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A. PARTE TEORICA

I. INTRODUCCION

El tratamiento de la leucemia aguda mieloblastica (LMA) y los
sindromes mielodisplasicos (SMD) esta sufriendo cambios dramaticos debido
al crecimiento exponencial del conocimiento que estamos adquiriendo de los
mecanismos de leucemogénesis. Tras casi tres décadas de tratamiento
estandar de induccion en la leucemia aguda mieloblastica , es decir, una
antraciclina (daunorrubicina, la primera disponible) durante tres dias y
arabindsido de citosina (Ara-C) (100-200 mg/m?) durante 7 dias®, sabemos
que la tasa esperable de remision completa (RC) en adultos se situa entre 60-
70%?2, siendo mas pobre en casos de LMA secundaria a sindrome
mielodisplasico®, aunque notables avances se han obtenido con otros
regimenes”. Si esta terapia no va seguida de una terapia post-remision
efectiva estas respuestas no son sostenidas en el tiempo (mediana 4-5
meses)°. Alcanzar RC se ha convertido en una condicién sine gua non para
una supervivencia libre de enfermedad prolongada. En las Ultimas dos
décadas se ha intentado, a través de multiples ensayos clinicos, introducir
regimenes quimioterapicos mas agresivos que mejorasen estas tasas de RC y
su duracién con resultados dispares. La mejor estrategia antileucémica, una
vez alcanzada la RC, es el trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos (TPH) particularmente en aquellos pacientes con cariotipo

desfavorable, como veremos posteriormente, aunque solo en términos de



supervivencia libre de enfermedad (SLE)®. Sin embargo ni la introduccion de
nuevos farmacos, ni cambios en dosis y frecuencia de los esquemas
quimioterapicos, ni la adopcidn de estrategias de intensificacion seguidas de
trasplante de progenitores hematopoyéticos nos ha permitido rayar los limites
de la ansiada curacidn de estas entidades y los pacientes terminan falleciendo
debido a su neoplasia mieloide en un nimero aln significativo. Esta situacion
es especialmente dramatica en los pacientes de edad avanzada, los mas
incidentes’. Sin duda podemos y debemos mejorar estos resultados. El

camino se llama “terapia adaptada al riesgo”®

y “tratamiento contra dianas
moleculares™. Estos dos conceptos nacen en las dos Ultimas décadas y hacen
referencia, en el primer caso, a la definicidon de estrategias terapéuticas
individualizadas en base a conocidos marcadores clinico-bioldgicos
pronosticos, y en el segundo caso, y muy intrincado con el anterior, al
desarrollo de farmacos especificos frente a alteraciones moleculares
primordiales en el desarrollo del fenotipo maligno. La aplicacion de estos
conceptos en la clinica ya ha dado exitosos ejemplos como el desarrollo del
Indice Prondstico Internacional (IPSS) para el manejo de los SMD o el
tratamiento diferenciador con acido holo-trans-retinoico (ATRA) de la LMA
promielocitica (LPA) o FAB-M311,

A continuacion se describe el estado actual del conocimiento de los
principales marcadores pronodsticos bioldgicos en la LMA y los SMD, excepcion

hecha de de la leucemia promielocitica, asi como las bases tedricas de

nuestra hipotesis de trabajo.
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Il. LMA: FACTORES PRONOSTICOS BIOLOGICOS.

CITOGENETICA CONVENCIONAL

El primer estudio prospectivo y multicéntrico que establecio el cariotipo
previo al tratamiento como factor prondstico independiente para la LMA, y
que incluyé numerosos pacientes, fue el del 4° International Workshop on
Chromosomes and Leukemia (4IWCL)'2. Los autores encontraron diferencias
significativas en tasas de RC, duracién de la RC y supervivencia global (SG) en
716 pacientes que fueron segregados segun la presencia de t(8;21); t(15;17);
-5 o0 del(5q); -7 o del(7q); concurrencia de -5 o del(5q) y -7 o del(7q); y otras
anomalias que afectasen a 11q, +8 y +21. El modelo retuvo su capacidad
discriminatoria para la duracién de la RC y la SG en el subgrupo de 305
pacientes tratados. Estudios posteriores de este grupo distinguid como
categoria independiente 16922, los casos con anomalias de 5y 7 fueron
agrupados, Yy los pacientes con +8 y +21 se incluyeron en el grupo
hiperdiploide!***. El anélisis multivariante realizado en el articulo
correspondiente al tercer seguimiento de la cohorte del 4IWCL incluyo 628
casos de LMA de novo, con una mediana de seguimiento de 14,7 anos, y
confirméd que el cariotipo es un factor prondstico independiente de
supervivencia para todos los pacientes y también para los 291 pacientes
tratados con el estandar “3+7"**. Diversos estudios posteriores han
confirmado que el cariotipo constituye un factor prondstico independiente
para la obtencion de RC, la duracién de la RC, el riesgo de recaida y la

supervivencia®®, Sin embargo existen notables diferencias entre los distintos
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sistemas de clasificacién prondstica propuestos posteriormente [South-West
Oncology Group/Eastern Cooperative Oncology Group (SWOG/ECOG), Cancer
And Leukemia Group B (CALGB), Medical Research Council(MRC)]*>16
respecto a anomalias cromosdmicas concretas y su clasificaciéon como
favorable, adversa o de riesgo intermedio (Tabla 1). En general, para el MRC
cualquier anomalia no clasificable como favorable o adversa y que no va
acompanada de otra anomalia que sea encasillable como favorable o adversa,
se clasificaria como riesgo intermedio. Sin embargo, tanto el SWOG/ECOG
como el CALGB categorizan de una forma sistematica todas las anomalias
concretas en los diversos grupos de riesgo y solo dejan como no clasificadas
las anomalias mas infrecuentes.

En general se podrian distinguir claramente dos grandes grupos de LMAs en
base a la citogenética: un grupo que representa aproximadamente 55% de
los pacientes diagnosticados de LMA de novo que presenta anomalias
cromosOmicas recurrentes y un segundo grupo de pacientes, el restante 45%
aproximadamente, en el que no es detectable ninguna anomalia cromosoémica
mediante cariotipo convencional o Aibridacion in situ fluorescente (FISH).
Dentro del primer grupo podemos, a su vez, distinguir otros dos subgrupos. El
primero englobaria el conjunto de las traslocaciones balanceadas: t(8;21),
t(15;17) e inv(16). El segundo grupo incluye las llamadas alteraciones no
balanceadas como 5g-, 7g-, -5, -7 y los cariotipos complejos. Esta separacion
en subgupos citogenéticos tiene una relevancia clinica muy importante. Las
LMAs que presentan aberraciones balanceadas se consideran, en general, de
buen prondstico, tienen una larga supervivencia y un potencial de curacion

del 60-80% de casos™. Por otra parte, las LMAs con alteraciones no
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balanceadas tienen un prondstico infausto sobreviviendo a largo plazo solo un
10-15% de pacientes. Ademas si analizamos en este grupo los cariotipos
complejos, el prondstico es incluso peor'®. Los pacientes diagnosticados de
LMA y que no presentan anomalias cromosdmicas detectables u otras
anomalias cromosdmicas no incluidas en los grupos anteriores son calificados
como pacientes de riesgo intermedio con supervivencias a largo plazo del 25-
30%"%.

Hay evidencias suficientes para poder afirmar que las traslocaciones
balanceadas conducen a una desregulacion de los factores de transcripcion,
elemento clave en la leucemogénesis de estos pacientes. Esta afirmacién se
ha substanciado con la clonacién y caracterizacion funcional de genes
involucrados en anomalias especificas como t(15;17) (PML/RAR-0)* en la
leucemia aguda promielocitica o la t(8;21)(AML1/ETO)* caracteristica de la
LMA (FAB-M2). El caso de la LPA es paradigmatico. La fusion de los genes
PMLy RAR-a produce una inhibicidn en la transcripcion del DNA al reclutar
co-represores a la hebra de DNA?. El tratamiento con &cido holo-trans
retinoico (ATRA) es capaz de revertir este proceso y reestablece la actividad
transcripcional del promotor de acido retinoico lo que conduce a la
diferenciacion de las células de la linea granulocitaria®®. Esta terapia
diferenciadora ha permitido disefiar esquemas terapéuticos que obtienen
tasas superiores al 90% de SLE a los 5 afios®.

En el caso de la LMA con t(8;21), que representa el 10% de casos de LMA, la
proteina aberrante resultante de la fusion AML1/ETO conduce a una
disminucién en la expresion de CEBP-a y PU.1, considerados reguladores de

la diferenciacion de la linea mielocitica y mielomonocitica®®. Este mecanismo
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conduce a un bloqueo de la diferenciacion de los precursores
hematopoyéticos lo que se consideraria el “primer impacto” en la patogénesis.
Se considera que el “segundo impacto” vendria dado por la estimulacién de la
proliferacién via JVK1/C-jun por parte de AML1/ETO? . £(8;21) junto con
inv(16) y t(16;16) constituyen las anomalias citogenéticas definitorias de la
LMA core-binding factor (CBF) y todos los sistemas de calificacién prondstica
las califican como riesgo favorable. Sin embargo, el grupo SWOG/ECOG
también califica como favorable la anomalia del(16q) mientras que el MRC y
el CALGB no. Diversos autores ahora abogan por que del(16qg) no sea
considerada como favorable porque no se ha asociado al prondstico favorable
propio de inv(16)/t(16;16)**%°. Respecto a t(8;21) también existen diferencias
entre los modelos de riesgo propuestos. Asi mientras el MRC y el CALGB
consideran que t(8;21) debe ser clasificada como favorable incluso si esta
acompanada de otras anomalias, el SWOG/ECOG sdlo considera esta
anomalia favorable si no coexiste con un cariotipo complejo con tres o mas
anomalias o con del(9q). Esta propuesta no parece haberse substanciado al
haberse publicado distintas series en las que la presencia de anomalias
secundarias o incluso cariotipo complejo no parece conferir un peor
prondstico a t(8;21)*1°, Sin embargo, los pacientes que presentaban
t(8;21) e importante leucocitosis, nimero alto de granulocitos, sarcomas
granulocitarios y la expresion de CD56 en pacientes con un alto indice
leucocitario si han confirmado un peor prondstico®’.

También la presencia de t(8;21) tiene un correlato muy interesante respecto a
la estrategia terapedutica. Se ha visto superioridad en términos de SLE a los 5

ahos y SG en aquellos pacientes que han recibido en induccién varios ciclos
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de altas dosis de Ara-C comparado con los que han recibido sélo un ciclo®*2,

Byrd et al. ha visto el mismo comportamiento para los pacientes que
presentan inv(16)/t(16;16)>".

Otra anomalia cromosdmica balanceada con implicaciones prondsticas es la
que afecta a 11g23. El grupo SWOG/ECOG la califican como de riesgo adverso
mientras que el grupo MRC la califica de riesgo intermedio. Actualmente hay
suficientes pruebas para afirmar que este riesgo va a depender
fundamentalmente del cromosoma implicado en el intercambio de material
genético, por ejemplo, t(9;11)(p22;g23) tiene un mejor prondstico, lo que
permite clasificar a dichos pacientes como riesgo intermedio’’. Un estudio en
298 pacientes en edad pediatrica demostro que la t(9;11) era el factor
prondstico favorable mas importante®. Sin embargo en el estudio del CALGB
se demuestra que la supervivencia de los adultos que presentaban t(6;11) y
t(11;19)(g23;p13.1) era significativamente mas corta que la de aquellos
pacientes con citogenética normal’.

Son menos conocidos los mecanismos moleculares implicados en las
alteraciones citogenéticas no balanceadas aunque son globalmente las mas
numerosas. Los cromosomas mas frecuentemente afectados por pérdidas de
material genético son 5, 7 y 17. La forma mas frecuente de ganancia de
material genético afecta al cromosoma 8%. Las tasas de RC de los pacientes
con +8 varia ampliamente, 29-91%, y de la misma forma la duracién de la
remisidn completa y la supervivencia, lo que ha hecho que esta anomalia se

califique indistintamente como riesgo intermedio o adverso®®>’

. Parece muy
importante el hecho de que +8 sea una anomalia Unica o ésta esté

acompafiada de otra anomalia®’. De nuevo, +8 no afecta negativamente al
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prondstico de aquellos pacientes con t(15;17), inv(16)/t(16;16) y t(8;21)%,*.
Sin embargo hay publicaciones conflictivas con estas afirmaciones, por
ejemplo, un reciente estudio indica que los pacientes con +8 y anomalias
cariotipicas adversas presenta una SG significativamente menor que aquellos
con cariotipo adverso sin +8.%

Un detalle muy interesante es el hecho de que la frecuencia de LMAs con
alteraciones cromosomicas balanceadas se incrementa consistentemente con
la edad en todos los subgrupos de edad. Por el contrario, las LMAs con
traslocaciones no balanceadas raras veces ocurren en sujetos menores de 40
afios y se produce un pico de incidencia en edades superiores™.

Los tres grandes sistemas prondsticos de riesgo citogenético coinciden en
asignar como de riesgo desfavorable las anomalias inv(3)(q21g26) o
t(3;3)(g21;926), -7 y los cariotipos complejos. La definicion de cariotipo
complejo varia de una clasificacion a otra. Mientras para el MRC es la
presencia de un clon con, al menos, cinco anomalias citogenéticas no
relacionadas, para el SWOG/ECOG , el CALGB y para el grupo aleman de LMA
basta con tres*®, En un trabajo de Byrd et a/ se estudio el prondstico a largo
plazo de los pacientes con tres o cuatro anomalias frente aquéllos que tenian
cinco o mas'’. Aunque en el primer grupo habia pacientes mas jévenes con
mejor incidencia acumulada para recaida (IAR) y SG a los 5 afos, la tasa de
RC y la SG fue significativamente menor que la de los pacientes con
citogenética normal. Por ello los autores proponen que todos los pacientes
con tres 0 mas anomalias cromosomicas deben considerarse cariotipo
complejo. Las anomalias de 7 merecen un analisis aparte. En la serie del

CALGB todos los pacientes con -5, del(7q), -17/17p-, -18 y -20 se
16



presentaban en el marco de un cariotipo complejo’’. En el estudio del MRC, la
presencia de del(7q) no era peyorativa para el prondstico y éste era idéntico
al del cariotipo normal si no iba acompafiado por -5/del(5q) o abn(3q)*.

Los estudios de funcionalidad de los genes implicados en las anomalias
cromosOmicas balanceadas demuestran un incremento en la capacidad
proliferativa de los blastos procedentes de estos pacientes respecto de los
pacientes con alteraciones no balanceadas o sin alteraciones citogenéticas.
Estas diferencias parecen deberse a una respuesta incrementada a factores
de crecimiento como GM-CSF y G-CSF e incluso su produccidn auto- paracrina
a raiz de esas traslocaciones balanceadas®. Este hecho puede explicar las
mejores respuestas, en términos de RC, en el grupo de cariotipo favorable a
esquema quimioterapicos basados en ara-C, efectivo solo en células que
estan en ciclo™.

Otra cuestidn de interés ha sido analizar en que momento de la
hematopoyesis se producen estos cambios estructurales que conducen a la
leucemogénesis. Para ello diversos investigadores han combinado la
citogenética y FISH mostrando que las aberraciones no balanceadas pueden
ocurrir en células muy inmaduras pluripotentes mientras que las balanceadas
tiene su origen en células mas maduras ya comprometidas a una linea
progenitora hematopoyética®®. En consecuencia, las LMAs que presentan
aberraciones cromosdmicas balanceadas deben originarse de células mas
maduras, restringidas a una linea hematopoyética y cuyo mecanismo de
leucemogénesis se debe principalmente a pérdida de la regulacion por parte
de factores de transcripcion que conducen a la no diferenciacién. En los casos

de LMA con aberraciones no balanceadas, el error se da en células mas
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inmaduras pluripotentes y se caracteriza por la pérdida funcional de genes
involucrados en el control del ciclo celular, reparacién del DNA y apoptosis.
Los pacientes con cariotipo normal son el grupo mas numeroso entre los
adultos diagnosticados de LMA. Los distintos sistemas prondsticos los califican
como pacientes de “riesgo intermedio” dado que sus tasas de RC, duracion de
la RC y probabilidades de supervivencia son normalmente peores que las de
los pacientes tratados con anomalias cromosdmicas de buen prondstico pero
son mejores que las de los pacientes con anomalias desfavorables. Este grupo
es muy heterogéneo desde un punto de vista molecular y muy probablemente
esta compuesto por varios subgrupos de prondstico variable. Mas adelante
analizaremos aquellos marcadores moleculares con interés prondstico hasta
ahora descritos en pacientes con cariotipo normal.

Es innegable el peso prondstico que en la clinica diaria representa la
citogenética en los sindromes mielodisplasicos. Sin embargo, en ocasiones,
los problemas técnicos pueden limitar la disponibilidad de metafases para el
estudio e incluso algunas anomalias citogenéticas pueden pasar
desapercibidas debido a una inadecuada seleccion de las metafases a
estudiar, por ejemplo, los cariotipos abigarrados pueden enmascarar algunas
aberraciones al solaparse los cromosomas. La mayoria de las series
publicadas senala que entre 30-50% de los pacientes diagnosticados con SMD
primarios presentan alteraciones cromosomicas clonales y ninguna de ellas
esta asociada a un determinado subtipo FAB, aunque algunas de ellas, como
del(5q) o del(17p) definen sindromes clinicos que incluso han sido
incorporados como una nueva categoria en la clasificacion de los sindromes

mielodisplasicos la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)*" % 448 Estas
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anomalias son predominantemente pérdidas de cromosomas parciales/totales
0 ganancias. Los cromosomas mas frecuentemente afectados por las pérdidas
totales son 5, 7 e Y. Los cromosomas mas afectados por las pérdidas
parciales son 5 [ del(5q)], 7 [del(7q)], 11 [del(11q)], 12 [del(12q)] y el 20
[del(20q)]. La trisomia 8 representa la ganancia cromosdmica mas frecuente.
La mayoria de estas anomalias recurrentes conducen a la pérdida de material
genético, especialmente genes supresores de tumores, impidiendo su funcién
de control del crecimiento celular, induccion de muerte celular o apoptosis y
regulacién del ciclo en respuesta al dafio al DNA®.

Dada la heterogeneidad en el comportamiento clinico de los SMD ha habido
esfuerzos ya historicos para generar sistemas de puntuacion prondstica que
permitieran un manejo mas racional del paciente en base a su riesgo de
transformacion a LMA pero hasta 1993 nos se habia incorporado la
citogenética a ninguno de estos modelos™’. Posteriormente un grupo
internacional liderado por Greenberg cred, con modificaciones, un sistema
pronostico internacional, mas conocido por sus siglas IPSS, que basa sus
predicciones en tres pilares: nUmero de blastos en MO, citogenética y
ndmero de citopenias al diagnéstico®. Este grupo considerd como
citogenética de bajo riesgo a los cariotipos normales, y aquellos con pérdidas
solitarias de cromosoma Y [-Y], del(5q) y del(20q); citogenética de alto
riesgo: alteraciones del cromosoma 7 o cariotipo complejo (= 3 alteraciones
cromosOmicas); y citogenética de riesgo intermedio: todas las demas
anomalias incluyendo +8 (Tabla 2). De acuerdo con este modelo el tiempo
proyectado de transformacién a LMA del 25% de los pacientes de cada grupo

era de 5,6 afhos para el grupo de bajo riesgo y de 1,6 y 0,9 anos para los
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grupos de riesgo intermedio y alto respectivamente. Este sistema prondstico
es actualmente el mas aceptado internacionalmente y ha sido validado

51,52, 53

independientemente por diversos grupos . Sin embargo una critica

I\\

comun a los grupos de riesgo citogenético del IPSS es el “cajon de sastre”
que constituye el riesgo intermedio que incluye la mayoria de las anomalias
cromosOmicas simples o dobles. Algunas aberraciones que afectan a un sdlo
par de cromosomas son capaces por si solas de conferir un prondstico distinto
en grandes series de pacientes. Asi por ejemplo, Solé et a/ proponen que los
pacientes con del(12p) deben considerarse como grupo de bajo riesgo ya que
tienen una supervivencia similar a los pacientes con cariotipo normal®®. En
este mismo estudio y otros se sugiere que la trisomia 8 (+8) sea separada del
grupo de riesgo intermedio al presentar dichos casos un incremento
significativo de trasformacion leucémica.®>*

En general, los pacientes con cariotipo normal tienen mejor prondstico que los
pacientes con alteraciones cromosdmicas y constituyen la referencia al
comparar los resultados terapéuticos de las distintas series'’. Por el contrario,
los pacientes con cariotipos complejos, es decir > 3 anomalias cromosomicas,
se consideran de mal prondstico. La inmensa mayoria de estos casos albergan
aberraciones no balanceadas con pérdida de material genético. Es frecuente
encontrar pérdidas de los cromosoma 5 y 7 en los cariotipos complejos® °°.
Entre 10-20% de pacientes diagnosticados de SMD primario presentan un
cariotipo complejo y este porcentaje alcanza el 90% en los casos de SMD
secundario a terapias antineoplasicas™’.

La deteccidn de anomalias citogenéticas puede resultar util en casos de dificil

diagndstico o para distinguir entre hiperplasia mieloide y una proliferacién
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monoclonal maligna. También la evaluacion seriada del cariotipo puede
resultar muy informativa si hay algin cambio clinico llamativo. La aparicion de
nuevas alteraciones o de alguna aberracion en un paciente con cariotipo
normal previo es un indicador de cambio en la evolucién de la enfermedad
habitualmente a una forma mas agresiva e incluso a leucemia franca®.
También se puede emplear la citogenética como método indirecto para

III

valorar la “"masa tumoral” o el tamano del clon maligno en respuesta a la
terapia>®. Por otra parte, Estey et al. consideran que las anomalias
citogenéticas son el factor que mejor predice la respuesta tras tratamiento
quimioterdpico intensivo®.

A pesar de la importancia clinica y la fiabilidad contrastada del IPSS no se ha
podido definir que anomalias citogenéticas son finalmente la responsables de
la trasformacién a LMA. La razon principal es el niUmero escaso de series que
incluyan estudios citogenéticos secuenciales en la evolucidn de los pacientes y
ademas éstas comprometen un nimero bajo de pacientes con corto
seguimiento®’.

La citogenética de los pacientes diagnosticados de SMD ayuda a tomar
decisiones terapéuticas. Los pacientes con anomalias cromosdmicas que
pueden presumir una larga supervivencia recibiran estrategias terapéuticas
mas conservadoras (p.€j. inmunomoduladores, factores de crecimiento)
mientras que los pacientes con alto riesgo citogenético deberan tratarse con
estrategias mas agresivas. Por tanto los pacientes calificados por el IPSS
como riesgo bajo o intermedio-I tienen un pronostico relativamente bueno y

se les deben ofertar estrategias como tratamiento de soporte, factores

hematopoyéticos o quimioterapia de baja intensidad. Por el contrario, aquellos
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pacientes clasificados como de riesgo intermedio-II o alto tendran un mal
pronostico y alta frecuencia de transformacion a LMA. Distintos ensayos han
permitido tasas de RC cercanas al 70% en estos pacientes de alto riesgo,
incluida la experiencia de nuestro propio grupo®. Como en la LMA, el objetivo
de la terapia debe ser erradicar el clon maligno y eso solo se puede lograr con
terapias de intensificacion y trasplante de progenitores hematopoyéticos. Por
todo ello, y si condiciones como disponibilidad de donante, la edad y el estado
general (performance status) del paciente lo permiten, el tratamiento de
eleccion del paciente diagnosticado de SMD de alto riesgo es el trasplante
alogénico. Cerca del 40% de los pacientes se “curaran” con este
procedimiento. Pero recordemos que precisamente los pacientes con
citogenética de alto riesgo tienen un mayor riesgo de recaida y menor SLE
tras un procedimiento alogénico en comparacion con pacientes con riesgo
bajo o intermedio del IPSS®2, Ademas, en una serie publicada de pacientes
trasplantados por SMD la presencia de enfermedad avanzada con citogenética
desfavorable suponia un riesgo significativo tanto de muerte como de recaida
temprana tras trasplante alogénico®®. Sin embargo, los pacientes con riesgo
intermedio o alto que se habian trasplantado mostraban un SLE mejor que si
no se habian sometido a trasplante. Un analisis retrospectivo realizado por
Cermak et a/ sugiere que la combinacion de la clasificacion morfoldgica de la
OMS vy los criterios citogenéticos del IPSS puede ayudar a identificar un grupo
de pacientes diagnosticados de anemia refractaria (AR) de alto riesgo que se
podrian beneficiar de una terapia agresiva temprana, es decir, un trasplante
alogénico, a pesar de la morbi-mortalidad asociada al procedimiento®*. Se

trataba de 11 pacientes no sometidos a trasplante hematopoyético que fueron
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reclasificados como citopenia refractaria con displasia multilineal (CRDM), al
aplicar los criterios de la OMS, con citogenética desfavorable, con una
mediana de supervivencia de 9.2 meses frente a aquellos pacientes que con
el mismo diagnostico fueron trasplantados (supervivencia mediana = 89.3
meses).

Recientemente, los resultados obtenidos por nuevas moléculas con actividad
sobresaliente en SMD demuestran estar condicionados por la citogenética de
los pacientes al diagnostico. Particularmente importante para la lenalidomida
es la presencia de del(5q), en concreto la deleccidn intersticial de 5q31.1. En
un ensayo clinico con lenalidomida publicado por List et a/ en 43 pacientes
con SMD con anemia sintomatica o dependientes de trasfusiones, 56%
respondieron: 20 pacientes se tornaron independientes de trasfusiones, 1
paciente incremento su cifra de hemoglobina mas de 2 g/dL y 3 pacientes
redujeron su necesidad trasfusional mas del 50%°°. La tasa de respuestas
llegd al 83% entre aquellos pacientes que presentaban deleccion intersticial
de 5g31.1 frente a un 57% en pacientes con cariotipo normal y sélo del 11%

en aquellos pacientes con otras anomalias cariotipicas.
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Tabla 1. Sistemas de Clasificacion Citogenética Usados para Definir Grupos de

Riesgo en Pacientes Jévenes Diagnosticados de LMA.

Riesgo MRC SWOG/ECOG CALGB*¢
Favorable t(8;21) t(8;21) sin del(9q) o {(8:21)
inv(16)/t(16;16) | cariotipo complejo inv(16)/t(16,16)
t(15;17) inv(16)/t(16;16)/del(16q) | de/(9q)
t(15;17)
Intermedio Normal Normal Normal
del(7q) -Y -y
+8 +6 ael(5q)
del(9q) +8 ael(7q)
abn(11g23) del(12p) {911)
+21 +11
+22 del(11qg)
El resto abn(12p)
+13
del(20q)
+21
Desfavorable | abn(3q) abn(3q) inv(3)/t(3;3)
-5/del(5q) -5/del(5q) {(6,9)
-7 16,9) t{6,11)
> 5 anomalias | -7/del(7q) -7
19:22) +8 en soljtario
abn(9q) ocon 1
abn(11q) anomalia
abn(17p) adicional.
abn(20q) {(11,19)
abn(21q) >3 anomalias
>3 anomalias

*Se muestran las categorias de riesgo para SG.
0 No se incluyeron en este analisis los pacientes con t(15;17).
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Tabla 2. Clasificacion del riesgo prondstico de los sindromes mielodisplasicos

segun el IPSS.

Puntuacion
Variable 0 0.5 1 1.5 2
Pronostica
Blastos MO (%) <5 5-10 - 11-20 21-30
Cariotipox Bueno | Intermed. Malo
Citopenias* 0/1 2/3

=Bueno: normal, -Y, del(5q), del(20q); Malo: complejo (>3 anomalias) o anomalias
cromosoma 7;Intermedio: Otras anomalias.
*Hemoglobina <100 g/I, Neutrdfilos <1.5 x10°/L, plaquetas <100 x10%/L.
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GENETICA MOLECULAR

Complejo de transcripcion CBF

El complejo transcriptor CBF, constituido por dos proteinas que
interactian RUNX1 y CEBF-, es esencial para la hematopoyesis normal y su
disrupcién se ha visto implicada en la leucemogénesis. Esta disrupcion es
fruto de un reordenamiento cromosdmico balanceado®. Se han identificado
también mutaciones que afectan al gen RUNX1 en pacientes con LMA® y
mutaciones congénitas del mismo gen en pacientes con trastorno familiar
plaquetario con propension a LMA®®, Como ya hemos sefialado la mutacion
mas extensamente estudiada de CBF es la t(8;21). Gracias a esta
traslocacion, los primeros cinco exones de RUNXI se encuentran fusionados al
casi intacto gen CBFA2T1%. La proteina resultante, RUNX1-CBFA2T1 contiene
el dominio homdlogo runt de RNX1 que media la unidn de promotores para
distintos genes especificos de la hematopoyesis’”! y dominios de CBFA2T1
que interaccionan con estructuras nucleares correpresoras que median la
represion de la transcripcion al deacetilar histonas a través de histona
deacetilasas (HDAs) y crear cambios estructurales en la cromatina ’2. El
complejo RUNX1-CBFA2T1 carece del extremo carboxiterminal de RUNX1 con
actividad intrinseca acetil-transferasa (ATH) de histonas que interaccione con
factores de transcripcion’. En consecuencia RUNX1-CBFA2T1 recluta
deacetilasas de histonas y no ATHs a las regiones promotoras de los genes
controlados por RUNX1 lo que conduce a represion de la transcripcion. En el

caso de inv(16) o t(16;16) se produce el mismo mecanismo al ser el complejo
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CBFB-MYH11 también responsable de reclutar deacetilasas de histonas y no
ATHs con la consiguiente represion de la expresién génica’®. Ademas la
proteina aberrante CBFB-MYH11 es capaz, en el dominio MYH11, de
secuestrar RUNX1 e interferir la unién del ADN con CBF”>,

El factor de transcripcion CEBPA puede presentar, aisladamente, dos formas
principales de mutaciones heterocigotas segun estudios en formas familiares y
esporadicas de LMA. La primera de ellas es una mutacion sin sentido, non-
sense, que alteran la regién aminoterminal de la molécula creando una
proteina truncada con pérdida de funcién. La segunda forma afecta el patrén
de lectura de la transcripcion del dominio carboxiterminal, en concreto de la
regidn basica rica en leucina con funcién “cremallera”, zipper, impidiendo la
interaccidn de la proteina CEBPA con el ADN o su actividad de dimerizacion”®,
Desde un punto de vista prondstico y, como ya hemos comentado, estos
pacientes se benefician de tratamientos de induccidn y consolidacion con altas
dosis de Ara-C3*%3, Por otra parte, hasta en cuatro estudios, se ha descrito
que los pacientes jovenes diagnosticados de LMA con riesgo citogenético
intermedio tienen mejor prondstico si existen mutaciones de CEBRPA™ 74725,
Desde el punto de vista terapéutico, el reclutamiento de HDAs por en la
patogénesis de las LMA con CBF mutado sugiere el uso de inhibidores de
HDAs para reestablecer la trascripcion, algo experimentalmente ya probado®’.
Este abordaje ya se estd probando en ensayos clinicos®?.

Los reordenamientos de AML1 parecen jugar un papel importante en la
leucemogénesis de la LMA y los SMD secundarios a radiacion y a terapia
antineoplasica®>. Algunos autores han encontrado asociacién con la presencia

de del(7q)®".
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Recientemente, varios grupos ha publicado estudios describiendo una alta
incidencia de mutaciones puntuales somaticas de RUNX1 en pacientes con
SMD especialmente AREB, AREB-t y LMA secundarias®>®%’, Estos pacientes
presentan un prondstico peor que los que no tienen las mutaciones. Un
reciente estudio muestra que los pacientes con SMD/LMA y mutaciones
puntuales de RUNX1 también presentan mas frecuentemente mutaciones en
los genes FLT3, N-RAS, PTPN11 y NF1 y consecuentemente activacion de la
ruta tirosina-kinasa (PTK) dependiente de RAS®. Por todo ello sugieren la

creacion de una nueva categoria llamada SMD/LMA con mutacion AML1.

Mutaciones de RAS

KRAS, NRAS y HRAS constituyen una familia de proteinas acopladoras
de nucledtidos guanina y sus rutas de trascripcion de sefiales son activadas
por multiples receptores de citoquinas hematopoyéticas al unirse su ligando.
Todo ello le confiere a esta familia un papel destacado en la proliferacion y
supervivencia de los progenitores hematopoyéticos®’.

Las mutaciones oncogénicas de NRAS y KRAS estan presentes en
aproximadamente el 25% y el 15% de los pacientes diagnosticados de LMA,
respectivamente. Se trata de mutaciones de nucledtido simple (SNVA) que
suponen substituciones de aminoacidos en los codones 12, 13y 61
inhabilitando la actividad intrinseca GTPasa de RAS y logrando su activacion
intrinseca®. En ausencia de mutaciones, RAS también puede ser activado por

la hiperactividad de rutas como las de KIT o FLT3®".
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El papel prondstico que puedan jugar las mutaciones de RAS en la

LMA no es concluyente en la literatura®°**

pero resulta una diana atractiva
desde el punto de vista terapeutico. RAS requiere una serie de modificaciones
post-traduccién que incluye la adicidon de un residuo lipidico farnesilo que le
premitira la traslocacién a la membrana plasmatica para ejercer su funcién.
Varios inhibidores de la farnesil-transferasa, responsable de este cambio post-
traduccion, se estan probando en ensayos clinicos con diversa fortuna®.
Como ya hemos sefnalado, los pacientes con SMD/LMA y mutaciones de
puntuales de RUNX1 también presentan mas frecuentemente mutaciones en
los genes N-RAS. Algunos autores sefalan que la adquisicion de mutaciones
en RAS estd frecuentemente asociada a la progresion desde SMD a LMA®®,
Esto parece demostrado en un estudio de Shih ef a/en 70 muestras pareadas
al diagndstico de SMD y en el momento de transformacion a LMA al
incrementarse significativamente la frecuencia de estas mutaciones, y las
activadoras de FLT3, en el momento de transformacién®’. La experiencia
publicada en SMD sefala que la presencia de mutaciones de RAS en SMD
primarios y las LMAs secundarias a SMD confiere un peor prondstico®*8,
De forma complementaria, algunos autores han encontrado un incremento en
la expresidn del gen RAB20, de la familia de RAS kinasas, en pacientes con
SMD de novo mediante chips de DNA*'%, | a experiencia clinica en SMD con
inhibidores de la farnesil-transferasa tampoco ha resultado demasiado

brillante objetivandose sblo un 11% de respuestas en un estudio phase II con

Zarnestra( !,
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Mutaciones de KIT

El 80%, aproximadamente, de los blastos de cualquier paciente con
LMA o SMD expresa KIT, un receptor con actividad tirosina-kinasa (TK) para
el ligando stem cell factor (SCF)'%%'1%, Las mutaciones del exén 8 de K77, que
se localizan en su porcidn extracelular, o aquéllas que afectan al codén 816
del dominio de activacion del sitio activo se detectan en el 20-30% de los
pacientes con t(8;21) o inv(16)/t(16;16)***1%, Experimentos /n vitro han
demostrado que las mutaciones de la porcidn extracelular de KIT provocan
una dimerizacion espontanea del receptor y su activacion lo que provoca una
cascada de activacion de efectores como proteina-kinasa activadas por
mitogenos (MAPK) y PIK3 en respuesta al estimulo de SCF!°®. Por otra parte,
las mutaciones del codon 816 inducen la activacién constitutiva de STAT3
(transductor de seiales y activacion de la trascripcién 3) y un aumento en la
expresion de dianas de STAT3 como BCL-XL y MYC. Esta mutacion también
activaria la ruta PIK3/AKT pero no MAPK!?’,

La presencia de mutaciones en el exén 8 de KIT en pacientes con
t(8;21) o0 inv(16)/t(16;16) impacta negativamente en el prondstico al
incrementar la tasa de recaidas®. Estudios recientes sugieren que la
asociacion de inhibidores de tirosina-kinasas competitivos del ATP como
imatinib o dasatinib podria ser ventajosa para este subgrupo de pacientes'%,
Hasta el momento la presencia de mutaciones de c-KIT en los SMD no ha

demostrado un papel prondstico, probablemente por su escasa incidencia.
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Mutaciones de MLL

El gen MLL (leucemia de linaje mixto) localizado en 11923 se fusiona a
diversos genes mediante traslocaciones cromosdmicas en las leucemias
agudas'®. A dia de hoy se han identificado méas de 40 genes distintos como
partners de MLL™. El gen MLL esté codificado por 100 kb de ADN pero casi
todos los puntos de ruptura se localizan en una region de 8.3 kb'!!, La fusion
de extremo aminoterminal del MLL al extremo carboxiterminal del partner
genera una proteina quimérica aberrante clave en la leucemogénesis. La
traslocacion mas comuin que afecta a 11923 en LMA es la t(9;11)(p22;q23)!*?
que crea el transcrito de fusién MLL-AF9 %, Otras traslocaciones frecuentes
son: t(6;11)(g927;923), £(10;11)(p12;923), t(11;19)(g23;p13.1) y
t(11;19)(g23;p13.3) que resultan en los transcritos de fusién MLL-AF6, MLL-
AF10, MLL-ELL 0 MLL-ENL, respectivamente!!*115116.117 'Adem3s de estas
traslocaciones reciprocas, MLL se puede reordenar generando una duplicacién
parcial en tandem, MLL-PTD, que no se detecta por citogenética convencional
y es indetectable por FISH.

En un estudio reciente en 114 pacientes diagnosticados de LMA de novo con
mutaciones de ML.''®, la mediana de supervivencia para los pacientes con
MLL-PTD fue significativamente inferior (3,8 meses) a la de los pacientes con
traslocaciones que afectaban 11923 (9 meses). No se detectaron diferencias
en términos de tasa de RC, SG, duracion de la RC y SLE. Tampoco se
encontraron diferencias pronosticas significativas entre los adultos con MLL-

AF9y cualquier otra traslocacion que afectara a 11g23. Si se encontraron
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diferencias en tasa de RC, duracién de la RC, SLE y SG entre adultos y nifios
con mutaciones del gen MLL a favor de la edad pediatrica.

Los reordenamientos de MLL son muy poco frecuentes en los SMD de novo’”.
Recordemos que la presencia de traslocaciones balanceadas que alteran
11923 son tipicas de las leucemias agudas y sindromes mielodisplasicos
secundarios a agente quimioterapicos y, en concreto, a inhibidores de la
topoisomerasa-II. Se trata de neoplasias mieloides con prondstico muy malo

pero escapan del objetivo de este estudio®°.

Mutaciones de p53

El gen supresor de tumores p53 integra numerosas sefales que
controlan la proliferacion celular normal y la apoptosis. p53 funciona como un
factor de transcripcion al unirse a ciertas secuencias del ADN regulando la
transcripcion de genes diana involucrados en el control del ciclo celular,
reparacion de ADN y apoptosis. En respuesta a cualquier injuria al DNA y
otras formas de estrés, p53 promueve la frenada del ciclo celular en la
transicion G1/S o G2/M o la apoptosis. En condiciones fisioldgicas la actividad
de p53 se encuentra reprimida por MDM2 mediante interaccion fisica de las
dos proteinas, y p53 crea una retroalimentacion positiva sobre la
transcripcion de MDM2 por lo que se considera que estos dos genes se
autoregulan de manera independiente. Hay datos que sugieren que p53
disminuye la expresion de la proteina anti-apoptotica BCL-2 e incrementa la

expresion de la proteina pro-apoptdtica BAX'%!.
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El anti-oncogen p53 se encuentra frecuentemente mutado en las neoplasias
humanas pero nos es frecuente que asi ocurra en la LMA (sdlo 9%). La
mayoria de estas mutaciones son sin sentido (/missense). En LMA, mas del
90% de los pacientes tienen p53 wt, pero si éste esta mutado o eliminado por
delecidn, los pacientes pueden presentar enfermedad quimiorresistente!?%123
y mal prondstico, incluso ha sido descrito como factor prondstico
independiente (p=0.005) 1**12>126 De nuevo, la frecuencia de mutaciones de
p53 esta incrementada en la LMA secundaria a SMD o en los SMD secundarios
a tratamientos antineopldsicos, se encuentra asociada a -5q, -7q**’, -17p*,
ldgicamente, y a cariotipos complejos, edad avanzada y prondstico
infausto®?®,

El papel que p53 pueda estar jugando en la leucemogénesis de los SMD de
novo permanece esquivo. Buena prueba de ello es el amplio rango de
frecuencias reportados en las distintas series (0-25%). Parece que las
mutaciones de p53son mas frecuentes en formas avanzadas de
mielodisplasia’?®. Sin embargo otros autores han encontrado estas
mutaciones en fases mas tempranas de la enfermedad y asociados a
cariotipos complejos**°. La inexistencia de pruebas que demuestren que las
mutaciones de p53juegan un papel prondstico en los SMD se debe, muy

probablemente, a su escasa frecuencia y a lo corta que son las series

publicadas hasta la fecha.
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Mutaciones de PU. 1

Un miembro de la familia ets de factores de transcripcion, PU.1, ha
sido recientemente involucrado, por distintos mecanismos, en la
leucemogénesis. Se trata de un factor transcripcional se encuentra mas
expresado durante el desarrollo hematopoyético y se expresa especificamente
en células mieloides maduras y linfocitos B>, Durante la maduracion
hematopoyética, un conjunto importante de genes incrementa su expresion
debido a la accién de PU.1 especialmente, en la linea mieloide, el receptor de
GM-CSF**2, La sobre-expresion de PU.1 en progenitores eritroides bloquea su
diferenciacion y genera una eritroleucemia en modelos murinos*>. El bloqueo
de la expresion de PU.1 por métodos moleculares conduce a un fallo de
maduracién mieloide y la produccién in vitro de colonias mieloides®**.
Experiencias en ratones con disrupcion de ambos alelos de PU.1 muestra
serios defectos en la maduracion mieloide y linfoide dandose ausencia de
macrofagos, linfocitos B y una aparicion retrasada de neutrdfilos'®. La
reduccién de un 80% en la expresion de PU.1 en ratones es suficiente para
causar LMA en ratones*®. A nivel clinico, parece que existe una relacién
inversa entre la expresion de Flt3y la de PU.1. La sobre-expresion de PU.1
suprime la expresidn del gen promotor de F/t3*. Por otra parte, aunque no
es objeto de este estudio, PU.1 esta claramente suprimido por PML/RARa en
la LPA'®,

Diversos grupos han reportado frecuencias variables de mutaciones de PU.1
en series de pacientes'* %, Hasta el momento no se ha establecido su papel

pronostico en la LMA ni en los SMD.
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Mutaciones de nucleofosmina

La nucleofosmina (NPM) es una proteina de transporte nucleo-
citoplasmatica codificada por el gen NPM1 localizado en el cromosma 5g35.
Fisioldgicamente participa de la ribogénesis y la duplicacion centrosdmica,
regula la ruta del gen supresor de tumores de Patron Alternativo de Lectura
(ARF) relacionado con p53 y juega un papel estelar en la embriogénesis y el
mantenimiento de la estabilidad genémica'*!. Las mutaciones del extremo
carboxiterminal de NPM que permite su presencia andmala en el citoplasma
se ha detectado en el 35% de los pacientes con cariotipo normal. Este
fendmeno se ha establecido recientemente como factor prondstico favorable
al predecir una buena respuesta a la quimioterapia de induccién®*.

Se desconoce la incidencia y el papel prondstico de este factor en los SMD y

sélo existen reportes anecddticos'*.

Mutaciones de FIt3

El gen no mutado (wild type o wt) fit3, conocido también por tirosina-
kinasa fms-like 3, codifica un receptor con actividad tirosina-kinasa de clase
IIT que se expresa casi exclusivamente en células hematopoyéticas de manera
fisioldgica. La tirosina-kinasa fms-like es clave en la proliferacion de la células
troncales, su diferenciacién y supervivencia**.

La presencia de mutaciones de fIt3 han sido implicadas, /n vitro, en la

leucemogénesis'*. Estas mutaciones determinan que FLT3 permanezca
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constitutivamente activado fosforilando proteinas responsables de la
transduccion de sefiales de distintas vias. Dianas de esta actividad intrinseca
tirosin-kinasa son STAT5 y la ruta de Ras/MAPKs, incluyendo C-jun y C-raf*
lo que conduce al fenotipo maligno. Las mutaciones mas frecuentes de 77t3
son las duplicaciones internas en tandem (ITD), que es ademas la mutacion
mas frecuente descrita en la LMA del adulto, presente en un 20-30% de los
pacientes. Esta mutacion afecta al dominio juxtamembranoso'* de flt3 y
reduce la expresion de CEBPA, PU.1 y tirosina-fosfatasas (PTPs) implicadas en

la diferenciacion mieloide*®

. En las mutaciones puntuales simples como
D835, D836 0 Y842C se produce un cambio en el sitio de activacion del
segundo dominio tirosina-kinasa'***°, La mutacién ITD ha demostrado, en
general, conferir mal prondstico en LMA™!, La mutacién D835 es menos
frecuente (6%) y su perfil prondstico esta menos definido, incluso en grandes
series de pacientes, probablemente por su baja incidencia y al ser distinto el
mecanismo de trasduccién de sefiales implicado'®*1°31>315% Recientes
abordajes con tecnologia de chips de DNA han permitido redefinir grupos
pronosticos para la SLE en base a la ratio de expresion de los genes RUNX y
ATRX, independientemente de si se trata de mutaciones en ITD o puntuales
del dominio de activacién®>®. Existe un grupo pequefio de pacientes (1-2%),
pero significativo, que expresa ambas mutaciones>®. También se han descrito

mutaciones puntuales que afectan al exén 14>’

pero se desconocen sus
implicaciones fisopatoldgicas. Ademas, se han descrito un mecanismo
autocrino de estimulacién mediada por flt3-ligando en algunos pacientes

diagnosticados de LMA. En estos pacientes se detectan altos niveles de
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expresion de flt3, pero en ausencia de mutaciones, y sobreexpresion de flt3
Wt158.

Ahondando en el punto de vista prondstico diversos estudios han demostrado
que la mutacién FLT3/ITD esta asociada a un riesgo incrementado de recaida
y de supervivencia recortada para un grupo de pacientes que, de otro modo,
habrian sido clasificados, erroneamente, con riesgo idéntico al de los
pacientes con cariotipo normal*!*%1%0 Un meta-andlisis reciente muestra
que el cociente de riesgo (hazard ratio) para la SLE es de 1,88 (intervalo de
confianza 95%: 1,58-2,23; p<0,001) para cualquier mutacién de FLT3, 1,86
(intervalo de confianza 95%: 1,52-2,29; p<0,001) para FLT3/ITD y de 1,90
(intervalo de confianza 95%: 1,40-2,60; p<0,001) para las mutaciones
puntuales del dominio de activacion de FLT3®!, También el tamafio de la
regién amplificada en ITD parece tener importancia prondstica ya que este
puede variar de 3 a cientos de nucledtidos siendo peor cuanto mayor (>40
nucledtidos) sea dicha regién amplificada'®. Los pacientes con niveles bajos o
nulos de FLT3 wt parecen tener un prondstico particularmente infausto'®. De
forma interesante se ha visto una correlacién positiva entre la presencia de
mutaciones de FLT3 y conocidos marcadores prondsticos negativos “clasicos”
en la LMA como leucocitosis, porcentaje de blastos en sangre periférica y
médula dsea, y niveles séricos de LDH™"1¢%,

Por otra parte, la presencia de mutaciones FLT3/ITD parece también influir el
pronostico de los pacientes jovenes sometidos a trasplante alogénico. En un
estudio de de Labarthe et a/ FLT3/ITD es descrito como el factor prondstico
peyorativo principal para obtener una segunda remision completa y la

supervivencia®®. Los autores abogan por adelantar la consideracién de estos
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pacientes para trasplante alogénico en la primera RC. Esta conclusién parece
refrendada por el trabajo de Gale et a/ del grupo MRC en 1135 pacientes
diagnosticados de LMA®, Sin embargo, FLT/ITD carece de valor prondstico
en los pacientes autotrasplantados en primera RC!*’. Se ha confirmado que
FLT3/ITD confiere mal prondstico en la LMA en edad pediatrica®®® pero su
papel es irrelevante en nifios que presentan t(8;21)%°. También se estan
empleando los niveles de expresion de FLT3 como un marcador valido de
enfermedad minima residual (EMR) pero con resultados controvertidos ya que
sélo la PCR especifica para FLT3/ITD resulta de interés!’%!’!, Un estudio
reciente ha correlacionado positivamente otro marcador genético prondstico
de LMA , NPM-1, ya analizado en esta monografia, con FLT3/ITD. La no
presencia de FLT3/ITD en pacientes con mutaciones de NPM-1 confiere un
prondstico favorable!’?,

El significado prondstico de FLT3/ITD en SMD parece poco relevante,

173,174 " aunque si parece bien

especialmente por su escasa incidencia
establecido que se daria mas frecuentemente en pacientes con SMD
avanzado, por ejemplo, AREB, seria una lesién genética adquirida tardiamente
en la patogénesis y se asocia a mutaciones de RAS”. Algunos autores han
encontrado una asociacion positiva entre la presencia de mutaciones de
FLT3/ITD, una rapida progresion a leucemia aguda y una supervivencia mas

175176 " En relacion con este dato y a favor de un posible mecanismo de

corta
autoretroalimentacion en fases avanzadas de la enfermedad, se ha visto que
los pacientes con AR son los que expresan, mediante ELISA, mayores niveles

de FLT3 ligando””’,
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Desde el punto de vista terapeltico ya existe amplia experiencia, al menos en
forma de ensayos clincos fase I y II, con inhibidores de FLT3. Varios nuevos
compuestos estan demostrando una moderada actividad antileucémica como
Tandutinib (MLN518/CT53518)8, SU5416'”° 0 mas marcada como el
SU11248'% o CEP-701'8, PKC412 ha demostrado un perfil de eficacia y
toxicidad interesante en pacientes no tratables con quimioterapia
convencional por razones de edad o comorbilidad®®?. Se ha demostrado, /n
vitro, que la coexistencia de mutaciones ITD vy las puntuales del dominio de
activacion confiere resistencia a los inhibidores de FLT3 gracias a
hiperfosforilacion constitutiva de STATS5, pero esta resistencia es reversible en
combinacién con rapamicina'®>. Ya se empiezan a describir, como con otros
farmacos frente a dianas moleculares, algunas mutaciones de FLT3 que
confieren resistencia clinica a estos compuestos. Un ejemplo de estos
mecanismos de resistencia es N676K, en el dominio kinasa de FLT3, que

confiere resistencia a PKC412'%4,

Expresion de SHP-1 (PTPN6)

La proteina-tirosina fosfatasa (PTP) SHP-1 esta codificada por el gen
PTPN6'y se localiza en el brazo corto del cromosoma 12. Se expresa
predominantemente en las células hematopoyéticas y juega un papel clave en
la contrarregulacion de ciertas rutas de trasduccion de sefales a partir de la
uniodn de citokinas y factores de crecimiento a sus receptores en la superficie

celular. Este es el mecanismo contrarregulador descrito para la eritropoyetina,
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interleukina-3, interferon-a, interferon-3, factor estimulador de colonias-1
(CSF-1), factor de células troncales (SCF), TCR y BCR18>186:187,188,189,190

La pérdida de su funcidon mediante mutaciones de ocurrencia natural como el
caso de los ratones “apolillados” (motheaten) o por la pérdida de su sitio de
unidn en el extremo carboxiterminal del receptor eritropoyetina en policitemia
familiar va acompanados de hiperporliferacion y activacién anormal de las
células mieloides, monocitoides y ertroides'®!'!%?, Estas anomalias se han
repetido cuando se expresaron formas dominant-negative de SHP-1 en células
totipotenciales embrionarias®>.

Desde el punto de vista clinico no conocemos, en toda su extension, la
importancia que la expresion de SHP-1 puede tener en la patogenia de las
neoplasias mieloides. Se han descrito errores de transcripcion como
hiperedicién y splicing alternativo en pacientes diagnosticados de LMA'%*,
Cuando los pacientes alcanzaron remision completa se redujo dramaticamente
la frecuencia de estos acontecimientos. Por otra parte se ha descrito la
metilacion aberrante del promotor de PTPN6 en un 11% de pacientes con
LMA®®®, Otro posible mecanismo de pérdida de funcién de SHP-1 descrita en
pacientes con LMA son las mutaciones missensey los polimorfismos de
nucledtido simple (SNP)*,

Recientemente, Chen et '’ al han propuesto un nuevo mecanismo de
leucemogénesis implicando las dos Ultimas rutas expuestas en esta memoria.
Segun estos autores la activacion constitutiva de la actividad tirosina-kinasa,
cuando se encuentra presente la mutacién FLT3/ITD, no solo incrementa el
contenido citoplasmatico de proteinas fosforiladas en residuos tirosina lo que

conduce a un incremento en la proliferacion y supervivencia de los blastos, si
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no que ademas se suprimiria el mecanismo contrarregulatorio que supone la

actividad de la tirosina-fosfatasa SHP-1.

Hasta el momento, se desconocen las implicaciones que podrian tener la

expresion de SHP-1 y su modulacién por las mutaciones activadoras de FLT3

en el prondstico de los pacientes con neoplasias mieloides.

Tabla 3. Anomalias genéticas detectadas frecuentemente en pacientes

diagnosticados de neoplasias mieloides y su significacion prondstica.

Anomalia genética

Importancia prondstica

Bibliografia seleccionada

Efecto negativo

FLT3/ITD SG y DRC sig. mas corta. 157
FLT3!D/* SLE y SG sig. més corta. 164
MLL DPT SG sig. mas corta. 119
Mutacion KIT t % recaidas. 90
Mutacion p53 Quimiorresistencia 124
Efecto positivo

Mutaciones CBF DRC y SG sig. mas larga 79
Mutaciones NPM-1 | 1 % RC 143
No concluyente

Mutaciones RAS 92,94
Desconocido

PTPN6 195

Abreviaturas: SG, supervivencia global; DRC, duracién de la remision completa; SLE,

supervivencia libre de enfermedad; RC, remision completa; ITD, duplicacion interna en
tandem; DPT, duplicacion en tandem.
* Pacientes con neoplasias mieloides FLT3/ITD que carecen de expresion de alelo wild-type.
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B. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

|. HIPOTESIS DE TRABAJO.

En pacientes diagnosticados de LMA de novo, la presencia de
mutaciones de FLT3 que confieren una actividad intrinseca tirosina-kinasa
esta asociada a un riesgo incrementado de recaida, una supervivencia
recortada y permite la segregacion de un grupo de pacientes con peor

pronostico a pesar de tener citogenética normal.

La expresion de la proteina-tirosina-fosfatasa SHP-1 esta disminuida en
los pacientes con sindromes mielodisplasicos, esta disminucion en la
expresion es mayor en los pacientes con SMD mas avanzados Yy tiene un
impacto prondstico significativo en la progresion de enfermedad y en la

supervivencia global.

De acuerdo con el modelo de leucemogénesis en neoplasias mieloides
propuesto por Chen et al'*®® los pacientes diagnosticados de neoplasias
mieloides portadores de mutaciones activadoras de FLT3 tienen abolida o
disminuida la expresion del gen PTPN6 lo que confiere un peor prondstico al
tratarse de entidades mas agresivas caracterizadas por una gran masa

tumoral y leucocitosis.
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II. OBJETIVOS.

1. Demostrar, en pacientes diagnosticados de neoplasias mieloides de

novo, que la presencia de mutaciones activadoras de FLT3 supone un

factor prondstico desfavorable especialmente para aquellos pacientes

con cariotipo normal.

2. Demostrar que la expresion del gen PTPN6 se encuentra disminuida o

abolida en las células hematopoyéticas de los pacientes diagnosticados

de neoplasias mieloides, que ésta se encuentra en relacién con el
estadio de enfermedad y constituye un factor prondstico en la

evolucion de los sindromes mielodisplasicos.

3. Demostrar que la presencia de mutaciones de FLT3, especialmente
FLT3/ITD, supone la supresidon o reduccidn de la expresion del gen

PTPN6 en pacientes con neoplasias mieloides.

4. Demostrar que la coincidencia en determinados pacientes de ambas
lesiones moleculares permite definir un subgrupo de neoplasias
mieloides con caracteristicas bioldgicas y clinicas agresivas con un

impacto prondstico negativo.

43



C. METODOS DE ESTUDIO

ESTUDIOS CLINICOS

La recogida de datos clinicos de esta tesis doctoral se realizd mediante:
1) seguimiento y evaluacién clinica de los pacientes durante el ingresoy 2)
seguimiento en consultas externas. La evaluacion clinica incluyé analitica
rutinaria (hemograma y bioquimica) asi como aspirado y/o biopsia de médula
Osea al diagndstico y al dia +14 tras el inicio de la terapia de induccion, en el
caso de los pacientes tratados; y , 2) revisidon de la historia clinica previa. Los
338 pacientes estudiados provenientes de 5 Instituciones Espafiolas y 2
norteamericanas fueron clasificados segun la propuesta FAB (French-
American-British)!, la clasificacidn de la OMS* y el IPSS'°. Al diagndstico,
244 pacientes presentaban una LMA de novo no promielocitica, 19 pacientes
con LMA-M3, 25 pacientes con LMA secundaria (de los cudles nueve eran
secundarios a terapia previa y 16 a SMD) y 50 pacientes diagnosticados de
SMD no evolucionados a AML. Los pacientes que fueron tratados por LMA de
novo no promielocitica fueron incluidos en diferentes esquemas de
quimioterapia de induccién fundamentalmente antraciclinas mas citarabina,
con o sin etopdsido. El tratamiento posterior se planificd de acuerdo con la
respuesta en el dia +14 y la citogenética al diagndstico. Brevemente, los
pacientes con cariotipo normal, t(8;21) o inv(16) y buena respuesta a la
quimioterapia en el dia +14 (<5% de blastos en una médula hipoplasica) se
les dio una quimioterapia de consolidacién y fueron autotrasplantados. Los

pacientes que no movilizaron no recibieron tratamiento adicional. El trasplante
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alogénico fue reservado para pacientes sin cariotipo favorable. El trasplante
de donante no emparentado se autorizd en aquellos pacientes con cariotipo
de alto riesgo como las alteraciones del cromosoma 5 6 7. Los pacientes
tratados por SMD incluidos en este estudio recibieron el esquema FLAG-IDA-
97 de PETHEMA®. El resto de pacientes no tratados con quimioterapia solo

recibid tratamiento de soporte.

Todos los datos se almacenaron para su posterior analisis en una base de

datos MS Access 2003 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, EEUU).

ESTUDIOS CITOGENETICOS

A partir de muestras de aspirado de médula dsea se practicé un
cultivo, a corto plazo, segun las recomendaciones del International System for
Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN, 1995)'%°. Se estudiaron, al menos,
20 metafases por muestra. Se establecieron grupos de riesgo citogenético
para los pacientes diagnosticados de LMA de acuerdo con los criterios de
MRC" y para los pacientes diagnosticados de SMD se siguieron los criterios

del IPSS!O,

45



ESTUDIOS MOLECULARES

Los métodos de estudio molecular empleados en esta tesis han sido:
PCR convencional, RT-PCR, PCR cuantitativa o rea/-time PCR (RQ-PCR) y
DNA fingerprinting con endonucleasas de restriccion.
A partir de muestras de aspirado de médula dsea, y en las 24 hrs siguientes a
su obtencion, se realizo el aislamiento de la capa mononuclear mediante
centrifugacion basada en gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque
(Pharmacia, Upsala, Suecia). La células recogidas se suspendieron en una
solucion de tiocianato de guanidino y se almacenaron a -80°C. El ADN se aisld
mediante el procedimiento salino descrito por Miller et al°®. El ARN se aisld
mediante el procedimiento fenol-cloroformo descrito por Chomczynski and
Sacchi®®’. Para la RT-PCR, 0,5 ug de ARN fue sometido a una trasncripcion
reversa mediante TagMan Gold RT-PCR Kit (PE Applied Biosystems, Foster

City, CA, EEUU).
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Deteccion de FLT3/ITD

Se realizd mediante PCR convencional gracias a los cebadores descritos
por Nakao et al.?® y electroforesis en gel de agarosa al 1,5% tefiido con

bromuro de etidio. (Figura 1)
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% para la deteccion de

fragmentos de distinto tamano de FLT3/ITD tras PCR especifica.
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Deteccion de la mutacion FLT3/D835

Para la deteccion de la mutacidon FLT3/D835 se amplificd, sobre
muestras de DNA, una region de 114 pares de bases del exén 17 del gen
FLT3 empleando los cebadores 17F y 17R descritos por Yamamoto et al**°. El
producto amplificado fue, a continuacion, digerido por la endonucleasa de
restriccion EcoR V (Promega, Madison, WI, EEUU). Cuando el exén 17 WT era
el amplificado, la digestion producia dos fragmentos de 68 y 46 pares de
bases. La presencia de mutaciones D835 o 1836 impide la digestion del
fragmento amplificado mostrando un producto de 114 pares de bases y
también los fragmentos de 68 y 46 pares de bases del alelo WT (Figura 2). En
casos dudosos se confirmé la presencia de FLT3/D835 mediante
secuenciacion con el hardware ABI PRISM 7300 Sequence Detection

Instrument (Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU).
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% para la deteccién de
FLT3/D835. La amplificacion de una region de 114 pares de bases del exon 7
y su posterior digestién con EcoR V genera dos fragmentos de 68 y 46 pares
de bases en el caso del WT (carrera wild). Si existe mutacion D835 o 1836

(carrera Mt) no se produce la digestién del alelo mutado.
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RQ-PCR de SHP-1 (PTPN6)

La PCR cuantitativa en tiempo real del gen P7TPN6 se realizd mediante
el ABI PRISM 7300 Sequence Detection Instrument y su software ad Aoc. Los
niveles de expresidon génica fueron normalizados al gen housekeeping GAPDH.
Las sondas especificas TagMan[J y los cebadores especificos para el gen
diana y el control estaban disponibles comercialmente (Assay-on-Demand(]
Gene Expression Products, Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU). Dichas
cuantificaciones se realizaron en tubos aparte para cada gen y por duplicado
para cada muestra. Se empled el software TagManO para el calculo del valor
dintel (C¥) (Figura 3) de cada muestra segun las recomendaciones del
fabricante. Se emplearon las medias de las replicas para el calculo del Ct La
expresion génica fue calculada mediante el método 2. Basicamente, se
restd a la expresion del gen de interés (PTPN6) el del control GAPDH vy se

expresd como ACt A continuacion se elevo 2 a -ACt
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Figura 3. Captura de pantalla del software ABI-PRISM 7300 System SDS

mostrando las curvas de amplificacién de la RT-PCR de los PTPN6 y GAPDH

en pacientes diagnosticados de LMA y SMD.
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ESTUDIOS INMUNOHISTOQUIMICOS

Se emplearon biopsias de médula dsea al diagndstico. Las médulas
fueron fijadas, descalcificadas e incluidas en parafina mediante protocolos
estandar y se realizaron las técnicas histoldgicas e histoquimicas rutinarias

como parte del proceso diagnostico del paciente.

Inmunohistoquimica para SHP-1

Sobre cortes de biopsias de MO de 5um de grosor se emplearon
técnicas estandar de inmunohistoquimica con un anticuerpo policlonal de

conejo anti-SHP-1 disponible comercialmente (Santa Cruz Biotech, Santa

Cruz, CA, EEUU) diluido al 1:200. Como anticuerpo secundario se empled una

IgG anti-conejo conjugado con peroxidasa (Dakocytomation, Glostrup,
Dinamarca) y se reveld con DAB (Vector Labs, Burlingame, CA, EEUU).

(Figura 4).
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Figura 4. Tincion mediante inmunohistoquimica de SHP-1 en la médula 6sea

de: un control sano (A), un paciente diagnosticado de anemia refractaria (AR)
(B), un paciente diagnosticado de anemia refractaria con exceso de blastos-I

(AREB-I)(C), y un paciente diagnosticado de LMA secundaria a SMD(D).
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ESTUDIOS ESTADISTICOS

La correlacion entre variables cuantitativas se realizd mediante los tests
de Spearman y Pearson. Para determinar la correlacion entre variables
cualitativas se empled el test de Fisher. Para la estimacion de la supervivencia
global, SLE, DRC y tiempo a la progresion (TTP) se empled el método de
Kaplan-Meier y para las comparaciones entre grupos se utilizd el test log-rank
y el log-rank estratificado. El analisis multivariante se realizé segun el modelo
de riesgos proporcionados de Cox. Las diferencias entre grupos se
consideraron significativas si p< 0.05 en un test de dos colas.

Los analisis estadisticos presentados en estos trabajos se han realizado bajo
las plataformas BMDP Statistical Library (BMDP Statistical Software, Los
Angeles, CA, EEUU) y SPSS 13.0 Statistical package (SPSS Inc, Chicago, IL,

USA).

Consideraciones éticas

La recogida de datos clinicos, muestras bioldgicas y participacion en
ensayos clinicos terapéuticos expuestos en esta memoria han requerido el
consentimiento informado de los pacientes y la aprobacion de los Comités
Eticos de los Centros participantes en estos estudios (Hospital La Fe, Valencia;
Scripps Clinic, La Jolla, CA, EEUU; Hospital General Universitario, Alicante;

Hospital Dr Peset, Valencia; Hospital Universitario Reina Sofia, Cérdoba).
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D. RESULTADOS

INCIDENCIA DE LAS MUTACIONES DE FLT3

El analisis de mutaciones de FLT3 fue realizado en 208 pacientes,
resultando positivo en 52 casos. La forma mas frecuente fue la internal
tandem duplication o ITD, 32 pacientes, siendo 8 los casos que presentaban
mas de una ITD. 16 pacientes presentaron la mutacién D835 y en 4 pacientes
se daban ambas mutaciones. Cuarenta (24%) de los 166 casos de LMA de
novo tenian mutaciones afectando FLT3 (24 ITD, 12 D835 y 4 ITD+D835). En
los 19 casos de promielocitica, 8 pacientes presentaban alteraciones de FLT3
(6 casos ITD y 2 casos D835). En pacientes con leucemia secundaria 4/23
casos presentaron alguna clase de mutacién del FLT3 (2 casos ITD y 2 casos
D835).

La secuenciacion de las 10 muestras que presentaban la mutacion D835
permitié identificar cuatro mutaciones distintas siendo D835Y la mas
frecuente (Tabla 4), seguida de D385H y anecddticamente se encontraron

otras mutaciones como D835V y D835A.
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Tabla 4. Descripcion del espectro de mutaciones de FLT3 D835.

Mutacion n Cambio aa
GAG - TAT 5 Asp - Tyr
GAT - CAT 3 Asp - His
GAT-GTT 1 Asp - Val
GAT - GCT 1 Asp - Ala

ALTERACIONES DE FLT3 Y CARACTERISTICAS AL DIAGNOSTICO
DE AML de novo

La presencia de FLT3 ITD se asocid con hiperleucocitosis (p< 0,0001),
citogenética de riesgo intermedio (p=0,03) y particularmente con el cariotipo
normal (p=0,04). No se encontraron asociaciones de caracteristicas clinicas
con las mutaciones D835. Los cuatro pacientes con ITD y mutaciones de
D835 tenian recuentos superiores a 50 x10%/L y un cariotipo por otra parte
normal. También es destacable que en 5/7 pacientes que presentaban alguna
alteracion adicional a ITD también presentaban hiperleucocitosis y cariotipo

normal al diagnostico. (Tabla 5)
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Tabla 5. Caracteristicas clinicas de los pacientes diagnosticados de LMA de

novo.
Variables FLT3 wt Mutacién FLT3
n % n % p
Casos 126 40
Edad
<20 18 14,3 4 10 ns
21-50 39 31,0 18 45
>50 69 54,8 18 45
Leucos (x10%/L)
<10 62 49,2 4 10,0
10-50 39 31,0 17 42,5 <0,0001
>50 25 19,8 19 47,5
Hemoglobina (g/dL)
<10 78 61,9 29 72,5 ns
>10 48 38,1 11 27,5
Plaquetas (x10°/L)
<50 55 44,0 21 52,5 ns
>50 70 56,0 19 47,5
Subtipo FAB
MO 5 4,0 2 5,0
M1 33 26,2 14 35,0
M2 44 34,9 7 17,5 ns
M4 17 13,5 9 22,5
M5 18 14,3 6 15,0
M6 4 3,2 0 0,0
M7 2 1,6 0 0,0
Inclasificables 3 2,4 2 5,0
Riesgo citogenético
Bajo 14 12,6 0 0,0
Intermedio 81 73,0 31 93,9 0,03
Alto 16 14,4 2 6,1
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INFLUENCIA DEL ESTADO MUTACIONAL DE FLT3 EN LA
EFICACIA TERAPEUTICA EN PACIENTES DE LMA NO
PROMIELOCITICA

Las mutaciones que afectaban a FLT3 no tuvieron ninguna influencia
en la respuesta a la quimioterapia de induccién (Tabla 6). La curva actuarial a
los tres afos en términos de SLR (Supervivencia libre de recaida) para la
cohorte completa fue de 40 + 5%. Las mutaciones de FLT3 se asociaron con
una SLR mas corta a los tres afios (41 + 12% en el caso de ser positivas para
ITD; 14 + 12% en el caso de la mutacién D835; y 43 + 6% en el caso de no
presentar mutaciones)(Figura 5A). Cuando se realizd este mismo analisis por
subgrupos de riesgo citogenético, los pacientes con riesgo intermedio y FLT3
mutado presentaron una SLE mas corta (ITD 30 + 10%, D835 17 + 11%, no
mutacién 36 + 6%)(Figura 5B). La SLR en los pacientes diagnosticados de
LMA positivos para mutaciones fue de 17 + 14%; 38 + 20% y 47 + 19% si los
pacientes habian sido tratados solo con quimoterapia, trasplante autdlogo y
alogénico respectivamente, mientras que los pacientes sin mutaciones estas
cifras se trasformaron en 27 + 9%, 54 + 37% y 60 + 15% respectivamente.
Aunque estas diferencias mostraban una tendencia no fueron
estadisticamente significativas. Los pacientes que presentaban ambas
mutaciones, es decir, D835 e ITD, habian muerto ya al realizar este analisis,
uno durante la induccidn, y los otros tres tras recaida a los dos, cuatro y seis

meses post-remision.
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Tabla 6. Resultado clinico de los pacientes con AML de novo.

Caracteristicas FLT3 wt FLT3 mutado p
clinicas
n % n %
Respuesta a
induccion
RC 81 77,9 28 73,7
Fallo
Resistencia 15 14,4 6 15,8 N.S.
Muerte 8 7,7 4 10,5
Tratamiento
postinduccion
QT 37 45,7 13 46,4
AutoTPH 28 34,6 7 25 N.S.
AloTPH 16 19,8 8 28,6
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Figura 5. Panel A. Analisis Kaplan-Meier de la SLR en pacientes diagnosticados
de LMA de novo, no promielocitica, segun si presentaban FIt3 sin mutaciones,
FIt3 con mutaciones ITD o D835. Panel B. Analisis Kaplan-Meier de la SLE en
el subgrupo de pacientes con citogenética intermedia segun si presentaban

FIt3 sin mutaciones, FIt3 con mutaciones ITD o D835.
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CORRELATO CLINICO DE LA EXPRESION MEDIANTE
INMUNOHISTOQUIMICA DE LA PROTEINA TIROSINA FOSFATASA
SHP-1 EN BIOPSIAS DE MEDULA OSEA DE PACIENTES
DIAGNOSTICADOS DE SMD

En este analisis se contd con 45 pacientes de los que se disponia de
biopsia de M.O. al diagnostico. Tras una mediana de seguimiento de 15
meses (extremos, 0-153 meses) 16/45 pacientes habian progresado, nueve
de ellos a LMA, con una mediana de tiempo a la progresion (TTP) de 12
meses (extremos, 0-152 meses). La pérdida de expresién de SHP-1 era
especifica de la estirpe mieloide en cinco pacientes (12,5%) y era especifica
de la estirpe megacariocitica en 6 pacientes (15%).

Si menos del 50% de la serie megacariocitica se tefiia para SHP-1, el TTP era
menor, siendo 5,3 y 6,9 meses el tiempo de progresién a leucemia de dos de
estos pacientes. Sin embargo en el caso de que el paciente presentara en la
biopsia de MO mas del 50% de las células de la estirpe megacariocitica con
actividad SHP-1, determinada por inmunohistoquimica, un 25% de los
pacientes progresaron a LMA en 18,5 meses (p < 0,01). También se observo
una correlacion entre la expresion de SHP-1 en la serie mieloide y el TTP
(Tabla 7 y Figura 6).

La aplicacidn de la Clasificacion de la OMS (p < 0,001) y de la clasificacién
FAB (p < 0,001) resultaron validas como factor pronostico respecto al TTP, lo
que ya ha sido ampliamente respaldado en innumerables series
internacionales. Sin embargo no se ha podido reproducir en este sentido el

impacto del IPSS en esta serie.
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La aplicacion del modelo de regresidon de Cox univariante a esta serie de
pacientes ha demostrado el impacto positivo que la expresion de SHP-1 en
megacariocitos, en términos cuantitativos (= 50% frente a < 50%), tiene en
el TTP (hazard ratio (HR)= 0,185; intervalo de confianza del 95%, 0,030-
0,610; p=0,009). Se observd el mismo efecto al estudiar la expresion de SHP-
1 en la estirpe mieloide (hazard ratio (HR)= 0,140; intervalo de confianza del
95%, 0,027-0,728; p=0,019). Al estudiar la expresién de SHP-1 en conjunto
en células mieloides y megacariocitos (= 50% vs < 50%) se observo también
un impacto pronostico en el TTP (hazard ratio (HR)= 0,140; intervalo de
confianza del 95%, 0,027-0,728; p=0,019). El analisis multivariante del TTP
establecio la expresion de SHP-1 en los megacariocitos como Unico factor
pronostico independiente en el tiempo a la progresion (TTP) (p=0,026).

La supervivencia global (SG) era reducida en aquellos pacientes en los que

< 50% de las células mieloides presentaban positividad para SHP-1 por
inmunohistoquimica (mediana de supervivencia 10 meses frente a 37,5 meses
en los pacientes con > 50% células mieloides positivas para SHP-1) (p <
0,001). Esta influencia prondstica en la SG también se constatd en la serie
megacariocitica (mediana de supervivencia de 10 meses frente a 52 meses en
los pacientes con < 50% de células megacariociticas positivas para SHP-1 y
en los que tenian > 50% células megacariociticas positivas para SHP-1,
respectivamente) ( p< 0,001).

La correlacién entre la expresién de SHP-1 en megacariocitos (= 50% vs <
50%) con la SG también se analizd mediante una regresion de Cox resultando
estadisticamente significativa (HR 0.053; IC 95%, 0.009-0.301; p= 0.001). El

mismo analisis para la SG se realizd con la expresion de SHP-1 en serie
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mieloide con el siguiente resultado estadisticamente significativo: HR 0.073;

IC 95%, 0.014-0.370, p= 0.002.
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Figura 6 (Siguiente pagina). Curvas Kaplan-Meier comparando: (A) el TTP en
pacientes con <50% o >50% de megacariocitos positivos para SHP-1, (B)
TTP segun expresion de SHP-1 en células mieloides, (C) TTP segun expresion
de SHP-1 en ambos linajes celulares, (D) SG y expresién de SHP-1 en
megacariocitos, (E) SG segun la expresion de SHP-1 en células mieloides, (F)

SG segun la expresidon de SHP-1 en ambos linajes celulares.
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Tabla 7. Valor prondstico de las caracteristicas individuales del IPSS, del

propio IPSS y la inmunohistoquimica de SHP-1.

N° Mediana P Mortalidad | 7iempo a la
Pacientes | supervivencia [N (%)] progresion
(en meses) 25%
pacientes
(meses)
Células
mieloides
positivas
SHP-1
< 50% 4 10 3(75) 5
> 50% 29 37,5 < 0,001 14 (48) 16,5
Megacariocitos
positivos
SHP-1
<50% 6 10 4 (67) 5
> 50% 27 52 < 0,001 13 (48) 185
Megacariocitos
y células
mieloides
positivas
SHP-1
< 50% 4 10 3(75) 5
> 50% 29 37,5 <0,001 14 (48) 16,5
Citogenética
Buena 11 56,5 5 (45,5) 185
Intermedia 7 27 5(71,5) 7,5
Mala 1 7,5 < 0,001 1 (100) 7
N° citopenias
0-1 7 32,5 4(57) 185
2-3 22 33,5 N.S. 11(50) 10,5
% Blastos
<5 11 57 5 (45,5) 185
5-10 9 12 5 (55,5) 7
11-20 7 27 4 (57) 11,5
21-30 1 33,5 N.S. 1 (100) N.D.,
IPSS
Bajo 3 57 2 (66,5) 185
Int-I 3 N.A. 0(0) N.D.
Int-IT 10 17 6 (60) 85
Alto 2 7,5 N.S. 2(100) 7

N.S. No significativo estadisticamente.
N.D. No disponible
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IMPACTO PRONOSTICO DE LA COEXISTENCIA DE MUTACIONES
ACTIVADORAS DE FLT3 Y SUPRESION DE LA EXPRESION DEL
GEN PTPN6 EN PACIENTES CON NEOPLASIAS MIELOIDES.

Para valorar el posible impacto prondstico que la presencia de
mutaciones activadoras de FLT3 y los niveles de expresion de SHP-1 pudieran
tener en las neoplasias mieloides, se estudiaron 85 pacientes diagnosticados
de LMA y SMDs. Las caracteristicas demograficas de los pacientes se resumen
en la Tabla 8. Se obtuvieron muestras consecutivas de pacientes desde
noviembre de 1999 a septiembre de 2005. Los resultados del analisis de
mutaciones de FIt3 y los niveles de expresién de SHP-1 aparecen en la Tabla
9y en la Figura 8, aunque en dos pacientes se desconocia el estatus de FIt3.
Debido a la alta variabilidad interindividual de los datos presentados se ha
optado por realizar las graficas en escala logaritmica. La mediana de los
niveles de expresion de SHP-1 en las muestras de pacientes con blastos
leucémicos fueron considerablemente menores que en las muestras de células
CD34+ de donantes sanos. La expresién mas baja de SHP-1 se detectd en los
pacientes que presentaban mutaciones del FIt3 (p=0,001) (Véase Tabla 9 y

Figura 8).

La tasa de RC fue superior en el grupo de pacientes que tenian una
citogenética de riesgo bajo/favorable o intermedia (62,5% y 69,2%,
respectivamente) frente a los pacientes cuya citogenética era desfavorable o
de alto riesgo (36,8%), pero las diferencias no fueron estadisticamente
significativas. El analisis univariante a largo plazo reveld que la mortalidad fue
superior en aquellos individuos mayores de 60 afos (86,5%) frente a
individuos mas jovenes, < 60 afos, 86,5% frente a 64,6% (p=0,035).
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También la masa tumoral muestra un impacto prondstico en la mortalidad, ya
que un 84% de los pacientes que tenian > 50% de blastos en M.O. habian
muerto a fecha del ultimo control frente a una tasa del 70% en el resto de
casos (p=0,008). También se ha podido establecer una correlacion entre
tener una mutacién activadora de FIt3 y la cifra de leucocitos y blastos. Asi las
mutaciones activadoras de FIt3 se detectaron mas frecuentemente, 28,6%,
entre los pacientes con cifras mas altas de leucocitos en SP al diagndstico (>
20 x10°%/L) frente a solo un 2,5% de casos si los pacientes no presentaban
leucocitosis (p=0,001). Ademas las mutaciones activadoras de FIt3 se
detectaron mas frecuentemente, 32%, entre los pacientes con cifras mas
altas de blastos en MO al diagndstico (> 50%), frente a solo un 8% de casos

en los pacientes con < 50% de blastos en MO al diagndstico (p=0,026).

Para realizar otros estudios estadisticos se estratificaron los pacientes de la
siguiente manera: dado que la mediana de expresién de SHP-1 (0.07721) en
los pacientes que presentaban mutaciones de FIt3 era la mitad que la
expresada por los pacientes sin mutaciones (0.14257), los pacientes se

asignaron a tres grupos dependiendo del grado de expresion de SHP-1

(< 0,07; 0,07-0,14; > 0,14) (Véase Tabla 9). Ademas los pacientes con
menor expresion de SHP-1, es decir, que pertenecian al grupo con valores de
expresion de SHP-1 < 0,07, y también tenian mutaciones de FIt3 (N=8) se

analizaron como un grupo aparte.
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Tabla 8. Caracteristicas de los pacientes.

Variables Numero de pacientes %
85
Edad
Mediana 59
Rango 0-86
Sexo
Masculino 44 51.8
Femenino 41 48.2
Clasificacion FAB
LMA
MO 9 10.6
M1 12 14.1
M2 22 25.9
M4 16 18.8
M5 7 8.2
M6 10 11.8
M7 2 2.4
SMD
AR 1 1.2
AREB 2 2.3
AREB-T 2 2.3
LMMC 2 2.3
Cariotipo (N=58)
LMA MRC
Favorable 3 52
Intermedio 28 48.3
Desfavorable 20 34.5
SMD IPSS
Bajo 5 8.6
Intermedio 1 1.7
Alto 1 1.7
RCt 43 58
Muerte precoz * 17 23
Mediana de RC, meses 8.1
Mediana SG 8.73
(Actuarial Kaplan-Meier
meses)
Medliana seguimiento, 6.73
meses
Rango 0-66

t Solo 74 pacientes recibieron gquimioterapia de induccion. 11 pacientes no fueron tratados:
por SMD de bajo riesgo (N=3) o mal estado general (N=6). 2 pacientes murieron antes de

iniciar el tratamiento..

* Pacientes muertos durante la induccion dias=1-30.




Tabla 9. Comparativa de los niveles de expresion de SHP-1 mRNA en
aspirados de médula dsea de pacientes con neoplasias malignas mieloides
que presentaban mutaciones de FLT3 frente a pacientes sin alteraciones de

FLT3 y células CD34+ de donantes sanos mobilizados. Los valores

-ACt

expresados son el 27" empleando como gen de referencia GADPH.

CD34+ Controles Pacientes sin mutaciones de FLT3 Pacientes con mutaciones FLT3
N=14 N=70 N=13
Gen Mediana | Minimo Maximo Mediana | Minimo Maximo Mediana | Minimo Maximo
SHP-1 | 0.32147 | 0.22845 0.82645 0.14257 | 0.01139 1.76540 0.07721 | 0.01143 0.80843
10
p=0.001
1
E‘_EI

0.1 4

-
NO FLT3 MUTATIONS

0.01

=
CD34+ HEALTHY DONORS FLT3 MUTATIONS

Figura 8. Comparativa de la expresion de SHP-1 en células CD34+
seleccionadas de pacientes sanos movilizados para citaféresis con G-CSF
frente a 85 pacientes con neoplasias mieloides divididos en dos subgrupos
segun la presencia o no de mutaciones de FLT73. Test estadistico empleado

Kruskal-Wallis.
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Una cifra de blastos elevada al diagndstico fue la Unica variable
correlacionada con los niveles mas bajos de expresion de SHP-1 (< 0,07)
(p=0,017). La asociacién de cifras mas elevadas de blastos al diagndstico en
los pacientes con niveles de expresién mas bajos de SHP-1 y que ademas
presentaban mutaciones de FIt3 fue incluso mas significativa estadisticamente
(p=0,0083). Los pacientes mas jovenes (entre 21 y 40 afos) fueron los que
mas frecuentemente (37,5%) se encontraban en los niveles mas bajos de
expresion de SHP-1 y ademas presentaban mutaciones de Flt3 en
comparacion con otros grupos de edad (p=0,019). También, los pacientes
que presentaban cifras mas altas de leucocitos al diagndstico (> 20 x10°/L)
presentaban mas frecuentemente la combinacién de ambos factores de
riesgo, es decir, mutaciones de Flt3 y una expresion de SHP-1 en el nivel mas
bajo (17,1% vs 0%) (p=0,005).

El analisis univariante mostrd una SG mas baja en los pacientes que al
diagndstico presentaban coagulacion intravascular diseminada (CID)
(p=0,001), una edad superior a 60 anos (p<0,001), LDH >700 U/L
(p=0,035), creatinina >1,5 mg/dL (p<0,001) y presentar simultdneamente
niveles de expresion de SHP-1 en el nivel mas bajo de las categorias descritas
y mutaciones de Flt3 (p=0,021) (Figura 9A).. Tres de estas variables
resultaron tener un valor prondstico independiente en el analisis
multivariante: edad al diagnéstico (= 60 afios vs <60 afios) (HR 2,98; IC
95%: 1,54-5,64; p=0,001); CID al debut (HR 3,68; IC 95%:1,55-8,75;

p=0,003); y LDH >700 U/L (HR 2,04; IC 95%: 1,03-4,04; p=0,039).
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El analisis univariante de la SLE mostrd una recaida mas precoz en aquellos
pacientes con FIt3/ITD en comparacion con aquellos pacientes sin mutaciones

0 que presentaban la mutacion FIt3/D835 (p=0,054) (Figura 9B).
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Figura 9. Panel A. Analisis Kaplan-Meier de la SG en pacientes diagnosticados
de neoplasias mieloides comparando aquellos pacientes que presentaban

mutaciones activadoras de FLT3 y los niveles mas bajos de expresioén de SHP-
1 con el resto de los pacientes de esta cohorte. Panel B. Analisis Kaplan-Meier

de la SLE segun status mutacional de FLT3.
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E. DISCUSION GENERAL

Esta tesis demuestra, en una serie amplia de pacientes diagnosticados
de LMA de novo o SMD, como la presencia de mutaciones activadoras de
FLT3 reduce o suprime la expresién del gen PTPN6 y el impacto prondstico
que, de manera independiente o conjunta, dichos eventos moleculares tienen

sobre el paciente.

La fosforilacion proteica es un mecanismo post-traducciéon muy generalizado
en la regulacion de procesos vitales clave para la vida multicelular, entre ellos
la transduccion de sefiales desde receptores de superficie como son los de los
factores de crecimiento. El genoma humano codifica, al menos, 518 proteina-
kinasas y 90 de ellas son especificas para residuos tirosina®® . La accién de
estas enzimas ha se ser contrarrestada para establecer la duracion e
intensidad del estimulo por dos familias de proteina-fosfatasas: las especificas
y duales para serina/treonina (como, PP1 y PP2); y las especificas para
tirosinas®®*, En comparacion con las kinasas, el genoma humano codifica
muchas menos fosfatasas serina/treonina pero al menos tantas PTPs como
PTKs, aproximadamente 90, lo cual, a pesar de cierta redundancia, indica
especificidad. Cualquier desequilibrio en este ajustado sistema puede
conducir a patologia en el ser humano'®*?%, Este modelo de equilibrio
funcional entre proteina-kinasas y proteina-fosfatasas resulta particularmente
atractivo para desentrafar la fisiopatologia de la leucemogénesis de las
neoplasias mieloides ya que permite sefialar dianas moleculares sobre las que

potencialmente se podria actuar y mejorar los resultados terapéuticos
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actuales. Sin embargo, hasta ahora, solo se ha hecho hincapié en una parte
de esta ecuacion: el incremento de la actividad tirosina-kinasa. Buena prueba
de ello son nuestros resultados con FLT3. Nuestro trabajo permite confirmar,
como ya se ha comunicado ampliamente desde la fecha de su

publi cacion!52162.163,164

, que la presencia de mutaciones activadoras de FLT3,
y de una forma mas clara FLT3/ITD, supone, en general, un factor prondstico
negativo en los pacientes diagnosticados de LMA de novo. Ademas permite
segregar, dentro del grupo de pacientes con citogenética normal, un
subgrupo con peor pronostico. Esta capacidad de discriminacion prondstica es
también valida para pacientes tratados con distintos esquemas y modalidades
de TPH, como ya se ha publicado'®®. Este modelo ya ha dado notables éxitos
en otras patologias hematoldgicas como el desarrollo de farmacos
antagonistas de la actividad tirosin-kinasa de BCR-ABL en la LMC?*® aunque,
como ya hemos visto, los resultados hasta el momento con inhibidores de

FLT3 han sido mas modestos’?:180:181,182,183

Pero, équé ocurre con la segunda parte de la ecuacion?, éjuega algun papel
en la fisiopatologia de estas entidades la disminucion o abolicion de la
actividad tirosina-fosfatasa de las PTPs?. El segundo estudio descrito en esta
tesis permite afirmar que la determinacion de los niveles de expresion de
SHP-1 mediante inmunohistoquimica en la médula dsea de pacientes
diagnosticados con SMD, al diagndstico, tiene un valor prondstico importante.
Este dato no es sorprendente a la luz del papel que SHP-1 parece jugar como
inhibidor de las rutas de segundos mensajeros de los factores de crecimiento
hematopoyéticos!8®:187:188/189,191 "par tanto, la inhibicidn o reduccidn de su

expresion, respecto a controles normales, podria estar dando una ventaja
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proliferativa a los blastos en respuesta a factores de crecimiento endégenos.
Esta hipotesis parece confirmarse con nuestros resultados. Asi, la pérdida de
la expresidon de SHP-1 en todas las células hematopoyéticas, o al ser
estudiadas por linea hematopoyética, parece estar asociada a una SG mas
corta y una progresion mas rapida de enfermedad. Ademas, esta pérdida de
expresion parece correlacionarse con el estadio de enfermedad. Todos los
pacientes que no se tifieron mediante inmunohistoquimica con el anticuerpo

frente a SHP-1 correspondian al grupo de alto riesgo segun el IPSS.

Una vez verificados que los dos mecanismos fisiopatoldgicos se dan en las
neoplasias mieloides, parece interesante estudiar el modelo en conjunto. Este
interés se ha visto impulsado por la publicacién de dos trabajos que afiaden al
modelo una variable que redefiniria este desequilibrio entre PTKs y PTPs.
Seglin Chen et a/'*®y Sattler et a#®”, la inhibicién o reduccién en la
expresion de las PTPs especificas frente a la PTKs activadas implicadas en la
leucemogénesis se realiza mediante un mecanismo directo dependiente de las
PTKs. En el caso de Sattler et a/., SHIP, otra PTP que juega un papel clave en
la hematopoyesis, esta suprimida por la accion de BCR-ABL en la LMC. Sin
embargo, ambos estudios carecen de correlato clinico. Sélo el estudio de
Chen et al. muestra la confirmacién de la recuperacion de la expresion de
SHP-1 mediante Western Blot en cuatro pacientes diagnosticados de LMA con
mutaciones activadoras de FLT3 cuando las células fueron cultivadas con

CEP-701, un conocido inhibidor de FLT3.

El tercer aspecto estudiado en esta tesis intenta conocer si las neoplasias

mieloides encajarian en este modelo descrito y sus consecuencias prondsticas.
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Nuestros datos en pacientes diagnosticados de LMA de novoy que presentan
mutaciones de FLT3 muestran la reduccion de la expresion de PTPN6 a la
mitad en comparacion con otros pacientes con neoplasias mieloides sin
mutaciones de FLT3. De acuerdo con la mecanica expuesta, cabria esperar
que los pacientes que presentan mutaciones activadoras de FLT3 con
expresion suprimida o reducida de SHP-1 tuvieran mayor masa tumoral,
fundamentalmente blastos, debido a un incremento en la proliferacion, la
inhibicidn de la apoptosis y el bloqueo de la diferenciacion celular. Los
resultados de nuestro trabajo también parecen confirmar esta hipotesis. Asi,
la presencia de una cifra incrementada de blastos superior al 50% en el
momento del diagndstico se correlaciona con los niveles mas bajos de
expresion del gen PTPN6 (p=0.017). El modelo gana poder estadistico cuando
tenemos en cuenta la coexistencia de mutaciones de FLT3 y niveles bajos de
expresion de SHP-1, estableciendo una correlacién mas fuerte con una cifra
incrementada de blastos (>50%) al diagnostico (p<0.01). Esta correlacion
estadistica, teniendo en cuenta ambos factores, se repite para la leucocitosis

(>20 x10%/L) al diagnéstico (p=0.005).

Nuestros resultados muestran, desde un punto de vista prondstico, el impacto
negativo que la presencia de ambas lesiones moleculares ocasiona en los
pacientes diagnosticados de neoplasias mieloides. Ningun paciente que
presentara una mutacién con actividad intrinseca tirosina-kinasa de FLT3 y
ademas se incluyera entre los pacientes con menor expresion de PTPN6
(<0.07) habria sobrevivido mas de diez meses. Sin embargo el modelo no
alcanza significacion estadistica al evaluar la SLE. Probablemente esto sea

debido a que el impacto que determinados eventos considerados para la
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estimacion de la SLE, como las muertes tdxicas en la induccion, no se ven
influenciados por la disminucién en la expresion de SHP-1 causada por las

mutaciones activadoras de FLT3.

Esta linea de investigacion nos ha permitido, por primera vez en la literatura,
mostrar, en una serie amplia de pacientes diagnosticados de neoplasias
mieloides, como la presencia de mutaciones activadoras de FLT3 reduce o
suprime la expresion del gen PTPN6. También nos ha permitido establecer
que la coexistencia de ambos errores genéticos constituye un factor
pronostico peyorativo y define clinico-bioldgicamente una neoplasia mas
agresiva, en pacientes jovenes, caracterizada por leucocitosis y recuento de
blastos en médula 6sea incrementados al diagndstico. Por tanto, parece
confirmarse la importancia del modelo propuesto por Chen et al. en las
neoplasias mieloides, pero quedan todavia muchas preguntas por responder
para conocer mas intimamente la interaccion entre PTKs y PTPs en la
leucemogénesis. Si este modelo se confirma, en ésta y otras entidades
hematoldgicas, deberiamos centrar nuestro esfuerzo en desarrollar estrategias
terapéuticas duales que inhiban la actividad PTK, ya actualmente disponibles,
e incrementen la capacidad de re-equilibrio que aporta la actividad tirosina-

fosfatasa, inéditas hasta el momento en la clinica.
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F. CONCLUSIONES

. En pacientes con LMA de novo, las mutaciones de FLT3,
particularmente la FLT3/ITD, confieren actividad tirosina-kinasa

constitutiva que se asocia a leucocitosis y a cariotipo normal.

. Las mutaciones de FLT3, que confieren actividad tirosina-kinasa
constitutiva, suponen un factor prondstico desfavorable en términos de

SLE y SG.

. La reduccién o pérdida en la expresion del gen PTPN6 favorece la

progresion a leucemia aguda en los pacientes diagnosticados de SMD.

. La reduccién o pérdida en la expresion del gen P7PN6 tiene valor
pronostico en los pacientes diagnosticados de SMD y se correlaciona

con otros indices prondsticos ampliamente empleados como el IPSS.

. La expresiéon de SHP-1 esta reducida o suprimida en los pacientes
diagnosticados de neoplasias mieloides que presentan una mutacion

activadora de FLT3 mediante un mecanismo desconocido.
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6. La coexistencia de una mutacion activadora de FLT3 y la supresion de
la expresion SHP-1 ejerce un impacto prondstico negativo en términos

de SG en los pacientes diagnosticados de LMA y SMD.

7. La coexistencia de una mutacion activadora de FLT3 y la supresion de
la expresion SHP-1 permite definir un subgrupo clinico-bioldgico entre
las LMA que se caracteriza por afectar a pacientes jovenes con

hiperleucocitosis e incremento de blastos al diagndstico.
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