien. Novament, la mediana de
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supervivencia d’aquest grup de pacients era I'esperable en els pacients d’alt risc. El
conjunt de dades exposades suggereixen que considerar el percentatge de blasts
de MO respecte de la CNE millora I'avaluacié pronostica dels pacients amb SMD.
Aguest fet hauria d’ésser considerat en futures revisions de la classificacio de

I’'OMS.
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A B § T R A C T

Purpose

WHO classification of myeloid malignancies is based mainly on the percentage of bone marrow
(BM) blasts. This is considered from total nucleated cells (TNCs), unless there is erythroid-hyperplasia
(erythroblasts = 50%), calculated from nonerythroid cells (NECs). In these instances, when
BM blasts are = 20%, the disorder is classified as erythroleukemia, and when BM blasts are
< 20%, as myelodysplastic syndrome (MDS). In the latter, the percentage of blasts is considered
from TNCs.

Patients and Methods

We assessed the percentage of BM blasts from TNCs and NECs in 3,692 patients with MDS from
the Grupo Espanol de Sindromes Mielodisplasicos, 465 patients with erythroid hyperplasia (MDS-E)
and 3,227 patients without erythroid hyperplasia. We evaluated the relevance of both quantifications
on classification and prognostication.

Results

By enumerating blasts systematically from NECs, 22% of patients with MDS-E and 12% with MDS
from the whole series diagnosed within WHO categories with < 5% BM blasts, were reclassified
into higher-risk categories and showed a poorer overall survival than did those who remained in initial
categories (P = .006 and P = .001, respectively). Following WHO recommendations, refractory
anemia with excess blasts (RAEB)-2 diagnosis is not possible in MDS-E, as patients with 10% to
< 20% BM blasts from TNCs fulfill erythroleukemia criteria; however, by considering blasts from
NECs, 72 patients were recoded as RAEB-2 and showed an inferior overall survival than did patients
with RAEB-1 without erythroid hyperplasia. Recalculating the International Prognostic Scoring
System by enumerating blasts from NECs in MDS-E and in the overall MDS population reclassified
approximately 9% of lower-risk patients into higher-risk categories, which indicated the survival
expected for higher-risk patients.

Conclusion

Regardless of the presence of erythroid hyperplasia, calculating the percentage of BM blasts from
NECs improves prognostic assessment of MDS. This fact should be considered in future WHO
classification reviews.

J Clin Oncol 34:3284-3292. © 2016 by American Society of Clinical Oncology

nucleated cells (NECs). Despite the lack of

Current WHO classification of myelodysplastic
syndromes (MDS) is based mainly on the per-
centage of blasts from total bone marrow
(BM) nucleated cells (TNCs)." "> In MDS with
= 50% BM erythroblasts (MDS-E) there is no
consensus on the best method for enumerating
BM blasts—from TNCs or from nonerythroid

3284 © 2016 by American Society of Clinical Oncology

agreement, WHO recommendation is to con-
sider blasts from TNCs once the diagnosis of
erythroleukemia is ruled out, which implies the
presence of = 20% BM blasts from NECs.
Patients with MDS-E represent approximately
15% of patients with MDS.® Possible diagnoses
when erythroid precursors are = 50% of BM nu-
cleated cells are summarized in Appendix Table Al
(online only).
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Proportion of BM blasts is a major prognostic factor for
outcome in patients with MDS and is used for individual risk
assessment and therapy planning.”* The main aim of our study
was to address the best method for calculating the percentage of
BM blasts to derive its prognostic usefulness in a large series of
patients with MDS.

PATIENTS AND METHODS

Patients

At the completion of this report, the database of the Spanish group
on MDS—Grupo Espanol de Sindromes Mielodisplasicos (GESMD)—
contained complete cytomorphologic, clinical, and follow-up information
on 3,692 patients diagnosed between 1972 and 2015 according to 2008
WHO criteria.' Patients with secondary MDS, chronic myelomonocytic
leukemia, or unclassified myelodysplastic/myeloproliferative neoplasms
were excluded. Patients with = 50% erythroblasts were defined as having
MDS-E. Percentage of BM blasts from NECs was calculated as follows:

[% BM blasts from TNCs /(100 — % BM erythroblasts)] X 100.

Patients provided written informed consent. The study was conducted
according to the Declaration of Helsinki and was approved by the ethical
committee of GESMD.

Statistical Analysis

Com[zparisons of proportions and ranks of variables were performed
by using x~ or Mann-Whitney U tests, as appropriate. No adjustments to
P values were made for multiple tests. Survival curves were constructed by
using the Kaplan-Meier method from the interval from diagnosis to last
contact or death (overall survival [OS]) and compared using the log-rank
test. Patients undergoing allogeneic stem cell transplantation or acute
myeloid leukemia (AML)-type chemotherapy were censored at date of
starting chemotherapy or transplantation, whichever came first. Differ-
ences were considered statistically significant when P values were < .05 in
a two-tailed test. Multivariable analysis was performed by using Cox
proportional hazards regression method, and C-index was implemented to
assess the method for calculating BM blast percentage with the best
prognostic value for OS.

Clinical, Pathologic, and Cytogenetic Features of MDS-E
and of MDS With < 50% Erythroblasts

Overall, 465 patients had MDS-E (12.6%) and 3,227 patients
with MDS had < 50% erythroblasts (control group). Patient
characteristics are summarized in Table 1. Distribution of WHO
subtypes using both approaches for enumerating BM blasts is
depicted in Table 2, Appendix Table A2 (online only), and Ap-
pendix Table A3 (online only). Distribution of International

Table 1. Main Demographic, Clinical, and Biologic Characteristics at Diagnosis of 3,692 Patients With MDS According to the Percentage of ENCs in Bone Marrow
Characteristic MDS-E (n = 465) MDS With < 50% ENCs (n = 3,227) P
Median age (range), years 74.09 (26-94) 75.28 (20-101) .027
< 60, No. (%) 59 (12.7) 361 (11.2)
= 60, No. (%) 406 (87.3) 2866 (88.8)

Male sex, No. (%) 290 (62) 1882 (58.3) .098

Median hemoglobin (range), g/l 9.7 (4.8-15.30) 10 (3-16.5) .001

Median WBC (range), x10%/L 4.2 (08-16.2) 4.2 (0.4-46.0) 209

Median neutrophil count (range), X10%/L 2.14 (0.06-12.85) 2.08 (0.01-13.8) .999

< 0.5 10%L, No. (%) 28 (6) 212 (6.6)
=05 X 10%L, No. (%) 437 (94) 3015 (93.4)
Median platelet count (range), X 10%/L 182 (8-1,131) 152 (1-1,161) < 001
< 30 x 10%L, No. (%) 19 (4.1) 159 (4.9)
= 30 X 10%L, No. (%) 446 (95.9) 3,068 (95.1)

Mean erythroblasts (SD), % 58 (6.9) 30 (11.1) < .001

Median dyserythropoiesis (range), % 40 (0-100) 32.29 (0-100) < .001

Median dysgranulopoiesis (range), % 10 (0-100) 36.40 (0-100) < .001

Median dysthrombopoiesis (range), % 10.5 (0-100) 31.80 (0-100) < ,001

Mean BM blasts (SD), % 1.82 (2.1) 3.99 (4.6) < .001

Median LDH serum level (range), p/L 323 (54-1,807) 320 (0-4,502) 615

Karyotype, abnormal/total cases, % 132 of 465 (28.4) 1,110 of 3,227 (34.4) .01

IPSS cytogenetic group, No. (%) 542

Low 376 (80.9) 2,563 (79.4)
Intermediate 48 (10.3) 391 (12.1)
High 41 (8.8) 273 (8.5)

Treatments, No. (%)

Azacitidine 58 of 465 (12.5) 457 of 3,227 (14.2) .326
AML-like chemotherapy 14 of 465 (3) 153 of 3,227 (4.7) .093
Allo-SCT 11 of 465 (2.4) 93 of 3,227 (2.9) .529

NOTE. Estimated median follow-up, as calculated by reverse Kaplan-Meier method, was 42.19 months (95% Cl, 40 to 44.4 months); 43.76 months (95% Cl, 36.4 t0 51.1
months) for MDS-E and 41.79 months (95% CI, 39.5 to 44 months) for MDS with < 50% ENCs. Of 3,692 patients, 1,627 (44%) had died. Median OS, 58.4 months; 60.4
months for MDS-E and 57.8 months for MDS with < 50% ENCs.

Abbreviations: AML, acute myeloid leukemia; BM, bone marrow; ENCs, erythroid nucleated cells; IPSS, International Prognostic Scoring System; LDH, lactate de-
hydrogenase; MDS, myelodysplastic syndromes; MDS-E, MDS with = 50% BM erythroblasts; SCT, stem cell transplantation; SD, standard deviation; WBC, white blood
cell.
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Prognostic Scoring System (IPSS) categories using both methods is
shown in Table 3 and Appendix Table A4 (online only).

MDS-E and MDS Had Similar Survival

Although a higher BM blast percentage was observed in
patients with < 50% erythroblasts (mean, 1.8 v3.99; P <.001), OS
of both MDS-E and control groups was similar (median OS, 60.4 v
57.8 months; P = .31; Appendix Fig Al, online only). Lower BM
blast percentage observed in MDS-E was an expected finding,
because those patients with MDS-E with 10% to < 20% of BM
blasts from TNCs were diagnosed with erythroleukemia and, thus,
were not included in this report.

Considering Percentage of BM Blasts From NECs Rather
Than From TNCs Improves Risk Assessment of MDS-E
When BM blast percentage was considered from NECs, 89
(22%) of 406 patients with MDS-E who were diagnosed within
WHO subtypes without excess blasts (EB) were reclassified into
higher-risk WHO categories—77 patients as refractory anemia
with EB type 1 (RAEB-1) and 12 as RAEB-2. OS of these 89
upgraded patients was significantly shorter than that observed in
316 patients who remained in WHO subtypes without EB (median
0S, 41.1 v 80.2 months; P = .006; Fig 1A). Similarly, patients
reclassified as RAEB subtypes showed a lower OS than the 2,277
patients with MDS without EB and with < 50% erythroblasts
(median OS, 41.1 v 76.1 months; P = .001; Fig 1B). These dif-
ferences in OS remained statistically significant for the 77 patients
who were upgraded to RAEB-1 (median OS, 43.7 v 80.2 months for
patients with MDS-E without EB; P =.027; and 43.7 v 76.1 months
for patients with MDS without EB and with < 50% erythroblasts;
P = .011) as well as for the 12 patients reclassified as RAEB-2
(median OS, 31.5 v 80.2 months for patients with MDS-E without
EB; P = .002; and 31.5 v 76.1 months for patients with MDS
without EB and with < 50% BM erythroblasts; P = .011).

All patients with = 50% erythroblasts and with 10% to < 20%
of BM blasts from TNCs fulfill criteria for erythroleukemia;
therefore, with the current WHO recommendation, diagnosis of
RAEB-2 is not possible in this subset of patients. By estimating the
BM blast percentage from NECs, there were 72 patients with

RAEB-2: all 60 previous patients diagnosed with RAEB-1 and 12
patients classified in categories without EB (nine patients with
refractory cytopenia with multilineage dysplasia, one with MDS
with isolated 5q deletion, and two with refractory anemia with ring
sideroblasts) by current WHO criteria. These 72 patients recoded
to RAEB-2 showed a significantly poorer OS than did the 492
patients with RAEB-1 and with < 50% BM erythroblasts (median
08, 28.9 v 34.9 months; P = .037; Fig 1C), but had a better OS than
did the 458 patients with RAEB-2 and with < 50% BM eryth-
roblasts (median OS, 28.9 v 13.4 months; P = .025). These dif-
ferences in OS could be explained, at least in part, by the different
BM blast percentage mean considered from NECs in the three
groups of patients (9.63% and 18.83% for patients with RAEB-1
and RAEB-2 with < 50% erythroblasts, respectively, and 14.25%
for patients with MDS-E who were recoded as RAEB-2; P < .001).
Of interest, OS of patients with RAEB-1 and with < 50% eryth-
roblasts was longer than that of patients recoded as RAEB-2 by
assessing blasts from NECs despite the mean percentage of blasts
of the former group being higher when BM blast percentage
was considered from TNCs (6.76% v 5.80%; P < .001) according
to WHO criteria. Mean and standard deviation of BM blast
percentage from TNCs and NECs by WHO subtypes are given in
Appendix Table A5 (online only).

Finally, by counting BM blasts from NECs, patients recoded as
RAEB-2 showed a significantly lower OS than did those recoded as
RAEB-1 (median OS, 28.9 v 43.7 months; P = .008).

Influence of the Method of Enumerating BM Blasts in
Prognostication of MDS-E by IPSS

We assessed OS predicted by IPSS in patients with MDS-E by
counting BM blast percentage from TNCs (Fig 2A) and from NECs
(Fig 2B). It should be stressed that, by using current WHO rec-
ommendation (counts performed from TNCs), it is not possible to
assign patients with MDS-E to the highest-risk IPSS category
because all patients with BM blasts = 10% are diagnosed with
erythroleukemia and are thus excluded from this scoring system.
However, when blasts were calculated from NECs, four groups
with significant differences in OS were observed: median OS,
83.2 months for low risk; 52.8 months for intermediate 1 risk;

Table 2. Reclassification of 2008 WHO Subtypes Considering Bone Marrow Blasts From TNCs or From NECs in MDS With = 50% Bone Mamow Erythroblasts

Subtype Considering Blasts From NECs

Subtype Considering Blasts From TNCs RCUD RARS RCMD 5q- MDS-U RAEB-1 RAEB-2 Total
RCUD 36 0 0 0 0 6 0 42
RARS 119 0 0 0 18 2 139
RCMD 147 0 0 44 9 200
5¢- 9 0 2 1 12
MDS-U 5 7 0 12
RAEB-1 . 60 60
RAEB-2 0
Total 36 119 147 9 5 77 72 465

because these cases fulfilled the current WHO criteria for erythroleukemia.

Abbreviations: 5g-, myelodysplastic syndromes with isolated del(5q); MDS-U, unclassifiable myelodysplastic syndromes; NEC, nonerythroid cell; RAEB-1, refractory
anemia with excess blasts-1; RAEB-2, refractory anemia with excess blasts-2; RARS, refractory anemia with ring sideroblasts; RCMD, refractory cytopenia with
multilineage dysplasia; RCUD, refractory cytopenia with unilineage dysplasia; TNC, total nucleated cell.

*All patients classified as RAEB-1 when considering blasts from TNCs were reclassified as RAEB-2 when considering blasts from NECs.

tIn patients with = 50% bone marrow erythroblasts, when blasts were enumerated from total bone marrow cellularity, none of the cases could be classified as RAEB-2

3286 © 2016 by American Society of Clinical Oncology
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Table 3. Reclassification of IPSS Categories Considering Bone Marrow Blasts
From TNCs or From NECs in Myelodysplastic Syndromes With = 50% Bone
Marrow Erythroblasts

IPSS Category
Considering Blasts

IPSS Category Considering Blasts From NECs

From TNCs Low Intermediate-1 Intermediate-2 High Total
Low 221 39 2 0 262
Intermediate-1 115 45 0 160
Intermediate-2 19 24 43
High * 0
Total 221 154 66 24 465

Abbreviations: IPSS, International Prognostic Scoring System; NEC, non-
erythroid cell; TNC, total nucleated cell.

*In patients with = 50% bone marrow erythroblasts, when blasts were enu-
merated from total bone marrow cellularity, none of the cases could be classified
into high-risk IPSS category because all patients with bone marrow blasts = 10%
are diagnosed with erythroleukemia and thus excluded from this scoring system.

22.6 months for intermediate 2 risk; and 8.8 months for high risk
(P < .001). Of 422 patients, 47 (11%) with MDS-E who were
classified in the lower-risk IPSS categories (low and intermediate 1)
by current WHO criteria were reclassified into higher-risk cate-
gories when BM blasts were enumerated from NECs. OS of these
47 upgraded patients was significantly shorter than OS of pa-
tients who remained in the lower-risk categories (median OS,
28.9 and 80.6 months, respectively; P < .001; Fig 2C). Thus, by
counting BM blasts from NECs we were able to detect a group of
patients labeled at present as having lower-risk disease but who
presented an outcome much closer to that of higher-risk patients
with MDS.

Enumerating Blasts From NECs in the Whole Series
Homogenizes the Diagnosis and Prognostic Evaluation
of Patients Regardless of the Presence of Erythroid
Hyperplasia

Mean of BM erythroblasts in patients with MDS-E was 58%
versus 30% in the control group (P < .001); therefore, counting
BM blast percentage from NECs only in patients with MDS-E
could underestimate the real weight of blasts in patients without
erythroid hyperplasia.

Thus, we finally reassigned 2008 WHO categories (recoded
WHO) of all 3,692 patients with MDS by calculating BM blasts
from NECs. With this methodology, 2,352 patients were placed in
morphologic subtypes without EB (63.7%), 615 patients had
RAEB-1 subtype (16.7%), 550 were RAEB-2 subtype (14.9%),
and 175 were classified as AML (4.7%). Four groups of patients
defined by this method had significantly different OS (median OS,
78.5 months; 45.9 months; 18.2 months; and 14 months, re-
spectively; P <.001). Of interest, no significant OS differences were
observed in each of the new recoded WHO categories regardless of
the presence of erythroid hyperplasia, even in the 175 patients with
MDS who were upgraded to AML who achieved a similar survival
to 56 patients who were diagnosed with erythroleukemia (median
0S, 13.2 months and 14 months, respectively; P = .5).

As observed in patients with MDS-E, when BM blast per-
centage was calculated from NECs, 330 (12%) of 2,682 patients
diagnosed within WHO subtypes with < 5% BM blasts were
reclassified into WHO subtypes with EB, whereas no patient was

www.jco.org

upgraded to AML. OS of these 330 upgraded patients was sig-
nificantly shorter than that observed in 2,352 patients who re-
mained in WHO subtypes without EB (median OS, 48.4 months v
78.5 months; P = .001). Moreover, 255 (46%) of 552 patients
previously diagnosed with RAEB-1 were reallocated to the RAEB-2
category and achieved a significantly shorter OS than did those
who remained in the initial category (median OS, 28.9 months v
38.7 months; P = .006).

IPSS cytogenetic risk classification distinguished three risk
categories with significantly different OS in each of the recoded
WHO subgroups—MDS without EB: 80.9 months, 68.2 months,
and 32.8 months; RAEB-1: 58.5 months, 39.9 months, and
14.2 months; RAEB-2: 30.3 months, 15.2 months, and 7.5 months;
AML: 18.3 months, 13.2 months, and 7.8 months; for good, in-
termediate, and poor cytogenetic risk categories, respectively (P <
.001 between strata of each group). We carried out a multivariable
analysis of OS by using Cox proportional hazards regression
modeling and included recoded WHO subtypes and all variables
with a significant prognostic impact in univariable analysis: age =
60 years, sex, platelets < 30 X 10”/L, neutrophils < 0.5 X 10°/L,
and IPSS cytogenetic risk categories (log-rank P < .001 for all
comparisons). All variables, including recoded WHO, retained
their independent prognostic influence on OS (recoded WHO:
hazard ratio, 1.53; 95% CI, 1.45 to 1.62; P < .001; Appendix Table
A6, online only). We estimated C-index of the multivariable re-
gression model to assess whether the new recoded WHO classifi-
cation has an acceptable predictive capability in terms of mortality.
The model with recoded WHO classification showed a slightly
higher C-index value than that which incorporated the current
WHO classification (C-index, 0.652 v 0.650, respectively).

To assess whether there was an influence on survival analysis
related to different standards of care applied over time, we seg-
mented our series into three time periods according to diagnosis
date: 1972 to < 2000, 2000 to < 2008, and 2008 to present. These
thresholds were selected according to increased indication of allo-
SCT in the 2000 to < 2008 period and the use of azacitidine as
a standard of care in Spain for high-risk patients after 2008.
Percentage of patients diagnosed in each period from the group of
patients whose WHO risk category was upgraded when BM blasts
were considered from NECs (upgraded group) was compared with
the percentage of patients diagnosed in each of these time periods
from the group of patients that remained in their original cate-
gories regardless of whether BM blasts were counted from NECs
(comparator group). When assessing the group of patients di-
agnosed within WHO categories without EB, no significant dif-
ference was observed between the upgraded and comparator
groups regarding percentage of patients diagnosed in each of these
time periods (9.1% comparator group v 8.4% upgraded group in
the first period; 24% comparator group v 27.8% upgraded group in
the second period; and 66.9% comparator group v 63.9% upgraded
group in the third period; P = .325). This finding suggests that the
poorer survival observed in the group of patients who upgraded to
WHO categories with EB was not influenced by receiving a di-
agnosis in a different time period, highlighting that their shorter
survival was not conditioned by application of a different standard
of care. In the same way, when assessing patients with RAEB-1, no
significant difference was observed between the upgraded and
comparator groups regarding percentage of patients diagnosed in
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Fig1. Overall survival (OS) by Kaplan-Meier analysis of patients with myelodysplastic syndromes with = 50% bone marrow (BM) erythroblasts (MDS-E). Of 406 patients,
89 with erythroid hyperplasia and < 5% BM blast cells in total BM cellularity were reclassified into higher BM blast categories when the percentage of blasts was assessed
from nonerythroid cells. (A) OS of the 89 upgraded patients with MDS-E was inferior to that of the 316 patients with MDS-E who remained in < 5% BM blast categories
(median OS, 41.1 months v 80.2 months). (B) OS of the 89 upgraded patients with MDS-E patients was inferior to that of the 2,277 patients who were diagnosed with WHO
categories with < 5% BM blasts of the control group (median OS, 41.1 months v76.1 months). (C) OS of the 72 patients who were recoded to RAEB-2 was inferior to that
of the patients with 492 RAEB-1 of the control group (median OS, 28.9 months v 34.9 months). OS was compared with two-sided log-rank test.

each of these time periods (10.2% comparator group v 14.2%
upgraded group in first period; 24.4% comparator group v 28.4%
upgraded group in second period; and 65.4% comparator group v
57.5% upgraded group in third period; P = .126).

We then evaluated IPSS-R BM blast thresholds, considering
blasts from NECs, and focused on the new BM blast categories
defined by this index (0% to 2% v 2 to < 5%). No significant
difference was observed between the 617 patients with MDS with
0% to 2% BM blasts from TNCs who were upgraded to > 2 to

3288 © 2016 by American Society of Clinical Oncology

< 5% BM blasts from NECs or the 1,417 patients with MDS who
were not upgraded (median OS, 76.78 months v 81.81 months; P =
.305). Nevertheless, the four IPSS-R blast groups generated had
significantly different OS (0% to 2% v 2 to < 5%: median OS,
81.81 months v 67.06 months; P = .003; 2 to < 5% v 5% to 10%:
median OS, 67.06 months v 48.07 months; P < .001; 5% to 10%
v > 10%: median OS, 48.07 months v 16.86 months; P < .001;
combined for all strata P < .001), which demonstrated that our
approach fits well with IPSS-R blast thresholds.
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Fig2. Overall survival (OS) by Kaplan-Meier analysis of patients with myelodysplastic syndromes with = 50% bone marrow (BM) erythroblasts (MDS-E) according to the
International Prognostic Scoring System (IPSS). (A) OS by IPSS risk groups enumerating blasts from total BM cellularity. (B) OS by IPSS risk groups enumerating blasts from
nonerythroid cells. (C) Forty-seven low-risk patients with MDS-E were upgraded to high-risk categories when blasts were considered from nonerythroid cellularity. These
upgraded patients achieved a lower OS than did those who remained in low-risk categories (median OS, 28.9 months v80.6 months). OS was compared with two-sided

log-rank test.

Finally, IPSS was recalculated enumerating BM blasts
from NECs for all 3,692 patients with MDS. As the upper limit
of BM blast percentage accepted in IPSS is 30%, patients with
a higher percentage were excluded. Four groups of patients
defined by this method had significantly different OS (median
OS, 87.4 months, 54.1 months, 22.4 months, and 10.4 months,
respectively; P < .001; Figs 3A and 3B). Of interest, 258 (8.4%)
of 3,083 patients who were previously classified in lower-
risk IPSS categories were reclassified into higher-risk cate-
gories when blasts were enumerated from NECs. OS of this
group of higher-risk upgraded patients was significantly shorter

www.jco.org

compared with the group of patients who remained in lower-
risk categories (median OS, 34.1 months v 76.1 months, re-
spectively; P < .001; Fig 3C). Again, counting blasts from NECs
enabled us to detect a subset of patients that was considered as
lower risk but, in fact, achieved outcomes similar to those ex-
pected in higher-risk patients. In a multivariable Cox pro-
portional hazards regression model for OS, including the recoded
IPSS and the previously shown predictive variables, recoded
IPSS retained its independent prognostic influence on OS (hazard
ratio, 1.87; 95% ClI, 1.77 to 1.97; P < .001; Appendix Table A7,
online only).
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The current study analyzed the clinicopathologic features of the
largest series of patients with de novo MDS-E (n = 465) reported
to date. An extensive group of patients with de novo MDS with
< 50% BM erythroblasts who were diagnosed in the same period
was also studied and used as a control group (n = 3,227). Our study
indicates that enumeration of blasts from NECs was the best
strategy for the prognostic assessment not only in patients with
MDS-E but also in all patients with MDS.

Expanded erythropoiesis is observed in approximately 15%
of patients with MDS but does not represent any specific
subtype of MDS in the 2008 WHO classification, as they have
similar clinical and cytogenetic features compared with MDS
without erythroid hyperplasia."”'” In our series, patients with
MDS-E achieved an OS similar to that of the control group,
even though the latter had more BM blasts. The lower blast
count in patients with MDS-E was an expected finding be-
cause patients with 10% to < 20% BM blasts fulfilled eryth-
roleukemia criteria and these were excluded from this
comparison.
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Fig 3. Overall survival (OS) by Kaplan-Meier analysis of all patients with myelodysplastic syndromes (MDS) according to the International Prognostic Scoring System
(IPSS). (A) OS by IPSS risk groups enumerating blasts from total bone marrow cellularity. (B) OS by IPSS risk groups enumerating blasts from nonerythroid cells. (C) Two
hundred fifty-eight low-risk patients with MDS were upgraded to high-risk categories when blasts were considered from nonerythroid cellularity. These upgraded patients
showed a lower OS than did those who remained in low-risk categories (median OS, 34.07 months v 76.12 months). OS was compared with two-sided log-rank test.
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Although there was no clear consensus in MDS-E on the best
method for enumerating BM blasts (from TNCs v NECs), final
WHO recommendation was to consider blasts from TNCs. We
assessed BM blast percentage according to both approaches to
evaluate the relevance of both methods on classification and
prognostication, first, on MDS-E and, last, in the whole series.

Approximately one fifth of patients with MDS-E who were
diagnosed within WHO categories with < 5% BM blasts were
reclassified into higher-risk categories when blasts were enumer-
ated from NECs, and these patients achieved a lower OS than did
patients with MDS-E who did not upgrade to another category. It
to be noted that by following current WHO recommendations,
RAEB-2 diagnosis is not possible in patients with MDS-E, as
patients with 10% to < 20% of BM blasts from TNCs fulfilled
erythroleukemia criteria. However, by enumerating blasts from
NECs, 72 patients with MDS-E—12 previously diagnosed within
categories with < 5% BM blasts and all 60 patients with RAEB-
1—were recoded to RAEB-2 and showed an inferior OS than
did patients with RAEB-1 without erythroid hyperplasia. These
findings suggest that considering BM blasts from TNCs un-
derestimates the risk of MDS-E when assigning a WHO category.
Our results, derived from a larger series, are in agreement with data
from a study by Wang et al® that investigated 74 patients with MDS-
E and suggested that enumerating blasts from NECs provides
a better risk stratification for MDS-E.

Mean of BM erythroblasts in patients with MDS-E was 58%
versus 30% in the control group; therefore, counting blasts from
NECs only in patients with MDS-E could underestimate the real
weight of blasts in patients without erythroid hyperplasia. On the
basis of this concept, we decided to enumerate BM blasts from
NECs in all patients of the series to reassign them into different
WHO categories. Risk groups defined by this model had signifi-
cantly different OS. Moreover, in line with previous data,'’ 12%
of MDS patients who were diagnosed within WHO categories with
< 5% BM blasts were reclassified into higher-risk categories, and
these patients achieved a poorer OS than did those who remained
in initial categories. Of interest, no significant OS differences were
observed in each of the new WHO categories regardless of the
presence of erythroid hyperplasia. Of note, OS of patients with
erythroleukemia did not differ from that of patients without
erythroid hyperplasia who had = 20% BM blasts from NECs,
which reinforced the idea supported, by several studies, that
erythroleukemia is in the continuum with MDS."*""7

Following current WHO recommendations, it is not possible
to assign patients with MDS-E to the high-risk IPSS category. After
recalculating IPSS by enumerating BM blasts from NECs in pa-
tients with MDS-E and in the overall MDS population, approxi-
mately 9% of lower-risk patients were reclassified into higher-risk
categories and demonstrated survival that would be expected for
higher-risk patients (approximately 30 months). These out-
comes are in line with the proposal of GESMD, which considers
to be high-risk patients those with an expected median OS
< 30 months.'***

A proper prognostic stratification in MDS is essential for
designing risk-adapted therapeutic strategies than can range from
watchful waiting to allogeneic stem cell transplantation. The design
of improvement strategies in prognostic evaluation of patients
with MDS could help clinicians in risk-adapted therapeutic de-
cisions. A revision of the 4th edition of WHO Classification of
MDS is expected in mid-2016. On the basis of recommendations
of a clinical advisory committee, the nonerythroid blast cell count
rule will be eliminated.” Our results, which are based on the
largest series of patients with MDS with erythroid hyperplasia, are
not in line with this statement and evidence that enumerating BM
blasts from NECs rather than from TNCs improves risk stratifi-
cation of MDS.

Our findings mean an important change in the global par-
adigm of prognostication in MDS and should be considered in
future WHO MDS classifications.
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Fig A1. Overall survival (OS) by Kaplan-Meier analysis of patients with myelo-
dysplastic syndromes with = 50% bone marrow (BM) erythroblasts (MDS-E) and
comparison with control group. OS of 465 patients with MDS-E was similar to that
observed in 3,227 patients with MDS with < 50% erythroblasts (median OS, 60.4
months v 57.8 months). OS is indicated in months and was compared with two-
sided log-rank test. Pvalue is denoted in the graph.

Table A1. 2008 WHO Classification of Myeloid Malignancies for Patients with Erythroid Precursors = 50% of Total Nucleated Cells in BM

Erythroid Precursors in BM, % Blood/BM Findings Other Findings Diagnosis

=50 = 20 blasts in blood or of all nucleated Case meets criteria for AML with AML with myelodysplasia-related
cells myelodysplasia-related changes changes

= 80 immature erythroid precursors  Few, if any, myeloblasts Minimal, if any, granulocytic component Pure erythroid leukemia

with minimal maturation

=50 < 20% blasts in blood; blasts < 20% of Blasts = 20% of nonerythroid cells in  Erythroleukemia (acute eythroid/
all nucleated BM cells BM myeloid leukemia)

=50 < 20% blasts in blood; blasts < 20% of Blasts < 20% of nonerythroid cells in  MDS; classify MDS according to
all nucleated BM cells BM number of blasts as percentage of all

nucleated BM cells

Abbreviations: AML, acute myeloid leukemia; BM, bone marrow; MDS, myelodysplastic syndromes.

www.jco.org © 2016 by American Society of Clinical Oncology

Downloaded from ascopubs.org by 95.122.98.135 on September 12,2018 from 095.122.098.135
Copyright © 2018 American Society of Clinical Oncology. All rights reserved.



Metodes i resultats

Arenillas et al

Table A2. Distribution of 2008 WHO Subtypes Considering Blast Cells From Total Marrow Nucleated Cells or From Nonerythroid Compartment in MDS With Erythroid
Hyperplasia (= 50% Erythroblasts) and Comparison With Control Group (< 50% Erythroblasts)

MDS-E (n = 465) Control Group (n = 3,227)
Considering Blasts From TNCs Considering Blasts From NECs Considering Blasts From TNCs Considering Blasts From NECs
Subtype (Approach A) (Approach B) (Approach A} (Approach B)
RCUD 42 (8.1) 36 (6.9) 338 (10.5) 320 (9.9)
RARS 139 (26.7) 119 (22.9) 413 (12.8) 396 (12.3)
RCMD 200 (38.4) 147 (28.2) 1,272 (39.4) 1,100 (34.1)
5q- 12 (2.3) 9(1.7) 192 (5.9) 167 (5.2)
MDS-U 12 (2.3) 5(1) 62 (1.9) 53 (1.6)
RAEB-1 60 (11.5) 77 (14.9)* 492 (15.2) 538 (16.7)
RAEB-2 ot 72 (138)% 458 (14.2)§ 478 (14.8)

175 (6.4)8

NOTE. Data are given as No. (%).

Abbreviations: 5g-, myelodysplastic syndromes with isolated del(5g); MDS-U, unclassifiable myelodysplastic syndromes; NEC, nonerythroid cell; RAEB-1, refractory
anemia with excess blasts-1; RAEB-2, refractory anemia with excess blasts-2; RARS, refractory anemia with ring sideroblasts; RCMD, refractory cytopenia with
multilineage dysplasia; RCUD, refractory cytopenia with unilineage dysplasia; TNC, total nucleated cell.

*These patients belong to categories with < 5% bone marrow blasts when enumerating of blasts from TNCs: RCUD, n = 6; RARS, n = 18; RCMD, n = 44; 5g-,n = 2;
MDS-U,n=7.

tIn patients with = 50% erythroblasts when blasts were enumerated from total bone marrow cellularity, none of the cases could be classified as RAEB-2 because these
cases fulfilled the current WHO criteria of erythroleukemia.

$This group was composed of cases classified as RARS (n = 2), RCMD (n = 9), 5g- (n = 1), and RAEB-1 (n = 60) when blasts were considered from TNCs.

$0f patients with RAEB-2, 38% (n = 175) presented = 20% BM blasts when those were considered from NECs.

Table A3. Reclassification of 2008 WHO Subtypes Considering Bone Marrow Blasts From TNCs or From NECs in Control Group

Subtype Considering Blasts From NECs

Subtype Considering Blasts From TNCs RCUD RARS RCMD 50- MDS- U RAEB-1 RAEB-2 AML Total
RCUD 320 0 0 0 0 18 0 0 338
RARS 396 0 0 0 17 0 0 413
RCMD 1,100 0 0 172 0 0 1,272
5q- 167 0 25 0 0 192
MDS-U 53 9 0 0 62
RAEB-1 297 195 0 492
RAEB-2 283 175 458
Total 320 396 1,100 167 53 538 478 175 3,227

Abbreviations: 5g-, myelodysplastic syndromes with isolated del(5q); AML, acute myeloid leukemia; MDS-U, unclassifiable myelodysplastic syndromes; NEC,
nonerythroid cell; RAEB-1, refractory anemia with excess blasts-1; RAEB-2, refractory anemia with excess blasts-2; RARS, refractory anemia with ring sideroblasts;
RCMD, refractory cytopenia with multilineage dysplasia; RCUD, refractory cytopenia with unilineage dysplasia; TNC, total nucleated cell.
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Table A4. Reclassification of IPSS Categories Considering Bone Marrow Blasts From TNCs or From NECs in Control Group

IPSS Category Considering Blasts From NECs

IPSS Category Considering Blasts From TNCs Low Intermediate-1 Intermediate-2 High = 30% BM Blast, IPSS Not Assessable Total

Low 1,373 131 0 0 0 1,504
Intermediate-1 946 21 0 0 1,157
Intermediate-2 265 138 6 409
High 141 10 151
Total 1,373 1,077 476 279 16 3221

Abbreviations: IPSS, Intemational Prognostic Scoring System; NEC, nonerythroid cell; TNC, total nucleated cell.
*We had information to calculate the IPSS in 3,221 (99.8%) of 3,227 patients in the control group.

Table A5. Mean and SD of Percent of Bone Marrow Blasts From TNCs and From NECs by 2008 WHO Subtypes

MDS-E Control Group P
A: Blasts From TNCs, Mean B: Blasts From NECs, Mean C: Blasts From TNCs, Mean D: Blasts From NECs, Mean

Subtype (SD) (SD) (SD) (SD) AvC BvD
RCUD 0.89 (0.98) 2.22 (2.45) 1.26 (1.27) 1.74 (1.73) 103 561
RARS 0.91 (1.09) 2.16 (2.60) 0.97 (1.02) 1.53 (1.62) 239 127
RCMD 1.39 (1.29) 3.45 (3.40) 1.68 (1.3) 2.48 (1.98) .002 .013
5q- 1.25 (1.48) 3.26 (4.62) 1.81 (1.46) 2.41 (2.00) 183 833
MDS-U 1.93 (1.24) 4.91 (3.12) 1.83(1.39) 2.52 (1.96) .738 .015
RAEB-1 6.21 (1.39) 14.89 (3.65) 6.76 (1.36) 9.63 (2.48) .005 < .001
RAEB-2 13.35 (3.03) 18.83 (5.54)

Abbreviations: 5g-, myelodysplastic syndromes with isolated del{5qg); MDS-U, unclassifiable myelodysplastic syndromes; NEC, nonerythroid cell; MDS-E, myelo-
dysplastic syndromes with = 50% BM erythroblasts; RAEB-1, refractory anemia with excess blasts-1; RAEB-2, refractory anemia with excess blasts-2; RARS, refractory
anemia with ring sideroblasts; RCMD, refractory cytopenia with multilineage dysplasia; RCUD, refractory cytopenia with unilineage dysplasia; SD, standard deviation;
TNC, total nucleated cell.

Table A6. Univariable and Multivariable Analyses for Overall Survival
Univariable Muitivariable
Variable P HR 95% ClI P

Male sex < .001 123 1.111t01.37 < .001
Age, years

=60 < .,001 194 16310232 <.001
Platelet count, X10%L

<30 <.001 161 132t 197 <.001
Neutrophil count, x10%/L

<0.5 <.001 136 1.13t0 1.63 .001
IPSS cytogenetic risk categories < .001 288 24810336 < .001
Recoded WHO < .001 153 145t01.62 < .001
Abbreviations: HR, hazard ratio; IPSS, International Prognostic Scoring System.
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Table A7. Univariable and Multivariable Analyses for Overall Survival

Univariable Multivariable
Variable P HR 95% Cl P

Male sex < .001 124 11110137 < .001
Age, years

= 60 < .001 1.89 15810226 < .001
Platelet count, X10%/L

<30 < .001 158 12910193 <.001
Neutrophil count, X10%L

<05 < .001 1.23 1.07 to 1.55 .008
Recoded IPSS < .001 187 17710197 <.001

Abbreviations: HR, hazard ratio; IPSS, International Prognostic Scoring System.

© 2016 by American Society of Clinical Oncology
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Tercer Treball

Enumerating bone marrow blasts from nonerythroid cellularity improves
outcome prediction in myelodysplastic syndromes and permits a better definition
of the intermediate risk category of the Revised International Prognostic Scoring

System (IPSS-R).

Resum

L'IPSS-R ha estat reconegut com I'index amb la millor precisié pronostica en les
SMD. No obstant presenta l'inconvenient de que no clarifica si els pacients
classificats en la categoria de risc intermedi han d’ésser considerats de baix o alt
risc. Aix0 suposa una important limitacié ja que el tractament de les SMD és
adaptada al risc. La correcta enumeracio dels blasts a MO és essencial a I'hora
d’establir el diagnostic i el pronostic dels pacients. Dades recents evidencien que
considerar el percentatge de blasts en base a la cel-lularitat no eritroide (CNE)
millora I'avaluacié pronostica dels pacients amb SMD tant si s’aplica a la
classificacio de 'OMS com a I'IPSS.

S’avalua el percentatge medul-lar de blasts respecte de la cel-lularitat total i de la
CNE en 3924 pacients amb SMD del Grupo Espafiol de Sindromes Mielodisplasicos
(GESMD), 498 dels quals presentaven predominanca eritroide (SMD-E). Varem
analitzar si recalcular I'lPSS-R considerant el percentatge de blasts a MO en base a
la CNE permetia millorar la prediccié pronostica dels pacients amb SMD. Un 24%
dels pacients classificats a la categoria de risc intermedi de I'IPSS-R foren
reclassificats a categories de major risc (alt i molt alt) i presentaren una menor
supervivencia global i un menor temps a I'evolucid leuceémica que els pacients del
grup del qual provenien. De la mateixa manera, s’observa una millor distribucié
dels pacients, ja que els pacients de baix risc (molt baix, baix i intermedi)
presentaven millors supervivéncies globals que quan els blasts foren enumerats en
base a la cel-lularitat total, mentre que els pacients d’alt risc mantingueren el mal
pronostic esperable en aquest grup de pacients de mal pronostic (medianes de
supervivencia estimades inferiors als 20 mesos). A més, el nostre métode fou
especialment Util per detectar els pacients amb un elevat risc de transformacié

leucémica, avaluat com el percentatge de pacients morts que presentaren una
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evolucid a la LMA. Respecte als pacients amb SMD-E, I'enumeracié dels blasts de |a
CNE va permetre reclassificar en categories d’alt risc un 51% de pacients
préviament classificats a la categoria de risc intermedi. Aquest grup de pacients va
presentar una supervivencia i un temps a la transformacid leucemica
significativament menor. L'IPSS-R va aconseguir separar la série de pacients amb
SMD-E en cinc categories de risc amb supervivencies significativament
diferenciades només quan els blasts varen ser considerats de la CNE. En conclusid,
enumerar els blasts de la CNE permet millorar I'avaluacio pronostica dels pacients

amb SMD.
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Abstract

The Revised International Prognostic Scoring System (IPSS-R) has been recognized as the score
with the best outcome prediction capability in MDS, but this brought new concems about the
accurate prognostication of patients classified into the intermediate risk category. The correct enu-
meration of blasts is essential in prognostication of MDS. Recent data evidenced that considering
blasts from nonerythroid cellularity (NECs) improves outcome prediction in the context of IPSS
and WHO classification. We assessed the percentage of blasts from total nucleated cells (TNCs)
and NECs in 3924 MDS patients from the GESMD, 498 of whom were MDS with erythroid pre-
dominance (MDS-E). We assessed if calculating IPSS-R by enumerating blasts from NECs
improves prognostication of MDS. Twenty-four percent of patients classified into the intermediate
category were reclassified into higher-risk categories and showed shorter overall survival (OS) and
time to AML evolution than those who remained into the intermediate one. Likewise, a better dis-
tribution of patients was observed, since lower-risk patients showed longer survivals than
previously whereas higher-risk ones maintained the outcome expected in this poor prognostic
group (median OS < 20 months). Furthermore, our approach was particularly useful for detecting
patients at risk of dying with AML. Regarding MDS-E, 51% patients classified into the intermediate
category were reclassified into higher-risk ones and showed shorter OS and time to AML. In this
subgroup of MDS, IPSS-R was capable of splitting our series in five groups with significant differ-
ences in OS only when blasts were assessed from NECs. In conclusion, our easy-applicable
approach improves prognostic assessment of MDS patients.
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1 | INTRODUCTION

A proper prognostic stratification of patients diagnosed with myelodys-
plastic syndrome (MDS) is of major clinical relevance, since the choice of
treatment is risk-adapted. The correct enumeration of blasts is essential in
the diagnostic and prognostic evaluation of MDS. Proportion of bone
marrow (BM) blasts has been demonstrated as an independent prognostic
factor in MDS and is included in the most widely used prognostic scores:
the International Prognostic Scoring System (IPSS) and the revised IPSS
(IPSS-R).1? The IPSS-R has been recognized as the score with the best
prognostic capability in MDS,2# but some concerns exist about the real
prognostic significance of the intermediate risk category.? Patients classi-
fied into this group showed an outcome closer to the expected in higher-
risk MDS patients, presenting a median overall survival (OS) around 30
months in different studies.?® In this regard, the Spanish Group of Myelo-
dysplastic Syndromes (GESMD) considers as higher-risk patients those
with an expected median OS inferior to 30 months.”®

In MDS with erythroid predominance (MDS-E), that are defined by
the presence of equal or greater than 50% erythroblasts in BM, there
was no consensus on the best method for enumerating BM blasts—
from total nucleated cells (TNCs) or from nonerythroid cellularity
(NECs). Despite the lack of agreement, WHO 2008 recommendation
was to consider blasts from TNCs once the diagnosis of erythroleuke-
mia (presence of equal or greater than 20% BM blasts from NECs) was
ruled out.? In the 2016 revision to the WHO classification of myeloid
neoplasms, the nonerythroid blast cell count rule was eliminated.'
Despite this recommendation, as shown in our recent study by Arenillas
etal., ' considering BM blasts from NECs improves the prognostic eval-
uation of MDS when applying IPSS and WHO classification, not only in
patients with MDS-E but also in all patients with MDS. Some controver-
sies have been generated about the convenience of applying this
method, as this would imply an important change in the global paradigm
of prognostication in MDS. In this regard, in a recent publication, Ben-
nett et al did not found any advantage on applying this new approach
even when this was assessed in the context of IPSS-R.*? After the publi-
cation of these works showing contradictory findings, MDS experts
claim for an unequivocal criterion in the way of counting BM blasts, as
it is crucial for giving the best risk-adapted therapeutic option to
patients diagnosed with MDS.*® Due to this controversial data, evaluat-
ing the appropriateness of calculating IPSS-R by considering BM blasts
from NECs is imperative. Currently, our group has complete information
of the IPSS-R distribution on 3924 MDS patients. Our main aim was to
evaluate whether considering BM blasts from NECs rather than from
TNCs, as currently recommended, improves outcome prediction in
MDS also in the context of IPSS-R, focusing on prognostication of
patients classified into the intermediate risk category.

2 | PATIENTS AND METHODS

2.1 | Patients

At the completion of this report, the database of GESMD contained
complete cytomorphologic, clinical, and follow-up information on 3924

WILEYL*#

patients diagnosed with de novo MDS according to 2008 WHO criteria,
498 of whom were MDS with erythroid predominance (MDS-E).
Patients with secondary MDS, chronic myelomonocytic leukemia, acute
erythroid leukemia (erythroid-myeloid type and pure erythroid leuke-
mia), or unclassified myelodysplastyc/myeloproliferative neoplasms
were excluded. Those patients diagnosed initially by French-Ameri-

can-British classification criteria,**"!7

were reclassified according to
the WHO proposals,” based on morphological, laboratory, and cytoge-
netic data. Information about percentage of BM blasts from TNCs and
BM erythroblasts was available in all patients. Further, the BM blast
percentage from NECs was calculated as follows: [%BM blasts from
TNCs/(100—%BM erythroblasts)] x 100. This study was conducted
according to the Declaration of Helsinki and was approved by the ethi-
cal committee of GESMD. Patient characteristics are summarized in

Table 1.

2.2 | Morphological studies

At least, two bone marrow and one peripheral blood May-Griinwald-
Giemsa-stained smears were used for conducting the morphologic
analysis at the individual centers. In addition, a Prussian blue-stained
bone marrow smear was used for assessing the percentage of ring side-
roblasts. The WHO 2008 proposals for evaluating the morphological
diagnosis of myelodysplastic syndrome were followed strictly. As rec-
ommended, peripheral blood and bone marrow differential counts
were performed on at least 200 and 500 cells, respectively. Bone mar-
row blast counts were assessed from total bone marrow nucleated
cells. Following the 2008 WHO recommendations, the threshold used
for considering a myeloid cell line as dysplastic was the presence of
>10% abnormal cells in the corresponding myeloid lineage. For the
evaluation of dysplasia, at least 200 neutrophils, 200 erythroblasts, and
30 megakaryocytes were assessed in bone marrow. Multilineage dys-
plasia was defined by dysplasia involving two or more lineages. As cur-
rently recommended by the Spanish Guidelines for the diagnosis and
treatment of myelodysplastic syndromes and chronic myelomonocytic
leukemia, bone marrow biopsy was conducted only in those cases
where fibrosis, hypoplastic myelodysplastic syndromes, or idiophatic
cytopenias of undetermined significance were suspected.

2.3 | Statistical methods

Categorical variables were described by frequencies and percentages;
and continuous variables by medians and ranges. Comparison of pro-
portions was performed by using chi-square. Survival curves were con-
structed by using the Kaplan-Meier method from the interval from
diagnosis to last contact or death (overall survival [OS]) or progression
to acute myeloid leukemia (time to AML) and compared using the log-
rank test. Univariate and multivariate analysis were performed using
Cox's proportional hazards model to estimate the hazard ratio (HR)
with the lowest risk groups as the reference groups. Differences were
considered statistically significant when P values were <.05 in a two-
tailed test. Maximally Selected Rank Statistics (Maxstat) method® was
used to determine the cutoff point of the IPSS-R with best capability
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TABLE1 Main demographic, clinical, and biological characteristics
at diagnosis of 3924 patients with de novo MDS

Characteristics N=3924
Age, median (range), years 75.3 (16-101)
<65 years, n (%) 764 (19.5)
>65 years, n (%) 3160 (80.5)
Male gender, n (%) 2306 (58.8)
Hemoglobin, median (range), g/L 10 (2.9-16.5)

Neutrophil count, median (range), x10%/L
<05 x 107/L, n (%)
>0.5 x 10°/L, n (%)

2.1(0.01-13.8)

261 (6.7)
3663 (93.3)

Platelet count, median (range), x10°/L 157 (1-1161)

<30 x 10°/L, n (%) 188 (4.8)
>30 x 107/L, n (%) 3736 (95.2)
WHO categories, n (%)
RCUD 405 (10.3)
RARS 585 (14.9)
RCMD 1608 (41)
RAEB1 580 (14.8)
RAEB2 493 (12.6)
MDS-U 38(1)
del(5q) 215 (5.5)
Erythroblasts %, median, (range) 334 (3.2-79)
MDS with >50% BM erythroblasts, n (%) 498 (12.7)
MDS with <50% BM erythroblasts, n (%) 3426 (87.3)
% Dyserythropoiesis, median (range) 30 (0-100)
% Dysgranulopoiesis, median (range), 30 (0-100)
% Dysthrombopoiesis, median (range) 20 (0-100)
% BM blasts from TNCs, median, (range) 2(0-19)
% BM blasts from NECs, median (range) 3.13(0-347)
LDH serum level u/L, median (range), 320 (0-4502)
Karyotype, abnormal (%) 1319 (33.6)
IPSS cytogenetic group, n (%)
Low 3129 (79.7)
Intermediate 460 (11.7)
High 327 (8.3
IPSS-R cytogenetic group, n (%)
Very Low 165 (4.2)
Low 3021 (77)
Intermediate 420 (10.7)
Poor 124 (3.2)
Very Poor 194 (4.9)
Treatments, n (%)
Azacitidine 605 (15.4)
AML-like chemotherapy 182 (4.6)
Allo-SCT 127 (3.2)
AML-like chemotherapy and/or Allo-SCT 255 (6.5)
At least one of these treatments 764 (19)

Abbreviations: Allo-SCT: allogeneic stem cell transplantation; ; AML:
acute myeloid leukemia; BM: bone marrow; del (5g): MDS with isolated
del(5q); IPSS: International Prognostic Scoring System; IPSS-R: revised
IPSS; LDH: lactate dehydrogenase; MDS: myelodysplastic syndromes;
MDS-U:unclassifiable MDS; RAEB1: refractory anemia with excess blasts
1; NECs: non-erythroid cells; RAEB-2: refractory anemia with excess
blasts 2; RARS: refractory anemia with ring sideroblasts; RCMD: refrac-
tory cytopenia with multilineage dysplasia; RCUD: refractory cytopenia
with unilineage dysplasia; TNCs: total nucleated cells.

to significantly split our series into two groups with different OS and
time to AML evolution. Finally, the concordance probability estimate
(CPE) including ties was used to evaluate the discriminatory power and
the predictive accuracy of IPSS and IPSS-R considering blasts from
TNCs and from NECs (recoded IPSS and recoded IPSS-R) in terms of
survival and time to AML transformation. The concordance probability
estimate represents the pairwise probability of lower patient risk given
longer survival time. This method is less biased than other C-statistics
for censored data when a low even rate is present and has been vali-
dated for indexes with a discrete number of risk groups.!?2° Statistical
analyses were performed using the statistical package for the social sci-
ences (SPSS) software version 22.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and
the open source software R version 3.3.1.

3 | RESULTS

Median age at diagnosis was 75 years (16-101), 59% were males. Esti-
mated median follow-up calculated by reverse Kaplan-Meier method?*
was 46.5 months (95% Cl, 43.9-49) and median OS was 56.97 months.

We assessed outcome predicted by IPSS-R considering BM blasts
from TNCs and from NECs (recoded IPSS-R). Five groups with signifi-
cant differences in OS and time to AML progression were observed by
using both methods (Figure 1, Table 2). Remarkably, estimated median
OS of patients classified into the intermediate risk group improved
from 32.3 to 40.4 months by considering blasts from NECs instead of
TNCs, whereas patients classified in high and very high risk categories
showed almost the same outcome, even though the number of patients
classified in these categories was increased in 25.7%. Therefore, by
using this easy-applicable approach, lower-risk patients, including those
classified into the intermediate risk category, show longer survivals
than previously whereas higher-risk patients maintained the outcomes
expected in this poor prognostic group, presenting an estimated
median OS inferior to 20 months.

One hundred sixty-four out of 3286 patients (5%) classified into
lower-risk IPSS-R categories (very low, low, intermediate) were reclassi-
fied into higher-risk categories (high, very high) when blasts were
enumerated from NECs. OS and time to AML evolution of these
upgraded patients was significantly shorter to those observed in
patients who remained in the initial categories (median OS, 28.2 vs.
71.7 months, P<.001; median time to AML evolution, 63 vs. not
reached (NR) months, P < .001) (Supporting Information Figure S1). As
expected, the majority of the upgraded patients belonged to the inter-
mediate risk category. Then, restricting the analysis to the IPSS-R inter-
mediate risk group, 158 out of 657 patients (24%) were upgraded into
higher-risk categories (high, very high) and showed a significantly
shorter OS and time to AML transformation (median OS, 24.0 vs. 34.3
months, P=.012; median time to AML evolution, 56.8 vs. 164.7
months, P=.005). In the same line, the percentage of patients dying
with leukemia was significantly higher in those intermediate patients
who were upgraded into higher-risk categories when BM blasts were
considered from NECs when compared to those that remained in the
intermediate risk category: 42 died with AML/103 died (40.8%) vs. 82
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IPSS-R considering BM blasts from TNCs:
Very Low (N=1055): median OS 104 months
Low (N=1574): median OS 66 months
Intermediate (N=657): median 0S 32.3 months
High (N=360): median OS 17.4 months

Very High (N=278): median OS 9 months
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FIGURE 1 Overall survival (OS) by Kaplan-Meier analysis of
patients with myelodysplastic syndromes (MDS) according to the
Revised International Prognostic Scoring System (IPSS-R). (A) OS
by IPSS-R risk groups enumerating blasts from total bone marrow
cellularity. (B) OS by IPSS-R risk groups enumerating blasts from
nonerythroid cells. OS was compared with two-sided log-rank test
[Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

died with AML/275 died (29.8%); P =.043. By using our approach
instead of the currently recommended, the lower-risk categories, espe-
cially those patients classified into the recoded intermediate risk cate-
gory, showed an inferior percentage of patients dying with AML,
whereas the higher-risk categories showed a superior percentage of
patients dying with leukemia than previously (Supporting Information
Table S1). This finding reinforces the suitability of our method for
detecting MDS patients with a higher propensity to develop AML. This
is a nontrivial finding as AML transformation is closely related with dis-
ease evolution while survival could be influenced by several factors in
this elderly population. Thus, by considering blasts from NECs we were
able to detect a group of patients labeled at present as having lower-
risk disease but who presented an outcome much closer to that of
higher-risk patients. The worse outcome observed in these reclassified
patients was mainly influenced by the difference in the weight of blasts
when assessed from NECs, as other prognostic factors that could

explain this difference in outcome, as cytogenetics and depth of cyto-
penias, were adjusted by using IPSS-R.

Afterwards, IPSS and IPSS-R risk predictive accuracy for survival
and time to AML evolution when considering blasts from TNCs or
from NECs were evaluated. Interestingly, by using the CPE, the
recoded scores showed higher values than their pairs calculated from
TNCs (CPE, OS: 0.662 vs. 0.659 vs. 0.639 vs. 0.636; CPE, time to AML:
0.712 vs. 0.703 vs. 0.698 vs. 0.687; CPE values for recoded IPSS-R vs.
IPSS-R vs. recoded IPSS vs. IPSS, respectively).

The weight of BM blasts into the new Cox model for OS (recoded
IPSS-R) was similar to that observed in the original IPSS-R. The lowest
category of each variable of the model was used as the reference
group. The hazard ratio (HR) of every IPSS-R BM blast category was
assessed taking the <2% BM blast category as reference (>2-<5%:
1.29, 5-10%: 1.71, >10%: 2.34, for the IPSS-R; >2-<5%: 1.12, 5-10%:
143, >10%: 2.08, for the recoded IPSS-R). For this reason, the estab-
lished score for the different IPSS-R BM blast cutpoints was main-
tained for calculating the recoded IPSS-R.

In a recent publication, Pfeilstocker et al suggested a reasonable
division into lower- and higher-risk MDS based on the IPSS-R at a cut-
off of 3.5 points.® Interestingly, by applying the Maxstat,'® 3.5 points
of the IPSS-R was also detected as the cutoff with the best capability
to significantly split our series into two groups with different OS and
time to AML evolution. By this approach, the majority of patients clas-
sified into the intermediate risk category were considered as higher-
risk patients. Dichotomizing our patients by considering the cutoff of
3.5 points (IPSS-R> 3.5 points) by calculating blasts from TNCs or
from NECs, permitted to segregate two groups with significant differ-
ent OS (median OS, 76 vs. 17 months, P <.001; median OS, 79.1 vs.
21 months, P<.001; from TNCs and from NECs respectively). The
strength of this model was assessed again by applying the CPE. Inter-
estingly, considering blasts from NECs permitted a better risk predic-
tion accuracy of higher-risk patients in terms of OS and, especially, in
time to AML evolution as shown by their higher CPE values in both
outcomes (CPE, OS: 0.611 vs. 0.617; CPE, time to AML: 0.652 vs.
0.671; CPE considering BM blasts from TNCs vs. NECs, respectively).

Finally, we assessed the suitability of our approach restricting the
analysis to 498 MDS with >50% BM erythroblasts (MDS-E) from our
series, the largest cohort of MDS-E to date. Following 2008 WHO clas-
sification, MDS-E patients were diagnosed with: RCUD (n =40, 8%),
RARS (n=145, 29.1%), RCMD (n=228, 45.8%), isolated del(5q)
(n=15, 3%), MDS-U (n = 6, 1.2%), RAEB-1 (n = 62, 12.5%), and RAEB-
2 (n=2,0.4%). Of note, as a flaw of 2008 WHO classification, RAEB-2
diagnosis is extremely rare in MDS-E, since patients with the minimum
BM blast percentage to meet diagnosis criteria for RAEB-2 (>10% BM
blasts from TNCs) having >50% BM erythroblasts would present
always at least 20% BM blasts from NECs, fulfilling erythroleukemia
criteria. The uncommon situation where RAEB-2 diagnosis could be
established in MDS-E are those cases with less than 10% BM blasts
from TNCs but with 5%-<20% blasts in peripheral blood (PB) or when
Auer rods are present. Our 2 MDS-E patients diagnosed with RAEB-2
presented less than 10% BM blasts from TNCs but showed more than



Metodes i resultats

618 Wl LEY CALVO g7 AL
TABLE2 Comparative analysis of prognostic indexes for MDS patients: IPSS, IPSS-R, recoded IPSS, and recoded IPSS-R
Survival
Hazard ratio
N (%) Survival months, median (95% Cl) (95% Cl)
Recoded IPSS-R 3924
Very low 749 (19.1) 104 (87.9-115.8) =
Low 1567 (39.9) 73.9 (68.8-80.2) 1.45 (1.24-1.70)
Intermediate 806 (20.5) 404 (35.7-45.5) 2.67 (2.27-3.14)
High 447 (11.4) 19.2 (17.9-22.4) 4.99 (4.20-5.96)
Very High 355(9.1) 9.6 (84-114) 8.93 (7.46-10.69)
IPSS-R 3924
Very low 1055 (26.9) 104 (88.7-115.8) -
Low 1574 (40.1) 66.1 (61.3-71.7) 1.69 (1.49-1.94)
Intermediate 657 (16,7) 32.3 (28.7-37.9) 3.21 (2.76-3.73)
High 360 (9.2) 174 (14.5-19.0) 6.08 (5.15-7.18)
Very High 278 (7.1) 9.0(7.2-10.3) 9.61 (8.05-11.46)
Recoded IPSS 3915
Low 1703 (43.5) 86.4 (78.1-94.7) -
Intermediate-1 1308 (33.4) 53.1 (47.5-58.6) 1.78 (1.58-1.99)
Intermediate-2 566 (14.5) 22.3 (19-25.8) 3.67 (3.21-4.19)
High 338 (8.6) 10.9 (9.0-12.9) 6.40 (5.47-7.49)
IPSS 3915
Low 1884 (48.1) 85.8 (77.7-94.0) -
Intermediate-1 1398 (35.7) 45.1 (40.4-49.9) 2.01 (1.80-2.24)
Intermediate-2 480 (12.3) 15.7 (13.6-17.8) 4.54 (3.96-5.18)
High 153 (3.9) 84 (6.5-10.2) 7.87 (6.48-9.56)
Time to AML transformation
Hazard ratio
N (%) AML evolution months, 25% (95% Cl) (95% CI)
Recoded IPSS-R 3912
Very low 748 (19.1) NR (NR - NR) -
Low 1565 (40.1) 195.1 (190.9- NR) 1.58 (1.07-2.34)
Intermediate 803 (20.5) 46.5 (35.0-63.7) 5.96 (4.10-8.66)
High 443 (11.3) 16.0 (12.7-19.1) 14.15 (9.67-20.68)
Very High 353 (9.0) 8.8(7.8-12.0) 20.73 (14.0-30.69)
IPSS-R 3912
Very low 1053 (26.9) NR (NR - NR) -
Low 1573 (40.3) 134.5 (126.7- NR) 217 (1.55-3.02)
Intermediate 654 (16.7) 27.6 (22.6-38.6) 8.20 (5.92-11.36)
High 355 (9.1) 15.6 (12.6-18.6) 15.99 (11.29-22.63)
Very High 277 (7.1) 8.0(7.0-9.7) 23.36 (16.32-33.45)
Recoded IPSS 3904
Low 1701 (43.6) NR (190.9-NR) -
Intermediate-1 1304 (33.4) 962 (71.2-NR) 3.40 (2.59-4.47)
Intermediate-2 565 (14.5) 16.3 (14.1-18.6) 12.97 (9.86-17.07)
High 334 (8.5) 9.5(8.0-12.5) 19.64 (14.45-26.70)
IPSS 3904
Low 1882 (48.2) NR (190.9-NR) -
Intermediate-1 1394 (35.7) 53.5 (44.8-74.5) 4.39 (3.43-5.61)
Intermediate-2 476 (12.2) 14.0 (12.0-16.7) 13.91 (10.63-18.19)
High 152 (3.9) 6.2 (5.0-87) 24.82 (17.73-34.74)
NR: not reached.
5% blasts in PB. Median age at diagnosis was 74 years (27-94). Esti- We assessed OS and time to AML evolution predicted by IPSS-R

mated median follow-up, as calculated by reverse Kaplan-Meier considering BM blasts from TNCs and from NECs. Five groups with
method,?* was 54.08 months (95% Cl, 47.2-61) and median OS was significant differences in OS were observed only by applying the
59.7 months. recoded IPSS-R (Figure 2). By using our approach, the median OS of
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IPSS-R considering BM blasts from TNCs:
Very Low (N=146): median 0S 99.09 months
Low (N=233): median OS 60.39 months
Intermediate (N=69): median OS 28.85 months
High (N=29): median OS 17.54 months

Very High (N=21): median OS 9.33 months
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FIGURE 2 Overall survival (OS) by Kaplan-Meier analysis of
patients with myelodysplastic syndromes (MDS) with >50% BM
erythroblasts (MDS-E) according to the Revised International Prog-
nostic Scoring System (IPSS-R). (A) OS by IPSS-R risk groups enu-
merating blasts from total bone marrow cellularity. (B) OS by IPSS-
R risk groups enumerating blasts from nonerythroid cells. OS was
compared with two-sided log-rank test [Color figure can be viewed
at wileyonlinelibrary.com]

intermediate group improved from 28.9 to 41.2 months whereas
patients into higher-risk categories maintained the outcome expected
in these poor prognostic categories. Forty-one out of 448 patients
(9.2%) classified into lower-risk categories (very low, low, intermediate)
were reclassified into higher-risk ones and showed a significantly
shorter OS and time to AML evolution (median OS, 22.6 vs. 74.3
months, P <.001; median time to AML, 74.6 vs. NR months, P <.001)
(Supporting Information Figure S2). Likewise, restricting the analysis to
the IPSS-R intermediate risk group, 35 out of 69 patients (51%) were
upgraded into higher-risk categories and showed a significantly shorter
OS and time to AML transformation (median OS, 13.9 vs. 43.7 months,
P =.029; median time to AML, 74.6 vs. NR months, P = .048). As well
as in the whole series, the recoded IPSS-R showed a better capability
for predicting OS and time to AML (CPE, OS: 0.654 vs. 0.645; CPE,

time to AML: 0.70 vs. 0.673; CPE values for recoded IPSS-R vs. IPSS-R,
respectively).

4 | DISCUSSION

A proper prognostic stratification in MDS is essential for designing risk-
adapted therapeutic strategies than can range from watchful waiting to
allogeneic stem cell transplantation. The design of improvement strat-
egies in prognostic evaluation of patients with MDS is essential to help
clinicians in risk-adapted therapeutic decisions. In the 2016 revision to
the WHO classification of myeloid neoplasms, the nonerythroid blast
cell count rule was eliminated.'® Our results based on 3924 patients,
498 of whom were MDS with erythroid predominance (MDS-E), are
not in line with this statement and evidence that enumerating BM
blasts from NECs rather than from TNCs improves risk stratification of
MDS. This is the largest series of MDS patients with information on
BM erythroid precursor percentage to date.

As showed in our recent work, considering BM blasts from NECs
improved outcome prediction in MDS when applying IPSS and WHO
classification.** Despite the robustness of those findings, assessing the
appropriateness of considering BM blasts from NECs in the context of
IPSS-R seems crucial, since IPSS-R has been accepted as the score with
the best prognostic capability in MDS.

As previously shown, enumerating BM blasts from NECs permitted
us to upgrade to higher-risk categories 24% of patients previously clas-
sified into the intermediate risk category of IPSS-R. These upgraded
patients showed a median OS of 24 months. Therefore, by using this
easy-applicable approach we were able to detect a group of patients
labeled at present as having lower-risk disease but who presented an
outcome much closer to that of higher-risk patients. In addition, our
approach allowed a better distribution of patients, as lower-risk
patients, including those classified into the intermediate risk category,
showed longer survivals than previously whereas higher-risk patients
maintained the outcomes expected in this poor prognostic group (esti-
mated median OS inferior to 20 months). Of note, estimated median
OS of patients classified into the intermediate risk group improved
from 32.3 to 40.4 months when BM blasts were assessed from NECs
instead of TNCs. In the same line, restricting the analysis to MDS-E,
51% of patients classified into the intermediate category were reclassi-
fied into higher-risk ones and showed shorter OS and time to AML
evolution. As well as in the whole series, the estimated median OS of
patients classified into the intermediate risk group improved from 28.9
to 41.2 months when BM blasts were assessed from NECs instead of
TNCs. Hence, by applying our method, the estimated median OS of
patients included into the recoded intermediate risk category was very
similar to the observed for the intermediate-1 group of the original
IPSS. Patients included into the intermediate-1 risk category of IPSS
have shown a median OS around 40 months in several studies'® and
have been historically considered as lower-risk patients. Overall, the
appropriateness of our method is evident, as patients upgraded into
higher-risk categories performed worse than those remaining into
lower ones, and patients remaining into lower-risk categories
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performed better than previously because those patients with higher-
risk features dropped out from this group.

Since the origin of IPSS-R some concerns have been generated
about the real prognostic significance of the intermediate risk category.
The authors stressed the need to establish the real prognostic signifi-
cance of patients included into the intermediate risk category, but rec-
ommended to consider these patients as lower-risk better than higher-
risk ones because the OS of this group appeared closer to the IPSS
intermediate-1 group than it was to IPSS intermediate-2. Nevertheless,
as the authors stated, the proportion of patients dying with AML for
the IPSS-R intermediate category was closer to the observed in higher-
risk categories (very low: 13%, low: 17%, intermediate: 26%, high risk:
33%, and very high risk: 31%; proportion of patients died with AML).
The final recommendation of authors was to assess these patients
within both lower- and higher-risk future treatment protocols to con-
veniently define the best risk-adapted strategy in this subset of
patients.? Therefore, the authors left the door open to develop strat-
egies to improve the prognostic evaluation of this subgroup of patients.
In this regard, our method would allow a more certainly identification
of lower-risk patients, because patients included into the intermediate
risk category now shows a clinical outcome comparable to the
expected in lower-risk patients.

In clinical practice, the exercise of common sense tutored by scien-
tific evidence should be the overriding strategy to establish the value
of any prognostic method. As previously commented, although the
IPSS-R emerged as a very useful prognostic tool, its arrival brought
new concemns related with the accurate prognostication of patients
classified into the intermediate risk category. This dilemma was not
present in the IPSS era, since patients classified into IPSS low and
intermediate-1 categories have historically been well-accepted as
lower-risk patients whereas those classified into IPSS intermediate-2
and high have been considered as higher-risk ones. The inherent char-
acteristics of MDS patients make them not entirely favorable for the
use of concordance methods (C-statistics) for assessing the predictive
value of MDS prognostic scores in terms of overall survival. Determin-
ing causes of death attributable to MDS, especially in lower-risk
patients, is not an easy task.??> AML transformation is closely related
with the evolution of the disease while survival could be influenced by
several factors in this elderly population with a high prevalence of
comorbid conditions. C-statistics (C-index, Somer’s Dxy rank correla-
tion, concordance probability estimate, etc.) have been used to evalu-
ate the discriminatory power and the predictive accuracy of statistical
models. The C-index and its extension Dxy, which can be easily calcu-
lated with the formula 2(C-index-0.5), are based on a generalization of
the area under the ROC curve. These methods are based on perform-
ing comparisons of outcomes of pairs of patients. For all possible pairs
of patients with comparable event times (a noncomparable event, for
example, is two censored patients or one patient who is censored
before another's death time), a pair is concordant with the true out-
comes if the patient with a higher predicted risk dies first.** The C-
index is the ratio of the number of concordant predictions and the set
of all possible pairs. In other words, if one patient is IPSS-R “low" and

another is “high," we would expect that the “low” lives longer than the
“high." Therefore, taking into account the way that patients are com-
pared, we can expect a high rate of mistakes when predicting overall
survival in MDS. For example, a “discordant” pair would be generated if
a “low” risk IPSS-R patient diagnosed at 87 years who died after 1 year
of diagnosis due to an ischemic stroke was compared to an “intermedi-
ate” risk patient diagnosed at 55 years who died with AML after 2
years of diagnosis. In this regard, the accuracy of C-statistics in predict-
ing AML evolution could give a better value of the outcome prediction
of MDS prognostic scores, since AML evolution is the outcome more
closely related with disease evolution. In this respect, our approach has
been especially useful for the improvement in the detection of patients
at risk of dying with AML. Nevertheless, it is not exempt of difficulties
since this outcome is restricted to a limited number of patients. In its
original description, the IPSS-R showed an evident improvement in
prognostic power in terms of overall survival when compared to the
IPSS, nevertheless the improvement in terms of AML prediction was
slight, since 2% of patients were better predicted by using IPSS-R
instead of IPSS (Dxy: 0.52 vs. 0.48, C-index: 0.76 vs. 0.74; IPSS-R vs.
IPSS respectively).? For all these reasons, the results derived from C-
statistics in MDS, although valuable, should be interpreted with caution
and these never should overcome the clinical sense.

In condusion, our method allowed a better risk stratification of
patients, by permitting a more precise identification of lower- and
higher-risk patients, the main aim of any MDS prognostic score. Our
data strongly support the use of NEC as the denominator for BM blast
percentage calculation.
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Table and Figure Legends

Figure S1. Overall survival (OS) by Kaplan-Meier analysis of patients with
myelodysplastic syndromes (MDS) according to the revised International
Prognostic Scoring System (IPSS-R). One hundred sixty-four lower-risk patients with
MDS were upgraded to higher-risk categories when blasts were considered from
nonerythroid cellularity. These upgraded patients achieved: (A) lower OS and (B)
shorter time to AML evolution than did those who remained in lower-risk

categories. OS was compared with two-sided log-rank test.

Figure S2. Overall survival (OS) by Kaplan-Meier analysis of patients with
myelodysplastic syndromes (MDS) with 250% BM erythroblasts (MDS-E) according
to the revised International Prognostic Scoring System (IPSS-R). Forty-one lower-
risk patients with MDS-E were upgraded to higher-risk categories when blasts were
considered from nonerythroid cellularity. These upgraded patients achieved: (A)
lower OS and (B) shorter time to AML evolution than did those who remained in

lower-risk categories. OS was compared with two-sided log-rank test.

Table S1. Distribution of MDS patients dying with AML among the IPSS-R and the

recoded IPSS-R categories.
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Figure S1.
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Figure S2.
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Table S1.

Very low 1055 309 36 (11.7) 749 220 24 (10.9)

Intermediate* 657 378 124 (32.8) 806 423 120 (28.4)

Very high 278 218 74 (33.9) 355 277 92 (33.2)

*The percentage of patients dying with leukemia was significantly higher in those intermediate patients who were upgraded into higher-risk
categories: 42 died with AML/103 died (40.8%) vs. 82 died with AML/275 died (29.8%); P=0.043
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Quart Treball
Erythroleukemia shares biological features and outcome with myelodysplastic
syndromes with excess blasts: a rationale for its inclusion into future

classifications of myelodysplastic syndromes.

Resum

L’eritroleucemia ha estat considerada un subtipus de LMA a la classificacié de
I’OMS 2008. Es defineix per presentar un 50% o més d’eritroblasts a MO i un 20% o
més de blasts a MO respecte de la cel-lularitat no eritroide (CNE). En els pocs casos
en que el percentatge de blasts de la cel-lularitat total sigui igual o superior al 20%,
no s’hauran d’acomplir els criteris propis d’altres subtipus de LMA ni de les
neoplasies mieloides relacionades amb el tractament. L’eritroleucémia comparteix
caracteristiques clinico-biologiques amb les SMD, especialment amb les SMD amb
predominanca eritroide (SMD-E), caracteritzades per la preséncia d’'un 50% o més
d’eritroblasts a MO. La classificacié de 'OMS del 2017 proposa eliminar la regla del
recompte de la CNE i reclassificar els pacients préviament diagnosticats
d’eritroleucémia a la categoria apropiada de SMD en base al recompte de blasts de
la cel-lularitat total. Es va portar a terme un estudi retrospectiu en que es
compararen les caracteristiques clinico-biologiques de les eritroleucemies de novo
amb les de les SMD de novo, focalitzant en la comparativa amb les SMD-E. La
supervivencia dels 405 pacients amb SMD-E sense excés de blasts fou
significativament millor que la del grup de 57 pacients amb AREB-1 amb
predominanca eritroide i que la de les 59 eritroleuceémies, perd no s’observaren
diferencies significatives de supervivéncia entre el grup de pacients amb AREB-1
amb predominanca eritroide i el grup de pacients amb eritroleucémia. En aquest
grup de pacients amb predominanca eritroide i excés de blasts (AREB-1 amb
predominanca eritroide i eritroleucemia), la preséncia d’un cariotip d’alt risc definit
per I'IPSS o I'IPSS-R va ser el principal factor pronostic advers. De la mateixa
manera, la supervivencia de les 459 AREB-2 de la nostra série, independentment de
si presentaven un 20% o més de blasts de la CNE, va ser quasi idéntica a la del grup
de 59 eritroleucémies. Cal destacar que les 11 eritroleucemies de la nostra série

amb 5-9% blasts de la cel-lularitat total, que seran considerades una SMD amb
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excés de blasts tipus 1 a la classificacié de I'OMS 2017, varen presentar una
supervivencia global similar a la de la resta d‘eritroleucémies de la nostra série. Les
nostres dades suggereixen que |'eritroleucémia de novo es troba en |'espectre
clinico-biologic de les SMD amb excés de blasts i recolzen la seva inclusié en futures

classificacions de les SMD.
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Erythroleukemia shares biological features and
outcome with myelodysplastic syndromes with
excess blasts: a rationale for its inclusion into
future classifications of myelodysplastic
syndromes
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Erythroleukemia was considered an acute myeloid leukemia in the 2008 World Health Organization (WHO)
classification and is defined by the presence of >50% bone marrow erythroblasts, having <20% bone marrow
blasts from total nucleated cells but >20% bone marrow myeloblasts from nonerythroid cells. Erythroleukemia
shares clinicopathologic features with myelodysplastic syndromes, especially with erythroid-predominant
myelodysplastic syndromes (>50% bone marrow erythroblasts). The upcoming WHO revision proposes to
eliminate the nonerythroid blast cell count rule and to move erythroleukemia patients into the appropriate
myelodysplastic syndrome category on the basis of the absolute blast cell count. We conducted a retrospective
study of patients with de novo erythroleukemia and compared their clinico-biological features and outcome with
those of de novo myelodysplastic syndromes, focusing on erythroid-predominant myelodysplastic syndromes.
Median overall survival of 405 erythroid-predominant myelodysplastic syndromes without excess blasts was
significantly longer than that observed in 57 erythroid-predominant refractory anemias with excess blasts-1 and in
59 erythroleukemias, but no significant difference was observed between erythroid-predominant refractory
anemias with excess blasts-1 and erythroleukemias. In this subset of patients with >50% bone marrow
erythroblasts and excess blasts, the presence of a high-risk karyotype defined by the International Prognostic
Scoring System or by the Revised International Prognostic Scoring System was the main prognostic factor. In the
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same way, the survival of 459 refractory anemias with excess blasts-2, independently of having >20% bone
marrow blasts from nonerythroid cells or not, was almost identical to the observed in 59 erythroleukemias.
Interestingly, 11 low-blast count erythroleukemias with 5 to < 10% bone marrow blasts from total nucleated cells
showed similar survival than the rest of erythroleukemias. Our data suggest that de novo erythroleukemia is in the
spectrum of myelodysplastic syndromes with excess blasts and support its inclusion into future classifications of

myelodysplastic syndromes.

Modern Pathology (2016) 29, 1541-1551; doi:10.1038/modpathol.2016.146; published online 26 August 2016

Acute erythroid leukemias are characterized by a
predominant erythroid population and represent less
than 5% of cases of adult acute myeloid leukemias.
The 2008 World Health Organization (WHO) recog-
nizes two subtypes of acute erythroid leukemia
based on the presence or absence of a significant
myeloblastic component: erythroleukemia and pure
erythroid leukemia. Erythroleukemia (erythroid/mye-
loid) is defined by the presence of equal or greater
than 50% erythroid precursors in bone marrow and
equal or greater than 20% myeloblasts in none-
rythroid cells. Pure erythroid leukemia represents a
neoplastic proliferation of erythroid precursors (equal
or greater than 80% of bone marrow cells) with no
evidence of a significant myeloblastic component.!
Erythroleukemia shares clinicopathologic features
with myelodysplastic syndromes: multilineage dys-
plasia is common, presents a high rate of myelodys-
plastic syndrome-like cytogenetic abnormalities and
shows a mutation profile that is closer to myelodys-
plastic syndromes than to de novo acute myeloid
leukemia.?1” Those cases with equal or greater than
50% bone marrow erythroblasts but not fulfilling
criteria for erythroleukemia due to a percentage of
bone marrow myeloblasts lower than 20% from
nonerythroid cells, are considered erythroid-
predominant myelodysplastic syndromes and, fol-
lowing current WHO recommendation, their bone
marrow blast percentage must be considered from
total bone marrow nucleated cells.?1-1% Possible
diagnoses when erythroid precursors are equal or
greater than 50% of bone marrow nucleated cells are
summarized in Supplementary Table S1.
Interestingly, as a flaw of current WHO recommen-
dation, refractory anemia with excess blasts-2 diag-
nosis is extremely rare in myelodysplastic syndromes
with erythroid predominance, as patients with the
minimum percentage of bone marrow blasts to meet
diagnosis criteria for refractory anemia with excess
blasts-2 (equal or greater than 10% of bone marrow
blasts from total nucleated cells) having >50% bone
marrow erythroblasts would present always at least
20% bone marrow blasts from nonerythroid cells,
fulfilling erythroleukemia criteria. Therefore, refractory
anemia with excess blasts-1 is almost invariably the
highest WHO risk category applicable in this subset of
patients. The uncommon situation where refractory
anemia with excess blasts-2 diagnosis could be
established in erythroid-predominant myelodysplastic
syndromes are those cases with less than 10% bone

MODERN PATHOLOGY (2016) 29, 1541-1551

marrow blasts from total nucleated cells but with 5% to
less than 20% blasts in peripheral blood or when Auer
rods are present. Hence, erythroleukemia would really
represent the next-highest risk category of erythroid-
predominant refractory anemia with excess blasts-1
if the former were considered a specific subtype
of erythroid-predominant myelodysplastic syndrome.
However, there are no data in the literature about a
specific comparison between these two entities.

Few studies have compared clinical features and
outcome of de novo erythroleukemia with those
observed in erythroid-rich myelodysplastic syn-
dromes. Furthermore, most of them also collected
cases of therapy-related myeloid neoplasms and
secondary erythroleukemias.®#-10

A revision of the fourth edition of WHO Classifica-
tion of myelodysplastic syndromes, originally pub-
lished in 2008, is expected this year. As mentioned
in a recent publication by Arber et al'*'® that
summarizes major changes in the upcoming WHO
classification, the nonerythroid blast cell count rule
will be eliminated and those patients that fulfilled
erythroleukemia criteria will be considered myelo-
dysplastic syndromes and will be moved into the
appropriate myelodysplastic syndrome category
based on the absolute blast cell count.

For all the above, an extensive comparison between
de novo erythroleukemia and myelodysplastic syn-
dromes, especially myelodysplastic syndromes with
erythroid predominance, seems crucial to elucidate
whether these entities should really be considered as a
continuum instead of two different biological entities.

Materials and methods
Patients

From 1972 to 2015, we retrospectively collected
clinical and laboratory data of 3687 de novo myelo-
dysplastic syndromes included in the Spanish Reg-
istry of Myelodysplastic Syndromes, 462 of whom
were erythroid-predominant myelodysplastic syn-
dromes (42 refractory cytopenias with unilineage
dysplasia, 139 refractory anemias with ring side-
roblasts, 200 refractory cytopenias with multilineage
dysplasia, 12 myelodysplastic syndromes with iso-
lated del(5q), 12 myelodysplastic syndromes-unclas-
sified, and 57 refractory anemias with excess blasts-1).
We could not establish refractory anemia with excess
blasts-2 diagnosis in any erythroid-predominant



myelodysplastic syndrome of our series. Moreover, 59
de novo erythroleukemias were collected in the same
period. A typical case of erythroleukemia displaying a
complex karyotype is shown in Figure 1. Morphology,
laboratory characteristics, cytogenetics, and clinical
follow-up were available for all the patients. Diag-
nosis of myelodysplastic syndromes and erythroleu-
kemia was made according to the 2008 WHO
classification proposals.®> Those patients diagnosed
initially by French-American-British classification
criteria,'®'9 were reclassified according to the WHO
proposals, based on morphological, laboratory, and
cytogenetic data. Information about percentage of
bone marrow blasts from total nucleated cells and
bone marrow erythroblasts was available in all 3687
de novo myelodysplastic syndrome patients. Further,
the bone marrow blast percentage from nonerythroid
cells was calculated as follows: [% bone marrow blasts
from total nucleated cells/(100-% bone marrow
erythroblasts)] x 100. Distribution of patients among
WHO categories is depicted in Supplementary Table
S2. Patients diagnosed with secondary myelodys-
plastic syndrome (therapy-related myeloid neoplasm)
or secondary erythroleukemia (therapy-related or
evolved from primary myelodysplastic syndrome),
pure erythroid leukemia, chronic myelomonocytic
leukemia, and unclassified myelodysplastic/myelopro-
liferative neoplasms were excluded from the present
study. The study was conducted fulfilling the biome-
dical research guidelines of Declaration of Helsinki.

Morphological Studies

At least, two bone marrow and one peripheral blood
May-Griinwald-Giemsa-stained smears were used for
conducting the morphologic analysis at the individual
centers. In addition, a Prussian blue-stained bone
marrow smear was used for assessing the percentage
of ring sideroblasts. The WHO 2008 proposals for
evaluating the morphological diagnosis of myelodys-
plastic syndrome and erythroleukemia were followed
strictly.? As recommended, peripheral blood and
bone marrow differential counts were performed on
at least 200 and 500 cells, respectively. Bone marrow
blast counts were assessed from total bone marrow
nucleated cells. Following the 2008 WHO recommen-
dations, the threshold used for considering a myeloid
cell line as dysplastic was the presence of >10%
abnormal cells in the corresponding myeloid lineage.
For the evaluation of dysplasia, at least 200 neutro-
phils, 200 erythroblasts, and 30 megakaryocytes were
assessed in bone marrow. Multilineage dysplasia was
defined by dysplasia involving two or more lineages.
As currently recommended by the Spanish Guide-
lines for the diagnosis and treatment of myelo-
dysplastic syndromes and chronic myelomonocytic
leukemia,”® bone marrow biopsy was conducted
only in those cases where fibrosis, hypoplastic
myelodysplastic syndromes, or idiophatic cytopenias
of undetermined significance were suspected.
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Figure 1 Morphologic features of de novo erythroleukemia. (a)
Bone marrow smear shows immature erythroblasts with vacuo-
lated cytoplasm (May-Griinwald-Giemsa). (b) Diffuse pattern in
the cytoplasm of mature erythroblasts and granular and clumped
pattern in earlier precursors by periodic acid-Schiff reaction (PAS)
stain. (c) This patient presented a complex karyotype, a common
finding in erythroleukemia: 44-45XY,-5,-14,-17,+mar,+r
[cp10]/44—-45 XY, - 5,add(10)(p15), - 14,-17 ,+mar,+r{cp3)/44-45,
XY,-5,add(10)(p11), - 17,add(19)(q13),+mar[cp2]/46 XY[5].
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Conventional Cytogenetic Studies

Cytogenetic analyses were performed on G-banded
chromosomes obtained from 24 h unstimulated bone
marrow cultures at the individual centers. When
possible, at least 20 metaphases per sample were
studied. Karyotypes were described according to
the International System for Human Cytogenetic
Nomenclature.?!

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using the statis-
tical package for the social sciences software version
22.0 (SPSS, Chicago, IL, USA). Categorical variables
were described by frequencies and percentages; and
continuous variables by medians and ranges. The
assumption of normality was assessed by using the
Shapiro-Wilk test. For categorical data, comparisons
of proportions were evaluated by Chi-square test. For
continuous variables, comparisons of medians, ranks
and means were assessed by nonparametric (Mood’s
median or Mann-Whitney U-tests) or parametric tests
(t-test) as appropriate according to the distribution of
the studied variables. Mood’s median test was
selected instead of Mann-Whitney U-test, as a more
robust method to compare those variables showing
outlier values. Survival curves were constructed by
Kaplan-Meier method using the interval from the
date of diagnosis to the date of last contact or death
(overall survival) and compared using the log-rank
test. Patients undergoing hematopoietic allogeneic
stem cell transplantation or intensive acute myeloid
leukemia-type chemotherapy were censored at the
date of starting chemotherapy or the date of trans-
plant, whichever came first, except when the prog-
nostic impact of allogeneic stem cell transplantation
was assessed. Differences were considered statisti-
cally significant when P-values were < 0.05 in a two-
tailed test. Multivariable analysis was performed
using Cox’s proportional hazards regression model
to assess the independent prognostic impact of
variables that showed significance in the univariable
overall survival analysis. The assumption of propor-
tional hazards over time was tested for all explana-
tory covariates by using a time-dependent covariate.

Results

Clinical follow-up data were available for all the
patients. The estimated median follow-up in the
overall series, as calculated by the reverse Kaplan—
Meier method was 42 months, 44 months, and
42 months for myelodysplastic syndromes with or
without erythroid predominance, respectively. At the
last follow-up, 1642 of 3687 patients (44.5%) had
died. The estimated median follow-up for de novo
erythroleukemia patients, as calculated by the reverse
Kaplan-Meier method was 30 months. At the last
follow-up, 43 of 59 patients (72.9%) had died.
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Erythroid-Predominant Refractory Anemia with
Excess Blasts-1 and De novo Erythroleukemia Share
Clinico-Biological Features and Outcome

Refractory anemia with excess blasts-1 was the
highest WHO risk category applicable in erythroid-
predominant myelodysplastic syndromes of our ser-
ies, since patients with erythroid-predominant mye-
lodysplastic syndrome with equal or greater than 10%
bone marrow blasts from total nucleated cells, which
would be classified as refractory anemia with excess
blasts-2 if bone marrow erythroblasts were less than
50%, fulfilled erythroleukemia criteria. Thus, we
wanted to compare clinical features, cytogenetics,
and outcome of erythroid-predominant refractory
anemia with excess blasts-1 with those of erythroleu-
kemia, as this would represent the next-highest risk
category if this were considered a specific subtype of
myelodysplastic syndrome. Comparison of the main
clinico-biological features between 59 de novo ery-
throleukemias and 57 erythroid-predominant refrac-
tory anemias with excess blasts-1 is depicted in
Table 1. Interestingly, no significant differences were
observed according to age, sex distribution, hemoglo-
bin levels, neutrophil count, median percentage of
bone marrow erythroblasts, median percentage of
dysplasia of the different myeloid series, and the
International Prognostic Scoring System?? or Revised
International Prognostic Scoring System?? cytogenetic
risk category distribution. Moreover, no significant
differences were observed in the percentage of high-
risk karyotypes defined by the International Prognos-
tic Scoring System or by the Revised International
Prognostic Scoring System (poor and very poor
categories) between erythroid-predominant refractory
anemia with excess blasts-1 and erythroleukemia
(International Prognostic Scoring System, 28 vs
19%, P=0.230; Revised International Prognostic
Scoring System, 28 vs 22%, P=0.453). Very few
differences were observed: platelet count was
significantly inferior in erythroleukemia and, as
expected due to current definition of these entities,
bone marrow blast percentage considered from total
nucleated cells or from nonerythroid cells was
significantly inferior in erythroid-predominant refrac-
tory anemia with excess blasts-1. No significant
difference was observed between erythroleukemia
and erythroid-predominant refractory anemia with
excess blasts-1 in the proportion of patients receiving
acute myeloid leukemia-type chemotherapy (18.6 vs
12.3%, P=0.344), allogeneic stem cell transplantation
(18.6 vs 8.8%, P=0.123) or at least one of them (27.1
vs 17.5%, P=0.216). Azacitidine was approved in
Spain in January 2009 for the treatment of higher-risk
myelodysplastic syndromes and acute myeloid leu-
kemia with 20-30% bone marrow blasts from total
nucleated cells (previously considered refractory
anemia with excess blasts in transformation).
Although azacitidine is not currently approved for
the treatment of erythroleukemia, its use is widely
extended in this elderly group of patients usually
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Table 1 Comparisons for main demographic, clinical, and biological characteristics between 59 de novo erythroleukemias and 57
erythroid-predominant refractory anemias with excess blasts-1 (>50% bone marrow erythroblasts)

Erythroid-predominant

Characteristic Erythroleukemia, N= 59 RAEB-1,N=57 P-values
Age, median (range), years 71.09 (26-88) 70.8 (31-93) 0.713
Male gender, n (%) 38 (64) 35 (61) 0.738
Hemoglobin, median (range), g/l 9.0 (4.8-14.7) 9.7 (6.1-14.1) 0.074
Neutrophil count, median (range), x 10%/1 0.84 (0.05-9.12) 0.88 (0.08-6.1) 0.780
Platelet count, median (range), x 10%/1 65 (12-394) 105 (14-381) <0.001
Erythroblasts, median (range), % 58.6 (50-85) 55 (50-74) 0.063
BM blasts from TNCs, median (range), % 12 (5-19) 6 (5-9) <0.001
BM blasts from NECs, median (range), % 30.2 (20-67.9) 15 (10-19.4) <0.001
Dyserythropoiesis, median (range), % 40 (4-100) 30 (0-100) 0.165
Dysgranulopoiesis, median (range), % 20 (0-100) 24 (0-90) 0.674
Dysthrombopoiesis, median (range), % 25 (0-100) 30 (0-100) 0.793
Karyotype, abnormal/total cases (%) 24/59 (40.7) 31/57 (54.4) 0.139
IPSS cytogenetic group, n (%) 0.449

Low 38 (64) 31 (54)

Intermediate 10 (17) 10 (18)

Poor 11 (19)° 16 (28)*
IPSS-R cytogenetic group, n (%) 0.313

Very low 0 1(2)

Low 40 (68) 31 (54)

Intermediate 6 (10) 9 (16)

Poor 2(3) 6 (10)

Very poor 11 (19)° 10 (18)°

Abbreviations: BM, bone marrow; IPSS, International Prognostic Scoring System; IPSS-R, IPSS revised; NECs, nonerythroid cellularity; RAEB-1,

refractory anemia with excess of blasts type 1; TNC, total nucleated cells.

*No significant differences were observed in the percentage of high-risk karyotypes defined by the IPSS between RAEB1-E and erythroleukemia

IPSS, 19 vs 28%, P=0.230).

No significant differences were observed in the percentage of high-risk karyotypes defined by the IPSS-R (poor and very poor) between RAEB1-E

and erythroleukemia (22 vs 28%, P=0.453).
Statistically significance indicated in bold.

unfit to receive common acute myeloid leukemia-type
treatments or not eligible for allogeneic stem cell
transplantation. On assessing the patients diagnosed
from 2009 onward, a higher trend was observed in the
proportion of erythroleukemias receiving azacitidine
compared with erythroid-predominant refractory ane-
mias with excess blasts-1, although no significant
difference was detected (53.3 vs 29.2%, P=0.074).
Although overall survival of 405 erythroid-
predominant myelodysplastic syndromes without
excess of blasts (< 5% bone marrow blasts from total
nucleated cells) was significantly longer than that
observed in 57 erythroid-predominant refractory
anemias with excess blasts-1 (5 to <10% bone
marrow blasts from total nucleated cells) and in 59
de novo erythroleukemias (10 to < 20% bone marrow
blasts from total nucleated cells) (median overall
survival, 71 vs 20 months, P < 0.001; median overall
survival, 71 vs 13 months, P < 0.001; respectively), no
significant difference in the overall survival was
observed between 57 erythroid-predominant refrac-
tory anemias with excess blasts-1 and 59 de novo
erythroleukemias (median overall survival, 20 vs
13 months; P=0.33; Figure 2). Interestingly,
erythroid-predominant refractory anemia with excess
blasts-1 patients showed a significant shorter overall
survival than 489 refractory anemia with excess
blasts-1 with less than 50% bone marrow

erythroblasts (median overall survival, 20 vs
34 months; P=0.042; Supplementary Figure S1). This
could be explained, at least in part, by the difference
in the median percentage of bone marrow blasts
calculated from nonerythroid cells. Although the
median percentage of bone marrow blasts from total
nucleated cells was higher in refractory anemia with
excess blasts-1 with less than 50% bone marrow
erythroblasts than in erythroid-predominant refrac-
tory anemia with excess blasts-1 (6.8 vs 6%,
P=0.044), erythroid-predominant refractory anemia
with excess blasts-1 displayed a significant higher
median percentage of bone marrow blasts from
nonerythroid cells (15 vs 9.38%, P<0.001). In the
same way, erythroleukemia patients showed a sig-
nificant shorter overall survival than 489 refractory
anemia with excess blasts-1 with less than 50% bone
marrow erythroblasts (median overall survival, 13 vs
34 months; P=0.001).

Changes in the different standards applied to
diagnosis and management of patients over time
could exercise an influence on the survival analysis,
especially on series collected during long time. To
assess this potential bias in our study, we divided
our series in three time periods: 1972 to <2000,
2000 to < 2009, and 2009 to present. These thresh-
olds were selected attending to the increased
indication of allogeneic stem cell transplantation in
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Figure 2 Overall survival by Kaplan-Meier analysis of 57
refractory anemias with excess blasts-1 with >50% bone marrow
erythroblasts (RAEB1-E) vs 59 de novo erythroleukemias. No
significant difference in overall survival was observed (median
overall survival, 20 vs 13 months; NS). Overall survival is
indicated in months and was compared with the two-sided log-
rank test.

the 2000 to < 2009 era and the use of azacitidine as a
standard of care in Spain for higher-risk myelodys-
plastic syndromes since 2009. No significant differ-
ence was observed in the proportion of patients
diagnosed with de novo erythroleukemia or with
erythroid-predominant refractory anemia with excess
blasts-1 in each one of these periods (15.3% of
erythroleukemias  vs  19.3%  of  erythroid-
predominant refractory anemias with excess blasts-1
in the first period, 33.9% of erythroleukemias vs
38.6% of erythroid-predominant refractory anemias
with excess blasts-1 in the second period, 50.8% of
erythroleukemias vs 42.1% of erythroid-predominant
refractory anemias with excess blasts-1 in the third
period; P=0.629).

The low incidence of these diseases makes
difficult to perform studies with larger series. Never-
theless, our findings evidence that de novo erythro-
leukemia shares clinico-biological features and
outcome with erythroid-predominant refractory ane-
mia with excess blasts-1.

Then, we assessed International Prognostic Scor-
ing System and Revised International Prognostic
Scoring System cytogenetic risk classification in the
subset of 116 patients with erythroid predominance
and excess of blasts (erythroleukemia and erythroid-
predominant refractory anemia with excess blasts-1).
The presence of a high-risk karyotype according to
both, International Prognostic Scoring System and
Revised International Prognostic Scoring System,
was capable to discriminate two risk groups with
significant different overall survival (median overall

MODERN PATHOLOGY (2016) 29, 1541-1551
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Figure 3 Overall survival by Kaplan-Meier analysis. (a) Survival
according to the presence of an International Prognostic Scoring
System (IPSS) high-risk karyotype or not (median overall survival,
10 vs 20 months, P=0.001). (b) Survival according to the presence
of a Revised International Prognostic Scoring System (IPSS-R)
high-risk karyotype (poor and very poor) or not (median overall
survival, 10 vs 20 months, P=0.001). Overall survival is indicated
in months and was compared with the two-sided log-rank test.

survival, 20 vs 10 months, P=0.001; median overall
survival, 20 vs 10 months, P=0.001; respectively;
Figure 3). Moreover, other classical myelodysplastic
syndrome prognostic factors were assessed and,
surprisingly, only hemoglobin <100 g/l showed an
impact (median overall survival, 36 vs 11 months;
P=0.006). Platelets <100x10%1, platelets
<50x10%1, neutrophils <500/mm?, neutrophils
< 800/mm?® showed no impact in terms of overall
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Table 2 Multivariable analysis for overall survival of 116 patients with erythroid predominance and excess blasts (erythroid-predominant

refractory anemia with excess blasts-1 and erythroleukemia)

Multivariable
Variable
HR 95% CI P-value
al
Age, years
>60 1.38 0.73-2.63 NS
Hemoglobin, g/l
<100 1.63 0.95-2.80 NS
High-risk IPSS cytogenetic category 2.10 1.19-3.71 0.011
Allo-SCT 0.65 0.20-2.14 NS
b)
Age, years
>60 1.60 0.76-3.33 NS
Hemoglobin, g/l
<100 1.66 0.95-2.89 NS
High-risk IPSS-R cytogenetic group (poor and very poor categories) 2.20 1.27-3.83 0.005
Allo-SCT 0.71 0.22-2.37 NS

Abbreviations: Allo-SCT: allogeneic stem cell transplantation; CI: confidence interval; HR: hazard ratio; IPSS: International prognostic score
system; IPSS-R: Revised International prognostic score system; NS: not significant; OS: overall survival.

(a) Including the variable: high-risk International Prognostic Scoring System cytogenetic category.

(b) Including the variable: high-risk Revised International Prognostic Scoring System cytogenetic group.

Statistically significance indicated in bold.

survival. Furthermore, the 10% bone marrow blast
cutoff segregates a group of 48 de novo erythroleuke-
mias that showed no significant differences in overall
survival compared with the rest of the patients with
erythroid predominance and excess of blasts (11
erythroleukemias with less than 10% bone marrow
blasts from total nucleated cells and 57 erythroid-
predominant refractory anemias with excess blasts-1;
median overall survival, 13 vs 18 months; P=0.61).
In the same way, no significant difference in overall
survival was observed between the 11 low-blast count
erythroleukemias with less than 10% bone marrow
blasts from total nucleated cells and the rest of
erythroleukemias (median overall survival, 13 vs
13 months, P=0.518). Moreover, the survival of these
low-count erythroleukemias was similar to that
observed in all 459 refractory anemia with excess
blasts-2 (median overall survival, 13 vs 14 months,
P=0.916).

Afterwards, the prognostic impact of allogeneic
stem cell transplantation in this subset of 116 patients
with erythroid predominance and excess of blasts was
assessed. The 16 patients who underwent an allo-
geneic stem cell transplantation showed a significant
longer overall survival than those who did not
(median overall survival, NR vs 17 months; P=0.017).

Finally, we carried out a multivariable analysis of
overall survival by using Cox regression modeling
including those variables that showed an impact on
overall survival in the univariable survival analysis:
age, high-risk International Prognostic Scoring Sys-
tem cytogenetic category, hemoglobin < 100g/1, and
allogeneic stem cell transplantation as a time-
dependent variable. Only the high-risk International
Prognostic Scoring System cytogenetic category
retained its prognostic influence on overall survival

(Table 2a). Further, when the Cox regression model
was carried out introducing the high-risk Revised
International Prognostic Scoring System cytogenetic
group (poor and very poor categories) instead of the
high-risk International Prognostic Scoring System
cytogenetic category, again, only the high-risk
Revised International Prognostic Scoring System
cytogenetic group retained its independent prognos-
tic influence on overall survival (Table 2b).

Refractory Anemia with Excess Blasts-2 and De novo
Erythroleukemia Showed a Similar Outcome

We compared the outcome of 59 de novo erythro-
leukemias with that of 459 patients diagnosed with
refractory anemia with excess blasts-2 and no
significant difference in overall survival was
observed (median overall survival, 13 vs 14 months;
P=0.65; Figure 4a). Then, survival of erythroleuke-
mia and myelodysplastic syndromes with less than
50% bone marrow erythroblasts that, as in erythro-
leukemia, presented equal or greater than 20% bone
marrow blasts from nonerythroid cells was also
compared. We detected 175 of 459 refractory
anemias with excess blasts-2 (38%) meeting this
requirement. These two groups of patients presented
a similar overall survival (median overall survival,
13 vs 13 months; P=0.72; Figure 4b). This finding
underlines the arbitrariness of the established ery-
throblast cutoff to consider the diagnosis of erythro-
leukemia and the absence of prognostic impact
per se of the erythroid predominance.

Afterwards, a comparison of the main clinico-
biological features of de novo erythroleukemia and
refractory anemia with excess blasts-2 was carried

MODERN PATHOLOGY (2016) 29, 1541-1551
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Figure 4 Overall survival by Kaplan-Meier analysis of (a) 59
de novo erythroleukemias vs 459 refractory anemias with excess
blasts-2 (RAEB-2) (median overall survival, 13 vs 14 months; NS)
and (b) 59 de novo erythroleukemias vs 175 refractory anemias
with excess blasts-2 with equal or greater than 20% bone marrow
blasts from nonerythroid cells (NECs) (median overall survival, 13
vs 13 months; NS). Overall survival is indicated in months and
was compared with the two-sided log-rank test.

out and only significant differences in median
percentage of bone marrow erythroblasts, median
percentage of dysgranulopoiesis, and median per-
centage of bone marrow blasts from nonerythroid
cells were detected. Interestingly, no significant
differences were observed according to International
Prognostic Scoring System or Revised International
Prognostic Scoring System cytogenetic risk category
distribution, median percentage of dysplasia of the
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erythroid and megakaryocytic lineages, median per-
centage of bone marrow blasts from total nucleated
cells, hemoglobin levels, neutrophil count, platelet
count, age and sex distribution. All these compar-
isons are depicted in Table 3. Once again, these
results point out that erythroleukemia is in the
spectrum of myelodysplastic syndromes with excess
blasts.

Finally, no significant difference was observed
between erythroleukemia and refractory anemia with
excess blasts-2 in the proportion of patients receiving
acute myeloid leukemia-type chemotherapy (18.6 vs
17.4%, P=0.817), but a significant higher percentage
of erythroleukemia patients underwent an allogeneic
stem cell transplantation (18.6 vs 9.6%, P=0.034).
Interestingly, when assessing patients diagnosed
from 2009 onward, no significant difference was
detected in the proportion of patients treated with
azacitidine (53.3 vs 55%, P=0.863).

As previously mentioned, to elucidate whether
there was a bias on the survival analysis related to
differences between groups in diagnosis dates, we
compared the proportion of patients diagnosed with
erythroleukemia with that diagnosed with refractory
anemia with excess blasts-2 in each one of the
periods anteriorly proposed (1972 to < 2000, 2000
to <2009, and 2009 to present) and no difference
was observed (15.3% of erythroleukemias vs 16.1%
of refractory anemias with excess blasts-2 in the first
period, 33.9% of erythroleukemias vs 35.9% of
refractory anemias with excess blasts-2 in the second
period, 50.8% of erythroleukemias vs 47.9% of
refractory anemias with excess blasts-2 in the third
period; P=0.915).

Discussion

Myelodysplastic syndromes and acute myeloid leu-
kemias with equal or greater than 50% erythroblasts
in bone marrow represent up to 15% of myelodys-
plastic syndromes and around 5% of acute myeloid
leukemias, respectively.'! In the present study, the
largest series of de novo erythroid-predominant
myelodysplastic syndromes reported to date and an
extensive group of de novo erythroleukemia defined
by the WHO 2008 criteria were compared. Clinical,
morphological, cytogenetic and molecular features of
erythroleukemia have been described in several
retrospective studies but most of those articles also
collected cases of therapy-related m{yeloid neoplasms
and secondary erythroleukemias.®*0

Classification of myeloid malignances with
expanded erythropoiesis is often difficult and
requires integration of clinical, morphological, and
cytogenetic features. The definition and classifica-
tion of erythroleukemia have been changed over the
years.!~#16-19 The 2008 WHO classification recom-
mended to enumerate bone marrow blasts from
nonerythroid cells when bone marrow erythroblasts
were equal or greater than 50%. In those instances,
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Table 3 Comparison for main demographic, clinical, and biological characteristics between 59 de novo erythroleukemias and 459

refractory anemia with excess blasts-2

Characteristic Erythroleukemia, N =59 RAEB-2, N=459 P-values
Age, median (range), years 71.09 (26-88) 72.26 (20-96) 0.424
Male gender, n (%) 38 (64) 297 (64.7) 0.964
Hemoglobin, median (range), g/l 9.0 (4.8-14.7) 9.2 (4.6-16.1) 0.253
Neutrophil count, median (range), x 10%/1 0.84 (0.05-9.12) 1.1 (0.04-21.7) 0.053
Platelet count, median (range), x 10/ 65 (12-394) 79 (3-440) 0.145
Erythroblasts, median (range), % 58.6 (50-85) 27 (6—49) <0.001
BM blasts from TNCs, median (range), % 12 (5-19) 13 (3-19.2) 0.269
BM blasts from NECs, median (range), % 30.2 (20-67.9) 18.18 (4.8-34.7) <0.001
Dyserythropoiesis, median (range), % 40 (4-100) 30 (0-100) 0.085
Dysgranulopoiesis, median (range), % 20 (0-100) 50 (0-100) 0.038
Dysthrombopoiesis, median (range), % 25 (0-100) 33 (0-100) 0.369
Karyotype. abnormal/total cases (%) 24/59 (40.7) 230/459 (50.1) 0.173
IPSS cytogenetic group, n (%) 0.387

Low 38 (64) 260 (56.8)

Intermediate 10 (17) 75 (16.4)

Poor 11 (19) 123 (26.9)%
IPSS-R cytogenetic group, n (%) 0.327

Very low 0 11 (2.6)

Low 40 (68) 236 (54.9)

Intermediate 6 (10) 65 (15.1)

Poor 2(3) 24 (5.6)

Very poor 11 (19)Y 94 (21.9)

Abbreviations: BM, bone marrow; ; IPSS, International Prognostic Scoring System; IPSS-R, IPSS revised; NECs, nonerythroid cellularity; RAEB-2,

refractory anemia with excess of blasts type 2; TNC, total nucleated cells.

*No significant differences were observed in the percentage of high-risk karyotypes defined by the IPSS between refractory anemia with excess

blasts -2 and erythroleukemia (IPSS, 26.9 vs 19%, P=0.175).

No significant differences were observed in the percentage of high-risk karyotypes defined by the IPSS-R (poor and very poor) between refractory

anemia with excess blasts-2 and erythroleukemia (27.4 vs 22%, P=0.379).

Statistically significance indicated in bold.

the disorder was classified as erythroleukemia when
bone marrow blasts were equal or greater than 20%
and as erythroid-predominant myelodysplastic syn-
drome when lower. In the latter, percentage of blasts
must be considered from total nucleated cells.> A
revision of that classification is expected this year
and, as Arber et al mentioned in a recent paper, the
elimination of the nonerythroid blast cell count rule
will be recommended. Therefore, patients fulfilling
erythroleukemia criteria will be now considered
myelodysplastic syndromes and will be moved into
the appropriate myelodysplastic syndrome category
based on the blast cell count from total nucleated
cells. Following this recommendation, the majority
of patients will be reclassified as myelodysplastic
syndromes with excess blasts-2, previously named
refractory anemia with excess blasts-2, and a
minority of them will be moved to categories with
less than 10% bone marrow blasts, mostly myelo-
dysplastic syndromes with excess blasts-1, prior
refractory anemia with excess blasts-1.1415
Although in the 2008 WHO classification erythro-
leukemia was included into acute myeloid
leukemias,? our results strongly support the future
WHO recommendation of considering erythroleuke-
mia as a myelodysplastic syndrome,'*> but we have
some concerns related to the disappearance of
erythroleukemia as an entity. As it has been shown
in our study, erythroleukemia usually presents

multilineage dysplasia, typical myelodysplastic syn-
drome cytogenetic aberrations, and an outcome
similar to myelodysplastic syndromes with excess
blasts. Moreover, recent studies suggest that cases of
erythroleukemia have a molecular profile much
closer to myelodysplastic syndromes than to acute
myeloid leukemia without erythroid predo-
minance.®”1° Our results showed that erythroid-
predominant refractory anemia with excess blasts-1
presented no significant difference in survival com-
pared with de novo erythroleukemia and in this
subset of patients, having erythroid predominance
and excess blasts, the presence of a high-risk
karyotype defined by the International Prognostic
Scoring System or by the Revised International
Prognostic Scoring System was the main prognostic
factor. Survival of de novo erythroleukemia did not
significantly differ from that observed in refractory
anemia with excess blasts-2. Moreover, survival of
those cases of refractory anemia with excess blasts-2
with, obviously, less than 50% bone marrow erythro-
blasts that, as in erythroleukemia, had equal or greater
than 20% bone marrow blasts from nonerythoid cells
was almost identical to de novo erythroleukemia. This
finding underlines the arbitrariness of the established
erythroblast cutoff to consider the diagnosis of
erythroleukemia and the absence of prognostic impact
per se of the erythroid predominance.
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The upcoming revision of the WHO classification
will consider erythroleukemias with equal or greater
than 5% to less than 10% bone marrow blasts from
total nucleated cells as myelodysplastic syndromes
with excess blasts-1 and those with equal or greater
than 10% to less than 20% bone marrow blasts from
total nucleated cells as myelodysplastic syndromes
with excess blasts-2.1415 In our study, we observed
that de novo erythroleukemia patients with less than
10% bone marrow blasts from total nucleated cells
(future myelodysplastic syndrome with excess
blasts-1) presented a survival similar to patients
with equal or greater than 10% to less than 20%
bone marrow blasts from total nucleated cells (future
myelodysplastic syndrome with excess blasts-2).
Moreover, erythroid-predominant refractory anemia
with excess blasts-1 showed a significant inferior
overall survival than refractory anemia with excess
blasts-1 with less than 50% bone marrow erythro-
blasts. This could be explained, at least in part, by
the differences in the median percentage of bone
marrow blasts calculated from nonerythroid cells.
Although the median percentage of bone marrow
blasts from total nucleated cells was higher in
refractory anemia with excess blasts-1 with less than
50% bone marrow erythroblasts than in erythroid-
predominant refractory anemia with excess blasts-1,
the latter showed a significant higher median
percentage of bone marrow blasts from nonerythroid
cells. This finding highlights the importance of
considering the percentage of bone marrow blasts
from nonerythroid cells, especially in the subset of
erythroid-rich myelodysplastic syndrome patients.!
For all the above, the new proposal of including
erythroleukemia patients with equal or greater than
5% to less than 10% bone marrow blasts from total
nucleated cells in the myelodysplastic syndrome
with excess blasts-1 category could underestimate
the prognostic prediction of this group of low-blast
count erythroleukemias. The elimination of the
nonerythroid blast cell count rule implies the
disappearance of erythroleukemia as an entity. In
our opinion, considering de novo erythroleukemia as
a ‘high-risk’ myelodysplastic syndrome subgroup
could be a proper approach to avoid the under-
estimation of those cases with a higher percentage of
bone marrow erythroblasts and lower bone marrow
blast count from total nucleated cells.

In summary, our data suggest that erythroleukemia
is in the spectrum of myelodysplastic syndromes
with excess blasts and support its inclusion into
future myelodysplastic syndrome classifications
rather than in acute myeloid leukemia ones.
Classifying these poor outcome patients, usually
elderly and unfit to receive common acute myeloid
leukemia-type treatments, into myelodysplastic
syndrome categories could permit them to benefit
from a myelodysplastic syndrome-oriented prognos-
tic assessment and could serve for their inclusion in
future myelodysplastic syndrome-specific clinical
trials.
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ONLINE SUPPLEMENTARY MATERIAL

TABLES

Table S1. 2008 WHO classification of myeloid malignancies for patients with equal or greater than

50% erythroblasts from total nucleated cells in bone marrow.

% Erythoid precursors in Blood/Bone marrow (BM) Other findings Diagnosis
BM findings
>50% >20 blasts in blood or of all Case meets criteria for AML AML with myelodysplasia-
nucleated marrow cells with myelodysplasia-related related changes
changes
>80% immature erythroid Few if any myeloblasts Minimal if any granulocytic Pure erythroid leukemia
precursors with minimal component
maturation
>50% <20% blasts in blood; >20% BM blasts from non- Erythroleukemia (acute
<20% blasts of all erythroid cells eythroid/myeloid leukemia)
nucleated marrow cells
>50% <20% blasts in blood; blasts <20% BM blasts from non- MDS; classify MDS

<20% blasts of all nucleated
marrow cells

erythroid cells

according to number of
blasts as percentage of all
nucleated marrow cells

Table S2. Distribution of patients among 2008 WHO categories.

WHO subtypes Erythroid-predominant Control group (N=3225)
MDS (N=462)

RCUD 42 338

RARS 139 413

RCMD 200 1272

5q- 12 192

MDS-U 12 62

RAEB-1 57 489

RAEB-2 o’ 459
Erythroleukemia 59

*In patients with 250% bone marrow erythroblasts, when blasts were enumerated from total BM cellularity, none of the
cases could be classified as RAEB-2 because these cases fulfilled the current WHO criteria for erythroleukemia.

Abbreviations. MDS: myelodysplastic syndromes; Erythroid-predominant MDS: MDS with >50% bone marrow erythroblasts;
RCUD: refractory cytopenia with unilineage dysplasia; RARS: refractory anemia with ring sideroblasts; RCMD: refractory
cytopenia with multilineage dysplasia; 59-: myelodysplastic syndromes with isolated del(5q); MDS-U: myelodysplastic
syndrome-unclassified; RAEB-1: refractory anemia with excess blasts-1; RAEB-2: refractory anemia with excess of blasts-2.
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Figure legend

Figure S1. Overall survival by Kaplan-Meier analysis of 57 refractory anemias with excess
blasts type-1 with >50% bone marrow erythroblasts (RAEB1-E) versus 489 refractory
anemias with excess blasts type-1 (RAEB-1). RAEB1-E showed a significant shorter OS
(median overall survival, 20 vs. 34 months; P=0.042). Overall survival is indicated in months

ad was compared with the 2-sided log-rank test.

—RAEB1
- ! “RAEB1-E

0,89

0,6

047

Cumulative probability of survival

Months from diagnosis
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Cinque Treball

Comparison of three prognostic scoring systems in a series of 146 cases of chronic
myelomonocytic leukemia (CMML): MD Anderson prognostic score (MDAPS),
CMML-specific prognostic scoring system (CPSS) and Mayo prognostic model. A

detailed review of prognostic factors in CMIML.

Resum

Malgrat que existeixen indexs pronostics especifics per a la valoracio de la LMMC,
per la seva baixa prevalenca molt pocs s'han basat en seéries llargues de pacients.
De fet, I'IPSS ha estat I'score pronostic més utilitzat per a la valoracié de la LMMC,
malgrat que no és aplicable a les variants proliferatives. L'any 2002 aparegué el MD
Anderson Prognostic Scoring System (MDAPS), el primer index basat en una série
llarga de pacients erigint-se com a |'eina pronostica més valuosa. A causa de la
recent aparicid d'indexs especifics com el CMML-specific Prognostic Score (CPSS) i
el Mayo prognostic model es pretén avaluar la validesa d'aquests aplicada a una
série llarga de pacients amb LMMC i comparar la seva capacitat de prediccié
pronostica. Cent quaranta-sis pacients diagnosticats de LMMC entre el 1998 i el
2014 foren analitzats retrospectivament. Totes les variables que composaven els
indexs presentaren un impacte en I'analisi univariable de supervivéncia excepte la
presencia de cel-lules mieloides immadures circulants (mielémia). Pel que fa a la
I’analisi univariable del temps a la transformacié leucemica, només presentaren
impacte les variables que integrava el CPSS, el percentatge de blasts a MO igual o
superior al 10% i el recompte de mondcits superior a 10 x 10°/L. Els tres indexs
pronostics permeteren dividir adequadament els pacients en grups de baix i alt risc
i van mantenir el seu impacte pronostic per la supervivéncia en ésser contrastats
en una analisi multivariable, observant-se valors de hazard ratio similars per a cada
un d’ells. Es va analitzar la capacitat predictiva per a la supervivéncia i el risc de
transformacid leucémica dels tres index mitjangant el test de concordanca C-index i
la implementacié de corbes de ROC. El CPSS va demostrar una millor capacitat
predictiva per a la supervivéncia i la transformacio leucémica. Les variables que
integraven els indexs van ser comparades en una analisi multivariable per a la

supervivencia i només aquelles que composaven el CPSS i el recompte de

161



Metodes i resultats

plaquetes inferior a 100 x 10°/L mantingueren la seva significaci6 estadistica. En
base a aquestes troballes implementarem un nou index, el CPSS-P, que integrava
les variables del CPSS i el recompte plaquetari. El CPSS-P s’erigi com I'index amb la
millor capacitat de prediccid de risc de la nostra serie. L’estudi reforca la validesa

dels tres indexs pronostics analitzats.
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Although specific prognostic models for chronic myelomonocytic leukemia (CMML) exist, few are based
on large series of patients. MD Anderson prognostic score (MDAPS) has been the most useful for CMML
risk assessment. Due to recent emergence of CMML-specific prognostic scoring system (CPSS) and Mayo
prognostic model, we compared the three scores.
One hundred forty-six CMML patients diagnosed between 1998 and 2014 were retrospectively ana-
Fm—— lyzed. Univariate analysis was performed to assess prognostic impact on overall survival (0S) and
: leukemia-free survival (LFS) of the variables composing the scores and all items showed prognostic value
CMML X 5 A i . X
PSS on OS with the exception of the presence of circulating immature myeloid cells. Regarding LFS, only CPSS
MDAPS variables, bone marrow blast >10% and an absolute monocyte count >10 x 10°/L had an impact. When
Mayo prognostic model the scores were applied, all showed an impact on OS and retained their significance in multivariate anal-
Prognostic factors ysis. By using ROC curves and C-index, CPSS showed a slightly better predictive value for mortality and
leukemia transformation. Variables composing the three indexes were compared in multivariate analysis
and only CPSS parameters and platelets < 100 x 10%/L retained their significance. Based on these findings,
by adding platelet count to CPSS, a new score was implemented (CPSS-P) showing the best risk prediction
capability in our series. This study reinforces the validity of the tested scores.
© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Chronic myelomonocytic leukaemia (CMML) is a clonal
haematopoetic malignancy with overlapping features of myelopro-
liferative neoplasms and myelodysplastic syndromes (MDS). It is

* Presented at the 56! annual meeting of the American Society of Hematology,
San Francisco, CA, December 2014,

* Corresponding author at: Hospital Clinic, Hematology Department, Villarroel
170, Barcelona 8036, Spain. Fax: +34 93 227 98 11.

** Corresponding author at: Hematopathology Unit, Department of Pathology, Hos-
pital Clinic, Villarroel 170, Barcelona 08036, Spain. Fax: +34 93 22798 11.

E-mail addresses: xcalvo@clinic.ub.es (X. Calvo), nomdedeu@clinic.ub.es

(B. Nomdedeu).

http://dx.doi.org/10.1016/j.leukres.2015.05.017
0145-2126/© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

characterized by persistent monocytosis (monocytes>1 x 10%/Lin
peripheral blood for at least 3 months), absence of BCR-ABL1 fusion
gene, no rearrangement of PDGFRA or PDGFRB and fewer than 20%
myeloblasts and promonocytes in the peripheral blood (PB) and
bone marrow (BM). Dysplasia involving one or more myeloid lin-
eages is almost always present but the diagnosis of CMML can still
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be made if the other requirements are met and dysplasia is not
present [1].

The French-American-British (FAB) classification distinguished
in 1994 two subtypes of CMML according to the leukocyte count in
peripheral blood: the myelodysplastic subtype (CMML-MD) with
13 x 10%/L leukocytes or less, and the myeloproliferative subtype
(CMML-MP) with a leukocyte count above 13 x 10%/L |2]. Based
on the 2008 WHO classification, CMML is subdivided into CMML-1
(<5% PB blasts and <10% BM blasts) and CMML-2 (5-19% PB blasts
and 10-19% BM blasts or when Auer rods are present irrespective
of the blast count) | 1].

Median survival of patients with CMML is reported to vary from
18 to 24 months and progression to AML occurs in approximately
15-30% of cases [3-9]. Although several prognostic models have
been created to stratify CMML patients into different risk cate-
gories, there is a paucity of specific prognostic scores based in large
series of patients [8-12]. In this regard, the MD Anderson prog-
nostic scoring system (MDAPS) published in 2002 was the first
score based in a large cohort of 213 CMML patients [ 13]. This iden-
tified four independent adverse prognostic factors: hemoglobin
level <12 g/dl, absolute lymphocyte count (ALC) > 2.5 x 10° /L, pres-
ence of circulating immature myeloid cells (IMC) and bone marrow
(BM) blasts > 10%. In the last two years four new specific prog-
nostic scores have been developed to stratify risk of CMML
patients: CMML-specific prognostic scoring system (CPSS) [14],
Groupe Frangais des Myélodysplasies prognostic score (GFM prog-
nostic score) [ 15], Mayo prognostic model for WHO-defined CMML
[16]and Mayo molecular model (MMM) | 17]. The CPSS was based in
acohortof 558 patients and included FAB classification (CMML-MD
vs. CMML-MP), WHO classification (CMML-1 vs. CMML-2), red
blood cell (RBC) transfusion dependency at diagnosis and the Span-
ish cytogenetic risk classification [5,14]. The GFM prognostic score
was developed from a series of 312 patients and was the first that
included gene mutation status information and clinical parameters,
defining a prognostic score based on: age >65 years, leukocytes >
15 x 10%/L, anemia (hemoglobin <10 g/dL in women and <11 g/dL
in men), platelets<100 x 10%/L and presence of ASXLI mutation
[15-22]. The Mayo prognostic model was based in a series of
226 patients and, interestingly, the adverse independent prog-
nostic impact of ASXL1 mutation was not observed. This index
identified three risk categories based on: absolute monocyte count
(AMC)> 10 x 10?/L, presence of circulating immature myeloid cells,
hemoglobin < 10 g/dL and platelet count<100 x 10°/L [ 16]. Finally,
after combining the data of 466 patients from the GFM and Mayo
clinic group, ASXL1 mutation (nonsense and frameshift) confirmed
itsindependent prognostic value in terms of overall survival but not
on leukemic transformation. By the inclusion of ASXL1 mutational
status to the Mayo prognostic model, the novel Mayo molecular
model (MMM) was created [ 17].

A series of 146CMML patients was used to assess the usefulness
of the CPSS, the MDAPS and the Mayo prognostic model. These three
scores, and not those based on clinical and molecular variables,
were selected as the most easy-to-apply in normal clinical practice.
The prognostic value of each variable that composed every score
was tested and a comparison of the three indexes was made. A
modified CPSS based on our results was performed in order to get
a better risk stratification of patients.

2. Methods
2.1. Patients
From January 1997 to August 2013 a retrospective analysis

including 146 patients diagnosed with CMML was performed in
Hospital Clinic of Barcelona (n=134) and Hospital Universitari Ger-

mans Trias i Pujol (n=12). CMML was morphologically defined
according to the FAB and WHO 2008 criteria.

In the analysis of prognostic factors, variables analyzed were
those included in the CPSS [14], MDAPS [13] and Mayo prog-
nostic model |16]: absolute monocyte count (AMC), hemoglobin
levels, platelet count, absolute lymphocyte count (ALC), bone
marrow (BM) blats, peripheral blood (PB) blats, presence of circu-
lating immature myeloid cells (IMC), leukocyte count, transfusion
requirement and cytogenetics. All complete blood count differ-
entials and PB smears were evaluated for presence of circulating
IMCs, defined by the presence of any of the following cells in
PB: myeloblasts, promyelocytes, myelocytes and metamyelocytes.
Transfusion requirement was defined as in the WHO-based prog-
nostic scoring system (WPSS) |23] that is having at least 1 RBC
transfusion every 8 weeks over a period of 4 months. Karyotype
risk designation was according to the Spanish cytogenetic risk-
stratification system 5] (low risk: normal karyotype or loss of
chromosome Y as a single anomaly; intermediate risk: includes all
the chromosomal abnormalities except those mentioned in low-
and high-risk categories, and high risk: trisomy 8, abnormalities of
chromosome 7 or complex karyotype (>3 chromosomal abnormal-
ities)).

The current study was approved by the institutional review
boards.

2.2. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the statistical pack-
age for the social sciences (SPSS) software version 19.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). All p values were two-tailed and the threshold
of statistical significance was p less than 0.05. Clinical and biologi-
cal parameters were recorded at the time of diagnosis. Descriptive
statistical analysis of the main characteristics of patients was per-
formed. Categorical variables are reported as counts and relative
frequencies and continuous variables are indicated as medians and
ranges. To assess the prognostic impact of each of the variables
that compose the score systems, survival curves were constructed
by Kaplan-Meier method using the interval from the date of diag-
nosis to the date of last contact or death (overall survival; OS) or
progression to acute myeloid leukemia (leukemia-free survival;
LFS) and compared using the log-rank test. Multivariate analysis
was performed (Cox model) to assess the independent impact of
the variables that showed significance in the univariate analysis in
order to select the variables with the best prognostic data in our
series. The global prognostic scores were analyzed by univariate
and multivariate analysis. In addition, Receiver Operating Charac-
teristics (ROC) curves were plotted and the area under the ROC
curve was calculated as an index for the predictive value of the
model in terms of mortality and leukemia transformation. Lastly,
the concordance index (C-index) was implemented to assess the
score with the best discriminative power.

3. Results
3.1. Baseline characteristics

The main characteristics of 146 patients with WHO-defined
CMML are shown in Table 1. The median age was 76 years (range
27-96 years) and 63% were males. One-hundred and twenty-nine
(88%) had a CMML-1, 17 (12%) had a CMML-2, one-hundred and
two (70%) had a CMML-MD and forty-four (30%) had a CMML-MP.
Cytogenetic risk according to the Spanish CMML classification was
assessed in one-hundred and twenty-six (86%) patients being low,
intermediate, high or not available in 68%, 7%, 12% and 13%, respec-
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Table 1
Main patient characteristics.

Characteristic Median (range) N(%)

Overall 146 (100)
Age,y 76 (27-96)

<65 27(18)
=65 119(82)
Gender

Male 92(63)
Female 54(37)
WHO subtype

CMML-1 129(88)
CMML-2 17(12)
Leukocyte count, x 10°/L 9(1-98)

<13 x 10%/L (CMML-MD FAB subtype) 102 (70)
=13 x 10?/L (CMML-MP FAB subtype) 44(30)
Hemoglobin level g/dL 11(5-16)

<10 g/dL 40(27)
>10 g/dL 106 (73)
Platelet count, x 10%/L 129(7-1037)

<100 x 109/L 41(28)
=100 x 10°/L 105(72)
Monocyte count, x 107/L 1.5(1-31)

<3x10°/L 117(80)
=3 x10°/L 29(20)
Absolute lymphocyte count, x10° /L 1.8(03-14) 142(97)
<25x10%L 107 (75)
>25x10°/L 35(25)
Presence of circulating IMC 143 (98)
Absent 49(34)
Present 94(66)
Blasts in BM, % 2(0-19)

<5 109 (75)
5-9 22(15)
10-19 15(10)
RBC transfusion dependency

No 114(78)
Yes 32(22)
AML evolution 31(21)
Spanish cytogenetic risk stratification system 126 (86)
Low 99(68)
Intermediate 10(7)
High 17(12)
MDAPS 127(87)
Low 58(46)
Intermediate-1 49(39)
Intermediate-2 17(13)
High 3(2)
CPSS 126 (86)
Low 60(48)
Intermediate-1 32(25)
Intermediate-2 28(22)
High 6(5)
Mayo prognostic model 141(97)
Low 32(23)
Intermediate 57(40)
High 52(37)

WHO: World Health Organization; CMML: Chronic Myelomonocytic Leukemia;
MD: Myelodysplastic; MP: Myeloproliferative; IMC: immature myeloid cells
(myeloblasts, promyelocytes, myelocytes and metamyelocytes); BM: bone marrow;
RBC transfusion dependency was defined as having at least 1 RBC transfusion every
8 weeks over a period of 4 months; AML: acute myeloid leukemia; Spanish cyto-
genetic risk-stratification system: low, normal and isolated -Y; intermediate, other
abnormalities except those mentioned in low- and high-risk categories, and high,
+8, abnormalities of chromosome 7 and complex karyotype (>3 abnormalities);
MDAPS: MD Anderson prognostic score; CPSS: CMML-specific prognostic scoring
system.

tively. Circulating immature myeloid cells (IMC) were detected in
647% of patients.

The MDAPS could be calculated in 127 patients: 58 (46%)
were classified as low, 49 (39%) as intermediate-1, 17 (13%) as
intermediate-2 and 3 (2%) as high risk. The CPSS was assessed in 126
patients: 60 (48%) were classified as low, 32 (25%) as intermediate-
1, 28 (22%) as intermediate-2 and 6 (5%) as high risk. Finally, the
Mayo score was applied in 141 cases being low in 32 (23%), inter-
mediate in 57 (40%) and highin 52 (37%). The median follow-up for
surviving patients was 24.5 months and the median overall survival
was 20 months (range 0-159 months).

3.2. Univariate and multivariate analysis of the variables that
compose MDAPS, CPSS and Mayo prognostic model

Table 2 shows in detail the results of the univariate analysis
for OS and LFS. All the variables that compose the CPSS (CMML-
1 vs. CMML-2, transfusion requirement, CMML-MD vs. CMML-MP
and Spanish CMML cytogenetic classification) had a prognostic
impact in terms of OS (p<0.001, p<0.001, p<0.001, p=0.003, respec-
tively) and LFS (p<0.001, p=0.007, p<0.001, p=0.012, respectively).
All of the MDAPS variables (Hb<120g/L, ALC>2.5 x 10%/L, presence
of circulating IMCs and BM blasts > 10%) except the presence of cir-
culating IMC impacted on OS (p=0.006, p=0.042, p=0.339, p=0.002,
respectively) and only BM blasts > 10% was significantly associ-
ated with LFS (p=0.273, p=0.167, p=0.098, p<0.001, respectively).
Lastly, each one of the variables that compose the Mayo prognostic
model (AMC>10 x 109/L, presence of circulating IMCs, Hb<100g/L
and platelet count<100 x 10°/L) had a prognostic impactin terms of
0S with the exception of the presence of circulating IMC (p=0.017,
p=0.339, p<0.001, p=0.005, respectively) and only AMC>10 x 10%/L
and Hb<100g/L were significantly associated with LFS (p<0.001,
p=0.098, p=0.002, p=0.260, respectively).

Table 3 shows in detail the results of Cox Regression analy-
sis for OS. Five variables maintained their independent prognostic
significance for OS after the multivariate analysis: platelet count
<100 x 10%/L (hazard ratio [HR], 3.63; 95% confidence interval [CI],
2.08-6.3; p<0.001), CMML-MP (HR, 3.62; 95% Cl, 2-6.6; p<0.001),
transfusion requirement (HR, 2.6; 95% CI, 1.3-5.1; p=0.006),
CMML-2 (HR, 2.15; 95% CI, 1.07-4.3; p=0.031) and Spanish CMML
cytogenetic classification (HR, 1.52; 95% CI, 1.11-2.07; p=0.009).

The variables that showed an independent adverse prognostic
impact for LFS were: AMC> 10 x 10°/L (HR, 5.77; 95% Cl, 1.0432;
p=0.045), CMML-2 (HR, 4.73; 95% Cl, 1.54-14.6; p=0.007), platelet
count <100 x 10%/L (HR, 4.23; 95% Cl, 1.6-11.16; p=0.004) and
CMML-MP (HR, 4; 95% Cl, 1.42-11.27; p=0.009).

It is of note that the variables referring to different levels of ane-
mia(Hb<120g/L, Hb<100g/L and transfusion requirement) or BM
blasts (CMML-2 and BM blasts >10%) were introduced in the mul-
tivariate analysis each time alone and the one with the highest HR
and the lower p value was chosen for the definitive analysis.

3.3. Comparison of the prognostic scoring systems

MDAPS, CPSS and Mayo prognostic model were significantly
associated with OS (Fig. 1A) and LFS in the univariate survival
analysis (0S: p<0.001 for all of them; LFS: p<0.001, p<0.001,
p=0.002, respectively). Although the MDAPS was capable to seg-
regate the patients into four prognostic categories for the OS,
the Mayo prognostic model could not differentiate between low
and intermediate-risk groups (p=0.711) and the CPSS was not
capable to significantly discriminate between intermediate-1 and
intermediate-2 risk categories (p=0.358). Nevertheless, just as
the MDAPS, these were excellent to distinguish between low
and high-risk CMML patients (Fig. 1B). An accurate detection
of low-risk patients is crucial in order to prevent them from
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Fig. 1. A.Overall survival of CMML patients according to the MDAPS, CPSS and the Mayo prognostic model. B. Overall survival of high- and low-risk CMML patients according
to the MDAPS, CPSS and the Mayo prognostic model.
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Table 2

0S and LFS according to the variables that compose the MDAPS, the CPSS and the Mayo prognostic model.
Characteristic N (%) 0s LFS

Median (mo) Log-rank (P) Median (mo) Log-rank (P)

Overall 146 (100) 20 185
CPSS
CMML-1 vs. CMML-2 146 (100) 35vs. 12 <0.001 NRvs 11 <0.001
CMML-MD vs. CMML-MP 146 (100) 43vs. 13 <0.001 NR vs 22 <0.001
RBC transfusion dependency 146 (100) 36vs. 13 <0.001 NR 0.007
Spanish cytogenetic risk-stratification system (low vs int. vs high) 126 (86) 36vs25vs 12 0.003 NRvs 18 vs NR 0012
MDAPS
Hb<120g/L 146 (100) 43vs21 0.006 NR 0273
ALC>25 x 10°/L 142 97) 37vs23 0.042 NR 0.167
Circulating IMC (absent vs present) 143 (98) 36vs 29 0.339 NR 0.098
Blasts in BM >10% 144 (99) 34vs12 <0.001 NRvs 11 <0.001
Mayo prognostic model
Hb <100g/L 146 (100) 38vs13 <0.001 NR 0.002
Monocyte count >10 x 10%/L 143 (98) 33vs4 0.017 NRvs 3 <0.001
Platelet count <100 x 10°/L 146 (100) 36vs17 0.005 NR 0.260
Circulating IMC (absent vs present) 143 (98) 36vs 29 0.339 NR 0.098

0S: overall survival; LFS: leukemia-free survival; CMML: Chronic myelomonocytic leukemia; CPSS: CMML-specific prognostic scoring system; MD: myelodysplastic, MP:
myeloproliferative; RBC transfusion dependency: having at least 1 RBC transfusion every 8 weeks over a period of 4 months; Spanish cytogenetic risk-stratification system:
low, normal and isolated -Y; intermediate, other abnormalities except those mentioned in low- and high-risk categories, and high, +8, abnormalities of chromosome 7
and complex karyotype (> 3 abnormalities); MDAPS: MD Anderson prognostic score; Hb: Hemoglobin; ALC: absolute lymphocyte count; IMC: immature myeloid cells
(myeloblasts, promyelocytes, myelocytes and metamyelocytes); BM: bone marrow; NR: not reached.

treatment that potentially is not necessary avoiding needless toxi-
city (hypomethylating agents, intensive chemotherapy, allogeneic
stem cell transplantation, ...).

The three prognostic scores were contrasted in a multivariate
analysis and all of them maintained its significance for OS showing
a very similar HR value. The variables introduced in the analysis
were: age (HR, 1.02; 95% CI, 0.997-1.04; p=0.088), sex (HR, 1.53;
95% Cl, 0.93-2.5; p=0.094), MDAPS (HR, 1.75; 95% CI, 1.18-2.6;
p=0.006), CPSS (HR, 1.65; 95% Cl, 1.25-2.18; p<0.001) and Mayo
prognostic model (HR, 1.49; 95% CI, 1.01-2.18; p=0.043).

Finally, when comparing the prognostic value of the models
using the concordance index (C-index) and the value of the area
under the receiver operating characteristic (ROC) curve, the CPSS
showed a slightly better predictive value for mortality and acute
myeloid leukemia evolution (Table 4).

3.4. Proposal of a modified CPSS including platelet count
information:CPSS-P.

After detecting the variables with the highest weight in the mul-
tivariate analysis, we developed a prognostic model based on those.
It is worth mentioning that the variables selected were those that
conform the CPSS plus platelet count <100 x 10%/L. Based on this
data and since platelet count <100 x 10%/L presented the highest
hazard ratio in the multivariate analysis, CPSS-P was constructed
by recalculating the CPSS, upgrading one step up in terms of risk
those patients with this particular feature (Table 5). After applying
the CPSS-Pto our series, this score showed an excellent capability to
segregate four prognostic groups (Fig. 2) and presented the highest
C-index value (0S: 0.78; LFS: 0.72) and the biggest area under the
ROC curve (0S: 0.86; LFS: 0.73). After substituting CPSS for CPSS-P

Table 3
Multivariate OS and LFS analysis of the variables that compose the MDAPS, the CPSS and the Mayo prognostic model.
Characteristic N (%) 0S LFS
Hazard Ratio (HR) Cox analysis (P-value) Hazard Ratio (HR) Cox analysis (P-value)
PSS
CMML-1 vs, CMML-22 146 (100) 2.15 0.031 473 0.007
CMML-MD vs. CMML-MP 146 (100) 3.62 <0.001 4 0.009
RBC transfusion dependency' 146 (100) 2.6 0.006 - NS
Spanish cytogenetic risk-stratification system 126 (86) 1.52 0.009 - NS
(low vs int. vs high)
MDAPS
Hb<120 g/L' 146 (100)
ALC>2.5x 107/L 142 (97) - NS - NS
Circulating IMC (absent vs present) 143 (98) - NS - NS
Blasts in BM >10%? 144 (99)
Mayo prognostic model
Hb <100g/L! 146 (100)
Monocyte count >10 x 10°/L 143 (98) - NS 5.77 0.045
Platelet count <100 x 10°/L 146 (100) 3.63 <0.001 423 0.004
Circulating IMC (absent vs present) 143 (98) - NS -

0S: overall survival; LFS: leukemia-free survival; CMML: Chronic myelomonocytic leukemia; CPSS: CMML-specific prognostic scoring system; MD: myelodysplastic, MP:
myeloproliferative; RBC transfusion dependency: having at least 1 RBC transfusion every 8 weeks over a period of 4 months; Spanish cytogenetic risk-stratification system:
low, normal and isolated -Y; intermediate, other abnormalities except those mentioned in low- and high-risk categories, and high, +8, abnormalities of chromosome 7
and complex karyotype (> 3 abnormalities); MDAPS: MD Anderson prognostic score; Hb: Hemoglobin; ALC: absolute lymphocyte count; IMC: immature myeloid cells
(myeloblasts, promyelocytes, myelocytes and metamyelocytes); AML: acute myeloid leukemia.

The variables referring to different levels of anemia' or bone marrow blasts? were introduced in the multivariable analysis each time alone and those with the highest HR
and the lower p value (RBC transfusion dependency and CMML-2) were chosen for the definitive analysis.
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Table 4
Comparison of the prognostic value for mortality and AML evolution of the MDAPS, the CPSS and the Mayo prognostic model using the concordance index (C-index) and
receiver operating characteristic (ROC) curves.

Characteristic Mortality AML evolution

ROC (area) Cl195% C-index ROC (area) C195% C-index
CPSS 0.803 0.72-0.88 0.726 0.700 0.59-0.81 0.699
MDAPS 0.732 0.64-0.83 0713 0.644 0.52-0.77 0.639
Mayo prognostic model 0.724 0.63-0.82 0.682 0.676 0.57-0.78 0.675

AML: acute myeloid leukemia; MDAPS: MD Anderson prognostic score; CPSS: CMML-specific prognostic scoring system; Cl: confidence interval.

g;ls?lse_[f modified CMML-specific prognostic scoring system (CPSS) including platelet count information (<100 x 10%/L).
Variable Values
0 1 2
WHO subtype CMML-1 CMML-2 -
FAB subtype CMML-MD CMML-MP -
CMML-specific cytogenetic risk classification Low Intermediate High
RBC tansfusion dependency No Yes -
CPSS CPSS-P
Risk group Overall score Risk group —> Risk group
Low 0 < 9 Low Intermediate-1
Intermediate-1 1 upgrade one risk category Intermediate-1 Intermediate-2
Intermediate-2 2-3 Intermediate-2 High
High 4-5 High High

CMML-Specific cytogenetic risk classification: low, normal and isolated -Y; intermediate, other abnormalities; and high, trisomy 8, complex karyotype (>3 abnormalities)
and abnormalities of chromosome 7. RBC transfusion dependency was defined at having at least 1 RBC transfusion every 8 weeks over a period of 4 months. CMML-1: blasts
(including promonocytes) <5% in the PB and <10% in the BM. CMML-2: blasts (including promonocytes) from 5% to 19% in the PB and from 10% to 19% in the BM, or when
Auer rods are present irrespective of blast count. CMML-MD (WBC count <13 x 10?/L). CMML-MP (WBC count >13 x 10%/L).

1,0 ’
CPSS-P categories:
~ILow risk, n=42; median survival 75 months
~I"TIntermediate-1 risk, n=44; median survival 30 months
—ntermediate-2 risk, n=27; median survival 18 months
0.6+ —I"THigh risk, n=13; median survival 4 months
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Fig. 2. Overall survival of CMML patients according to CPSS-P.
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in the multivariate analysis, it maintained its significance showing
the highest HR and the lowest p value (HR, 1.98; 95% Cl, 1.45-2.68;
p<0.001). In future studies, it would be interesting to validate the
modified CPSS in an independent cohort of CMML patients.

4. Discussion

This study, based on a series of 146CMML patients, confirms the
prognostic value of the scores assessed: CPSS, MDAPS and Mayo
prognostic model.

CMML patients present overlapping features of myeloprolifer-
ative neoplasms and MDS adding increasing ambiguity in terms
of diagnosis and prognosis. Despite the existence of specific prog-
nostic scoring systems [8,9,13-17,24],IPSS [ 11] has been the most
used score for the evaluation of CMML, although it is not applica-
ble for proliferative variants. Since the publication of the MDAPS
[13] in 2002, it has been the most specific and powerful prog-
nostic tool for CMML. Due to the recent emergence of the CPSS
[14] and the Mayo prognostic model | 16}, we sought to determine
their usefulness in our series and these scores were compared with
MDAPS to identify the index with the best capability to discrim-
inate between high and low-risk patients. In spite of the recent
publication of prognostic scores based on clinical and molecular
variables (ASXL1 mutation status) |[15,17], we considered of inter-
est to compare those scores based only on clinical variables, since
they are realistically the only ones applicable to daily clinical prac-
tice. On the other hand, the GFM group supported ASXL1 mutation
as an independent adverse prognostic factor for CMML, but it was
not initially supported by the Mayo Clinic group [ 16]. Nonetheless,
as it has been showed in a recent publication [17], after combin-
ing the data of these two groups, ASXLT mutation (nonsense and
frameshift) confirmed its independent prognostic value in terms of
overall survival (OS) but not on leukemic transformation. The inclu-
sion of ASXL1 mutational status to the Mayo prognostic model gave
way to the Mayo Molecular Model (MMM ), a new robust index that
was superior in stratifying risk in low-risk patients than the GFM
model [17].

Our data confirmed the prognostic validity of all variables that
compose the three scores with the exception of circulating imma-
ture myeloid cells (IMC), which is a shared variable by the MDAPS
and the Mayo prognostic model. This feature was common in the
64% of our patients, which is in the normal range based on the
one observed in the Mayo Clinic series (49% of patients) or in the
MD-Anderson series (78% of patients). In the same line with our
findings, the Diisseldorf group of MDS did not confirm the adverse
prognostic value of this variable [25]. It is of note that the value of
peripheral blood lymphocytosis (lymphocyte count >2500/.1) was
significantly associated with survival in our series as it was pre-
viously shown in the CMML M.D. Anderson Cancer Center, Mayo
Clinic and Diisseldorf cohorts. This suggests that lymphocytes could
be specifically relevant to the biology of CMML and therefore it
would be interesting to study functionally the lymphocyte popula-
tions in CMML patients.

All three prognostic scoring systems were a strong effective tool
for the discrimination between high and low-risk patients in our
series. All of them showed a good capability for the prediction of
survival or AML transformation, but the CPSS presented a slightly
better predictive value. It is worth mentioning that in line with the
new guidelines of the Spanish group of MDS (GESMD), which con-
sidered as low-risk MDS patients those with an expected median
overall survival above 30 months [ 26, the low-risk CMML patients
defined by the three scores presented a median overall survival
over 30 months (Fig. 1B).

The parameters composing the three prognostic scores were
compared in a multivariate analysis in our series in an attempt

to define those variables with the higher strength in terms of OS
and LFS. All the variables that compose the CPSS and a platelet
count <100 x 10%/L retained their significance. Based on this data
and since platelet count <100 x 10°/L presented the highest haz-
ard ratio in the multivariate analysis, CPSS-P was constructed by
recalculating the CPSS, upgrading one step up in terms of risk those
patients with this particular feature. Unquestionably, cytogenet-
ics give valuable prognostic information about CMML patients, but
since the majority of patients do not have cytogenetic alterations
[5] the prognostic information that it provides is only useful for
a small number of patients. Based on our findings platelet count
should be taken into account by clinicians for a better risk assess-
ment of CMML patients. In our series, CPSS-P emerged as the index
with the higher capability for predicting survival and AML trans-
formation of CMML patients.

The present study reinforces the validity of the CPSS, the MDAPS
and the Mayo prognostic model for the risk assessment of CMML
patients. Moreover, by including the platelet count information
to the CPSS improved the prediction capacity for overall and
leukemia-free survival. It is of importance to remark that platelet
count information could help to better stratify CMML patients,
being of special value in the subset of patients with normal kary-
otype. However, further studies would be necessary to corroborate
the use of CPSS-P as an improved version of CPSS.
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V. DISCUSSIO






Discussio

Les SMD sén un grup de patologies clonals de la cél-lula mare hematopoética que
presenten una elevada heterogeneitat fenotipica que es reflecteix en una elevada
diversitat pronostica. Els diferents subtipus de SMD s’agrupen per la preséncia de:
citopénies, displasia morfologica, anomalies genétiques recurrents i increment en
el percentatge medul-lar de blasts. Aquestes caracteristiques definitories
permetran establir-ne el seu diagnostic i han estat reconegudes com els principals
determinants pronostics de la malaltia. Realitzar una adequada estratificacid
pronostica dels pacients és fonamental, ja que sota el mateix diagnostic s’inclouen
des de pacients amb supervivéncies estimades de més d’una década a formes molt
agressives amb supervivéncies projectades de menys d’un any. En la practica clinica
habitual I'eleccié de tractament dependra de la categoria de risc a la qual assignem
els pacients, és a dir, fonamentalment si considerem al pacient de baix o d’alt risc.
Establir aquesta distincio de forma adequada és cabdal ja que I|'objectiu del
tractament varia entre aquests dos grups de pacients: I'objectiu principal del
tractament dels pacients de baix risc és millorar la qualitat de vida que estara
condicionada, sobretot, pel seu grau d’anemia; mentre que en els pacients d’alt
risc I'objectiu primordial es focalitzara en intentar perllongar la seva supervivencia i
endarrerir la transformacid leucémica. Els diferents indexs pronostics préviament
exposats son eines molt efectives per a la prediccio del risc de les SMD, pero és
fonamental desenvolupar estrategies per a la deteccid de pacients adscrits a les
categories de baix risc pero que en realitat presenten un comportament clinic més
propi dels de les categories d’alt risc.

De la mateixa manera que succeeix amb les SMD, el pacients diagnosticats amb
LMMC també presenten una elevada heterogeneitat pronostica i, per tant, les
decisions de tractament també seran adaptades al risc. En aquest sentit, I'index
pronostic proposat pel GESMD, el CPSS, ha estat I’eina amb la millor acceptacio
internacional per a 'estratificacié pronostica dels pacients amb LMMC (Such et al,
2013). Tot i aixi la recerca de nous factors pronostics que permetin millorar la
precisio pronostica dels indexs existents és fonamental per establir el risc individual

de cada pacient de forma més exacta.
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A continuacié es discuteixen les aportacions que els diferents treballs que
composen la present tesi han aportat a I'avaluacié pronostica de les SMD i de la

LMMC.

Primer treball

Es va avaluar I'impacte pronostic dels nivells globals de metilacié i hidroximetilacio
utilitzant anticossos especifics contra les 5-mC i les 5-hmC de I’ADN total de moll
d’os extret al diagnostic de 90 pacients amb SMD de novo. Es va observar que els
pacients amb els nivells més elevats de metilacié global de I’ADN presentaven una
menor supervivencia i temps a la transformacio leucémica. Aixi mateix, el seu
impacte pronostic advers es va mantenir en ajustar-lo per I'edat, sexe, IPSS i
requeriment transfusional en una analisi multivariable (regressié de Cox). Per tant,
els nivells elevats de metilacié global de ’ADN es van erigir com un factor pronostic
advers independent per a la supervivéncia i el temps a la transformacié leucémica
en la nostra série. La troballa més interessant de I'estudi fou que el nostre metode
va permetre detectar pacients adscrits a les categories de baix risc de I'IPSS, WPSS i
IPSS-R que presentaven supervivéncies globals propies dels pacients d’alt risc. Aixi
mateix, els nivells elevats de metilacid global de 'ADN no es van correlacionar
significativament amb cap dels factors pronostics classics analitzats: categories
pronostiques de I'IPSS, WPSS o IPSS-R; categories de risc citogenétic de I'IPSS o
IPSS-R; recompte de plaquetes; xifra de neutrofils; nivell d’hemoglobina;
percentatge medul-lar de blasts, i requeriment transfusional. Aixo suggereix que el
seu impacte pronostic advers no es recull de forma indirecta per cap dels
determinants pronostics principals en les SMD. Si aquestes troballes fossin
corroborades en series més llargues de pacients, aguest metode senzill i economic
podria integrar-se en I'estratificacié pronostica basal dels pacients.

La majoria de les dades publicades sobre la influéncia de la metilacié de I’ADN en el
pronostic dels pacients amb SMD es basen en estudis de gens Unics (Lin et al, 2008;
Tien et al, 2001; Wu et al, 2006; Quesnel et al, 1998; Fan et al, 2012, 2014;
Chaubey et al, 2015; Zhang et al, 2016; Wu et al, 2017, Wang et al, 2017) o de
conjunts de gens (Aggerholm et al, 2006; Shen et al, 2010; Zhao et al, 2014). Per

contra, existeixen molt poques dades sobre I'impacte pronostic dels nivells globals
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de metilacié al diagnostic (Poloni et al, 2013; Figueroa et al, 2009; Jiang et al,
2009), i alguns dels estudis que ho han investigat presenten el principal
inconvenient que les tecniques d’analisi utilitzades, basades en la conversié per
bisulfit, no permeten diferenciar entre les 5-mC i les 5-hmC (Huang et al, 2010).
Poloni i col-laboradors publicaren I'any 2013, I'Unic estudi que analitza I'impacte
dels nivells globals de metilaci6 en les SMD i que permetia diferenciar
adequadament entre 5-mC i 5-hmC. En linia amb les nostres troballes, els autors
observaren que la preséencia d’uns nivells elevats de metilacié global de I’ADN,
analitzats per immunohistoquimica (anticossos anti-5-mC) a les biopsies de moll
d’os (BMOQ), era un factor pronostic advers independent per a la supervivencia en la
seva serie de pacients (Poloni et al, 2013). Recentment, Chandra i col-laboradors
analitzaren els nivells globals de 5-mC per immunohistoquimica a les BMO de 59
pacients amb SMD i reproduiren els resultats de Poloni i col-laboradors en observar
un impacte pronostic advers per a la supervivéncia i per a la progressié a LMA
(Chandra et al, 2017).

Malgrat que els resultats obtinguts sdn prometedors, la principal debilitat de les
nostres troballes és que el métode d’ELISA utilitzat no ha estat comparat amb
altres metodes ben establerts d’analisi de la metilacié basats en la conversio per
bisulfit (microarrays de metilacié, NGS, piroseqiienciacid) (Grgnbak et al, 2012),
malgrat que com hem comentat, aquests ultims no diferencien adequadament les
5-mC de les 5-hmC (Huang et al, 2010). En aquest sentit, Poloni i col-laboradors
trobaren una bona correlacid entre els nivells de metilacié global de I’ADN
analitzats per immunohistoquimica i els nivells de metilacié de les seqliéncies
LINE1 utilitzant el metode COBRA i la piroseqiienciacio (Poloni et al, 2013). El grau
de la metilacié de les seqliencies repetitives LINE1 (long interspersed nuclear
element) es considera com un subrogat directe de la metilacio global de I’ADN i és
un dels métodes d’estudi de la metilacié global de I’/ADN més ampliament acceptat
(Grgnbeek et al, 2012).

Existeixen molts pocs estudis a la literatura que analitzin la influéncia de la
metilacié de gens unics (Follo et al, 2009a, 2009b, 2011, 2012) o de grups de gens
(Shen et al, 2010) en la resposta als farmacs inhibidors de la DNA metiltransferasa i

no n’existeix cap que avalui si els nivells globals de metilacié o de hidroximetilacio
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al diagnostic poden ser un bon predictor de resposta als farmacs hipometilants.
Follo i col-laboradors mostraren que el promotor del gen PI-PLCbetal es troba
hipermetilat en les SMD d’alt risc i que uns nivells incrementats de RNA missatger
de PI-PLCbetal podien predir la resposta a azacitidina (Follo et al, 2009b). Shen i
col-laboradors observaren que la reduccid dels nivells de metilacié durant el
tractament amb decitabina s’associava a una millor resposta al farmac, tot i aixi, no
trobaren cap associacié entre els nivells basals de metilacid i la resposta a
decitabina (Shen et al, 2010).

La hidroximetilacid ha estat descrit com un mecanisme de desmetilacié passiva
(Guo et al, 2011). Els nivells d’hidroximetilacié global de ’ADN no impactaren ni en
la supervivencia ni en la transformacié leucemica dels pacients de la nostra série.
Partint de I'evidencia indirecta dels farmacs hipometilants, Unic tractament capacg
d’allargar la supervivéncia de forma significativa en les SMD d’alt risc (Fenaux et al,
2009) en induir citotoxicitat directa i hipometilacié global, era plausible pensar que
els nivells elevats d’hidroximetilacié podrien haver-se erigit com un factor de bon
pronostic. EIl mecanisme de la hidroxilacio de les 5-mC depéen de que la via
funcional en queé s’integren els gens TET2 i IDH funcioni de forma adequada.
Diferents estudis han demostrat que les mutacions de TET2 s’associen a la reduccio
dels nivells globals d’hidroximetilacio (Ko et al/, 2010; Delhommeau et al, 2009). En
els primers estudis analitzant I'impacte pronostic de la mutacio de TET2, aquesta es
va mostrar com un factor independent de bon pronostic (Kosmider et al, 2009),
perd aquesta troballa no es va confirmar en estudis posteriors (Smith et al, 2010;
Bejar et al, 2011b; Papaemmanuil et al, 2013; Haferlach et al, 2014). L'any 2013,
Liu i col-laboradors mostraren que la disminucid dels nivells d’hidroximetilacié
s’associava a la mutacido de TET2 i, en contra de 'observat al nostre estudi, els
pacients amb els nivells més baixos d’hidroximetilacid presentaven una menor
supervivencia global (Liu et al, 2013). Fins on arriba el nostre coneixement, aquest i
el nostre estudi son els Unics de la literatura que analitzen I'impacte pronostic dels
nivells d'hidroximetilacié global de I’ADN.

La preséncia de mutacions a TET2 permet predir la resposta als farmacs
hipometilants (ltzykson et al, 2011; Bejar et al, 2014a), especialment en abséncia

de mutacions d’ASXL1 (Bejar et al, 2014a). Aquesta troballa permet inferir que els
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nivells baixos d’hidroximetilacié global de '’ADN podrien ser un bon predictor de
resposta a aquests tractaments. No obstant aixo, no hi ha estudis a la literatura que
hagin investigat aquest aspecte.

En conclusio, els resultats del nostre estudi recolzen I'Gs d’aquest métode senzill,
rapid i barat per a la determinacid dels nivells globals de metilacié. Si I'impacte
pronostic advers dels nivells elevats de metilacié global de 'ADN sén corroborats
per series més llargues de pacients, aquesta informacié podria ser integrada dintre
de la rutina pronostica de les SMD. La troballa més important del nostre estudi és
gue mitjancant aquesta mesura podem detectar pacients catalogats de baix risc

amb supervivencies estimades propies dels pacients d’alt risc.

Segon treball

En aquest estudi s’analitzaren les caracteristiques clinico-biologiques de 465 SMD
amb predominanca eritroide (SMD-E), la serie més llarga de publicada a la
literatura. S’entén per predominanca eritroide a la preséncia d’'un 50% o més
d’eritroblasts a MO. Tanmateix s’estudia un grup control de 3227 pacients amb
SMD sense expansio de la série eritroide. La preséncia d’'un 50% o més eritroblasts
a MO no és una troballa infreqlient en les SMD, observant-se aproximadament en
el 15% dels casos. Malgrat aix0, les SMD-E no representen un subgrup especific a la
classificacio de la OMS 2008, ja que no presenten caracteristiques cliniques o
citogenetiques distintives (Wong & Juneja, 2015; Mazzella et al, 2006). A la OMS
2017, tot i que continuen sense representar un subtipus especific, es dedica un
subapartat sencer dintre de les SMD amb excés de blasts a les “SMD amb excés de
blasts i predominanca eritroide”. En aquest subapartat s’esmenta que la
significacié de la predominanca eritroide en aquests casos és incerta i que el
percentatge medul-lar d’eritroblasts pot presentar fluctuacions basades en factors
exogens com el tractament o les deficiencies metaboliques (Wang & Hasserjian,
2012). S’especifica, a més, que les SMD amb excés de blasts i predominanca
eritroide acostumen a presentar cariotips d’alt risc i mutacions associades a un mal
pronostic com RUNX1, TP53 o ASXL1 (Grossmann et al, 2013; Hasserjian et al,
2010). Com comentarem especificament al quart treball de la present tesi, la

majoria de les eritroleucémies passaran a considerar-se SMD amb excés de blasts
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amb predominanca eritroide a la classificacié de 'OMS 2017 (Swerdlow et al,
2017). A la nostra serie, els pacients amb SMD-E presentaren una supervivéncia
global similar a la dels pacients del grup control, encara que aquests ultims
mostraren una mitjana del percentatge de blasts a MO que doblava a la dels SMD-E
(3,99% vs. 1,82%). Aquesta troballa era esperable ja que els pacients amb SMD-E
amb 10-19% de blasts acomplien els criteris diagnostics de I'eritroleucemia i foren
exclosos de l'analisi. Ens va semblar rellevant, perd, que no s’observessin
diferéncies significatives de supervivencia entre els dos grups, ja que l'impacte
pronostic advers del percentatge de blasts a MO ha estat ampliament reportat a la
literatura. Quan s’analitza la mitjana del percentatge de blasts a MO en base a la
cel-lularitat no eritroide, el grup control continuava presentant una mitjana
significativament més elevada, pero la diferencia era menys marcada (5,73% vs.
4,38%) (analisis no realitzada en el moment de la confeccid de I'article). Aquest fet
permetia inferir que considerar el percentatge de blasts de la cel-lularitat no
eritroide (CNE) podia ser un bon meétode per homogeneitzar el comptatge
medul-lar de blasts entre els casos que presentaven grans diferéncies en el seu
percentatge medul-lar d’eritroblasts. A més permetia deduir que podria tractar-se
d’una bona estratégia a nivell pronostic.

El comité d’experts que elaboraren la classificacié de 'OMS 2008 va transmetre
una falta de consens sobre quin era el millor métode per establir el percentatge de
blasts en les SMD-E, si fer-ho en base a la CNE, com en l'eritroleucémia, o bé en
base a la totalitat cel-lular (TC). La recomanacié final va ser que ens les SMD-E el
recompte s’havia de realitzar en base a la cel-lularitat total, com en la resta de les
SMD. Aquesta recomanacié presentava l'inconvenient que el diagnostic d’AREB-2
només es podia establir en aquells pocs pacients amb SMD-E en qué el percentatge
de blasts a MO fos menor d’un 10% perd que presentessin 5-19% blasts a SP o
blasts amb bastons d’Auer, ja que la preséncia d’'un 10% de blasts a MO en el
context de la predominanca eritroide implica almenys un 20% de blasts de la CNE i
obliga a establir el diagnostic d’eritroleucémia. En la nostra extensa série de
pacients no varem poder establir el diagnostic d’AREB-2 segons els criteris de
I'OMS 2008 a cap SMD-E. Per tot I'exposat, I'objectiu principal de I'estudi fou

avaluar l'impacte d’ambdues maneres d’enumerar els blasts a MO en Ia
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classificacio i el pronostic dels pacients amb SMD, inicialment en les SMD-E i
posteriorment en totes les SMD de la nostra série.

En realitzar el recompte de blasts de la CNE, un 22% de pacients amb SMD-E
classificats en categories sense excés de blasts foren reclassificats en categories
amb excés de blasts i presentaren una pitjor supervivencia global que els pacients
amb SMD-E que varen romandre en les categories inicials i que els pacients del
grup control classificats en les categories sense excés de blasts. A més, mitjancant
aquest meétode, 72 SMD-E foren recodificats com AREB-2. Aquest grup el
conformaven 12 pacients que provenien de categories sense excés de blasts i tots
els pacients diagnosticats d’AREB-1. Els 60 pacients amb AREB-1 amb
predominanca eritroide presentaven 5-9% blasts a MO en base a la cel-lularitat
total i, per tant, varen ser considerats AREB-2 quan els blasts foren considerats de
la CNE. Aquest fet implicava que les noves AREB-1 recodificades provenien del grup
de SMD sense excés de blasts. Les AREB-2 recodificades mostraren una menor
supervivencia que les AREB-1 sense predominanca eritroide del grup control. De la
mateixa manera, els pacients amb SMD-E recodificats com AREB-2 en base a la CNE
presentaren una menor supervivencia que les AREB-1 recodificades. Aquestes
troballes suggereixen que considerar els blasts de la cel-lularitat total en les SMD-E
provoca una infravaloracio del seu risc en assignar-los a una categoria de I'OMS. Els
nostres resultats es troben en linia amb un estudi previ de Wang i col-laboradors en
gue estudiaren 74 pacients amb SMD-E i concloien que enumerar els blasts de la
CNE proporciona una millor estratificacié pronostica als pacients amb SMD-E
(Wang et al, 2008).

La mitjana del percentatge d’eritroblasts a MO de les SMD-E era de 58%, pero el
grup de SMD sense predominanca eritroide presentava una mitjana del 30%. Per
tant aplicar el recompte de blasts de la CNE només a les SMD-E podria ocasionar un
greuge comparatiu amb les SMD del grup control, ja que llavors podriem incérrer
en l'error de subestimar el pes real del percentatge de blasts en aquest grup de
pacients. Realitzar el recompte de blasts de la CNE, tal i com comentavem
préviament, podria ser un bon métode per homogeneitzar el recompte de blasts
entre ambdds grups de pacients. En base a aquest raonament varem analitzar la

repercussio pronostica de realitzar el comptatge de blasts de la CNE en tots els
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pacients de la nostra serie. Aix0 ens va permetre reassignar els pacients a les
diferents categories de I’'OMS 2008, que presentaven diferencies significatives de
supervivencia. Cal destacar que no s’observaren diferéncies significatives de
supervivencia en cada una de les noves categories de 'OMS pel fet de presentar
predominanca eritroide. Aquesta troballa era especialment interessant en el grup
de pacients que presentaven un 20% o més de blasts de la CNE. Les AREB-2 sense
predominanca eritroide amb un 20% o més de blasts de la CNE no mostraren
diferéncies de supervivencia significatives amb un grup d’eritroleucemies incloses
al registre del GESMD. Aquesta troballa demostra I'abséncia d’'impacte pronostic
per se de la predominanca eritroide i a més permet inferir que I'eritroleucemia es
troba en el continuum de les SMD amb excés de blasts. Aquest aspecte sera
ampliament comentat en el quart treball de la present tesi. Un 12% de SMD
classificades en les categories sense excés de blasts foren reclassificades en
categories de major risc i mostraren una menor supervivéencia global que els
pacients que varen romandre en les categories inicials.

Una altra limitacid de la recomanacié de I'OMS del 2008 era que no permetia
classificar als pacients amb SMD-E en la categoria d’alt risc de I'lIPSS. En recalcular
I'IPSS considerant els blasts de la CNE en el grup de SMD-E, un 11% de pacients
classificats en categories de baix risc de I'IPSS (baix, intermedi-1) foren
reclassificats a categories d’alt risc (intermedi-2, alt) i presentaren una
supervivencia significativament menor que el grup del qual provenien. De la
mateixa manera, en recalcular I'IPSS en tota la serie de pacients, un 8,4% de
pacients classificats en categories de baix risc de I'IPSS foren reclassificats a
categories d’alt risc i també presentaren una supervivéncia significativament
menor. La mediana de supervivéencia del grup de pacients que van ascendir de
categoria era |'esperable en els pacients d’alt risc (mediana de supervivéncia
d’aproximadament 30 mesos). Aquests resultats estan en linia amb la proposta del
GESMD, que considera a un pacient d’alt risc si presenta una mediana estimada de
supervivencia global inferior a 30 mesos.

Per tal de reforcar els resultats de I'estudi en qué es recollien retrospectivament
dades de pacients diagnosticats entre els anys 1972 i 2015, varem analitzar si els

canvis dels diferents estandards terapéutics al llarg dels anys podrien haver
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artefactat les troballes descrites. Varem dividir la serie en tres periodes temporals:
1972-1999, 2000-2007 i 2008-fins a l'actualitat. Aquestes franges pretenien
reflectir I'increment de la indicacié de transplantaments al-logénics en el periode
2000-2007 i I'ts de I'azacitidina com a estandard de tractament de les SMD d’alt
risc a Espafia a partir del 2008. No s’observaren diferéncies significatives en
comparar els pacients que van ascendir de categoria OMS quan es consideraren els
blasts de la CNE amb els que no van ascendir-ne pel que fa a la distribucié dels seus
diagnostics entre els periodes temporals préeviament esmentats. Aquesta troballa
posa de manifest que la pitjor supervivencia observada en el grup de pacients que
van ascendir de categoria no s’explica perque es diagnostiquessin en epoques
significativament diferents que els que van romandre a les categories inicials i que,
per tant, no es pot argumentar que ambdds grups de pacients rebessin estandards
de tractament diferents.

Malgrat que les troballes descrites suggereixen que considerar els blasts de la CNE
permet millorar I'estratificacido pronostica dels pacients amb SMD, la classificacio
de 'OMS 2017 ha eliminat la regla del comptatge de la cel-lularitat no eritroide. Tot
i que aquesta mesura permet reclassificar els pacients amb eritroleucémia en
subtipus especifics de SMD, va en contra de I'exposat al nostre treball, que aporta
I"Gnica evidéncia solida sobre la idoneitat de considerar els blasts de la CNE. A més,
assignar a una categoria OMS de SMD als pacients amb eritroleucémia en base a la
cel-lularitat medul-lar total pot fer que infravalorem el risc del subgrup
d’eritroleucémies amb un percentatge de blasts a MO inferior al 10%. Aquestes
seran reassignades a la categoria de SMD-EB-1 o inclUs a categories sense excés de
blasts. Aquest punt sera ampliament comentat en la discussié del quart article de la
tesi.

Recentment han aparegut dues publicacions avaluant la idoneitat de considerar els
blasts de la CNE. Yu i col-laboradors estudiaren una extensa serie de 1283 SMD,
346 de les quals eren SMD-E. Varen basar el diagnostic de les SMD en els criteris de
I’'OMS 2017, fet pel qual van incloure 90 antigues eritroleucemies al seu analisi
(26% de les SMD-E). Els autors, en linia amb els nostres resultats, van concloure
gue considerar els blasts de la CNE permet millorar I'avaluacié pronostica dels

pacients amb SMD-E (Yu et al, 2017). Per contra, Bennett i col-laboradors no
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trobaren avantatges significatives a nivell pronostic en considerar els blasts de MO
de la CNE en el context de la classificacido de 'OMS ni en el de I'IPSS-R (Bennett et
al, 2016). L'estudi es basava en una llarga serie de 1448 pacients del grup de
Diisseldorf, pero presentava el gran inconvenient que més de 900 pacients no
disposaven d’informacié citogenética. Els autors van decidir assignar-los-hi un
cariotip normal. Finalment I'IPSS-R va ser calculat en 1245 pacients. Aixd implica
gue en el suposit que el 50% dels pacients dels quals es disposava d’informacié
citogenetica tinguessin un cariotip alterat, el percentatge de pacients de la série
analitzada amb cariotip normal seria d’aproximadament un 90%. Atés que un 30-
50% de les SMD presenten anomalies citogenétiques, el biaix metodologic introduit
en assumir un nombre tan elevat de pacients amb cariotip normal sembla molt
gran. D’altra banda, la série presentava nombrosos pacients amb un probable
diagnostic de leucemia aguda eritroide. En aquest sentit, segons els autors un
20,5% de les seves AREB-2 presentaven predominanca eritroide. Es poc probable
gue es diagnostiquessin un 20,5% de les AREB-2 amb menys d’un 10% de blasts a
MO perdo amb 5-19% blasts a SP o que fossin diagnosticades en aquest context per
la preséncia de bastons d’Auer. Finalment, la idoneitat de realitzar el recompte de
blasts de la CNE l'analitzaren en base a un test estadistic de concordanca,
concretament amb el métode Dxy per dades censurades a la dreta. Aquest es basa
en el més habitualment utilitzat C-index (Dxy=2x(C-index-0,5)) i permet avaluar la
precisio predictiva dels indexs pronostics en termes de supervivencia o
transformacié leucémica. L'avantatge dels meétodes de concordanca per dades
censurades es que permeten comparar tant pacients que hagin presentat I'event a
estudi com aquells que han estat censurats sense presentar |'event durant el
seguiment. Aquests tests comparen parelles de pacients i consideren encerts del
metode analitzat (parells concordants) si els pacients classificats en categories de
més alt risc presenten I'event a estudi (mort, transformacié leucémica) abans que
aquells classificats en categories de més baix risc. Es poden comparar dos pacients
gue hagin mort i un pacient censurat amb un pacient que hagi mort si aquesta ha
ocorregut abans que s’acabés el seguiment del pacient amb qué es compara. En
canvi, no es poden comparar dos pacients censurats ni un pacient que hagi mort

més enlla del seguiment del pacient censurat amb qué es compara (Katzman et al,
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2016). El resultat del C-index es pot interpretar com el percentatge d’encerts del
metode pronostic analitzat, mentre que el Dxy expressa la diferencia entre els
encerts i les errades. Per exemple, un Dxy de 0,3 s’interpreta com que el metode
detecta un 30% més de parells concordants que discordants. Com més relacionada
esta la causa de la mort d’un pacient amb la progressié de la seva malaltia, més
precisos seran aquests tipus de tests per determinar quin és I'index pronostic amb
major capacitat predictiva. Malauradament, la supervivéncia de les SMD pot estar
condicionada per molts factors aliens a la malaltia (edat avancada, preséncia
d’abundants comorbiditats, etc.), especialment en les SMD de baix risc, i per tant la
informacié que aporten els tests de concordanca per a la prediccio de la
supervivencia en les SMD, malgrat ser valuosa, ha d’ésser interpretada amb molta
cautela. Per exemple, aquest tipus de tests interpretaria com a parell discordant si
un pacient de 85 anys mort per un ictus isquémic amb una SMD de baix risc
diagnosticada fa mig any es comparés amb un pacient de 70 anys diagnosticat amb
una SMD d’alt risc que mor a I'any del diagnostic després d’haver evolucionat a una
LMA. En aquest sentit, I'Unic outcome que pot ser directament relacionat amb la
progressié de la malaltia en les SMD és la transformacio leucémica, pero aquesta es
déna en un percentatge molt baix de pacients. Com veurem en el tercer treball de
I’actual tesi, considerar el percentatge de blasts de la CNE per a calcular I'IPSS-R va
permetre millorar I'estratificacié pronostica dels pacients amb SMD de la nostra

serie.

Tercer treball

A I'OMS 2017 s’ha eliminat la regla del comptatge de blasts de la CNE. Tant els
resultats comentats al segon treball de I'actual tesi com els que se n’extreuen
d’aquest tercer treball no recolzen aquesta recomanacio.

Els resultats d’aquest estudi es basen en una serie de 3924 pacients amb SMD, 498
del quals presentaven predominanca eritroide (SMD-E), la série més llarga
publicada a la literatura de pacients amb SMD amb informacido sobre el
percentatge medul-lar d’eritroblasts. Tal i com mostra I'estudi préviament
comentat, considerar el percentatge de blasts medul-lars de la CNE millora la

prediccié de risc de les SMD tant si s’aplicava per reassignar els pacients a les
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categories de I'OMS 2008, com si s'usava per calcular I'lPSS. Malgrat la solidesa
dels resultats exposats, avaluar la idoneitat de la seva aplicacid per calcular I'lPSS-R
sembla una quiestié cabdal, ja que I'IPSS-R ha demostrat ser I'index amb la major
precisio pronostica de tots els existents. No obstant presenta I'inconvenient de que
no clarifica si els pacients classificats en la categoria de risc intermedi han d’ésser
considerats de baix o alt risc, cosa que suposa una important limitacid ja que el
tractament de les SMD és adaptada al risc. Per tant, aplicar la regla del recompte
de blasts de la CNE sembla una bona oportunitat per intentar millorar aquest
conflictiu aspecte de I'lPSS-R.

En recalcular I'IPSS-R, un 24% dels pacients classificats a la categoria de risc
intermedi de I'IPSS-R foren reclassificats a categories de major risc (alt i molt alt) i
presentaren una menor supervivéncia global i un menor temps a l'evolucié
leucémica que els pacients del grup del qual provenien. Els pacients de risc
intermedi que van ascendir de categoria presentaven una mediana de
supervivencia de 24 mesos. Per tant, el métode sembla una eina excel-lent per
detectar pacients catalogats de baix risc que presenten supervivéncies estimades
propies dels pacients d’alt risc. De la mateixa manera, s’observa una millor
distribucié dels pacients, ja que els pacients de baix risc (molt baix, baix i intermedi)
presentaven millors supervivéncies globals que quan els blasts foren enumerats en
base a la cel-lularitat total, mentre que els pacients d’alt risc mantingueren el mal
pronostic esperable en aquest grup de pacients de mal pronostic (medianes de
supervivencia inferiors als 20 mesos). Cal destacar, que la mediana de
supervivencia del grup de pacients de risc intermedi millora dels 32,3 mesos als
40,4 mesos quan els blasts foren considerats de la CNE enlloc de la cel-lularitat
total. En restringir I'analisi a les SMD-E els resultats obtinguts foren similars. Un
51% de pacients previament classificats a la categoria de risc intermedi ascendiren
a categories d’alt risc i presentaren una menor supervivencia global i un menor
temps a I'evolucié leucémica. Tal i com succeia en analitzar els pacients de tota la
série, I'aplicacid del meétode va permetre que la mediana de supervivéncia dels
pacients del grup intermedi ascendis dels 28,9 als 41,2 mesos. Per tant els pacients
recodificats de risc intermedi presentaven una supervivencia similar a la dels

pacients classificats en la categoria intermedi-1 de I'IPSS. Aquests, que han
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presentat supervivéncies entorn als 40 mesos en diferents estudis (Greenberg et al,
1997, 2012; Della Porta et al, 2015; Pfeilstocker et al, 2016; Neukirchen et al, 2014;
Voso et al, 2013), han estat ben acceptats historicament com a pacients de baix
risc. Globalment, la idoneitat del métode sembla evident, ja que els pacients que
ascendiren de categoria presentaren un pitjor pronostic que els pacients que no
ascendiren, i els que no ascendiren mostraven un millor pronostic que abans, ja
gue el metode permetia detectar i avancar de categoria de risc al grup de pacients
amb un pronostic significativament pitjor.

Des de la genesi de I'IPSS-R, els mateixos autors van posar I'accent en la necessitat
de clarificar si els pacients de risc intermedi havien de ser considerats d’alt o baix
risc. La seva recomanacié va ser la de considerar-los de baix risc ja que les seves
medianes de supervivéncia estimades eren més properes a la dels pacients del
grup de risc intermedi-1 de I'IPSS que als de l'intermedi-2. No obstant, el
percentatge de pacients del grup intermedi morts amb leucémia aguda era més
proper al dels grups d’alt risc (13%, 17%, 26%, 33%, 31%; pels grups molt baix, baix,
intermedi, alt i molt alt, respectivament). Aquesta mesura permet objectivar de
forma més precisa el risc de transformacié leucémica de cada grup, ja que només
considera aquells pacients que han completat el temps de seguiment. En aquest
sentit, el nostre metode fou especialment util per detectar els pacients classificats
dintre del grup de risc intermedi amb un elevat risc de transformacid leucémica,
avaluat com el percentatge de pacients morts que presentaren una evolucié a
LMA. Dels pacients del grup intermedi que ascendiren a categories de més alt risc
en considerar els blasts de la cel-lularitat no eritroide, el 40,8% moriren havent-se
transformat a leucémia préviament, mentre que dels que van romandre a la
categoria de risc intermedi moriren aguditzats un 29,8%. La idoneitat del metode
en aquest sentit és evident, ja que els pacients de baix risc (molt baix, baix,
intermedi) presentaren un percentatge més baix de pacients morts amb LMA que
guan els blasts foren considerats de la cel-lularitat total, mentre que les categories
d’alt risc (alt, molt alt) mostraren un percentatge més elevat de pacients morts
amb LMA. Aquests resultats poden consultar-se a la taula S1 del material

suplementari de l'article.
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Globalment, els resultats exposats demostren que comptar els blasts de la CNE
sembla una estratégia idonia per depurar |'avaluacid pronostica dels pacients
classificats en la categoria de risc intermedi. En aquest sentit, la nova categoria
recodificada de risc intermedi pot ésser considerada una vertadera categoria
pronostica de baix risc.

En conclusio, aquesta senzilla estratégia permet una millor estratificacié pronostica
dels pacients amb SMD, ja que permet una diferenciaci6 més adequada dels
pacients de baix i d’alt risc, que hauria de ser el principal objectiu de qualsevol eina
de prediccié pronostica en les SMD. Els resultats del segon i el tercer treball
recolzen fermament considerar a la cel-lularitat no eritroide com a denominador

pel calcul del percentatge de blasts a MO.

Quart treball

Les SMD i LMA amb un percentatge d’eritroblasts a MO igual o superior al 50%
suposen aproximadament el 15% i el 5% de les SMD i LMA respectivament (Wang
et al, 2008). En aquest treball es compararen les caracteristiques morfologiques,
analitiques i citogenetiques, aixi com el pronostic, de dues llargues series de
pacients amb SMD de novo amb predominanca eritroide (SMD-E) i de pacients amb
eritroleucémia de novo diagnosticats en base als criteris de 'OMS 2008. Les
caracteristiques cliniques, morfologiques, citogenétiques i moleculars de
I'eritroleucémia han estat ampliament reportades en diferents estudis
retrospectius, pero la majoria d’aquests incloia casos d’eritroleucémies secundaries
i de neoplasies mieloides relacionades amb el tractament (Bacher et al, 2011;
Grossmann et al, 2013; Hasserjian et al, 2010; Santos et al, 2009; Zuo et al, 2012).
La classificacié de les neoplasies mieloides amb predominanca eritroide és dificil i
requereix la integracido de dades morfologiques, analitiques i citogenetiques. La
definicio i classificacié de I'eritroleucemia ha variat al llarg dels anys (Bennett et al,
1976; Bennett & Begg, 1981; Bennett et al, 1982, 1985; Jaffe et al, 2001; Swerdlow
et al, 2008, 2017). La classificacié de 'OMS 2008 recomanava enumerar els blasts
de MO en base a la cel-lularitat no eritroide (CNE) en els casos amb predominanca
eritroide. En aquest context s’establia el diagnostic d’eritroleucémia quan el

percentatge de blasts a MO era igual o superior al 20% i el de SMD-E quan el
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percentatge de blasts era inferior al 20%. En aquest ultim cas, el percentatge de
blasts havia de considerar-se de la cel-lularitat total. En la revisié de la quarta edicio
de I'OMS, publicada I'any 2017, es proposa eliminar la regla del recompte de la CNE
i reclassificar els pacients previament diagnosticats d’eritroleucémia a la categoria
apropiada de SMD en base al recompte de blasts de la cel-lularitat total. Aixo,
obviament, implica que I'eritroleucemia desaparegui com a entitat i que la majoria
de pacients siguin adscrits a les categories de SMD amb excés de blasts, sobretot a
la categoria amb excés de blasts 2. Malgrat que I'eritroleucémia va ser considerada
un subtipus de LMA a les diferents edicions de I'OMS (Jaffe et al, 2001; Swerdlow
et al, 2008, 2017), les nostres troballes recolzen la decisié de 'OMS de considerar a
I’eritroleucémia com una SMD, pero tenim dubtes sobre la desaparicid d’aquesta
com a entitat especifica. Tal i com es demostra al nostre treball, I'eritroleucémia
presenta freqlientment displasia multilinia, anomalies citogenetiques tipiques de
les SMD i un pronostic similar al de les SMD amb excés de blasts. A més, en estudis
recents s’ha observat que I'eritroleucémia presenta un perfil molecular més proxim
al de les SMD que al de les LMA sense predominanca eritroide (Grossmann et al,
2013; Bacher et al, 2011; Zuo et al, 2012). Com hem comentat préviament, el
diagnostic d’AREB-2 en les SMD-E és extraordinariament infreqlient, ja que els
pacients haurien de tenir menys d'un 10% de blasts a MO i al mateix temps
presentar 5-19% blasts a SP i/o bastons d’Auer. A la nostra llarga série de 462 SMD-
E, cap pacient rebé el diagnostic d’AREB-2. Per tant, I'eritroleucémia suposaria la
seglient categoria de risc de ’AREB-1 amb predominanca eritroide si aquesta fos
considerada un subtipus especific de SMD-E. Per aquest motiu varem voler
comparar especificament aquestes dues entitats. No observarem diferencies
significatives de supervivéncia entre el grup de 59 eritroleucemies i el grup de 57
AREB-1 amb predominanca eritroide. En aquest grup de 116 pacients amb
predominanca eritroide i excés de blasts, la preséncia d’un cariotip d’alt risc definit
per I'IPSS o I'IPSS-R va ser el principal factor pronostic advers. Tampoc s’observaren
diferéncies significatives de supervivencia en comparar el grup d’eritroleuceémies
amb el grup de 459 AREB-2 de la nostra série. De la mateixa manera, no
s’observaren diferéncies significatives de supervivencia amb un grup de 175 AREB-

2 que presentaven un 20% o més blasts a MO en base a la CNE, pero que
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obviament presentaven menys d’un 50% d’eritroblasts a MO. Aquesta troballa
posa de manifest I'abséncia d’'impacte pronostic per se de la predominanca
eritroide i I'arbitrarietat del punt de tall que es va consensuar per definir a les
neoplasies mieloides amb expansio de la serie eritroide. A més, aporta una nova
evidencia al fet que considerar la CNE com el denominador comu pel calcul del
percentatge medul-lar de blasts sembla el millor métode per homogeneitzar el seu
impacte pronostic entre els pacients amb SMD.

Tal i com hem comentat, seguint les recomanacions actuals de 'OMS, la majoria
d’eritroleucémies seran considerades SMD amb excés de blasts 2. No obstant, un
percentatge de pacients seran considerats SMD amb excés blasts 1 o inclus seran
adscrits a categories sense excés blasts si I'expansio de la serie eritroide és molt
marcada. Aix0 podria suposar una infravaloracié del pronostic d’aquests pacients.
Cal destacar que un 19% de les eritroleucemies de la nostra série presentaven un
percentatge de blasts a MO entre 5-9%. Actualment, aquests casos serien
considerats SMD amb excés de blasts 1, pero tal i com demostrarem al nostre
estudi, aquestes 11 eritroleucémies low-blast count presentaren una supervivencia
global similar a la resta d’eritroleucémies. En la mateixa linia les AREB-1 amb
predominanca eritroide presentaren una supervivéncia significativament inferior
gue les AREB-1 amb menys d’un 50% d’eritroblasts a MO. Novament, aquestes
troballes reforcen la importancia de considerar el percentatge de blasts de la CNE
per evitar una infraestimacié del risc d’aquest grup de pacients. En la nostra opinio,
considerar I'eritroleucemia com un subtipus especific de SMD d’alt risc podria ser
una mesura adequada per solucionar aquest problema. En un treball recent, Wang
i col-laboradors estudiaren una llarga série de 77 eritroleucemies i 279 AREB i
conclogueren que les caracteristiques biologiques i el pronostic del grup
d’eritroleucémies era molt proper al de les AREB i que s’allunyava del de les LMA
(Wang et al, 2016).

En conclusid, les nostres dades suggereixen que l|'eritroleucémia es troba en el
continuum clinico-biologic de les SMD amb excés de blasts i recolzen la seva
inclusié en futures classificacions de SMD més que no pas de LMA. Considerar
aquests pacients, habitualment d’edat avancada i no aptes per rebre quimioterapia

tipus LMA, com un subtipus especific de SMD permetria que es beneficiessin d’'una
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avaluacio pronostica orientada a les SMD i de que poguessin ser inclosos en assaigs

clinics especifics de SMD.

Cinque treball

L’estudi es basa en una série de 146 pacients diagnosticats de LMMC de novo, 134
pacients provenien de I'Hospital Clinic de Barcelona i 12 pacients de I’'Hospital
Germans Trias i Pujol de Badalona. L'objectiu principal del treball era avaluar la
precisid pronostica i la capacitat d’estratificacié de risc dels indexs especifics per a
la LMMC: MD Anderson Prognostic Scoring System (MDAPS), Mayo prognostic
model i CMML-specific Prognostic Score (CPSS).

El primer index desenvolupat de forma especifica per a I'avaluacié pronostica de la
LMMC aparegué I'any 1988 (Worsley et al, 1988), no obstant, tant aquest com
d’altres que aparegueren posteriorment estaven basats en seéries curtes de
pacients (Aul et al, 1992; Gonzalez-Medina et al, 2002). De fet, I'IPSS ha estat
I'index pronostic més utilitzat per a la valoraciéo de la LMMC, malgrat que no és
aplicable a les variants proliferatives (Greenberg et al, 1997). L'any 2002, Onida i
col-laboradors publicaren el MDAPS, el primer index pronostic especific per a la
LMMC basat en una llarga série de 213 pacients, erigint-se com |'eina pronostica
més valuosa. L'index estratificava els pacients en quatre grups de risc amb
supervivencies significativament diferenciades pero no permetia fer una separacié
efectiva dels pacients d’alt i baix risc, ja que tots els grups presentaven medianes
de supervivéencia molt dolentes, inclis en la categoria de baix risc (mediana
estimada de supervivéncia global de 24 mesos). Tal i com succeeix amb les SMD,
les decisions terapeutiques en la LMMC sén adaptades al risc, per aixo, sembla
cabdal avaluar la validesa real d’aquest index per a l'estratificacié de risc dels
pacients en una serie alternativa a la que va servir per implementar-lo. L’any 2013
van apareixer tres indexs pronostics especifics per a la LMMC: el CPSS (Such et al,
2013), que ha estat I’eina d’estratificacié pronostica més ampliament acceptada, el
Mayo prognostic model (Patnaik et al, 2013) i el Groupe Francais des
Myélodysplasies (GFM) prognostic score (GFM Score) (ltzykson et al, 2013a). L'any
2014 aparegué el Mayo Molecular Model (MMM) (Patnaik et al, 2014) i I'lany 2016

el Molecular CMML-specific Prognostic Scoring System (CPSS-Mol) (Elena et al,
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2016). El GFM Score i el MMM sdn indexs composats per variables cliniques i
moleculars (estat mutacional d’ASXL1), i el CPSS-Mol s’integra per variables
cliniques, citogenétiques i moleculars (estat mutacional d’ASXL1, NRAS, SETBP1 i
RUNX1).

En aquest cinqué treball ens varem centrar en comparar la capacitat predictiva de
la supervivencia i dels temps a la transformacié leucémica dels tres indexs
composats Unicament per variables cliniques, ja que en el moment en qué
publicarem I'article eren els Unics que es podien aplicar a la practica clinica diaria
de forma realista. De la mateixa manera, varem emfatitzar en analitzar la capacitat
discriminativa dels tres indexs per separar de forma efectiva els pacients d’alt i baix
risc. A més, varem avaluar l'impacte pronostic de les diferents variables que
composaven els tres indexs, per seleccionar entre totes elles les que presentaven
un impacte pronostic advers independent en la nostra série amb I'objectiu final de
dissenyar un nou index pronostic per a la LMMC.

Les nostres dades confirmaren el valor pronostic advers de totes les variables que
composaven els indexs en una analisi univariable de supervivéncia, amb I'excepcié
de la preséncia de cel-lules mieloides immadures circulants (mielémia), que es una
de les variables que composen el MDAPS i el Mayo prognostic model. La mielémia
s’observa en el 64% dels nostres pacients, en la linia de I'observat a la série de la
Clinica Mayo (49% dels pacients) i a la del MD Anderson (78% dels pacients). En un
estudi del grup de Disseldorf tampoc es va confirmar I'impacte pronostic advers de
la mielémia (Germing et al, 2002). D’altra banda, si que varem confirmar l'impacte
pronostic advers per a la supervivencia de la preséncia d’una xifra de limfocits
superior a 2,5 x 10°/L, troballa préviament observada pel grup del MD Anderson,
de la Clinica Mayo i de Dusseldorf (Germing et al, 2002). Aquesta troballa permet
hipotetitzar sobre mecanismes de desregulacié immune en la LMMC i obre les
portes a la confeccio d’estudis en que s’analitzin la distribucié de les subpoblacions
limfocitaries a la SP dels pacients amb LMMC.

Els tres indexs permeteren separar adequadament els pacients d’alt i baix risc a la
nostra série, a més les supervivéncies medianes estimades dels grups de baix risc
estaven per sobre del 30 mesos en tots els casos. Com s’ha anat comentant al llarg

de la tesi, el GESMD considera a un pacient d’alt risc si la seva supervivéncia
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mediana estimada es situa per sota dels 30 mesos (Grupo Espafiol de Sindromes
Mielodisplasicos, 2012). Aquesta troballa és cabdal, ja que reforca la utilitat dels
tres indexs per a la presa de decisions terapeutiques adaptades al risc. Els tres
indexs presentaren una bona capacitat predictiva de la supervivéncia i dels temps a
la transformacié leucemica, perd el CPSS mostra un valor del C-statistic
lleugerament superior.

Les variables que composen els tres indexs foren enfrontades en una regressié de
Cox per a la supervivencia i pel temps a la transformacié leucémica. Només una de
les variables que reflectien diferents graus d’anemia o de percentatge de blasts fou
introduida de forma independent en I'analisi multivariable. Varem seleccionar per
a la regressié de Cox final aquelles que mostraven una major associacié amb la
supervivencia (hazard ratio més elevada), que foren: el requeriment transfusional
pel que fa als graus d’anémia i la LMMC-2 per les variables que reflectien el
percentatge medul-lar de blasts. Les variables que van mantenir la seva significacié
estadistica en I'analisi multivariable per a la supervivencia, erigint-se com els
factors pronostics adversos independents amb major pes pronostic en la nostra
série, foren les variables que composen el CPSS i el recompte de plaquetes <100 x
10°/L. Basant-nos en aquesta informacié varem implementar I'index CPSS-P, que
addiciona el recompte de plaquetes <100 x 10°/L a les variables que conformen el
CPSS. Com que la xifra de plaquetes <100 x 10°/L va ser la variable amb el major
impacte pronostic en la supervivéncia de la nostra série, varem decidir calcular el
CPSS-P avancant una categoria pronostica del CPSS als pacients que presentaven
aquesta caracteristica. A la nostra série, el CPSS-P s’erigi com I'index amb una
major capacitat predictiva de la supervivencia i del temps a la transformacio
leucémica.

El present estudi reforca la validesa dels tres indexs analitzats i pot servir com una
série de validacié externa pel MDAPS i pel Mayo prognostic model. Alguns dels
pacients de la nostra serie s’utilitzaren per implementar el CPSS original, pel que no
permet complir les funcions de serie externa de validacié. EI CPSS-P s’erigi com
I'index amb el millor valor predictiu de la supervivencia i del temps a la

transformacid leuceémica. Tot i aixi es requereixen estudis basats en séries llargues
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de pacients amb LMMC que corroborin que el CPSS-P podria tractar-se d’una versié

millorada del CPSS.
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Conclusions

1. L'estudi en que s’avalua l'impacte pronostic dels nivells de metilacié i

hidroximetilacio globals de I’ADN en els pacients amb SMD mostra que:

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

Els nivells elevats de metilacio global de I’ADN sén un factor pronostic
advers independent per a la supervivéncia i la transformacié leucemica en
els pacients amb SMD.

Els pacients de baix risc segons I'IPSS que mostren els nivells més elevats
de metilacié global de I’ADN (>2,73%) presenten una supervivencia global
similar a la dels pacients amb SMD d’alt risc (mediana de supervivencia
global estimada de 19 mesos).

Els pacients de baix risc segons I'IPSS-R que mostren els nivells més elevats
de metilacié global de I’ADN (>2,73%) presenten una supervivencia global
similar a la dels pacients amb SMD d’alt risc (mediana de supervivencia
global estimada de 19 mesos).

Els pacients de baix risc segons el WPSS que mostren els nivells més elevats
de metilacié global de I’ADN (>2,73%) presenten una supervivencia global
propera a la dels pacients amb SMD d’alt risc (mediana de supervivéncia
global estimada de 30,4 mesos).

No es detecta wuna associacié significativa entre els nivells
d’hidroximetilacié global de ’ADN i el pronostic dels pacients amb SMD de
la nostra serie.

Els nivells de metilacié i hidroximetilacié globals de I'ADN no es
correlacionen significativament amb cap dels factors pronostics classics
analitzats: categories pronostiques de I'IPSS, WPSS o IPSS-R; categories de
risc citogenétic de I'IPSS o IPSS-R; recompte de plaquetes; xifra de
neutrofils; nivell d’hemoglobina; percentatge medul-lar de blasts, i

requeriment transfusional.

2. Els dos estudis en qué s’avalua I'impacte pronostic de considerar el percentatge

medul-lar de blasts en base a la cel-lularitat no eritroide mostren que:

2.1.

Aproximadament el 13% de les SMD de la nostra série presenta
predominanca eritroide, és a dir, un percentatge d’eritroblasts a moll d’os

igual o superior al 50%.
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Conclusions

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

2.6.

Les SMD amb predominanca eritroide presenten una supervivéncia global
similar a la dels pacients amb menys d’un 50% d’eritroblasts a moll d’os,
encara que aquests Ultims mostren una mitjana del percentatge de blasts a
moll d’os significativament superior que la dels pacients amb SMD amb
predominanca eritroide (3,99% vs. 1,82%).

Considerar el percentatge medul-lar de blasts en base a la cel-lularitat no
eritroide, enlloc de en base a la cel-lularitat total, millora la prediccié de
risc de les SMD amb predominanca eritroide, tant si s’aplica per reassignar
els pacients a les categories de 'OMS 2008, com si s’usa per calcular I'IPSS i
I"IPSS-R.

Considerar el percentatge medul-lar de blasts en base a la cel-lularitat no
eritroide, enlloc de en base a la cel-lularitat total, millora la prediccié de
risc de totes les SMD, tant si s’aplica per reassignar els pacients a les
categories de ’'OMS 2008, com si s’usa per calcular I'IPSS i I'lPSS-R.

En considerar el percentatge medul-lar de blasts de la cel-lularitat no
eritroide per reassignar els pacients a les categories de 'OMS 2008, no
s’observen diferencies significatives de supervivéncia dintre de cada
categoria quan es comparen els pacients amb i sense predominanca
eritroide. Aquesta troballa demostra I'absencia d’impacte pronostic per se
de la predominanca eritroide.

Considerar el percentatge medul-lar de blasts de la cel-lularitat no eritroide
permet redefinir el risc dels pacients classificats en la categoria de risc
intermedi de I'IPSS-R. En aplicar aquest métode, els pacients recodificats
de risc intermedi de I'IPSS-R presenten el pronostic esperable en les SMD

de baix risc (medianes de supervivencia global estimades de 40,4 mesos).

3. L'estudi en qué es comparen les caracteristiques clinico-biologiques de

I’eritroleucémia amb les de les SMD amb excés de blasts mostra que:

3.1.

3.2.

No s’observen diferencies significatives de supervivéncia entre L’AREB-1
amb predominanca eritroide i I’eritroleucémia.
No s’observen diferéncies significatives de supervivéncia entre L’AREB-2 i

I’eritroleucemia.
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3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

Conclusions

No s’observen diferencies significatives de supervivéncia entre L’AREB-2
amb un 20% o més de blasts a moll d’os de la cel-lularitat no eritroide i
I'eritroleucémia.

L’AREB-1 amb predominanca eritroide presenta una supervivéencia global
significativament menor que I’AREB-1 sense predominanca eritroide.

No s’observen diferéencies significatives de supervivencia entre el grup
d’eritroleucémies amb 5-9% blasts a moll d’os (SMD amb excés de blasts 1
segons 'OMS 2017) i el grup d’eritroleucémies amb 10-19% blasts a moll
d’os (SMD amb excés de blasts 2 segons 'OMS 2017).

No s’observen diferéncies significatives entre ’AREB-1 amb predominanca
eritroide i 'eritroleucémia pel que fa a: la xifra de neutrofils, el grau
d’anémia, el percentatge de displasia de les diferents séries mieloides, el
percentatge de pacients amb cariotip alterat i la distribucio de les
alteracions citogenetiques segons les categories de I'IPSS o I'IPSS-R.
L’eritroleucémia presenta una xifra de plaquetes significativament inferior
que I’AREB-1 amb predominanca eritroide.

No s’observen diferéncies significatives entre I’AREB-2 i I’eritroleucémia pel
que fa a: la xifra de neutrofils, el grau d’anémia, el recompte de plaquetes,
el percentatge de diseritropoesi, el percentatge de dismegacariopoesi, el
percentatge de pacients amb cariotip alterat i la distribucio de les
alteracions citogenetiques segons les categories de I'IPSS o I'IPSS-R.
L’AREB-2 presenta un percentatge de disgranulopoesi a moll d’os
significativament superior que el de I'eritroleucémia.

En el grup pacients amb predominanca eritroide i excés de blasts
(eritroleucémia i AREB-1 amb predominanca eritroide), la preséncia d’un
cariotip d’alt risc definit per I'IPSS o I'IPSS-R va ser el principal factor

pronostic advers.

L'estudi en qué es comparen tres indexs pronostics especifics per a la LMMC:

MDAPS, CPSS i Mayo prognostic model, mostra que:

4.1.

Es confirma el valor pronostic advers per a la supervivéncia de totes les

variables que composen el CPSS.
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Conclusions

4.2.

4.3.

4.4,

4.5.

4.6.

Es confirma el valor pronostic advers per a la supervivencia de les variables
gue composen el MDAPS i el Mayo prognostic model a excepcio de I'item:
“presencia de cel-lules mieloides immadures circulants”.

Els tres indexs permeten discriminar adequadament entre pacients d’alt i
baix risc.

Els tres indexs mostren una bona capacitat predictiva de la supervivencia i
dels temps a la transformacid leucémica, pero el CPSS presenta un valor
lleugerament superior.

Les variables que composen el CPSS i una xifra de plaquetes <100 x 10°/L
son els factors pronostics adversos amb valor independent a la nostra
serie.

L’addicié de I'item xifra de plaquetes <100 x 10°/L a les variables que
composen el CPSS permet implementar el nou index pronostic CPSS-P.
Aquest presenta la major capacitat predictiva de la supervivencia i del

temps a la transformacid leucémica de tots els indexs analitzats.
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associated with a significantly shorter survival and higher incidence of transformation into AML at univariate analysis but
both features disapeared after multivariate adjustment for the IPSS-R cytogenetic category. Patients with single or double
translocations other than t(3q) had an outcome similar to those in the non-T group in the intermediate cytogenetic risk
category of the IPSS-R. In conclusion, the presence of translocations identifies a subgroup of MDS/CMML patients with a
more aggressive clinical presentation that can be explained by a higher incidence of complex karyotypes. Single or double
translocations other than t(3q) should be explicitly considered into the intermediate risk category of cytogenetic IPSS-R

classification.  © 2015 Wiley Periodicals, Inc.

INTRODUCTION

Myelodysplastic syndromes (MDS) are clonal
hematopoictic disorders characterized by periph-
eral cytopenias and an increased risk of leukemic
transformation (T'efferi and Vardiman, 2009).
Acquired cytogenetic anomalies are well estab-
lished as independent prognostic factors in MDS,
both for shorter survival and leukemic transforma-
tion (Morel et al., 1993; Schanz et al., 2012). Chro-
mosomal abnormalities are detected in half of de
novo MDS, with losses and gains of genetic mate-
rial being the most frequent abnormalities. Recur-
rent chromosomal translocations are rare in MDS.
This is in contrast to acute myeloid leukemia
(AML), where translocations are assumed to play
an essential role in leukemogenesis by activating
oncogenes (Haase, 2008). The most accepred
prognostic classification for MDS is the Interna-
tional Prognostic Scoring System (IPSS) (Green-
berg et al., 1997). Three cytogenetic prognostic
subgroups, good, intermediate, and poor, are con-
sidered in this score, which allows classification of
86% of the chromosomal abnormalites found in
MDS. More recently, Schanz et al. (2012) pro-
posed a new cytogenetic scoring system comprised
of five prognostic subgroups (very good, good,
intermediate, poor, and very poor), which allows
classification of 91% of cytogenetic abnormalities.
This new cytogenetic classification was included
in the revised IPSS-R for MDS (Greenberg et al.,
2012). Single or double translocations other than
t(3q) are not considered in the cytogenetic IPSS-R
classification, so they are included by default into
the intermediate risk category under the epigraph
“any other single or double independent clones.”
However, only a few specific translocations have
been investigated for prognostic significance
(Dvorak et al., 2014; Ai et al., 2015).

T'he aims of this study were: (1) to analyze the
prognostic impact of translocations in the context
of the IPSS-R cytogenetic classification, (2) to test
whether single or double translocation other than
t(3q) are correctly classified into the intermediate
cytogenetic risk group, and (3) to compare the
prognosis of complex karyotypes including translo-

cations  versus without

translocations.

complex karyotypes

MATERIALS AND METHODS

In December 2014, 7,802 patients with MDS or
CMML were included in the Spanish Registry of
Mpyelodysplastic Syndromes. This is a retrospec-
tive registry that includes cases from 105 partici-
pating Spanish centers. The karyotype was
evaluable in 5,001 patients (64% of the whole
series) and was normal in 3,077 (62%). Chromo-
somal abnormalities were found in 1,924 (39%)
patients and in 1,653 of these complete follow-up
data allowed the analysis of survival, leukemic
transformation, and prognostic factors. A total of
168 translocations were included in this series; the
derails of these were described elsewhere (Costa
et al., 2013). The study was approved by the
Ethics Committee of our hospital and conducted
in accordance to the modified Declaration of Hel-
sinki (World Medical Association, 2013).

Conventional Cytogenetic Studies

Cytogenetic studies were carried out on G-
banded chromosomes obtained from 24-hr unsti-
mulated bone marrow cultures. When possible, at
least 20 metaphases per sample were analyzed.
Karvotypes were described according to the Inter-
national System for Human Cytogenetic Nomen-
clature  (Schaffer et al., 2013). A complex
karyotype (CK) was defined as the presence of at
least three chromosomal abnormalities. The num-
ber of cytogenetic aberrations was defined accord-
ing the criteria of Chun et al. (2010).

Statistical Methods

The main study outcomes were survival from
diagnosis and transformation into AML. Survival
curves were drawn using the Kaplan-Mever
method and statistically compared by the log-rank
test. The Cox regression model was used for the
multivariate adjustment of factors predicting sur-
vival. The proportional hazards assumption was
tested in each Cox model, both graphically and by

Genes, Chromosomes & Cancer DOI 10.1002/gcc
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the Grambsch-Therncau test (Grambsch and
Therneau, 1994). The effect of chromosomal trans-
locations on the cumulative incidence of AML was
estimated by taking non AML-related death as a
competing risk, and further adjusted for other pre-
dictive factors by means of the Fine and Gray
regression method (Fine and Gray, 1999). Continu-
ous data were summarized as median and inter-
quartile range (IQR) and statistically compared by
the Mann-Whitney U-test. Categorical data were
represented as proportions and compared by the
chi-square test. All the statistical analysis was per-
formed using the Stata, version 11, software (www.
stata.org). Curves representing progression  to
AML and the competing risk of dying without leu-
kemic progression were drawn using the Stata rou-
tines developed by Boggess and Coviello (2004).

RESULTS

Patients

Chromosomal translocations were identified in
168 patients (T' group). As compared with the
1,485 patients with abnormal karvotype without
translocation (non-1" group), patients in the T
group were younger, had lower hemoglobin, neu-
trophil and platelet levels in peripheral blood, and
a higher percentage of bone marrow blasts (Table
1). The 'T" group included a significantly larger
proportion of patients with refractory anemia with
excess of blasts as well as higher scores in both the
cytogenetic and the global IPSS-R. While cytoge-
netic information was available for all the patients,
IPSS-R global score could be calculated in 154
patients in the T group, and in 1,352 patients in
the non-"T" group due to the lack of some variables.
Fifty three per cent of patients in the 'T" group had
a complex karyotype versus 16.7% in the non-T
group. The raw number of chromosomal altera-
tions was higher in the T" group compared with
the non-"T" group (Table 1).

Impact of Chromosomal Translocations on Patient
Outcome

Overall survival

After a follow-up of 3,845 patient-years, 905
(55%) patients had died and the median actuarial
survival was 2.6 vears (95% C.I, 2.4-2.9). The
cytogenetic classification of the IPSS-R had a
prognostic impact in terms of overall survival with
a median of 6.14 years (95% CI, 4.66-6.86), 5.05
years (95% CI, 4.32-5.72), 2.37 years (95% CI,
1.93-2.66), 1.29 years (95% CI, 1.04-1.74), and
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0.69 years (95% CI, 0.60-0.79) for the very good,
good, intermediate, poor, and very poor categories,
respectively (£ <0.001).

Median survival for the T" group was signifi-
cantly shorter compared with the non-T group (1.0
years [95% CI, 0.8-1.2] versus 2.9 vears [95% CI,
2.6-3.3]), respectively (£ <0.001; Fig. 1A). When
adjusted for the IPSS-R cytogenetic category, no
significant difference between the two groups was
found (1.2 years [95% CI, 0.95-1.4] versus 1.6
years [95% CI, 1.5-1.7]) (P = 0.2; Fig. 1B).

When we analyzed the prognostic impact of
translocations within the intermediate cytogenetic
risk category, no effect on survival was observed.
Median survival was 1.8 years for the T" group
[95% CI, 1.1-3.4] versus 2.4 years for the non-T
group [95% CI, 2.0-2.8] (P = 0.49). Furthermore,
presence of translocations had no predictive value
for survival within the poor and very poor IPSS-R
groups (median: 0.8 years [95% CI, 0.6-0.9] for the
T group versus 1.0 years for the non-T" group
[95% CI, 0.8-1.2]) (P = 0.055).

Evolution to AML

After a median follow-up of 1.5 years (IQR: 0.8-
2.8) from the diagnosis of MDS, 343 (21%) patients
had progressed to AML, 605 had died without
AML, and 705 were censored alive without having
progressed to AML. Presence of chromosomal trans-
locations was associated with an increased incidence
of AML at univariate analysis (subhazard ratio
(SHR): 1.5, 95% CI: 1.1-2.1; P=0.008; Fig. 2A).
However, this association disappeared after multi-
variate adjustment for the IPSS-R cytogenetic risk
category (SHR: 0.95, 95% CI: 0.68-1.35; P =(.78;
Fig. 2B). The presence of chromosomal transloca-
tion had no effect on the cumulative incidence of
AML transformation, neither in the intermediate
IPSS-R cytogenetic risk category (SHR: 0.8, 95%
CI: 0.4-1.4; P=0.5) nor in the poor and very-poor
risk categories (SHR: 1.1, 95% CI: 0.7-1.6; P = 0.8).

The univariate association of chromosomal
translocation with either shorter survival or
increased risk for leukemic transformation per-
sisted after excluding from the analysis the 14
patients with translocations involving chromosome
3q arm who had no other poor prognosis karvo-
typic signature (data not shown).

DISCUSSION

The Cytogenetic Scoring System for primary
MDS proposed by Schanz et al. (2012) included a
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TABLE |. Basal Characteristics of MDS and CMML Patients Harboring Abnormal Karyotypes

At least one translocation

No translocation

(T Group; n= 168) (non-T Group; n= ,485) P
Gender M/F, n (%) 103/65 (61.3/38.7) 827/658 (55.7/44.3) nss®
Age (median, IQR) 69 (56-77) 73 (64-79) <0.0001°
Absolute neutrophil count (X 107/L) (median, IQR) 1.65 (0.78-2.99) 1.96 (1.04-3.58) 0.048°
Hemoglobin (g/L) (median, IQR) 9 (7.9-10.4) 9.6 (8.2-11) 0.012°
Platelets (X 10'%/L) 92 (49-175) 139 (69-252) <0.0001°
(median, IQR)
BM blasts (%) 7 (2-12) 4 (1-9) <0.0001°
(median, IQR)
Diagnosis (WHO 2008), n (%) <0.0001?
RCUD 9 (5.4) 92 (6.2)
RA-RS 10 (6) 106 (7.1)
RCMD 30 (17.9) 374 (25.1)
RAEB-1 35 (20.8) 238 (16)
RAEB-2 49 (29.1) 292 (19.7)
MDS-NOS 17 (10.1) 29 (1.9)
CMML-| 12 (7.1) 124 (8.4)
CMML-2 5(3) 24 (1.6)
Other MDS/NPM 1 (0.6) 16 (1.2)
5q minus Sd. - 190 (12.8)
Karyotype complexity, n (%) <0.0001°
A 58 (34.5) 1,085 (73.1)
A+ A 21 (12.5) 152 (10.2)
CK 89 (53) 248 (16.7)
Number of chromosomal abnormalities (#) (median, IQR) 2.6 (1.2-5.6) 1.31 (—1.9) <0.0001®
IPSS-R risk category, n (%) <0.0001%
Very Good 0 (0) 180 (13.3)
Good 25 (16.2) 387 (28.6)
Intermediate 16 (10.4) 214 (15.8)
Poor 26 (16.9) 274 (20.3)
Very Poor 87 (56.5) 297 (22)
IPSS-R cytogenetic score, n (%) <0.0001*
Very Good 0 (0) 181 (12.2)
Good 10 (6) 455 (30.6)
Intermediate 56 (33.3) 492 (33.1)
Poor 32 (19) 194 (13.1)
Very Poor 70 (41.7) 163 (11)

Abbreviations: MDS, myelodysplastic syndrome; CMML, chronic myelomonocytic leukemia; SD, standard deviation; RCUD, refractory cytopenia
with unilineage dysplasia; RA-RS, refractory anemia with ring sideroblasts; RCMD, refractory cytopenia with multilineage dysplasia; RAEB, refractory
anemia with excess blasts; MDS-NOS, myelodysplastic syndrome no other specified; A = single abnormality; A + A = double abnormality;

CK = complex karyotype.
*P-values were calculated using Pearson Chi-Square test.
®P-values were calculated using Kruskal Wallis test.

wide range of frequent cytogenetic aberrations
allowing classification of 91% of patients. Chromo-
somal translocations are not frequent in MDS.
The only translocation individually considered in
the IPSS-R cytogenetic classification is t(3q),
included in the poor risk cytogenetic group. The
prognostic significance of other translocations has
not been established. In our study, the presence of
translocations clearly identified a subgroup of
MDS patients with a more aggressive clinical pre-
sentation and higher scores in the IPSS-R cytoge-
netic risk category, as also shown in a recent study
(A1 et al., 2015). More than 50% of the patients

with translocations had a complex karyotype and a
median of 2.6 chromosomal alterations, while in
the non-T" group the percentage of cases with
complex karyotype was 16% and the median num-
ber of chromosomal alterations 1.3. "This is in con-
trast to AML, where balanced translocations are
common as sole abnormalities (Doéhner et al.,
2010). When a raw analysis of the prognostic
impact of translocations was made, its presence
was associated with significantly shorter survival
and increased risk of AML. However, transloca-
tions lost their prognostic impact after adjustment
for the IPSS-R cytogenetic category. Similarly,
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Figure |. Projected survival according to the presence of at least
one translocation (n = 168) compared with the absence of transloca-
tions (n = 1,485), unadjusted for other covariate (A; P<0.00l) or
adjusted for the IPSSR cytogenetic risk category (B; P = 0.2).

translocations did not show any prognostic impact
within the intermediate cytogenetic risk group or
in the poor and very poor cytogenetic risk catego-
ries. Morecover, we were able to demonstrate that
the unadjusted poor prognosis associated with
translocations  was not mediated by having
included those involving 3q. Taken together, all
these results suggest that translocations are a sur-
rogate marker for other poor prognosis cytogenetic
aberrations instead of being causally related to the
poor outcome. Their strong association with com-
plex karyotypes and higher number of chromo-
somal alterations might be the expression of an
inherent chromosomal instability that facilitates
disease progression. Indeed, it is well known that
both complex karyotypes and high number of
chromosomal alterations confer an adverse progno-
sis (Morel et al.,, 1993; Greenberg et al.,, 1997;
Schanz et al., 2012; Kelaidi et al., 2014).

A proper prognostic stratification in MDS is
essential for designing risk-adapted therapeutic
strategies that can range from watchful waiting to
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation.

Genes, Chromosomes & Cancer DO1 10.1002/gcc
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Figure 2. Cumulative incidence of leukemic transformation accord-
ing to the presence of at least one translocation (n = 168) as com-
pared with the absence of translocations (n = 1,485), unadjusted for
other covariates (A; P = 0.008) or adjusted for the IPSSR cytogenetic
risk category (B; P= 0.8).

Following the current IPSS-R cytogenetic classifi-
cation, single or double translocations other than
t(3q) must be ascribed to the intermediate risk cat-
cgory under the epigraph “any other single or dou-
ble cytogenetic aberrations,” although the
prognostic impact of this subgroup of patients was
not specifically studied (Schanz et al., 2012). Our
study shows that the outcome of patients with sin-
gle or double translocations other than t(3q) is
comparable to that of patients without transloca-
tions also classified into the intermediate risk cate-
gory, reinforcing the validity of the IPSS-R for the
risk stratification of this population.

In conclusion, chromosomal translocations iden-
tify a subgroup of MDS/CMML patients with a
more aggressive disease due to a higher incidence
of complex karyotypes. Our results support the
current recommendation of classifving single or
double translocations other than t(3q) in the inter-
mediate cytogenetic risk category of the IPSS-R.
Explicitly mentioning these in the intermediate
cytogenetic category could be of interest to clarify
the prognostic stratification of this subset of
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patients, helping clinicians in the risk-adapted
therapeutic decisions.
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Reply to M.A. Lichtman

Lichtman' provides valuable comments regarding our recent
paper” about the utility of enumerating blasts from nonerytroid
cellularity for prognostic assessment in patients who have been
diagnosed with myelodysplastic syndromes (MDS). As Lichtman
notes, the term erythroid hyperplasia describes the increase in the
proportion of erythroblasts, although it would be erroneous for
describing a cellular increase attributable to neoplasia. As well as our
group, several other authors with extensive experience in the study
of myeloid neoplasms used this terminology.”” After reading the
correspondence by Lichtman,' we agree that the term is not entirely
correct and, likely, use of other expressions, such as MDS with
erythroid predominance, MDS with expanded erythropoiesis, or
MDS with marked erythroid proliferation, would be more adequate.

In agreement with another issue on which Lichtman com-
ments, our group has recently published an article® in which
we exposed some concerns about the disappearance of eryth-
roleukemia (erythroid/myeloid), as recently proposed by the WHO
committee on myeloid neoplasms.” In the new classification, the
nonerythroid blast cell count rule has been eliminated and patients
who fulfill erythroleukemia criteria will be classified into a suitable
MDS category on the basis of their blast cell count from total
nucleated cells. With this recommendation, most erythroleukemias
will be considered MDS with excess blasts 2. As recently shown by
our group and others, erythroleukemia shares biologic features
and outcomes with myelodysplastic syndromes with excess
blasts,*' although we did not find differences in outcome be-
tween the uncommon low-blast count erythroleukemias, with
5% to 10% bone marrow blasts from total nucleated cells (future
MDS with excess blasts 1), and remaining erythroleukemias
(future MDS with excess blasts 2). On the basis of this finding, the
best approach could be to consider erytroleukemia as a high-risk
myelodysplastic syndrome to avoid underestimation of these
cases with a higher percentage of bone marrow erythroblasts and
a lower bone marrow blast count.

Leonor Arenillas and Xavier Calvo
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Is there a pressing need for improving prognostication
strategies in therapy-related myelodysplastic syndromes?

Leukemia (2017) 31, 2538-2539; doi:10.1038/leu.2017.237

We read with interest the paper from Zeidan et al,' who assess
the prognostic utility of classical risk stratification tools in patients
with therapy-related myelodysplastic syndromes (t-MDS).

The 2008 WHO category of therapy-related myeloid neoplasms
(t-MN) includes therapy-related acute myeloid leukemias (t-AML),
t-MDS and myelodysplastic/myeloproliferative neoplasms (t-MDS/
MPN) occurring as late complications of chemotherapy and/or
radiotherapy administered for a prior neoplastic or non-neoplastic
disorder.” Few reports have suggested that neither the WHO
subclassification of MDS nor the blast percentage permitted to
stratify patients based on their clinical outcomes. Likewise, no
differences in outcome were observed between t-MDS and
t-AML.* Based on these data, t-MDS, t-MDS/MPN and t-AML were
considered together as a unique clinical syndrome. By contrast,
recent data reveal that patients with t-MDS may be stratified in
different prognostic subgroups, some of them presenting an
indolent course."* Moreover, sporadic cases diagnosed with
t-MDS would really be de novo MDS. In this line, Nardi et al.
showed that MDS occurring after external-beam radiation
presented no differences in outcome or in the presence of high-
risk karyotypes when compared with de novo MDS, suggesting
that post-radiation MDS might not represent a direct consequence
of this exposure.”

Patients with t-MDS have significantly shorter survival than de
novo MDS, but this could be explained, at least in part, by a higher
prevalence of poor risk cytogenetics and a higher frequency of
patients diagnosed within the categories with excess blasts."* As
shown by Ok et al.* and Zeidan et al.,," the use of the classical MDS
prognostic indexes (International Prognostic Scoring System,
Revised International Prognostic Scoring System, WHO classifica-
tion-based Prognostic Scoring System, MD Anderson Global
Prognostic System) as well as t-MDS-specific scores® provides an
adequate prognostic assessment in t-MDS. All the evaluated
scores discriminated survival in t-MDS; nevertheless, median
survival for t-MDS patients was shorter than for de novo MDS
within all risk categories in every prognostic model assessed.'”

Determining the causes of death attributable to disease
evolution in MDS, especially in elderly lower-risk patients, is not
an easy task. The scenario is even worse in t-MDS, since these
patients display more pronounced comorbidities due to the prior
cancer therapy received and, sometimes, the primary neoplasia
remains active at the time of t-MDS diagnosis. For these reasons,
the projected survival of these patients may be clouded by
multiple reasons unrelated to MDS. This background noise does
not permit to draw firm conclusions about the accuracy of MDS
prognostic scores based on an unadjusted survival comparison
between t-MDS and de novo MDS. C-index for right censored
survival data has been the most commonly used method for
assessing the survival predictive power of MDS prognostic scores.
The more closely the cause of death is related to the evolution of
the disease, the more accurate are this type of methods to select
the prognostic score with the greater survival predictive capacity.

Therefore, results derived from this kind of methods should be
interpreted with caution in this subset of patients.

In our view, the inferior survival observed in patients with t-MDS
when compared to their de novo counterparts for every risk
category in the different prognostic indexes could mainly obey
two assumptions: (a) t-MDS present a higher incidence of severe
comorbidities that shortens their survival, and/or (b) t-MDS display
a higher molecular complexity and, therefore, this is not
detectable by current prognostic scores that are based on
cytogenetics and clinical variables. Which is the correct assump-
tion? Probably the two hypotheses are correct and play a role in
determining the outcome of patients with t-MDS. Exploring these
matters is essential to establish if there is a pressing need for
improving prognostication strategies in t-MDS. Recent data have
evidenced that t-MDS show a higher prevalence of TP53 mutations
than de novo MDS, but these mutations were almost invariably
restricted to patients with complex karyotypes.” Although TP53
mutations predicted for worse outcomes even in patients with
complex karyotypes,® we should know if de novo MDS patients
with complex karyotypes, especially those with more than three
chromosomal abnormalities, show a significantly inferior rate of
TP53 mutations than their t-MDS counterparts. Exploring this open
issue might help to decipher whether we could improve the
prognostication of t-MDS beyond we could do in their de novo
counterparts by adding molecular information to current prog-
nostic scores. As a surrogate measure of higher molecular
complexity, we should assess for every risk category in the
different stratification tools, especially in the lower-risk ones, if
t-MDS had a comparatively higher cumulative incidence of AML
than de novo MDS. Although the AML transformation is an
outcome restricted to a limited number of patients, this is the only
one closely linked with disease evolution. To explore appropriately
this issue, the cumulative incidence of AML should be estimated
by taking non AML-related death as a competing risk, in order to
avoid an AML evolution underestimation in t-MDS due to their
shorter survival probably influenced by a higher incidence of
marked comorbidities. A comparison of the cumulative incidence
of AML should be done in every risk category of every score
between t-MDS and de novo MDS. If this was not possible due to
the low number of patients presenting this outcome in the lower-
risk categories, at least it should be explored by splitting the series
into lower- and higher-risk groups. If a higher incidence of AML
evolution were detected in t-MDS, it could be inferred that
classical prognostic models are not adequate to detect their
higher molecular complexity and, hence, the addition of molecular
information would be mandatory. By contrast, if differences were
not detected, a higher effort to introduce the state of primary
disease and comorbidities should probably be done to improve
the prognostic accuracy of current prognostic scores. In the
meantime, a comparison of the different prognostic scores using
C-statistics for detecting the score with the best prediction
capability in terms of time to AML would be of great interest. We
encourage the different cooperative groups with information on
large series of patients with t-MDS to perform this kind of analysis,
while we do not dispose of large series with molecular data.

Accepted article preview online 31 July 2017; advance online publication, 18 August 2017
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Therapy-related myelodysplastic syndromes-specific risk
stratification: are we putting the cart before the horse?

Leukemia (2017) 31, 2539-2541; doi:10.1038/leu.2017.238

In their letter, Calvo et al." raise the important question of whether
therapy-related (t)-myelodysplastic syndromes (MDS) merit a risk
stratification tool distinct from the tools typically used for
prognostication in de novo (d)-MDS, such as the International
Prognostic Scoring System (IPSS)? and its revised version (IPSS-R).?
This is a clinically relevant question given the common perception
that patients with t-myeloid neoplasms (t-MN) have high-risk
disease regardless of how they would score on the IPSS or IPSS-R,
and therefore warrant aggressive therapy, such as allogeneic
hematopoietic cell transplantation (alloHCT), when medically
feasible.* Earlier reports, limited by small numbers of patients,
supported this concept by dismissing the value of previously
established prognostic factors, such as the proportion of bone
marrow blasts,® leading the World Health Organization (WHO) to
include both t-MDS and t-acute myeloid leukemia (t-AML) under
the same entity of t-MN regardless of the blast percentage.’
However, subsequent reports with larger sample sizes, including
our study, documented a substantial inter-patient variability in
outcomes among patients with t-MDS and validated the prog-
nostic influence of several clinicopathological variables used in
conventional MDS risk stratification tools, such as cytogenetics,
blood counts, bone marrow blast proportion and transfusion
dependency.” Collectively, these reports suggest that risk
stratification remains important in individualized clinical decision
making for patients with t-MDS, just as for patients with d-MDS.

Since the importance of risk stratification has been confirmed in
patients with t-MDS, research efforts have turned to developing a
practical tool that accurately predicts outcomes for these patients.
One approach was to examine how prognostic tools already in
clinical use for d-MDS perform among patients with t-MDS. We
and others demonstrated that the IPSS, IPSS-R, WHO classification-

based Prognostic Scoring System (WPSS)'® and the MD Anderson
Prognostic Scoring System (MDAS)"" all retained prognostic ability
by separating patients with t-MDS into different risk groups with
distinct median survivals.”~® While survival of patients with t-MDS
as a group was, as expected, significantly inferior to that to
patients with d-MDS (median, 19 vs 46 months, respectively,
P=0.005), within each risk group the survival of patients with
t-MDS was lower than that of d-MDS patients regardless of which
prognostic tool was used.” This observation suggested that other
factors not captured by the variables used in the existing risk tools,
such as co-morbid conditions or molecular genetic changes, might
have an important influence on survival. However, we were unable
to demonstrate that co-morbidities accounted for the worse
survival of patients with t-MDS compared with those with d-MDS.
Similarly, the survival of patients with t-MDS who underwent
alloHCT was not worse than for their d-MDS counterparts with
similar prognostic scores, suggesting that inferior outcomes post
alloHCT did not account for the inferior survival of patients with
t-MDS compared with d-MDS in similar risk groups.”

MD Anderson investigators then designed a risk stratification
tool specific for patients with t-MDS, the t-MDS Prognostic Scoring
System (TPSS), using a 281-patient single-center cohort.® While our
results validated the prognostic value of this tool, it has not
performed significantly better in patients with t-MDS than the
tools that were designed for d-MDS. In fact, using the Akaike
Information Criteria (AIC), a measure of the goodness of fit of a
model, the IPSS-R performed as well and the MPSS performed
better than the TPSS in our larger patient cohort.” These findings
suggest either that there is no need to develop a t-MDS-specific
prognostic tool, or that new variables, such as molecular genetic
markers, and not just rebalancing of the currently used
clinicopathological variables are needed to develop a t-MDS-
specific tool that can outperform d-MDS tools for risk stratification
among t-MDS patients.

Accepted article preview online 31 July 2017; advance online publication, 18 August 2017
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We read with interest the letter from Nazha et al. [1] who
assess the prognostic adequacy of adding molecular data
along with age to current prognostic models in myelodys-
plastic syndromes (MDS). By applying this approach, a
slight to moderate enhancement in the survival predictive
power of the assessed scores was observed, nevertheless, no
improvement was seen in the prediction of acute myeloid
leukemia (AML) evolution.

The development of strategies to improve prognostic
assessment of patients with MDS is crucial to refine the
detection of lower-risk and higher-risk patients. This
distinction is essential since the choice of treatment is
risk-adapted with current therapeutic strategies ranging
from watchful waiting to allogeneic stem cell transplan-
tation (allo-SCT). In the last years, several scores com-
posed by “disease-related” and “patient-related” variables
(e.g., age, comorbidities, performance status, frailty)
have been developed [1-4] but there are some concerns
about their suitability for determining which patients
should be selected for receiving disease-modifying
treatments.

Age and comorbidities have been shown as adverse
independent prognostic factors for survival in several stu-
dies, nevertheless these have not displayed any influence in
predicting AML evolution in MDS [1-4].

Determining the causes of death attributable to disease
evolution in MDS is not an easy task. Elderly patients
with MDS usually present a high incidence of comor-
bidities and, hence, their survival may be clouded by
multiple reasons unrelated to MDS. C-statistics for right
censored survival data have been the most commonly
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used methods for assessing the survival predictive accu-
racy of MDS prognostic scores. The more closely the
cause of death is related to the evolution of the disease,
the more accurate are this type of methods to select the
prognostic score with the greater survival predictive
power. Therefore, results derived from this kind of
methods should be interpreted with caution in the context
of MDS. In this sense, although AML evolution is an
outcome restricted to a limited number of patients, this is
the only one closely linked with disease evolution.
Therefore, improvements in the accuracy of survival
prediction should preferably be accompanied by
improvements in the prediction of AML evolution when
new prognostic scores are implemented.

The inclusion of age and comorbidities to classical
“disease-specific” MDS prognostic scores [5-7] has
improved their accuracy in terms of survival prediction, but
this has not enhanced their capability in predicting AML
evolution [4]. Therefore, although valuable in refining the
prediction of mortality, including “patient-related” factors
may add an undesirable “background noise™ for predicting
the survival specifically related to disease evolution.

Recent data question the functional distinction between
“patient-" and “disease-related” prognostic factors. As
shown by Jaiswal et al., carriers of clonal hematopoiesis of
indeterminate potential presented nearly a doubling in the
risk of coronary heart disease that noncarriers [8]. This
finding poses a link between comorbidities and molecular
complexity of MDS and leads us to infer that comorbidities
could be partially included into the framework of the dif-
ferent “disease-specific” risk factors (e.g., cytopenias, spe-
cific cytogenetic abnormalities, percentage of bone marrow
blasts, somatic mutations). In this context, as recently
published by Brunner et al., MDS patients were more likely
to die of cardiovascular causes than the age-adjusted and
sex-adjusted general population [9]. Moreover, the inter-
relation of “disease-" and “patient-specific” variables may
modulate the influence of the former in predicting survival.
For instance, this is evident that the survival predictive
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power of anemia would be different depending on the type
and severity of patient comorbidities (e.g., congestive heart
failure, chronic obstructive pulmonary disease). Therefore,
the precise detection of comorbidities may be of crucial
importance to better understand non-leukemic causes of
death, especially in lower-risk MDS patients; however,
there is a paucity of specific and effective treatments for
improving cytopenias in this group of patients. In spite of
this, recognizing modifiable “patient-related” variables,
such as cardiovascular risk factors, may improve the sur-
vival of this patient population by early interventions to
reduce the risk factors for coronary disease. Finally, in the
same line, age-related clonal hematopoiesis [8] permits to
establish a pathogenic link among age, molecular com-
plexity, and the fact that MDS is primarily a disease of the
elderly.

Therefore, although the clinical and biological overlap
between “disease-* and “patient-related” factors seems
apparent, in our opinion, the absence of impact of age and
comorbidities in predicting the risk of AML evolution
makes preferable not to include these into “disease-specific”
MDS prognostic scores since their influence in the elusive
pure MDS-related mortality is likely to be low.

Hence, it is important to focus on what we are won-
dering when we have a patient in consultation recently
diagnosed with MDS. If we wonder how long our patient
will survive, then we should account for age and comor-
bidities, by contrary, if we are trying to precisely detect
patients with higher-risk disease, we should avoid these
items, since, as previously commented, these would act as
confounder variables. The incorporation of “patient-spe-
cific” variables into “disease-specific” MDS prognostic
scores may overestimate disease risk by erroneously con-
sidering biologically lower-risk patients as higher-risk
ones. This may induce to treat lower-risk patients with
unnecessary aggressive approaches. Otherwise, applying
age-adjustment strategies may underestimate disease risk
in younger patients. For instance, by applying the age-
adjusted IPSS-R by using the formula: (years —70)x
[0.05 — (IPSS-R  risk scorex0.00S)](’. a  50-year-old
patient with an IPSS-R risk score of 5 (high risk) may
be erroneously underscored to an intermediate risk cate-
gory (score of 4.5).

In our view, MDS prognostic scores should serve as
tuned tools to detect higher-risk patients that would
benefit from therapeutic strategies focused on alter the
natural course of the disease by prolonging survival (i.e.,
hypomethylating agents, AML-like induction che-
motherapy, allo-SCT). Probably, the best prognostication
strategy in patients with MDS would be a two-step risk
stratification approach. First step should be aimed to
accurately establish “disease-specific” risk in order to
detect higher-risk patients that would benefit from

strategies focused on prolonging their survival, indepen-
dently of age, and comorbidities. Second step should
focus on “patient-specific” variables, mainly age and
comorbidities. At this point, any of the comorbidity
indexes specifically validated in MDS patients [10] may
serve for tutoring the best therapeutic strategy to follow.
In this context, depending on their age and comorbidities,
higher-risk MDS patients may be considered to receive
from best supportive care to allo-SCT. For all the above,
putting together “disease-specific” and “patient-specific”
variables in a single-MDS prognostic score may not be a
proper prognostication strategy, since the survival pre-
diction power per se should not be the main goal when
designing new MDS prognostic models. Future directions
in MDS prognostic assessment should go toward the
implementation of personalized prediction models based
on genomic and clinical data. In this sense, Nazha et al.
have recently presented a personalized (precision) model
using machine learning algorithms that demonstrated
greater predictive power for both survival and AML
evolution than the most widely used MDS prognostic
models[11].
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