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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

CALGB = Cancer and Leukemia Group B

CBF = Core-binding factor

CGH = hibridacion genémica comparada

CMH = Células madre hematopoyéticas

DMSO = Dimetilsulfoxido

DPT = Duplicaciones en tandem de MLL

DNA = 4cido desoxiribonucléico

EBMT = European Group for Blood and Marrow Transplantation
FAB = Franco-Americano-Britanico

FISH = fluorescence in situ hybridization

ISCN = Sistema Internacional de Nomenclatura Cromosomica
Kb = Kilobases

LMA = leucemia mieloide aguda

MO = médula ésea

MRC = Medical Research Council

OMS = Organizacion Mundial de la Salud

PCR = polymerase chain reaction

RC = Riesgo de recaida

RCA = Riesgo citogenético adverso

RCI = Riesgo citogenético intermedio

SLE = supervivencia libre de enfermedad
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SMPC = sindrome mieloproliferativo crénico

SNP = Single Nucleotide Polymorphism

SP = sangre periférica

SSP = sequence-specific primer

STR = short tandem repeat

SWOG/ECOG = Southwest Oncology Group/Eastern Cooperative Oncology Group
TPH = trasplante de progenitores hematopoyéticos
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Introduccién

1.1. Leucemia Mieloide Aguda

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad clonal
heterogénea resultante de la transformacion maligna de células madre
hematopoyéticas. Se caracteriza por la presencia de diversas alteraciones
genéticas adquiridas en células de estirpe mieloide que alteran sus
mecanismos normales de auto-renovacion, proliferacion y diferenciacion
celular (Frohling et al., 2005). Como consecuencia, en la médula 6sea se
acumulan precursores mieloides inmaduros con capacidad de replicacion,
pero sin capacidad de diferenciacion hacia células hematopoyéticas maduras.
De este modo, el espacio medular es ocupado por células tumorales que
impiden una hematopoyesis normal, provocando una insuficiencia medular y

las consecuencias clinicas que de ello se derivan (Estey et al., 2006).

En los dltimos afios ha tenido lugar un importante avance en el
conocimiento del sustrato biolégico de la LMA, derivado fundamentalmente de
la identificacibon de nuevas alteraciones moleculares hasta ahora
desconocidas. Sin embargo, el conocimiento sobre el papel biolégico de
buena parte de estas alteraciones es todavia deficitario. Ademas, las
complejas interacciones derivadas de la presencia combinada de estas
alteraciones, asi como el impacto clinico que de ello pudiera derivarse, hace
que este campo un area de especial interés para profundizar en la

investigacion biologica de la LMA.

1.1.1.Epidemiologia y etiopatogenia

En los paises occidentales, la LMA tiene una incidencia de 2-3 nuevos
casos por 100.000 habitantes al afio, con un incremento progresivo con la
edad, hasta alcanzar un pico de 12,6 por 100.000 habitantes/afio en
pacientes mayores de 65 afios. Se estima que en Europa el 0.6% de todas las
formas de cancer corresponden a LMA, lo que equivale a unos 18.000 casos
nuevos de LMA cada afio, suponiendo para una poblacién como la espafiola,
entre 900 y 1000 nuevos casos anuales, aproximadamente (Sanz M, 2001;

Sanz M et al., 2003). Esta enfermedad comprende el 80% de las leucemias
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agudas en adultos y el 15-20% de las pediétricas, siendo la neoplasia mas
frecuente en neonatos. Dentro de la totalidad de los procesos neoplésicos, la
LMA es la causante del 1,2% de la mortalidad global por cancer.

Pese a que en la gran mayoria de los casos la causa de la LMA se
desconoce, se sabe que hay diversos factores que predisponen a sufrir estas
hemopatias y que podrian explicar hasta un 5% de los casos. Entre ellos
destacan los factores genéticos, las inmunodeficiencias, ciertos factores
ambientales y los virus. Varios hechos apoyan la participacién de factores
genéticos en el desarrollo de las LMA. Por ejemplo, se ha demostrado que la
probabilidad de que un hermano gemelo de un sujeto afecto sufra esta
enfermedad es superior a la de la poblacién sana (Kellet, 1937; Maureen et
al., 1998; Higgins et al., 2001). Ademas, la LMA se ha descrito con una mayor
incidencia en pacientes con cromosomopatias (como el sindrome de Down),
(Hasle et al., 2000) con los sindromes caracterizados por una reparacion
defectuosa del DNA (Taylor, 2001) o con el sindrome plaquetario familiar
(Minelli et al., 2004). Por otro lado, se ha visto que ciertos factores
ambientales influyen en la génesis de las LMA, que es la neoplasia que mas a
menudo se asocia a las radiaciones ionizantes (como por ejemplo accidentes
nucleares o procedimientos médicos), siendo en estos casos la estirpe
mieloide la que con mayor frecuencia resulta afectada (Bolufer et al., 2007;
Guillem et al., 2007). Por ultimo, en modelos animales, se ha demostrado la
accion de los virus en el desarrollo de las leucemias, e incluso a dia de hoy,
se dispone de modelos experimentales de leucemias inducidas por virus
(Safaa et al., 2012). Pese a que no hay pruebas definitivas de que ello
también ocurra en la especie humana, se supone que los Vvirus,
especialmente los retrovirus, pueden contribuir al desarrollo de la LMA
(Workman et al., 2007; Zuber et al., 2009).

Aunque las causas genéticas involucradas en el desarrollo de las
enfermedades hematoldgicas estan siendo investigadas desde hace muchos

afos, el proceso de la leucemogénesis no esté aclarado por completo.

En los ultimos afios, han sido muchos los avances que se han
efectuado en el conocimiento de los mecanismos que determinan la
transformacién maligna de las células precursoras de la hematopoyesis. La

caracterizacion sistematica de anomalias cromosémicas estructurales junto
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con la reciente incorporacion de los microarrays de DNA y la
ultrasecuenciacion de los genomas, han determinado la implicacion de un
gran numero de genes. Un ejemplo de ello es el papel que juegan los
protooncogenes en el desarrollo de la enfermedad. Se ha visto que cuando
existe una mutacién en estos genes, el crecimiento y la diferenciacion celular
pueden alterarse, dando lugar a la transformacién neoplasica de una clona
celular de precursores inmaduros de la hematopoyesis. Sin embargo,
diferentes estudios han evidenciado que la traslaciébn y activacion de
protooncogenes no es la Unica via de activacion de la leucemogénesis, ya
que también pueden ocurrir mutaciones en otros genes. Otro mecanismo es
la alteracion de los genes supresores de tumores que, en condiciones
normales, regulan la actividad de los protooncogenes, pero como
consecuencia de diversas mutaciones, permiten que éstos no puedan ser
transcripcionalmente reprimidos en el momento adecuado, provocando

asimismo la transformacion neoplasica de una clona celular.

En conjunto, cada una de las diversas posibilidades alteran una
multitud de rutas moleculares que finalmente desencadenan la enfermedad a
través de la proliferacion incontrolada de precursores mieloides inmaduros.
Los blastos leucémicos compiten con ventaja con las células hematopoyéticas
normales e inhiben su crecimiento. El resultado final es la expansion clonal de
las células blasticas inmaduras mieloides que puede afectar a una o varias
lineas mieloides, provocando la desaparicion practicamente total de las
células hematopoyéticas normales, infiltrando la médula 6sea, la sangre
circulante y otros tejidos, produciendo, finalmente, una insuficiencia medular y

alteraciones en la funcién de otros 6rganos infiltrados (Figura 1).
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Figura 1. La célula de origen en la LMA. Durante la mielopoyesis normal las células
madre hematopoyéticas (CMH) se diferencian en células sanguineas maduras de
distintos linajes. En primer lugar las CMH se diferencian en progenitores multipotentes
(PMP) que a su vez se diferencian en progenitores multipotentes linfoides (PML) y en
progenitores mieloides comunes (PMC). A partir de cualquiera de estas dos células
se pueden formar los progenitores de granulocitos y de monocitos (PGC), mientras
gue solo las PMC pueden formar progenitores de megacariocitos o eritrocitos (PME).
Las mutaciones pueden acumularse en las células CMH adquiriendo la capacidad
inherente de autorrenovacioén, dando lugar a células madre leucémicas (CML). De
forma alternativa, las mutaciones pueden ocurrir en los otros linajes celulares
mencionados (Horton et al., 2012).

Todos estos hallazgos, junto con los estudios funcionales llevados a
cabo con el fin de aclarar la patogénesis molecular, han demostrado que la
mayoria de los genes involucrados en el proceso de la leucemogénesis no
son capaces por si solos de transformar una célula progenitora y, por lo tanto,
es necesaria la cooperacién con otros eventos oncogénicos. Actualmente, la
hipétesis mas aceptada sugiere que el proceso leucémico podria
desencadenarse de forma secuencial mediante la adquisicién de lesiones en
el DNA de algunas células hematopoyéticas de forma consecutiva (Kelly et
al., 2002; Speck et al, 2002). Asi, las mutaciones en los genes implicados en
el desarrollo de la LMA podrian clasificarse en al menos dos clases: las
mutaciones de clase |, que confieren una ventaja proliferativa y/o de

supervivencia a las células sin afectar a su capacidad de diferenciacion, y las
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mutaciones de clase I, que impiden la diferenciacién normal de las células
hematopoyéticas (Deguchi et al., 2002). En modelos animales se ha visto que
estos dos tipos de mutaciones cooperan dando lugar al desarrollo de una
LMA, requiriéndose de al menos una alteracion en un gen de cada clase o de
la asociacion entre mutaciones de una misma clase (Figura 2) (Renneville A
et al., 2008).

Entre las mutaciones de clase I, se incluyen las duplicaciones internas
en tandem de FLT3 (FLT3-ITD) o las mutaciones del gen RAS, que suponen
una activacion constitutiva de diversas proteinas. Se sabe que en condiciones
normales, la activacion de proteinas tirosin-quinasas intracelulares y de sus
receptores estimula la fosforilaciéon de las proteinas y provoca diferentes
eventos a nivel intracelular que activan la transcripcion en el nucleo y
estimulan la proliferacién celular (Kottaridis et al.,2001). Sin embargo, como
consecuencia de diversas mutaciones en los genes implicados en este
proceso celular, los factores de crecimiento y las sefiales de adhesién que
regulan la proliferacion se activan de manera autbnoma, escapando de los
procesos de regulacion del ciclo celular. Ademas de las variaciones en el
funcionamiento de las proteinas como consecuencia de mutaciones génicas,
las tirosin-quinasas activadas pueden transmitir sefiales de proliferacion por
afectacion de familias proteicas, como es el caso de la familia RAS (Valk et
al., 2004), provocando un aumento en la capacidad de invasion y metéstasis,
y una disminucion de la apoptosis. Debido a que las LMA con mutaciones de
RAS no tienen fusién de quinasas ni mutaciones activantes de las mismas, se
ha sugerido que, en esta enfermedad, RAS y las moléculas tirosin-quinasas

son equivalentes desde un punto de vista biolégico.

Por el contrario, las mutaciones de clase |l afectan casi
invariablemente a factores de transcripcion, como son NPM1l o CEBPA
(Gupta et al., 2008). Al regular la estabilidad y la actividad transcripcional de
p53, NPM1 puede tener una funcion potencial como supresor de tumores,
jugando un papel critico en la transformacion celular maligna durante la
leucemogénesis (Falini et al., 2005). Por otro lado, CEBPA participa en la
maduracion de los granulocitos y esta especialmente sobreexpresado durante
este proceso, ejerciendo una regulacion negativa de MYC, a la vez que activa

transcripcionalmente a los promotores de diversos factores de crecimiento
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(Williams et al.,, 1997; Williamson et al., 1998). La pérdida de funcién de
CEBPA facilita la leucemogénesis por un bloqueo en la diferenciacion
granulocitica, y en estudios llevados a cabo con ratones se ha podido
observar una ausencia de neutréfilos maduros con el resto de células

hematopoyéticas en proporciones normales.

Ventaja en la proliferacion y/o
supervivencia

Clase I

Clase II

CBFB-MYH11
MLL-ENL CEBPA

]
g

MLL-PTD

Defecto en la diferenciacion y
apoptosis

Figura 2. Modelo cooperativo de leucemogénesis. Patrén de asociacion de las
diferentes mutaciones. Las lineas verdes indican asociacién entre mutaciones de una
misma clase. El grosor de las lineas representa la prevalencia de la combinacién de
mutaciones (Renneville A et al., 2008).

1.1.1.1 Clasificacion de la LMA

Durante mas de 25 afios, el sistema de clasificacion de la LMA se ha
basado en la clasificacion Franco-Américo-Britdnica (FAB) establecida en
1976 (Bennett et al., 1976) * y actualizada en 1985 (Bennett et al., 1985)* y
1991 (Bennett et al., 1991)°. Esta clasificacion buscaba identificar el
equivalente leucémico de las células mieloides para cada estadio normal de

diferenciaciéon atendiendo a criterios morfolégicos y citoquimicos (Tabla 1).
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Tabla 1. Clasificacion FAB de la LMA.

Denominacion

Morfologia

Frecuencia (%)

MO
M1

M2

M3 y M3 variante

M4

M4Eo

M5a y M5b
M6

M7

LMA sin diferenciacion
LMA sin maduraciéon

LMA con maduracién
granulocitica

LPA hipergranular y LPA
hipogranular

LMA mielomonocitica aguda

LMA mielomonocitica aguda
con eosinofilia

LMA monoblastica aguda
Eritroleucemia

LMA megacariobléastica

3

15-20

25-30

5-10

25-30

5-10

2-10

3-12

LMA: leucemia mieloblastica aguda; LPA: leucemia promielocitica aguda.

Sin embargo, la baja reproducibilidad de esta clasificacion y el

conocimiento cada vez mas profundo de la biologia de la LMA que ha tenido

lugar en los Ultimos afios, pusieron de manifiesto la necesidad de incorporar

nuevos parametros para una correcta agrupacion. Con este objetivo nace la

clasificacién de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), que pretende

incorporar e interrelacionar la morfologia, la citogenética y las alteraciones

moleculares, buscando ser no sélo una herramienta util para el diagndstico,

sino también en la clinica al correlacionarse de una forma mas precisa con el

prondstico (Harris et al, 1999; Vardiman et al, 2002). La version revisada del

afo 2008 de esta clasificacién se muestra en la Tabla 2 (Arber et al, 2008).
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Tabla 2. Clasificacion de las neoplasias mieloides agudas de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (2008)*

1. LMA con anomalias genéticas recurrentes

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

LMA con inv(16)(p13g22) o t(16;16)(p13;922); CBFB-MYH11
LMA con t(15;17)(q22;q12); PML-RARA (M3c y M3v)**

LMA con t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLLt

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

LMA con inv(3)(q21926) o t(3;3)(g21;26); RPN1-EVI1

LMA (megacarioblastica) con t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1
Entidad Provisional : LMA com mutaciones NPM1

Entidad Provisional : LMA com mutaciones CEBPA

2. LMA con cambios relacionados con mielodisplasiat

3. LMA relacionada con tratamientos citotéxicos§

4. LMA no especificada de otro modo

LMA minimamente diferenciada (M0)**

LMA sin maduracion (M1)**

LMA con maduracién (M2)**

Leucemia aguda mielomonocitica (M4)**

Leucemia aguda monobléstica o monocitica (M5a y M5b)**
Leucemia aguda eritroide (M6)

Leucemia eritroide pura

Eritroleucemia

Leucemia aguda megacarioblastica (M7)**

Leucemia aguda basofilica

Panmielosis aguda con mielofibrosis (sinénimos: mielofibrosis aguda,
mieloesclerosis aguda)

5. Sarcoma mieloide
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6. Proliferacion mieloide relacionada con el sindrome de Down

Mielopoyesis anormal transitoria

LMA/SMD relacionada con el sindrome de Down

7. Neoplasia de célula dendritica plasmocitoide blastica

8. Leucemias agudas de linaje ambiguo

Leucemia aguda indiferenciada
Leucemia aguda fenotipicamente mixta con t(9;22)(q34:q11.2); BCR/ABL1!
Leucemia aguda fenotipicamente mixta con t(v;11923); MLL reordenado

Leucemia aguda fenotipicamente mixta (mieloide / linfoide B), (NOS)

LMA: leucemia mielobléastica aguda.

*Adaptado de Swerdlow et al., 2008.

** Entre paréntesis, su contrapartida en la clasificacién FAB.

T Otras translocaciones afectando al gen MLL se deben reportar:

* Las alteraciones citogenéticas suficientes para diagnosticar LMA con cambios relacionados con
mielodisplasia son:

— Cariootipo complejo (definido como 3 0 mas alteraciones cromosémicas)

— Alteraciones no balanceadas: -7 o del(7q); -5 o del(5q); i(179) o t(17p); -13 o del(13q); del(11q);
del(12p) o t(12p); del(9q); idic(X)(q13)

— Alteraciones  balanceadas: t(11;16)(g23;p13.3);  1(3;21)(926.6;922.1);  t(1;3)(p36.3;921.1);
%(2;11)(p21 ;023) ; t(5;12)(a33 ;p12) ; t(5;7)(a33;q11.2) ; t(5;17)(g33 ;p13); t(5;10)(933;921);
(3 ;5)(025 ;q34)

$ Los Agentes citotoxicos principalmente implicados en neoplasias hematoldgicas relacionadas con el
tratamiento son: agentes alquilantes, radiaciones ionizantes y los inhibidores de la topoisomerasa II.

I'Las leucemias agudas BCR-ABL1 pueden presentar un fenotipo mixto linfoide/mieloide, pero de cualquier
forma deben tratarse como leucemias linfoblasticas agudas BCR-ABL1 positivas.

1.1.1.2 Factores prondéstico en la LMA

En general, el pronéstico de los pacientes con LMA esté condicionado
tanto por factores dependientes del paciente como por las caracteristicas
biol6gicas de la enfermedad: edad avanzada, estado general, antecedentes
de quimio/radioterapia, trastornos hematolégicos previos, hiperleucocitosis,
citogenética, alteraciones moleculares, respuesta al tratamiento, persistencia

de enfermedad minima residual (EMR), etc, (Tabla 3).
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Tabla 3. Factores pronéstico adversos en la LMA.

Factores prondéstico adversos

Para el fracaso de
induccion

Para la recaida

Para la supervivencia

Cariotipo desfavorable
Edad > 60 afios
Leucemia secundaria
ECOG desfavorable
Gen MDR1 (+)
Leucocitos > 20 x 10%/L

Inmunofenotipo
desfavorable

Cariotipo desfavorable

Edad > 60 afios

Tardanza en la remision*

EMR elevada
Alteraciones FLT3?
Alteraciones MLL?

Mutaciones de c-kit en
CBF®

Gen MDR1 (+)

Leucocitos > 20 x 10°/L

Cariotipo desfavorable
Edad > 60 afios
Tardanza en la remisién*
EMR elevada
Alteraciones FLT3?
Alteraciones MLL?

Mutaciones de c-kit en
CBF®

LDH elevada al diagnéstico

Afeccion extramedular

'Mas de 50 dias 0 més de un ciclo. Las alteraciones de FLT3 y MLL diferencian grupos de mal pronéstico
dentro de los pacientes con cariotipo normal. Existen otras alteraciones moleculares menos frecuentes que
se asocian a mal prondstico. Otras alteraciones moleculares como las que afectan a NPM1 o CEBPA se
asocian a un mejor prondstico, siempre y cuando no se asocien a alteraciones de FLT3 y los valores de
EMR sean favorables. *Mutaciones en el exén 17 del gen c-kit.

Merecen especial atencidon las alteraciones citogenéticas vy
moleculares especificas que, ademas de ser importantes para la precisa
caracterizacion de las leucemias y su correcta valoracién prondstica, permiten
identificar diferentes subgrupos dentro de las LMA que se caracterizan por

presentar un fenotipo y un curso clinico similares.
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1.1.1.2.1 Alteraciones citogenéticas

El analisis citogenético de la LMA de novo en el momento del
diagndstico revela alguna anomalia citogenética numérica y/o estructural en
torno al 50% de los pacientes (Mrézek et al., 2004) y constituye uno de los
factores prondstico mas importantes (Grimwade et al., 1998; Grimwade et al.,
2001; Mrbzek et al., 2004). En la Tabla 4 se resumen las alteraciones mas
relevantes descritas en las cuatro series de pacientes mas amplias

publicadas.

Tabla 4. Principales alteraciones citogenéticas en la LMA.

MRC SWOG/ECOG CALGB
Alteraciones n = 5876 (%) n = 609 (%) n =1213 (%)
Citogenéticas (Grimwade, 2010) (Slovak, 2000) (Byrd, 2002)
Normal 2432 (41) 244 (40) 582 (48)
t(8;21) 421 (7) 50 (8) 81 (7)
Inv(16) 284 (5) 53 (9) 96 (8)
11923 211 (4) 42 (7) 54 (5)
+8 547 (10) 25 (4) 41 (3)
-5 /del (5q) 275 (4) 36 (6) 86 (7)
-7 Idel (7q) 424 (7) 52 (9) 95 (8)
t(6:9) 42 (1) 11 (2) 8(0,7)
t(9;22) 47 (1) 8(1) -
Abn (3q) 203 (3) 12 (2) 12 (1)
Otras 1402 (24) 91 (17) 287 (24)
numéricas
eosttr?usctu rales 2044 (35) 88 (14) 141 (12)
g’:;%tlggi 553 (9) 53 (9) -
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MRC: Medical Research Council (Grimwade et al., 1998; Grimwade et al., 2010); SWOG/ECOG:
Southwest Oncology Group/Eastern Cooperative Oncology Group (Slovak et al.,2000); CALGB: Cancer
and Leukemia Group B (Byrd et al., 2002).

De un modo general, la mayor parte de los estudios han coincidido en
identificar tres grupos (favorable, intermedio y adverso) con distinta
probabilidad de recaida y de supervivencia en funcién de los hallazgos del
cariotipo (Tabla 5). En la Tabla se recogen los distintos grupos de riesgo
establecidos en la reciente actualizacion del sistema del Medical Research

Council (MRC) (Grimwade et al., 2010).

Tabla 5. Grupos de riesgo citogenético segin el MRC 2010 (Grimwade et al., 2010).

Grupo pronoéstico Alteraciones citogenéticas

Favorable t(8;21); inv(16)

) Entidades no clasificadas como
Intermedio
favorable o adverso

Add (5q), -5, del(5q), -7, add
(7qg)/del(7q), abn(3q), inv (3)/t(3;3), 20q, 21q,
Adverso -17, abn(17p), t(6;9), 1(9;22), t(6;11),
t(11g23), cariotipos complejos con > 4

anomalias no relacionadas

Aproximadamente, el 25% de los pacientes presentan citogenética
favorable, categoria que incluye las alteraciones t(8;21) e inv(16) o t(16;16).
Estas se dan especialmente en pacientes jovenes con LMA de novo
asociadas a tasas de RC de alrededor del 90% y a una supervivencia global
(SG) a los 5 afios de aproximadamente 65%.

En un lugar intermedio queda un grupo muy heterogéneo, que incluye
la mayoria de LMA (45-60%), constituido fundamentalmente por los pacientes
con cariotipo normal junto con todas aquellas alteraciones que no pueden
incluirse en los grupos de riesgo favorable o adverso. Es importante destacar

que las alteraciones del grupo intermedio acompafiadas de alteraciones
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moleculares de buen prondstico pasan a ser consideradas como favorables y
lo contrario ocurre cuando se acompafan de alteraciones moleculares de mal

prondstico que pasan a ser desfavorables.

Finalmente, los pacientes con alteraciones citogenéticas etiquetadas
como de mal pronéstico muestran una tasa elevada de resistencia al
tratamiento de induccion a lo que se suma una alta probabilidad de recidiva y
en consecuencia una corta supervivencia (5-14%) (Grimwade et al., 1998;
Slovak et al., 2000; Byrd et al., 2002; Grimwade et al., 2010). Recientemente,
el grupo HOVON-SAKK de Holanda y Suiza ha identificado un nuevo
subgrupo, al que ha denominado cariotipo monosémico (CM), que parece
presentar un pronéstico particularmente adverso. Se define por la presencia
de multiples monosomias autosémicas 0 una monosomia autosémica mas
una o mas alteraciones estructurales (Breems et al., 2008). La incorporacion
del CM a los grupos citogenéticos del MRC contribuye a definir el pronéstico
con una mayor precision. Medeiros et al., (2010), determinaron la incidencia
del CM en los pacientes con LMA e identificaron que la proporcién de
pacientes portadores aumentaba con la edad, estando presente en el 20% de
los pacientes mayores de 60 afios que formaron parte de su estudio. De
forma global, el CM se asocia con un peor prondstico y una menor
supervivencia, incluso peor que el grupo de pacientes de cariotipo complejo,
permitiendo asi la clasificacion de los pacientes de riesgo citogenético
adverso en dos subgrupos, en funcion de la presencia de un CM (Medeiros et
al., 2010). Ademas, recientemente se ha observado que los pacientes con un
CM tienen una frecuencia significativa menor de mutaciones en los genes
NPM1 y en FLT3-ITD, lo que podria implicar una biologia de la enfermedad
diferente (Kayser et al., 2012). Por ultimo, se ha sugerido que estos pacientes

podrian beneficiarse de un tratamiento mas intensivo (Oran et al., 2011).
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1.1.1.2.2 Alteraciones moleculares

Durante los ultimos 15 afios se han identificado diversas alteraciones
moleculares en los pacientes con LMA, principalmente en aquellos que
presentan un cariotipo normal. Entre ellas destacan las alteraciones de los
genes FLT3, NPM1 y CEBPA.

Mayoritariamente, las mutaciones del gen FLT3 provocan la activacién
constitutiva de su dominio tirosina quinasa. Estas mutaciones (repeticiones
internas en tandem, ITD) afectan a la region yuxtamembrana en el 20 - 27%
de los pacientes con LMA con cariotipo normal, mientras que el 5 - 7% de los
pacientes presentan mutaciones que afectan al dominio quinasa (D835)
(Kottaridis et al., 2001; Yamamoto et al., 2001; Schnittger et al., 2002; Thiede
et al., 2002). Pese a algunas discrepancias, casi todos los estudios coinciden
en otorgar un papel pronostico adverso a la presencia de mutaciones de
FLT3-ITD (Whitman et al., 2001; Stirewalt et al., 2004; Reind| et al., 2006;
Schittenhelm et al., 2006). Algunos estudios han sugerido también que el
namero de mutaciones encontradas en cada paciente (Kottaridis et al., 2001)
o la longitud de los segmentos duplicados (Stirewalt et al., 2006) podrian
asimismo tener influencia pronéstica. En contraste, las mutaciones FLT3-
D835 no aparecen acompafiarse de un pronostico adverso en los pacientes
de riesgo citogenético intermedio o cariotipo normal (Gale et al., 2005; Heidel
et al., 2006; Bornhauser et al., 2007).

Otro gen bien caracterizado es NPM1, donde las inserciones ‘in-frame’
en el exdn 12 se encuentran en aproximadamente el 30% de los pacientes
con cariotipo normal. Este gen se encuentra implicado en diversas
translocaciones cromosémicas asociadas a linfomas o leucemias y las
mutaciones detectadas producen una proteina NPM1 aberrante que se
deslocaliza en el citoplasma, dénde no puede desempefiar su funcién (Falini
et al.,, 2005). Estas mutaciones se asocian con un prondstico relativamente
favorable en pacientes con cariotipo normal que carecen de mutaciones
FLT3-ITD (Thiede et al., 2006).

Del mismo modo, las mutaciones en el gen CEBPA, que participa en la
maduracioén de los granulocitos y esta especialmente sobreexpresado durante

este proceso, se han descrito en pacientes con LMA con cariotipo normal con
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una frecuencia entre el 7 y el 11% y resultan en una pérdida de funcion de
CEBPA, que facilita la leucemogénesis por un bloqueo en la diferenciacion.
La mayoria de las mutaciones en CEBPA se caracterizan por la combinacion
de una mutacion en la region N-terminal y otra mutacién en la region Bzip,
cada una en un alelo diferente. Pese a que se han descrito mutaciones
heterocigotas en un Unico alelo (Barjesteh et al., 2003), se ha visto que tan
solo las mutaciones bialélicas son las que confieren un pronéstico favorable a
los pacientes portadores (Lin et al., 2005; Wouters et al., 2009; Dufour et al.,
2010). Asi, los pacientes con mutaciones de CEBPA tienen un curso clinico
favorable con mejores porcentajes de supervivencia, supervivencia libre de
evento (SLEV) y supervivencia libre de enfermedad (SLE) a los 5 afios que el
resto de pacientes del grupo de riesgo citogenético intermedio o con cariotipo
normal. Sin embargo, al igual que ocurre con las mutaciones de NPM1,
parece que el valor pronéstico favorable de las mutaciones de CEBPA se
pierde cuando éstas se acompafian de FLT3-ITD en un mismo paciente
(Mrézek et al., 2007; Mrézek et al., 2009).

Las mutaciones en los genes FLT3, NPM1 y CEBPA permiten una
clasificacion pronostica de los pacientes LMA con cariotipo normal. Las
mutaciones de NPM1 o CEBPA se han incluido ya en la clasificacion de la
OMS 2008 como subentidades provisionales, ya que ambas alteraciones
parecen ser eventos genéticos primarios con un papel causal de la
enfermedad. Sin embargo, buena parte de las alteraciones genéticas que
subyacen en esta enfermedad son todavia desconocidas. Por ello,
independientemente del estudio de las mutaciones conocidas, la lista de
anormalidades genéticas estudiadas en este grupo de pacientes va creciendo
dia a dia y muchas de ellas estan siendo incluidas en la caracterizaciéon

molecular de la LMA.

1.2. Nuevos marcadores moleculares en la LMA

Recientemente, merced sobre todo a las nuevas técnicas se
secuenciacion de nueva generacion (next-generation sequencing, NGS) la
lista de los genes que juegan un papel en la fisiopatologia de la LMA esta

creciendo rapidamente, permitiendo una mejor caracterizacion de la
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enfermedad (Ley et al., 2008; Mardis et al., 2009) (Tabla 6). Desde que en el
afo 2008, el grupo liderado por el Dr. Timothy Ley publicé el primer caso de
LMA secuenciado mediante NGS (Ley et al., 2008), diversos estudios han
llevado a la identificacién de nuevas mutaciones recurrentes, principalmente
en pacientes con LMA-CN (Mardis et al., 2009; Marcucci et al., 2010; Ley et
al., 2010; Grossmann et al., 2011). El posterior estudio en series mas amplias
de pacientes ha permitido confirmar que estas alteraciones estan presentes

en una proporcion significativa de pacientes con LMA, mostrando un notable

solapamiento con otras mutaciones ya conocidas.

Tabla 6. Nuevas variaciones genéticas recurrentes en adultos con LMA: Significado
biolégico y clinico (Marcucci et al.,, 2011; Walker et al., 2011)

Gen Frecuencia de mutaciones Implicacion clinica
IDH1/IDH2  16% LMA Asociacion con las mutaciones en
pos _ neg .
(IDH1 6%: IDH2, 8%). NPM1 /FLT3 ITD cpnfmendo
un mayor riesgo de recaida y una
Asociadas con LMA-CN SG inferior.
- 04"
(IDH1 10-16%; Las mutaciones en IHD1 e IDH2 son
IDH2, 10-19%). mutuamente excluyentes.
IDH2 mas frecuente en pacientes
mayores.
KIT 25-30% de LMA-CBF. Las mutaciones se asocian con peor
evolucion.
Ensayos clinicos evaluando los
inhibidores de KIT.
WT1 Mutaciones encontradas en Papel pronéstico por esclarecer.
10-13% de LMA-CN. WT1 SNP rs.16754 asociado con un
peor pronéstico en LMA-CN.
RUNX1 5-13% de LMA. Mutaciones asociadas con MLL-
Asociado con trisomia 13 PTD; correlacién inversa con la
. : o ' presencia de mutaciones en CEBPA
trisomia 21 y cariotipo
y NPM1.
normal.
Asociado a una menor RC, SLR y
SG menor.
MLL-PTD 5-11% de LMA-CN. Asociacion con una menor RFS 'y
> 90% de pacientes con _EFS. No es un factor prondstico
. . independiente.
trisomia 11.
NRAS 9-14% de LMA-CN. No se ha asociado con ningin factor
pronéstico. Podria predecir la
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Gen Frecuencia de mutaciones Implicacién clinica
> 40% de LMA-CBF. sensibilidad al tratamiento.
KRAS 5-17% de LMA-CBF. No se ha asociado con ningun factor
pronéstico.
TP53 56-76% de LMA de cariotipo Asociado a cariotipos complejos y
complejo. con una evolucidn peor.
TET2 < 10% LMA. Significacion clinica en

investigacion.

ASXL1 7 - 30% LMA de novo. Significacion clinica en
investigacion.

CBL Mutaciones raras en LMA. Sin impacto prondstico.

Abreviaturas: LMA, leucemia mieloide aguda; CN, cariotipo normal; FAB, Franco-Americana-Britanica; SMD,
sindrome mielodisplasico; NPM neoplasmas mieoloproliferativos; RC, remisiéon completa; SLR, supervivencia
libre de recaida; SG, supervivencia global; SLE, supervivencia libre de enfermedad; ITD, duplicacién interna en
tandem; TKD, dominio tirosin quinasa; UPD, disomia uniparental; SNP, polimorfismo de un solo nucleétido; CBF,
factor core-binding; JM, domino yuxtamembrana; PTD, duplicacién parcial en tandem.

Recientemente se ha observado que muchos de los genes en los que
se han identificado mutaciones estan implicados en mecanismos de
regulacién epigenética. La metilacion aberrante del DNA, frecuentemente
detectada en las neoplasias mieloides malignas, estAd asociada
fundamentalmente con el silenciamiento de genes supresores de tumores y
se cree que contribuye a la progresion de la enfermedad y a un peor
prondstico. Un ejemplo de estas nuevas mutaciones son las detectadas en los
genes ASXL1, IDH1, IDH2 y DNMT3A. Las mutaciones de IDH pueden
conducir a una disminucion en la hidroxilacion de 5mC y las mutaciones de
DNMT3A afectan a la metilaciéon de histonas de forma funcionalmente similar
a las mutaciones de ASXL1. Por otro lado, se ha descrito que las mutaciones
en genes como c-CBL activan de forma aberrante a genes como FLT3,
provocando una diferenciacion y proliferacién de las células hematopoyéticas
anomalas (Figura 3) (Jankowska et al., 2011).
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Figura 3. Dianas de las mutaciones puntuales y de las
deleciones en LMA. Mutaciones en multiples vias han sido
implicadas en la patogénesis de la LMA. En rojo aparecen las
mutaciones que provocan una activacién, mientras que en azul
aparecen las mutaciones o deleciones que provocan una pérdida
de funcién (Bejar et al., 2011).

1.2.1.Mutaciones de ASXL1

El gen ASXL1 esta compuesto por 12 exones y se localiza en el
cromosoma 20 (banda gl11.1). Pertenece a una familia de proteinas que
tienen una doble funcién ya que, en areas localizadas, interactian con la
cromatina aumentando la transcripcion de ciertos genes y reprimiendo la de
otros, a través de la interaccion con los complejos de proteinas ‘polycomb’ y
con distintos represores y activadores transcripcionales (Lee et al., 2010). A
diferencia de lo que ocurre en Drosophila, el papel de ASXL1 en
leucemogénesis no parece estar mediado por el complejo ‘polycomb
repressive deubiquitinase’ (PR-DUB) (Gelsi-Boyer et al., 2012). Diferentes
estudios funcionales han evidenciado que el gen ASXL1 se expresa en la
mayoria de células hematopoyéticas, y aquellos que se han llevado a cabo en
ratones ‘knockout’ han mostrado que cuando, como consecuencia de una
mutacion, ASXL1 se expresa de forma andmala, la mielopoyesis presenta
defectos leves sin llegar a desarrollar neoplasias hematologicas malignas

(Fisher et al., 2010). Datos mas recientes han demostrado que ASXL1
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interactia con los componentes del complejo ‘polycomb’ PRC2 llamados
EZH2 y SUZ12 que producen cambios en la metilacion de las histonas H3.
Estos componentes también se han encontrado mutados en neoplasias
mieloides. Por todo ello, se postula que la inhibicion de la funcién de ASXL1

podria producir la desmetilacién de las histonas H3 (Gelsi-Boyer et al., 2012).

Debido a que el exdn 12 del gen ASXL1 es el encargado de codificar
mas del 60% de la secuencia codificante (que da lugar al dominio ‘Plant
HomeoDomain’, PHD) es dénde comuinmente se centra la blsqueda de
mutaciones. Generalmente, las alteraciones a lo largo de ésta region del gen
suelen ser mutaciones sin sentido o que afectan a la pauta de lectura y que
dan lugar a una proteina truncada en su porcion C-terminal. En los Ultimos
afios han sido descritas variaciones en el gen ASXL1 en diferentes neoplasias
mieloides. La frecuencia descrita de mutaciones en pacientes con LMA de
novo oscila entre un 7% y un 30%, segun la poblacién de estudio (Gelsi-Boyer
et al., 2010). La mutacion mas frecuente es una duplicacién de una guanina
(c.1934dupG) que conduce a una proteina truncada (p.Gly646TrpfsX12). Sin
embargo, un estudio mas reciente defiende que esta mutacién es un artefacto
de la PCR (Abdel-Wahab et al., 2010). Actualmente, pese a la controversia,
se sigue considerando una de las mutaciones mas frecuentes en neoplasias
mieloides (Gelsi-Boyer et al., 2012). Las alteraciones en ASXL1 han sido
detectadas principalmente en los pacientes que presentaban un cariotipo
normal y se ha visto que aquellos pacientes mayores de 60 afios presentaban
una frecuencia de mutaciones en ASXL1 hasta cinco veces superior a la que
presentaban los pacientes mas jévenes (Metzeler et al., 2011). Cuando se ha
estudiado la interaccion de ASXL1 con otros genes, se ha observado una
asociacion excluyente entre las mutaciones de este gen y las mutaciones de
los genes NPM1 y FLT3. Sin embargo, se ha descrito una relacion
significativa entre las mutaciones de ASXL1 y las del gen CEBPA (Metzeler et
al., 2011). Un estudio posterior llevado a cabo por Abdel-Wahab et al., (2010)
han confirmado estos resultados, y ademas, se sabe que las mutaciones del
gen ASXL1 no coexisten con mutaciones en IDH1, pero si que lo hacen con
mutaciones en los genes JAK2 y TET2. De este ultimo estudio, se deduce

que las mutaciones en ASXL1 son anteriores a la adquisicion de estas otras

29



Introduccién

dos alteraciones y se ha demostrado que las mutaciones en este gen no

parecen adquirirse durante la transformacién leucémica.

Aunqgue con distintos matices, la mayoria de los trabajos publicados
((Abdel-Wahab et al., 2010; Metzeler et al., 2011) coinciden en otorgar a la
presencia de mutaciones en ASXL1 un valor pronéstico adverso, al
observarse una disminucion de la tasa de RC y de la supervivencia (Tabla 7).
No obstante, el caracter pronéstico independiente de esta variable no ha sido
demostrado de forma fehaciente. Son necesarios nuevos estudios que
confirmen estos hallazgos para determinar el impacto prondstico real.
Asimismo, son necesarios estudios funcionales de la proteina para poder
determinar si las alteraciones se traducen en una pérdida de supresion
tumoral o en la sefalizacién aberrante del receptor del acido retinoico, tal y

como se ha sugerido (Lee et al., 2009; Kang et al., 2012).
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Tabla 7. Resumen de la bibliografia sobre el estudio de mutaciones en ASXL1 en
pacientes con LMA.

39/234 260a
(16%)

Autores Pacientes Mutaciones Correlacion clinica
Carbucciaet LMA de novo 3/46 Relacién epistasica entre las
al., 2010 (n = 46) (6%) mutaciones de NPM1 y ASXL1.
Boultwood et  LMA 8/27 Las mutaciones son mas
al., 2010 (n=27) (30%) frecuentes en CN.
Chou et al., LMA de novo 54/501 Las mutaciones confieren una
2010 (n = 501) (11 %) SG maés corta.

No es un factor prondstico

0, =
(9% LMA-CN) adverso independiente.

Rocquain et LMA 11/64 Las mutaciones no ejercen
al., 2010 (n = 64) (17%) efecto sobre el prondstico.
Shen et al., LMA de novo 27/1185 No hay efecto estadisticamente
2011 (n = 1185) (5 %) significativo sobre la SG y/o la

SLR.
Metzeler et LMA de novo 6/189 <60a En los pacientes con LMA-CN
al.,, 2011 (n = 423) (3%) las mutaciones se asocian con

una mayor edad y con un peor
resultado.

Abreviaturas: LMA, leucemia mieloide aguda; CN, cariotipo normal; RC, remision completa; SLR,
supervivencia libre de recaida; SG, supervivencia global; SLE, supervivencia libre de enfermedad; a, afios.

1.2.2. Mutaciones de IDH

La enzima isocitrato deshidrogenasa (IDH) es una enzima implicada
en el metabolismo de los carbohidratos que cataliza la descarboxilacion
oxidativa del isocitrato a alfa cetoglutarato (2HG), generando la reduccion de
los agentes NADPH o NADH, necesarios para diferentes procesos hioldgicos.
En los organismos eucariontes existen varias isoformas localizadas en

diferentes compartimentos celulares y que emplean diferentes cofactores.

La enzima IDH1 est4 localizada en el citoplasma o en el peroxisoma y
cataliza las reacciones de descarboxilacion oxidativa del isocitrato y del
oxalosuccinato utilizando exclusivamente NADP+ como aceptor de
electrones. El gen que codifica para esta enzima se encuentra situado en el

cromosoma 2 (banda g33.3) dando lugar a una proteina de 414 aminoacidos

31



Introduccién

gue se presenta en homodimeros que necesitan, por cada uno, la unién de un
catibn magnesio 0 manganeso. Su variante mitocondrial es la enzima IDH2 y
cataliza las reacciones de descarboxilacion oxidativa del isocitrato y del
oxalosuccinato utilizando también exclusivamente NADP+ como aceptor de
electrones. Esta proteina de 452 aminoacidos esta codificada por el gen IDH2
localizado en el cromosoma 15 (banda g26.1). Participa en el metabolismo
intermedio de carbohidratos y en la produccion de energia estando

estrechamente asociada al complejo piruvato deshidrogenasa.

Las mutaciones en IDH1 fueron identificadas por primera vez en los
gliomas malignos y posteriormente en las LMA (Parsons et al., 2005; Mardis
et al., 2009). Estudios posteriores han revelado que algunos pacientes
también presentan mutaciones en el gen IDH2, (Mr6zek et al., 2007) siendo
un evento poco frecuente en pacientes con sindromes mieloproliferativos
(Tefferi et al., 2008), sindromes mielodisplasicos (Kosmider et al., 2010) y
leucemias linfoblasticas agudas (Abbas et al., 2010). En cualquier caso, las
mutaciones que se han descrito hasta el momento en IDH1 e IDH2 se
encuentran localizadas ambas en el exén 4 que es el encargado de codificar
el sitio de unién del isocitrato. En el gen IDH1 la arginina en posicién 132 es la
gque con mayor frecuencia se encuentra afectada; en el gen IDH2 las
mutaciones se localizan en el codon 140 o en el 172, codificantes también
para una arginina. Los diferentes analisis funcionales que se han desarrollado
en los dltimos afos sugieren que las alteraciones en estos genes se traducen
en una pérdida de la actividad de la enzima isocitrato, ya que estos pacientes
desarrollan una menor afinidad por el isocitrato, y en una ganancia de funcion
catalizadora que provoca la acumulaciéon en exceso de este metabolito en el
medio (Dang et al., 2009; Zhao et al., 2009). Aungque en un primer momento
los analisis funcionales se desarrollaron en pacientes con gliomas portadores
de mutaciones en IDH1 o IDH2, estos resultados se han confirmado en
pacientes que presentaban alteraciones en estos mismos genes y padecian
LMA (Murugan et al., 2010; Ward et al., 2010; Gross et al., 2010) (Tabla 8).
Otros estudios desarrollados en pacientes con gliomas han envidenciado que
las mutaciones en IDH son un evento temprano y que existe una asociacion
entre la presencia de mutaciones con un incremento de la sensibilidad al

tratamiento, debido a una disminucién de la produccion de NADPH, viéndose
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asi disminuido el riesgo de progresion. Gracias a un estudio publicado
recientemente por Lu et al., (2012), se ha sabido que el 2HG producido en
las células en las que IDH aparece mutado puede prevenir la desmetilacion
de las histonas, requerida para la diferenciacion celular a partir de las células
progenitoras, y que este hecho es suficiente para desencadenar el bloqueo
del ciclo celuar. Todos estos hallazgos han sido confirmados por Figueroa et
al., (2010), a través de un estudio llevado a cabo en una serie de 398
pacientes con LMA de novo menores de 60 afios. Ademds, estudios
posteriores han relacionado estas mutaciones con anomalias en diferentes

vias epigenéticas ( Yan et al., 2009; Mardis et al., 2009).

El primer estudio llevado a cabo para conocer el estado mutacional de
IDH en pacientes con LMA se realiz6 en una cohorte de 188 individuos con
LMA de novo, donde se observaron mutaciones en IDH1 pero no en IDH2 en
el 9% de los casos estudiados, todas ellas localizadas en el codén R132
(Mardis et al., 2009). En un trabajo posterior llevado a cabo en una poblacion
china,(Chou et al., 2010) la frecuencia de mutaciones IDH1** descrita fue del
6% Yy, en concordancia con lo publicado en el trabajo anteriormente
mencionado, se observé una asociacion entre dichas mutaciones y una
citogenética de riesgo intermedio, concretamente, con un cariotipo normal.
Del mismo modo, se evidenci®é una asociacién significativa entre las
mutaciones del gen IDH1 y las mutaciones en NPM1. Poco después, Green et
al., observaron que, en los pacientes que son FLT3-ITD negativos, las
mutaciones en IDH1 son un factor adverso independiente para la recaida
(Green et al.,, 2010). Por otro lado, Wagner et al., han descrito el SNP
rs11554137 (V71l) en el gen IDH1 cuyo efecto consiste en alterar los niveles
de mRNA y gue podria asociarse con una peor evolucion de la enfermedad

en los pacientes portadores de la alteracion (Wagner et al., 2010).

Respecto a IDH2, se han descrito mutaciones que afectaban al exén 4
(R172 o R140) en pacientes con LMA de novo con una frecuencia de
aproximadamente el 10% (Abbas et al., 2010; Gross et al.,, 2010). Las

mutaciones en IDH2R!"?

se han asociado con una peor evolucion de la
enfermedad, a diferencia de aquellos pacientes que portan mutaciones en
IDH2R*°. Ademas también se ha observado una mayor tendencia a recaer de

aquellos pacientes FLT3-ITD™YNPM1™ e IDH2®"? siendo las tasas
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similares a las de los pacientes con una citogenética de riesgo adverso
(Green et al., 2011).

Los trabajos que se han realizado en busca de un panel de
mutaciones concomitantes con los genes IDH han puesto de manifiesto que
pacientes portadores de mutaciones en IDH2 tienden a no mostrar
alteraciones en los genes FLT3, NPM1 y ASXL1 (Ward et al., 2010). Estos
resultados estan en concordancia con los resultados publicados por Lou et al.,
(2012), que, ademas, han visto una frecuente coexistencia de las mutaciones
en IDH1 con RUNX1, PTPN11, NRAS, FLT3y MLL-PTD.

Mayoritariamente, el analisis de la incidencia de mutaciones en ambos
genes se ha llevado a cabo en series de pacientes con CN o de riesgo
citogenético intermedio. Estos estudios han permitido observar, entre otras
cosas, que existe una relacion excluyente entre las mutaciones en IDH1 e
IDH2, siendo poco frecuente encontrar ambas alteraciones coexistiendo en un
mismo paciente. Pese a que gran parte de los estudios muestran que en
pacientes con LMA de novo estas mutaciones no afectan a la supervivencia,
(Abbas et al., 2010; Lu et al.,, 2012) otros autores defienden su prondstico
adverso, sugiriendo el analisis de estas mutaciones como un nuevo marcador
pronéstico. (Marcucci et al., 2010; Paschka et al., 2010; Boissel et al., 2010;
Abbas et al., 2010). Una vez mas, son necesarios estudios que confirmen el
caracter pronostico independiente o no de las alteraciones de estos genes en

pacientes con LMA.

Tabla 8. Resumen de la bibliografia sobre el estudio de mutaciones en IDH en
pacientes con LMA.

Autores Pacientes Mutaciones Correlacion clinica
Gross et al., LMA IDH1 11/145 (8%) Hay una asociacién con
2010 (n = 145) IDH2 2/145 (1%) los pacientes con CN. No

hay diferencias en la
supervivencia.

Chou et al., LMA de novo IDH1 Las mutaciones se

2010 (n = 493) 271493 (6%) ?:Sl\(IJCIan con NPM1 y con
Marcucci et LMA-CN de IDH1 49/358 (14%)  Las mutaciones en IDH1 e
al., 2010 novo IDH2 son més recurrentes

IDH2 69/358 (19%) ¢ | MA-CN. Efecto

desfavorable sobre el
resultado.

(n=358)
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Autores Pacientes Mutaciones Correlacion clinica
Wagner et LMA-CN de IDH1 (R132) 30/275 Solo el SNP rs11554137
al., 2010 novo (<60 a) (11%) se asocia con un peor
(n = 275) SNPrs11554137 pronostico.
33/275 (12%)
Thol et al., LMA-CN IDH2 33/272 (12%)  Las mutaciones no
2010 _ influyen sobre el
(n=272) tratamiento.
Paschka et LMA (<60a) IDH1 61/805 (8%) Las mutaciones son un
al., 2010 _ 0 factor prondstico
(=Ees) 192 70 ) desfavorable en los
pacientes con LMA-CN
con NPM1°%%/ FLT3™? ,
Rocquain et LMA IDH1 3/64 (5%) Las mutaciones no tienen
al., 2010 (n = 64) IDH2 4/64 (6%) efecto sobre el prondstico.
Boissel et LMA IDH1 70/520 (14%) Las mutaciones se
al., 2010 _ & asocian con LMA-CN y
(=) 19072 L0 (51 con un peor pronoéstico.
Abbas et al., LMA de novo IDH1 55/893 (6%) Las mutaciones se
2010 _ 0 asociam con un peor
(n =893) IDH2 97/893 (11%) pronéstico en los
pacientes con LMA-CN
con NPM1°%/ FLT3™ |
Green et al., LMA (<60 a) IDH1 107/1333 (8%) Las mutaciones de IDH1
2010 _ son un factor negativo
(=122 independiente para la
recaida de los pacientes
FLT3-ITD"™.
Figueroa et LMA-CN de IDH1 24/ 398 (6%) Las mutaciones son mas
al., 2010 Eovo (<60 a) (n IDH2 33/398 (9%) frecuentes en LMA-RCI.
=398)
Schnittgeret  LMA IDH1 93/1414 (7%) Las mutaciones son mas
al., 2010 (n = 1414) prevalentes en LMA-RCI.
Caramazza LMA de novo IDH 4/15 (27%) Las mutaciones se
et al., 2010 (n = 15) asocian con LMA -
- trisomia 8.
Green et al., LMA (<60 a) IDH2 148/1473 En pacientes sin
2011 — 1473 (10%) anomalias molecuares con
W= ) IDH2™2, tasas de recaida
similares a las de LMA-
RCA.
Shen et al., LMA de novo IDH1 52/1185 (9%)  No hay un impacto sobre
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Autores Pacientes Mutaciones Correlacion clinica

2011 (n=1185) IDH2 53/1185 (10%) la supervivencia.

Linetal., LMA IDH1 4/198 (2%) No hay efeto sobre la
2011 (n = 198) IDH2 10/198 (5%) supervivencia.

Ho et al., LMA de novo  SNP rs11554137 Los pacientes SNP*
2011 (n = 274) 30/274 (11%) tienen una peor SG y SLR.

Abreviaturas: LMA, leucemia mieloide aguda; CN, cariotipo normal; RCI, riesgo citogenética intermedio;
RCA, riesgo citogenética adverso; RC, remisiéon completa; SLR, supervivencia libre de recaida; SG,
supervivencia global; SLE, supervivencia libre de enfermedad; a, afios.

1.2.3.Mutaciones de c-CBL

El gen c-CBL forma parte de la familia de CBL. Est4d compuesto por 16
exones que codifican 906 aminoacidos en un Unico transcrito. Se encuentra
localizado en el cromosoma 11 (banda g23.3) y codifica una ubiquitina ligasa
E3 que juega un papel regulador en la sefializacion de las tirosina quinasas.
Por una parte favorece su activacion, al provocar la unién del activador al
dominio de unién en el extremo N-terminal y, por otra, sirve de adaptador al
reclutar componentes reguladores de las sefiales de transduccién como
SHP2 y P13K. En las neoplasias mieloides se ha visto que el gen c-CBL
participa en la ubiquitinacion andémala de MPL (Saur et al., 2010), KIT (Bandi
et al., 2009) y FLT3 (Sargin et al., 2007).

Se han encontrado mutaciones localizadas principalmente en el exén
8, en el exdn 9 y en la region intrénica (Grand et al., 2009). Muchas de las
variaciones que se han descrito son sustituciones ‘missense’ en el dominio
RING o en el dominio de unién que impiden la actividad ubiquitina ligasa de
CBL por lo que las células adquieren una mayor capacidad proliferativa
(Reindl et al., 2009). Otras mutaciones producen alteraciones en el ‘splicing’ y
la formacién de nuevos codones de parada. Las mutaciones en c-CBL estan
frecuentemente asociadas con la disomia uniparental (UPD) en 11q por lo
gue podria tratarse de un proceso anterior a la UPD. Diferentes analisis
demuestran que las mutaciones en c-CBL son adquiridas y raramente se ven
relacionadas con otras mutaciones conocidas (Makishima et al., 2009; Grand

et al., 2009). Los estudios llevados a cabo en pacientes con LMA, (Sargin et

36



Introduccién

al., 2007; Abbas et al., 2008; Ghassemifar et al., 2011) han relacionado c-CBL
con la modulacion de la sefalizacion de FLT3, ya que al provocar una
activacion constitucional de las rutas de dicho gen podria activarse la
transformaciéon de las células hematopoyéticas, contribuyendo en este

subgrupo de pacientes a la patogénesis de la LMA.

La mayoria de las mutaciones detectadas son homocigotas, por lo que
se piensa que la proteina normal podria tener una funcibn como supresor de
tumores (Sargin et al., 2007). Por lo general, las mutaciones en c-CBL no se
asocian con mutaciones en RAS o PTPN11, pero muestran caracteristicas
bioguimicas y clinicas similares (Sargin et al., 2007; Muramatsu et al., 2010).
Sin embargo, se han detectado mutaciones en c-CBL coexistiendo con
mutaciones en los genes RUNX1, FLT3, JAK2 y TP53 (Sargin et al., 2007;
Saur et al.,, 2010). En un estudio reciente de 577 pacientes con MPN o
SMD/MPN, se encontraron mutaciones en el gen c-CBL en menos del 1% de
los pacientes (Grand et al., 2010). Esta misma frecuencia fue la detectada en
estudios posteriores en el que se incluian una gran cohorte de pacientes,
entre ellos pacientes con LMA (Sargin et al., 2007; Abbas et al., 2008;
Makishima et al., 2009; Ghassemifar et al., 2011). Pero esta frecuencia podria
ser mayor en aquellas leucemias con aberraciones en 11g o en CBF
([t(8;21);inv(16)] (Reindl et al., 2009) (Tabla).

Del mismo modo que ocurre con otros genes, existe controversia entre
los resultados obtenidos a partir de estudios llevados a cabo por diferentes
grupos. Por ello son necesarios mas estudios que nos permitan elucidar las

implicaciones reales de este gen en la leucemogénesis.

Tabla 9. Resumen de la bibliografia sobre el estudio de mutaciones en c-CBL en
pacientes con LMA.

Autores Pacientes Mutaciones Correlacion clinica
Sarginetal., LMA 1/150 Las mutaciones podrian modular
2007 (n = 150) (1%) la sefalizacion de FLT3.

Abbas et al., LMA de novo 2/319 Las mutaciones podrian

2008 (n = 319) (1%) asociarse con las LMA CBF.
Reindl et al., LMA 3/279 CBL podria modular la

2009 (n = 279) (1%) activacion constitutiva de FLTS3.
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Ghassemifar LMA 4/90 Las mutaciones tienen una baja

etal., 2011 (n = 90) (4%) incidencia.

Abreviaturas: LMA, leucemia mieloide aguda; CN, cariotipo normal; RC, remisiéon completa; SLR,
supervivencia libre de recaida; SG, supervivencia global; SLE, supervivencia libre de enfermedad; af,
afios.

1.2.4.Mutaciones de DNMT3A

Estudios recientes realizados mediante la tecnologia de NGS han
identificado mutaciones sométicas recurrentes en el gen DNMT3A (DNA
metiltransferasa 3A) en un alto porcentaje de los pacientes con LMA de novo
(Ley et al., 2010; Yamashita et al., 2010; Yan et al., 2011).

El gen DNMT3A se localiza en el cromosoma 2 (banda p23.3) y
codifica para una proteina de 912 aminoacidos. DNMT3A es crucial para la
metilacion del DNA mediante la conversion de las citosinas a 5-metilcitosina
(Baylin et al., 2006; Esteller et al., 2007) siendo muy importante para los
procesos de embriogénesis, impronta e inactivacién del cromosoma X. Los
ensayos enzimaticos in vitro muestran una reduccion en la metilacion del DNA
en aquellas células en las que DNMT3A se encuentra mutado. Se ha
observado un aumento de los niveles de DNMT3A en blastos mieloides
malignos comparado con las células mononucleares de la médula ésea
normal, sugiriendo que la sobreexpresion de DNMT3A contribuye a la
hipermetilacion de los promotores de algunos genes (Mizuno et al., 2001).

Las mutaciones mas recurrentes se dan en la arginina en posicion 882
(R882), que mayoritariamente es sustituida por una histidina o una citosina
(R882H o0 R882C), y promueven la proliferacion celular en cultivos celulares.
En general, todos los estudios coinciden en que las mutaciones de DNMT3A
se asocian con una disminucién general de la supervivencia (Thol et al.,
2011). Por ello, se han llevado a cabo diferentes trabajos con el fin de elucidar
el fuerte papel patogénico que tienen las mutaciones de DNMT3A en la LMA,
principalmente en pacientes con cariotipo normal, donde la frecuencia de
mutaciones es significativamente mas alta (Tabla 10) (Shah et al., 2011,
Stegelmann et al., 2011; Walter et al., 2011).

En pacientes con LMA se ha observado que la incidencia de

mutaciones varia en funcion de la poblacién de estudio. En la poblacion
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occidental aproximadamente un 20% de los pacientes con esta enfermedad
son portadores de mutaciones en el gen DNMT3A,( Stegelmann et al., 2011)
frente a alrededor del 7% de la poblacion asiatica (Hou et al., 2012). Por ello,
una hipétesis a comprobar seria determinar si existe una diferencia geogréfica

en la incidencia de mutaciones de DNMT3A.

Recientemente, en un estudio llevado a cabo por Hou, et al., (2012),
se ha investigado las mutaciones de DNMT3A en pacientes diagnosticados
de LMA de novo y se ha analizado su interaccion con la de otros 16 genes.
Se han identificado mutaciones en 70 (14%) de 506 pacientes estudiados,
presentando 51 (73%) de los pacientes mutados un cariotipo normal.
Ademas, demostraron una asociacion positiva de las mutaciones de DNMT3A
con una edad avanzada, con un recuento de leucocitos y de plaguetas mas
alto, con un riesgo citogenético intermedio (principalmente cariotipo normal),
con mutaciones en FLT3-ITD, NPM1, PTPN1l1l e IDH2. Sin embargo,
mostraron una asociacion negativa con las mutaciones en CEBPA. El analisis
multivariado demostré que la mutacion DNMT3A es un factor independiente
de mal prondéstico para la supervivencia global y para la supervivencia libre de
recaida, tanto en la serie global como en el grupo de pacientes con cariotipo
normal. En conjunto, estos autores han podido realizar una nueva
estratificacion de los pacientes con LMA en diferentes grupos prondsticos,
incorporando al sistema las mutaciones de DNMT3A. También observaron
que las mutaciones de DNMT3A se mantuvieron estables durante el curso de
la enfermedad. Estos resultados han sido apoyados por los publicados por
Markova et al.,(2012), que observaron que los pacientes que son portadores
de mutaciones en DNMT3A y FLT3-ITD al mismo tiempo tienen una tasa de
recaida mucho mayor que los pacientes que portan tan solo una de ellas
(Markova et al., 2012).

Mas recientemente, Ribeiro et al.,(2012), han propuesto incorporar el
analisis de las mutaciones de DNMT3A en el diagnéstico molecular de la
LMA, ya que el efecto que se ha visto descrito es similar al que causa la edad,
la citogenética y las mutaciones en FLT3, NPM1 y CEBPA, y que hoy en dia
estan reconocidos como factores pronésticos independientes (Ribeiro et al.,
2012).
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Aunque de forma general, todos los grupos que han estudiado la

incidencia de estas mutaciones es sus respectivas cohortes de pacientes

coinciden en que DNMT3A tiene un papel importante en el desarrollo de la

LMA, se requieren estudios adicionales en series de pacientes mas amplias

gue nos permitan comprobar la importancia biologica y el impacto clinico de

estas mutaciones como nuevo marcador molecular.

Tabla 10. Resumen de la bibliografia sobre el estudio de mutaciones en

DNMT3A en pacientes con LMA.

Autores Pacientes Mutaciones Correlacion clinica
Ley etal., LMA de novo 62 /281 (22%) Las mutaciones se asocian con
2010 _ ) pos una mayor edad, con RCI, con
(n =281, 37/62 R882 FLT3-ITD ™'y con una menor
56/281 RCI) SG.
Factor prondstico desfavorable
independiente.
Felicitas et LMA de novo 81/444 (18%) Se asocia con una mayor edad,
al.,, 2011 (<60 a) un mayor recuento de
leucocitos y de plaguetas, con
(n=444) CN, con las mutaciones en
FLT3-ITD, NPM1 e IDH1.
Factor prondstico
independiente negativo para la
SG, y en CN también sobre la
SLR y las tasas de RC.
Shen et LMA de novo 73171185 Las mutaciones se asocian con
al., 2011 (n = 1185) (12%) LMA M4 y M5.
Factor prondstico desfavorable
independiente para la remision.
Jiang et LMA de novo 12/ 98 Asociacion de las mutaciones
al., 2011 (n = 182) (12 %) con el RCI.
LaRochelle  LMA de novo-RCI Se asocia con un mayor
et al., _ recuento de leucocitos, con
2011 (n = 194) 39/194 FLT3-ITD muty NPM1Pos
(14 %)
Hou et al., LMA de novo 51/ 223 Se asocia con una mayor edad,
2012 (n = 500) (23 %) un mayor recuento de
leucocitos y de plaguetas, con
62/ 318-RCl RCl y CN, con las mutaciones
FLT3-ITD, NPM1, PTPN11
(20 %) en FLT3-ITD, !
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Autores Pacientes Mutaciones Correlacion clinica
independiente negativo para la
SG.
Markova LMA-RCI 67 /226 La mutacion R882"° se asocia
et al. con un mayor recuento de
L = 0
2012 (n=226) (30 %) leucocitos.
Confieren una peor SG y SLR.
Los pacientes DNMT3A ™"/
FLT3-ITD "* recaen mas.
Marcucci LMA de novo 145/ 415 Es un factor pronéstico adverso
gtorillz., (n = 415) (35%) independiente para la SLE.
(62% R882°*°)
Singh et LMA 20/ 104 El andlisis de las mutaciones
al., 2012 (n = 104) (12%) por HRM es un meto@o' eficaz
para el diagnéstico clinico.
Ribeiro et LMA-CN de novo 96 /415 Se asocian con FLT3-ITDy
al., 2012 (<60 a) (23%) NPML1.
Las mutaciones son un factor
= 0 pos
=) (e Rz prondstico independiente.
Renneville  LMA-CN de novo 38/123 Las mutaciones se asocian con
pos
ggillz., (<60 a) (29%) LMA M4y M5y con NPM1 ™.
(n = 123) Factor pronostico desfavorable

independiente parala SGy la
SLE.

Abreviaturas: LMA, leucemia mieloide aguda; CN, cariotipo normal; RCI, riesgo citogenética intermedio;
RC, remision completa; SLR, supervivencia libre de recaida; SG, supervivencia global; SLE, supervivencia
libre de enfermedad,; a, afios.

1.2.5. Mutaciones de TP53

El gen que codifica la proteina p53 se localiza en el cromosoma 17
(banda p13.1), se extiende a lo largo de 20 kb de DNA gendémico y contiene
11 exones. Posee dos promotores diferentes, uno en la region 5’ del primer
exbn, que origina la proteina completa, y un promotor localizado en el primer
intrén, que origina un transcrito de menor tamafio, aunque se sabe que

también existen secuencias reguladoras en la porcion 3’ del gen.

La proteina p53 esta formada por 393 aminoécidos que se agrupan en
3 dominios diferenciados. ElI dominio aminoterminal, con actividad

transactivadora, y que interacciona con la RNA polimerasa aumentando la
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transcripcion. En esta region también se encuentra una region rica en prolinas
necesaria para la apoptosis (Walker et al., 1996). En la regiéon central se
localiza el dominio de unién al DNA, resistente a la accion de enzimas
proteoliticas que permite la funcion de p53 como factor de transcripcion. Por
altimo, el dominio carboxiterminal que dota a p53 de las funciones como sefal
de localizacion nucleolar (NLS), oligomerizacion y como diana de fosforilacion
para una quinasa dependiente de ciclina (CDK). Este domino también
interviene en la apoptosis (Lassus et al., 1999), en la regulacién de la

transcripcién y en el reconocimiento del dafio de la doble cadena de DNA.

La activacion del gen TP53 se produce por dafio celular y por algunos
oncogenes, y produce un incremento de las formas activas de la proteina con
capacidad de unién al DNA y con capacidad de funcionar como factor de
transcripcién. Una vez activada la proteina p53 se une a las zonas
promotoras de muchos genes, impidiendo la progresion del ciclo celular en
G1 y en G2 (Kuerbitz et al., 1992; Kirsch et al., 1995; Levine et al., 1997)
permitiendo que las enzimas de reparaciéon de DNA corrijan los defectos
inducidos (Taylor et al., 1999) y en el caso de que éstos sean irreparables, la
célula sea desviada hacia la apoptosis (Lang et al., 2004; Petitjean et al.,
2007). Por todo ello, se ha denominado a p53 como el guardian del genoma,
puesto que interviene, una vez activada, en el mantenimiento de su

integridad.

Hasta el momento se han identificado un gran numero de mutaciones
diferentes en TP53, que determinan un fenotipo recesivo (Olive et al., 2004;
Lang et al.,, 2004) originando una proteina alterada (Petitiean et al., 2007).
Aproximadamente el 95% de las mutaciones descritas se localizan en el
dominio de unién al DNA, (Fukasawa et al., 1996) perdiendo los mutantes su
afinidad por el mismo. Las consecuencias funcionales de las mutaciones de
TP53 son variadas y dependen no sélo de la region o dominio afectado sino
también del tipo de mutacion. Se han encontrado mutaciones en TP53 en
lineas celulares generadas a partir de casos con LMA, lo que sugiere que
estas lesiones pueden contribuir a la inmortalizacion celular. La mayoria de
las mutaciones descritas en pacientes con LMA se localizan preferentemente,
como en otros tipos de cancer, en las zonas conservadas del domino de

union al DNA y corresponden a mutaciones puntuales que originan un cambio
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en el amino&cido que codifican, aunque también se han descrito mutaciones
gue desplazan la pauta de lectura. En los pacientes con LMA, la inactivacion
de TP53 tiene un papel destacado en la transformacion neoplésica,
asocidndose con progresion de la enfermedad, cariotipos complejos y
aumento de resistencia a la quimioterapia (Seifert et al., 2009). Ademas, este
gen coopera con otros protooncogenes, como los de la familia RAS, dando
lugar a un aumento de la expresidbn de genes que participarian en el

desarrollo tumoral (McMurray et al., 2008).

Los estudios efectuados al principio de la década de los 90 sugerian
una frecuencia de mutaciones del 10-15% en pacientes con LMA (Slingerland
et al., 1991; Hu et al.,, 1992; Kurosawa et al., 1995). En estos trabajos se
incluian un elevado porcentaje de pacientes con monosomia de los brazos
cortos del cromosoma 17 (17p), en los que las mutaciones de TP53 llegan a
alcanzar el 50% de los casos. También se han descrito mutaciones en TP53
asociadas a translocaciones cromosémicas en las que participa 17p (Wang et
al., 1997).

Pocos han sido los trabajos llevados a cabo en pacientes con LMA de
novo, ya que la gran mayoria se realiza en series de pacientes con LMA
secundaria. Actualmente, en pacientes con LMA de novo, la frecuencia de
mutaciones en TP53 que se ha detectado es menor al 10%, asociandose con
cariotipos complejos (Fenaux et al., 1991; Lai et al., 1995) y corroborandose
Su asociacion con una mayor resistencia a la quimioterapia y con una
supervivencia mas corta (Haferlach et al., 2008; Bowen et al., 2009; Seifert et
al., 2009). Ninguno de los trabajos ha detectado una asociacion entre las
mutaciones de TP53 y las mutaciones de otros genes analizados ( Tabla 11).
A este respecto, la publicacion mas significativa ha sido realizada por Rucker
et al., (2012)* que han observado alteraciones en el gen TP53 en el 70% de
los pacientes estudiados con LMA-CC (n = 234), de los que el 60% eran
portadores de mutaciones y el 40% de deleciones cromosdmicas. Los
pacientes que presentaban cualquier alteraciébn en TP53 se caracterizaban
por presentar mayor edad, un mayor grado de complejidad gendmica y

exhibian con mayor frecuencia un cariotipo monosoémico.
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Tabla 11. Resumen de la bibliografia sobre el estudio de mutaciones en TP53 en

pacientes con LMA.

Autores Pacientes Mutaciones Correlacion clinica
Fenauxet LMA 4710 (40 %) Las mutaciones de TP53 solo estan
al., 1991 (n = 46) acon -17 implicadas en la leucemogénesis de
- P P los pacientes con -17p.
Fenaux et LMA 3/66 Baja frecuencia en pacientes LMA.
al., 1992 Se asocian a una mayor edad, a un
= 0,
W=5g) e CC y a menor SG.
Haferlach LMA 47193 (2 %) En la LMA se asocian con el grupo
et al., 2008 (n = 235) 29 | 42 de pacientes con CC.
(69 %) CC
Bowen et LMA 61/ 166 En pacientes con CC o
al., 2009 anormalidades en cromosoma 5, 7
L = 0 L
(= L513) & ) 0 17, se asocian con una menor
tasa de remisién y una menor SG.
Seifert et LMA 105/ 2272 En pacientes con CC, inversa
al., 2009 _ correlacién con las mutaciones en
(n=2272) (5%) FLT3 y NPML1.
20 /105 No ejercen efecto sobre le
(19 %) RCA pronéstico.
Dunna et LMA 44 /141 Las mutaciones se asocian con un
al., 2012 mayor recuento de blastos y de
=] 0,
(=241 (L leucocitos, y una menor SLE.
Rucker et LMA- CC 94 / 234 (40%) Las mutaciones se asocian con CC,
al., 2012 (n=234) la edad, y con mayor complejidad

gendémica. Factor prondstico
negativo.

Abreviaturas: LMA, leucemia mieloide aguda; CC, cariotipo complejo; RA, riesgo citogenética adverso; RC,
remision completa; SLR, supervivencia libre de recaida; SG, supervivencia global; SLE, supervivencia libre
de enfermedad; af, afios; pa, pacientes.
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Hipdtesis

La patogenia de la Leucemia Mieloide Aguda implica la adquisicién
secuencial de varias lesiones moleculares. Algunas de estas alteraciones,
descritas recientemente, han contribuido a mejorar notablemente el
conocimiento sobre la leucemogénesis asi como a mejorar la estimacion del
prondstico de estos pacientes, especialmente en aquellos casos con un
cariotipo normal. Sin embargo, el espectro completo de mutaciones, las
distintas combinaciones posibles, su potencial valor diagndstico, pronéstico o
terapéutico y, sobre todo, cudles de ellas tienen un caracter causal son
todavia desconocidos. Por todo ello, aumentar el conocimiento de las
alteraciones moleculares en paralelo con el comportamiento clinico podria
contribuir no sélo a un mejor conocimiento de los mecanismos moleculares
implicados en esta enfermedad, sino también a un mas apropiado manejo

terapéutico.
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Objetivos

El objetivo general de la tesis es el estudio de nuevas dianas
moleculares, que podrian ser clave durante la leucemogénesis, en una amplia
serie de pacientes diagnosticados de LMA de novo; el fin es llegar a
comprender de manera mas profunda la evolucion de estas neoplasias, asi
como identificar nuevos marcadores moleculares con potencial pronéstico y/o
terapéutico. Para ello, se analizara la presencia de mutaciones en los genes
ASXL1, IDH1, IDH2, c-CBL, DNMT3A y TP53 mediante la técnica de analisis
genético ‘high resolution meeting’ (HRM), ya que permite realizar el cribado de
variaciones genéticas de una manera global, sencilla, rapida y coste-efectiva,
lo que facilita su rapida incorporacion a la practica clinica. Asi, este objetivo

general se puede desglosar en los siguientes objetivos concretos:

1. Caracterizacion de la serie: recogida de los datos clinicos y de las
muestras de pacientes con LMA de novo y caracterizacion exhaustiva
de las mismas, mediante una combinacion apropiada de citomofologia,
citometria de flujo, citogenética convencional, FISH y deteccion de los
reordenamientos especificos de cada subtipo de LMA, asi como las
mutaciones de FLT3-ITD, NPM1, CEBPA, MLL-DPT y la sobreexpresion
de los genes EVI-1y WTL1.

2. Puesta a punto de los métodos moleculares requeridos:

a. Disefio y puesta a punta de la técnica HRM para el rastreo de
mutaciones de las regiones codificantes de los genes objeto de
estudio: ASXL1, IDH1, IDH2, c-CBL, DNMT3Ay TP53

b. Validacion de la técnica del HRM mediante secuenciacién directa por
Sanger para determinar la sensiblidad y especifidad de ésta técnica,

de forma global y para cada uno de los genes analizados.

c. Confirmacién de las mutaciones detectadas por HRM en cada uno de
ensayos realizados a cada paciente mediante secuenciacion directa

por Sanger.

3. Estudio de la frecuencia de mutaciones en las regiones codificantes de
los genes ASXL1, IDH1, IDH2, c-CBL, DNMT3A y TP53 en una serie

de pacientes diagnosticados de LMA de novo de un Unico centro.
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4. Andlisis de estadistico para correlacionar las alteraciones gendmicas de
ASXL1, IDH1, IDH2, c-CBL, DNMT3A y TP53 con las caracteristicas de

los pacientes con LMA y las caracteristicas de la enfermedad.

5. Evaluar el valor pronéstico de las alteraciones genomicas de ASXL1,
IDH1, IDH2, c-CBL, DNMT3A y TP53, de forma aislada o combinada,

con marcadores moleculares/citogenéticos bien establecidos.
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Material y Métodos

4.1. Pacientes

La serie analizada incluyé 220 pacientes adultos diagnosticados de
LMA de novo en el Hospital Universitario y Politécnico La Fe de Valencia,
entre septiembre de 1998 y septiembre del 2011, exceptuando pacientes del
subtipo M3. Se analizaron muestras de médula 6sea obtenidas en el
momento del diagnéstico mediante puncion esternal o en cresta iliaca
postero-superior. El diagndstico de los pacientes se basé en los criterios
morfoldgicos y citoquimicos de la clasificacion Franco-Américo-Britanica
(FAB), (Bennet et al.,, 1987) y en la clasificacion de la OMS (Arber et al.,
2008). El criterio limitante para la inclusion en el estudio fue la disponibilidad
de muestra de DNA obtenida en el momento del diagnoéstico. Se realizé el
estudio citogenético y molecular en todos los casos. El tratamiento recibido se
ajusté al protocolo vigente en cada momento: LMA 92, PETHEMA 99 y
PETHEMA 2007. Todos ellos contemplaban un esquema inicial de
quimioterapia de induccion que incluia daunorubicina o idarubicina mas
citarabina, con o sin etopdsido. La terapia post-remisién consistio en 1 6 2
cursos de quimioterapia de consolidacién con dosis intermedias/altas de
citarabina, seguido de trasplante autdlogo cuando fue posible (n = 28) o
trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (n = 41). Los pacientes
que no movilizaron no recibieron tratamiento adicional. Los pacientes que no
recibieron quimioterapia (n = 37) fueron excluidos del analisis de
supervivencia. El estudio fue aprobado por el Comité Etico para la
Investigacion Clinica del Hospital Universitario y Politécnico La Fe y todos los
pacientes firmaron un consentimiento informado en concordancia con las
recomendaciones de la Declaraciéon de los Derechos Humanos, la conferencia

de Helsinki y las regulaciones institucionales.

4.2. Estudio citogenético

El andlisis citogenético convencional consistio en el estudio de las
alteraciones cromosdémicas en las metafases de las células leucémicas

obtenidas tras el cultivo in vitro.
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4.2.1. Cultivo

A partir de muestras de aspirado de médula 6sea se practicaron
cultivos de 24 horas en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con suero
bovino fetal al 10% y antibiotico. Los cultivos se prepararon en camara de
flujo laminar y posteriormente se incubaron a 37°C durante toda la noche en

un incubador con 5% de presién de CO, y una humedad del 90%.

4.2.2. Sacrificio del cultivo

Para impedir la formacion del huso acromatico y que, por tanto, los
cromosomas se dirijan a los polos de la célula, se afiadieron 100uL de
colchicina al dia siguiente, dejandolo actuar 30 minutos a 37°C. Para la
recolecciéon de los cromosomas se transfirid el cultivo a un tubo conico y se
centrifugd durante 5 minutos a 1.500 rpm, decantandose el sobrenadante y
resuspendiendo el sedimento posteriormente. Se afiadieron 10mL de CIK
(atemperado a 37°C) y se incub6 durante 30 minutos a 37°C para permitir su
entrada en las células y que éstas aumentaran de volumen. Posteriormente,
se verti6 gota a gota el fijjador Carnoy (metanol:4cido acético 3:1)
completando hasta 5mL, se centrifugd, decant6 y resuspendié el boton
celular. La fijacién con solucién de Carnoy se repitié hasta tres veces para la

obtencién de un botén celular limpio.

4.2.3.Preparacion de extensiones

Para la elaboracion de las preparaciones se verti6 una gota de
suspension celular sobre un portaobjetos desengrasado previamente en
metanol frio. La extensién se sec6 al aire y en llama. Los portaobjetos con

metafases aptas se dejaron envejecer toda la noche en horno a 60°C.

4.2.4.Tincién de bandas G

Los cromosomas se identificaron mediante el método de bandas G
con tripsina-Giemsa, (Seabright M et al.,1971). Las extensiones se

sometieron a una digestion enzimatica con tripsina y se tifieron con una
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solucién de Giemsa (47,5mL fosfato monopotasico + 47,5mL fosfato bisédico
+ 5mL de Giemsa) durante 5 minutos. Por dltimo se lavaron y se dejaron

secar toda la noche.

4.2.5.Andlisis del cariotipo

Para la aceptacion de un cariotipo se analizaron al menos 20 metafases
por muestra. Las metafases fueron analizadas usando el programa lkaros
(Metasystems Inc., Alemania). Las anomalias cromosdmicas fueron descritas
de acuerdo al Sistema Internacional de Nomenclarura Cromosémica (ISCN,
Shaffer et al., 2009). En funcion de las alteraciones encontradas, los
pacientes se estratificaron en tres grupos de riesgo citogenético segun el
Medical Research Council trials (MRC) del 2010, (Grimwade D et al., 2010):

— el grupo favorable que incluye las alteraciones t(8;21) o inv(16),

— el grupo adverso, que incluye add(5q), -5, del(5q), -7,
add(7q)/del(7q), abn(3q), inv(3)(q21926)/t(3;3)(q21;926), 20q, 21q,
-17, abn(17p), 1(6;9), t(9;22)(q34;911), 1(6;11)(927;923), t(11923) y

cariotipos complejos con al menos 4 anomalias no relacionadas, y

— el grupo intermedio que incluye pacientes con cariotipo normal y
con alteraciones citogenéticas no clasificadas como favorable o

adversas.

4.3. Estudio de las alteraciones moleculares
4.3.1.Extraccion de acidos nucléicos

Para la extraccién del DNA se utilizo el kit comercial QIAAMp® DNA
Mini kit (Quiagen, Hilden, Germany) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Este método es rapido y eficaz y permite extraer DNA incluso de muestras
muy hipocelulares. La calidad, integridad y cantidad del DNA se determiné
mediante espectrofotometria, medida como absorbancia a una longitud de
onda (A) de entre 260nm y 280nm (Nanodrop), y mediante la migracién en
geles de agarosa y tincion con bromuro de etidio para visualizacién del nivel

de degradacion. Se seleccionaron aquellas muestras con concentraciones
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superiores a 50 mg/uL, cuya cantidad total no fuera inferior a 1 pg y
presentaran ratios Abs260/280 de alrededor de 1.8. Las muestras se

almacenaron a -80°C hasta su utilizacion.

Debido a la gran cantidad de analisis que se realizan con las muestras
de DNA de un paciente y la escasa cantidad de muestra disponible, se realizé
una amplificacibn completa del DNA gendmico a partir de una pequefa
cantidad, mediante el REPLI-g MIDI Kit de QIAGEN, consiguiendo asi ampliar
el nimero y la variedad de andlisis a realizar sobre la muestra. Para ello,
partimos de una cantidad de DNA gendmico mayor a 10 ng suspendido en
tampén Tris-EDTA (TE) hasta obtener un volumen final de 2,5 pl. En aquellos
casos en los que el DNA de partida era de muy buena calidad, se partié de
una cantidad de 1-10 ng de DNA gendmico. Siguiendo las instrucciones del
fabricante, se obtuvo una gran cantidad de DNA amplificado uniformemente,
con un rendimiento de aproximadamente 40 ug per 50 ul de reaccion. EI DNA
amplificado se diluy6 en TE a una concentracion 1:100 y se usé de forma
general 3 pl del DNA diluido para cada PCR, ya que la medida por densidad
Optica no precisa de la cuantificacién de DNA. EI DNA amplificado se trat6 del
mismo modo que el DNA gendmico con los minimos ciclos congelacién-
descongelacion posibles, por lo que se almacené a 4°C a corto plazo o a -
20°C para almacenaje a largo plazo.

4.3.2.Caracterizacion molecular de los pacientes

Existen diversas alteraciones moleculares que pueden jugar un papel
determinante en la leucemogénesis y que han ayudado a delimitar diferentes
subgrupos de riesgo dentro del grupo de pacientes con cariotipo normal.
Dentro de la caracterizacion molecular de los pacientes de la serie estudiada
se realizé el andlisis de las siguientes alteraciones que consideramos con

especial relevancia pronéstica:

e FLT3: El estudio de la mutacién de la duplicacion interna en tandem
del receptor FLT3 (FLT3-ITD) se realizé6 por PCR con los cebadores
gue amplifican la regiéon que codifica el dominio yuxtamembrana del
receptor (Nakao M et al., 1996). La reaccion de amplificacion se llevo

a cabo en un volumen final de 50 pL con 2 pL de cDNA, 0,5 uM de
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cada cebador, 0,5 mM de MgCIl, y una unidad internacional de
actividad enzimatica (U) de DNA polimerasa. Después de 2 minutos
de desnaturalizacion inicial a 95°C, a la PCR se le aplic6é un programa
de 30 ciclos consistentes en: etapa de desnaturalizacion de 45
segundos a 94°C, hibridacién durante 1 minuto a 58°C y 2 minutos de
amplificacibn a 72°C. Al producto amplificado se le hizo una
electroféresis en gel de agarosa al 1,5% y se detecté con bromuro de

etidio.

NPM1: La deteccion de la mutacion del gen NPM1 se fundamenta en
el uso de sondas de hibridacion marcadas con fluorégenos que han
sido disefiadas para el alelo normal, realizando una PCR en tiempo
real con el sistema LightCycler® siguiendo el método descrito por
Schnittger et al., (2005). La PCR fue llevada a cabo en un volumen
total de 10 pL. Los cebadores y sondas fueron afiadidos a una
concentracion de 0,5 pM y 0,4 uM, respectivamente, el MgCI2 a 3 mM
y 1 pL de LightCycler-FastStart DNA Master Hybridation Probes
(Roche Diagnostics, Germany). Se aplicaron 45 ciclos de amplificacién
a 55°C de temperatura de hibridacion. El andlisis de las curvas de
fusién (melting) comenzé a los 34°C y continué hasta los 70°C con una
rampa de elevacion de 0,25°C por segundo de deteccion continua de

fluorescencia.

CEBPA: Para detectar las mutaciones en el gen CEBPA se
amplificaron las regiones TAD1, TAD2, (que codifican los dominios de
transactivacion) incluyendo la regién entre ambos, y BZIP (regién
basica-cremallera leucina) del gen. Para ello se realizaron tres PCRs
utilizando el cebador TAD1R-2 descrito por Benthaus et al., (2008) vy el
resto de cebadores descritos por Lin et al., (2006). Los fragmentos
amplificados presentan tamafios de 431 pb para el TAD1, 251 pb para
el TAD2 y 246 pb para BZIP. Los cebadores ‘forward’ se utilizaron
marcados en 5 con 6-FAM y la detecciébn de los fragmentos
amplificados se realiz6 mediante electroforesis capilar (EC), con
polimero POP-7 afiadiendo el marcador de pesos moleculares ROX

500. La PCR fue llevada a cabo en un volumen total de 10 pL. Los
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cebadores se afiadieron a una concentracion de 0,5 pM, los dNTPS a
0,25 uM y el tampon a 1x. En el caso de TAD1 y BZIP, se afadi6
MgCI2 a 2 mM, 7% de DNMSO y 1,5U de Taq Expand High Fidelity
Plus PCR system. Para TAD2 se afadi6 MgCI2 a 1,5 mM, 10% de
DNMSO vy 1,5 U de Tagq Expand High Fidelity Plus PCR system.
Ademas se prepar6é una mezcla de 12,5 pL de Formamida y 0,5 pL de
marcador GS500-35 (Gene Scan™-500 ROX™ Size Standard, Part N°
401734, Applied Biosystems). Posteriormente se afadieron 2 uL del
producto de PCR en el caso de los fragmentos TAD1y TAD2y 0,5 uL
en el caso de BZIP. La EC se efectué en el equipo 3130 Genetic
Analyzer; Applied Biosystems empleando un capilar de 50 cm relleno
con el polimero POP-7. Las condiciones de electroféresis del
programa de inyeccién conocido como
FragmentAnalysis50_POP7inyeccorta fueron temperatura 60°C,
tiempo de inyeccion 12 seg a 1,6 Kvolts. y carrera a 15 Kvolts.

4.3.3.Estudio del estatus mutacional de los genes ASXL1, IDH1, IDH2, c-
CBL, DNMT3A y TP53

4.3.3.1 Disefio de cebadores

Para la deteccion de mutaciones en los genes de estudio se usaron
cebadores especificos para cada uno de ellos, considerando que para hacer
un analisis mediante la técnica de ‘High Resolution Melting’ en un equipo
LightCycler 480° (Roche Diagnostics), el fragmento amplificado generado por
los cebadores no debe ser superior a 250 pb, (aunque diferentes estudios han
demostrado que podrian analizarse hasta amplicones de 400 pb).

En el disefio de los cebadores se tuvo en cuenta las siguientes
condiciones: la longitud de los cebadores (entre 17 y 28 nucleétidos), que el
contenido de GC fuese elevado (idealmente del 45% al 55%) y que
terminaran en C/G. Por otra parte, la secuencia del oligonucleétido no debe
contener zonas de poliG o poliC que pudieran llevar a hibridaciones no
especificas, ni zonas ricas en poliA y poliT que pudieran provocar una menor
eficiencia de amplificacién. Ademéas se comprob6 que la pareja de cebadores

tuviera entre si un porcentaje de GC similar, que fuesen complementarios a
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las regiones deseadas y que ambos cebadores tuvieran una temperatura de
fusién (Tm) similar (normalmente, Tm entre 56°C — 62°C). De lo contrario, la
amplificacién seria menos eficiente o incluso podria no funcionar ya que el
cebador con la Tm mas alta hibridaria mal o inespecificamente a bajas
temperaturas, mientras que el oligonucleétido con la Tm mas baja podria no
funcionar a temperaturas mas altas. Las temperaturas de fusién de los
cebadores, con un tamafo comprendido entre 18 y 24 bases, se calcularon
mediante la formula de Wallace, Tm = 2(A+T) + 4(G+C).

Por ultimo, se comprobd que las parejas de cebadores no formaran
horquillas internas y que no tuviesen una homologia intra-oligonucleétido en
mas de 3 pares de bases, a fin de evitar la formacion de estructuras
parcialmente de doble cadena que pudieran interferir con la hibridacién al
molde. Ademas, se probd que no existieran alineamientos parciales ni totales
entre ambos cebadores (mediante la comprobacion en el programa MEGA
4.1, Tamura K,et al., 2007)) y que s6lo amplificaran la regiéon de interés, es
decir, que fueran especificos (mediante un BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) de alineamiento entre secuencias de
nucleétidos entre dichos cebadores y la secuencia consenso del genoma
humano proporcionada por el National Center for Biotechnology Information
(NCBI)). Bajo estos criterios, se disefiaron cebadores definidos para cada una
de las regiones de interés en los diferentes genes a estudio con la ayuda del

programa informético Primer 3 Input (versién 0.4.0)

http://www.microsofttranslator.com/bv.aspx?ref=SERP&br=ro&mkt=es-
ES&dI=es&Ip=EN ES&a=http%3a%2f%2ffrodo.wi.mit.edu%2fprimer3%2f
(Tabla 12).
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Tabla 12. Secuencia de los cebadores empleados para el estudio de los genes

Gen
Cebador Secuencia

ASXL1 exén 12 Fragmento 1

Sentido AGGTCAGATCACCCAGTCAGTT*

Antisentido CAGCAGTGGTGATGGTGGTGA
ASXL1 exén 12 Fragmento 2

Sentido TGCCATAGAGAGGCGGCCACC

Antisentido ACAGTTGGACTCACAGATGGGCTA*
ASXL1_exdn 12 Fragmento 3

Sentido AGAGGACCTGCCTTCTCTGAGAAA*

Antisentido GGAACTGGCCAAGCTCTTGAC
ASXL1 exén 12 Fragmento 4

Sentido GCAAGGACCCACCGTTCCTGC

Antisentido GCATTGGATACCCATCCCATCGAA*
ASXL1 exdén 12 Fragmento 5

Sentido ACTTGAAAACCAAGGCTCTCGT*

Antisentido CACGGTGAGTCCACGGATACA
ASXL1_exdn 12 Fragmento 6

Sentido TCTGGACTGTGCCATCTCGAG

Antisentido TACAAGGACAGATGGGATGGTTGC*
ASXL1_exdn 12 Fragmento 7

Sentido GGTGGACAAGGATGAGAAACCCAA*

Antisentido CCATGGCTCGCTACGCATGGG
ASXL1 exén 12 Fragmento 8

Sentido CCCACGATGACAGCATGTCAG

Antisentido AAGTCCGTGCTATGTCACAGGACA*
ASXL1_exd6n 12 Fragmento 9

Sentido TGGATTCCAAAGAGCAGTTCTCTTC*

Antisentido CCATGTCTGGTGGGGTACAGA
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Gen

Cebador

Secuencia

ASXL1 exdén 12 Fragmento 10

Sentido

Antisentido
ASXL1 exén 12 Fragmento 11

Sentido

Antisentido

ASXL1_exdn 12 Fragmento 12

Sentido

Antisentido
IDH1*

Sentido

Antisentido
IDH2*

Sentido

Antisentido
c-CBL exon 8°

Sentido

Antisentido
c-CBL ex6n 9°

Sentido

Antisentido
DNMT3A!

Sentido

Antisentido
TP53_exo6n 5°

Sentido

Antisentido
TP53_exo6n 6°

CTTTTTGGCTCTGGGAATGTGG
TTGGAAGGGATGCCCTTTGTCATG*

ACAGGAAAGCTACTGGGCATAGTC*
CACTGACAGCAGCACGGTGGA

GCCTTGCTGGAAGTGTGGTG
ACTCTTTAGGCAGGAGCACTCTTG*

CCATTTGTCTGAAAAACTTTGCT
GTAAGTCATGTTGGCAATATTGTGA

GCTGCAGTGGGACCACTATT
CTCTGCAGTACAAGGCCACA

CAGTTATTTATTCAACT
CTGGCTTTTGGGGTTAGGTT

CTGTTACTATCTTTTGCTT
AAAGCCGTAAAACACTTAACGA

TCCTGCTGTGTGGTTAGACG
CCATGTCCCTTACACACACGC

CAACTCTGTCTCCTTCCTCTTCCTAC
GATTCCTCACTGATTGCTCTTAG
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Gen
Cebador Secuencia

Sentido CAGATAGCGATGGTGAGCAGCT

Antisentido GGTTAAGGGTGGTTGTCAGT
TP53_ex6n 7°

Sentido AGGCGCACTGGCCTCATCTTGG

Antisentido TGCTGTGCCCCAGCCTCTGCTTGCC
TP53_exo6n 8

Sentido GACCTGATTTCCTTACTGCCTCTTG

Antisentido AAGGGTGCAGTTATGCCTCAGATT

* Gelsi-Boyer V et al., (2010); * Green A et al., (2010); ® Makishima H et al., (2009); " Thol F et
al., (2011); "Krypuy M et al., (2007)

4.3.3.2 Técnicade curvas de disociacion de alta resolucion (High
Resolution Melting)

El método de curvas de disociacion de alta resolucion o High
Resolution Melting (HRM), es una técnica simple, rapida y de relativo bajo
coste que se usa para la identificacion de variaciones en las secuencias de
nucleétidos que conforman el DNA. Los equipos de nueva generacién como
el LightCycler 480® (Roche Diagnostics) permiten realizar la amplificacion del
producto y el andlisis de las curvas de ‘melting’ en el mismo vial sin ningun
tratamiento post-PCR adicional, lo que simplifica el manejo y reduce
problemas de contaminacion. Por ello el HRM es una técnica post-PCR que
puede emplearse como método de cribado de mutaciones. Ademas es una
técnica no destructiva por lo que la muestra inicial puede emplearse para

posteriores estudios de secuenciacion.

La técnica de HRM se basa en la amplificacién de la region de interés
mediante una PCR asociando intercalantes fluorescentes que se unen
especificamente a la doble cadena de DNA. Tras ello, se produce el
calentamiento gradual de la muestra; a medida que las dos hebras se van
separando, se emite una fluorescencia que es medida por el aparato,
generando una curva caracteristica. Las curvas de fusién presentan

morfologia similar pero son distinguibles unas de otras por la temperatura de
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fusion (o temperatura de melting, del inglés) (Tm) definida como la
temperatura a la que se ha desnaturalizado la mitad del DNA (Figura 4) y que
es dependiente de la longitud, secuencia, contenido y distribucion en GC del
fragmento de DNA a estudio, (Montgomery J et al., 2007). Debido a que la Tm
es el parametro con mayor influencia sobre la eficiencia y especificidad de la
reacciéon de PCR, en un primer paso, la determinacion de la temperatura de

anillamiento de cada una de las parejas de cebadores se realiz6 mediante
PCR convencional.

100 -
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Figura 4. Temperatura de fusiéon (Tm).

La mezcla de reaccion HRM se optimizé utlizando el reactivo
LightCycler480 High Resolution Melting Master, una mezcla de reaccion
especificamente desarrollada para producir resultados éptimos. Debido a que
las sales afectan al comportamiento de disociacion, es importante que la
concentracién de tampén, Mg?* y otras sales en la mezcla de reaccién sean
tan uniformes como sea posible en todas las muestras. Por ello, para
asegurar la especificidad y robustez de la PCR llevamos a cabo una titulacion
para determinar la concentracion optima de MgCl, en la reaccion. Con este

fin, se utilizaron concentraciones finales de MgCl, entre 1,5 y 3,5 mM,
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partiendo de una solucion de almacenamiento de concentracion 25 mM

suministrada individualmente con el kit de master mix.

Con todo ello, la amplificacion por PCR vy el posterior analisis de las
curvas de fusion fue llevada a cabo en un equipo LightCycler 48001 con un
sistema de placas de 96 pocillos, empleando los cebadores especificos en
cada caso. Los amplificados obtenidos se corrieron en un gel de agarosa al
2% para comprobar que el fragmento amplificado tuviera el tamafio esperado
y, por ultimo, se contrastd que era el adecuado mediante secuenciacion
convencional de Sanger. Cuando la técnica estuvo a punto para cada uno de

los fragmentos de interés se analiz6 la serie de pacientes.
Se estudiaron:
e elexdn 12 del gen ASXL1,
e el exdn 4 del gen IDH1,
e el exdn 4 del gen IDH2,
e los exones 8y 9 del gen c-CBL,
e la arginina en posicion R882 del exén 23 del gen DNMT3A y
e |os exones del 5 al 8 del gen TP53.

Todas las muestras fueron analizadas por duplicado en cada ensayo,
junto con una muestra de DNA mutado correspondiente al fragmento de
estudio, como control positivo, y dos muestras de DNA sano, como control
negativo. Las PCRs fueron amplificadas en una reacciéon final de 10pL,
conteniendo 3 uL de DNA gendmico replicado, 5 pyL del master mix, una
cantidad de MgCL, variable segun cada uno de los fragmentos analizados
(Tabla 13) determinada especificamente para cada uno de los fragmentos a
amplificar y 50 pmol de los cebadores especificos.
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Tabla 13. Tamafio del fragmento amplificado y condiciones de amplificacién para

Gen Amplicon (pb) Condiciones Amplificacion | [MgCl,]
ASXL1 exén 12 341 65-55°C 1°C/cycle 2,5 mM
Fragmento 1

ASXL1 exén 12 336 65-55°C 1°C/cycle 2,5mM
Fragmento 2

ASXL1 exén 12 343 65-55°C 1°C/cycle 2,0 mM
Fragmento 3

ASXL1 exén 12 303 65-55°C 1°C/cycle 2,0 mM
Fragmento 4

ASXL1 ex6én 12 353 65-55°C 1°C/cycle 2,0 mM
Fragmento 5

ASXL1 exén 12 307 65-55°C 1°C/cycle 2,5mM
Fragmento 6

ASXL1 exén 12 358 65-55°C 1°C/cycle 2,0 mM
Fragmento 7

ASXL1 exén 12 384 65-55°C 1°C/cycle 2,5mM
Fragmento 8

ASXL1 exén 12 366 65-55°C 1°C/cycle 2,0 mM
Fragmento 9

ASXL1 exén 12 306 65-55°C 1°C/cycle 2,0 mM
Fragmento 10

ASXL1 exén 12 349 65-55°C 1°C/cycle 2,0 mM
Fragmento 11

ASXL1 exén 12 347 65-55°C 1°C/cycle 2,5mM
Fragmento 12

IDH1 360 59 °C 2,0 mM
IDH2 293 60 °C 25mM
c-CBL exo6n 8 286 60 °C 2,0 mM
c-CBL exo6n 9 309 58 °C 2,0 mM
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Gen Amplicon (pb) Condiciones Amplificacién | [MgCl,]
DNMT3A 164 59 °C 2,5mM
TP53_ex6n 5 293 65-55°C 1°C/cycle 2,5mM
TP53_exo6n 6 258 65-55°C 1°C/cycle 2,5mM
TP53_exo6n 7 200 65-55°C 1°C/cycle 2,5mM
TP53_exo6n 8 245 65-55°C 1°C/cycle 2,5mM

El programa que se empleo para la amplificacion del fragmento se
detalla en la Tabla 14.

Tabla 14. Programa de amplificacion de la PCR por HRM

Temperatura Ciclos | Modo de Incubacion | Ratio [°C/s]
[°C/s]

Adquisicion

Desnaturalizacion 1

95°C Ninguno 600 s 4,4
Amplificacion 45

95°C Ninguno 10s 4,4
pE)i;peeindiente del Ninguno 13s 2,2
72°C Simple 14s 4,4
Fusion 1

95°C Ninguno 60 s 4.4
40°C Ninguno 60 s 2,2
56°C 1s 4,4
95°C Ninguno 0,04 25
Enfriamiento 1

40°C Ninguno 10s 2,2
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El andlisis de los datos de amplificacién y la especificidad del producto
se realiz6 con el programa LightCycler 480 Software, version 1.5 (Roche
Instrument Center, Rotkreuz, Switzerland). El andlisis O6ptimo de la
amplificacién se consigue cuando las curvas de amplificacién tienen un valor
de Cp < 30, alcanzando una ‘plateau’ similar, teniendo en cuenta que entre
las muestras a analizar el valor de Cp no debe variar mas de 5 unidades de
Cp. (Figura 5)

El analisis de las curvas de disociacion se llevd a cabo mediante el
software Gene Scanning, version 1.2, que ofrece el mismo programa. En un
primer paso, se realizé la normalizacién de los datos de las curvas de
disociacién, estableciendo valores uniformes de fluorescencia inicial (‘pre-
fusion’) y final (‘post-fusién’) de todas las muestras. Con el parametro que
analiza el cambio de temperaturas (‘temperature shift’) se pudo equiparar el
punto en el cual el DNA en cada muestra estaba totalmente desnaturalizado y
con el que analiza las distintas curvas (‘difference plot’) se generd un gréfico
donde las muestras quedaron agrupadas en funcién de sus curvas de
disociacion (Figura 5). De este modo, aquellas muestras que presentaron
diferencias en las curvas de fusién se seleccionaron para su posterior estudio
por secuenciacion de Sanger, lo que, en Ultima instancia, permitié identificar

la alteracion.
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Figura 5. Andlisis de las curvas de disociacion HRM mediante ‘Gene

Scanning’.

4.3.3.3 Secuenciacién

Todas aquellas muestras que presentaban curvas de fusién diferentes
se consideraron posibles portadores de alteraciones y se enviaron a
secuenciar para confirmar los resultados. Para ello, el producto de PCR de
cada una de las muestras se trat6 con ExoSAP-IT (USB Corporation,
Cleveland, Ohio, USA) para eliminar los restos de cebadores y de nucleétidos
que pudieran haber quedado sin utilizar tras la amplificacién. Se mezclaron 8
uL del producto de PCR obtenido con 3,2 pL de EXoSAP-IT y se incubaron a
37°C durante 15 minutos (tiempo en el que la enzima realiza su accion), y a
80°C durante otros 15 minutos para inactivarla. La incubacion se llevé a cabo

en el termociclador 2720-Thermal Cycler (Applied Biosystems).

La primera fase de la reaccién de secuenciacion se realiz6 usando 1
pL del cebador directo o reverso, 1 pL de la enzima Big Dye Terminator v1.1
Cycle Sequencing Reaction kit (Applied Biosystems, Foster City, CA), 3 pL del
Buffer 5x Terminator v1.1 Cycle Sequencing Reaction kit y 5 pL del producto
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de la reaccion con ExoSAP-IT. Esta primera fase se llevé a cabo en el
termociclador 2720-Thermal Cycler, comportando una primera etapa de
activacion de la polimerasa a 94°C durante 3 minutos, seguido de 25 ciclos
gue comprendian, una primera fase de desnaturalizacién de 96°C durante 10
segundos, una fase de hibridacién a 50°C para todos los genes durante 6

segundos y una fase de extension de la cadena a 60°C durante 4 minutos.

Debido a que para llevar a cabo la reaccidon de secuenciacion de los
productos amplificados, éstos deben estar libres de restos de cebadores,
dNTPS, enzimas y deméas compuestos utilizados durante la PCR, se realizé la
purificacion de las reacciones de secuenciacion. Este proceso se llevo a cabo
por filtracion mediante el empleo del kit comercial Gel Filtration Cartridge
(Genycell Biotech Espafia, S.L.), cuando se analizaban pocas secuencias, 0
el kit QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN, Hilden, Germany), cuando se
secuenciaban 96 muestras. Estos kits permiten la purificacion de 10-300 pl
mediante la filtracion por vacio. El sistema utiliza un sencillo procedimiento de
lavado-elucion. Este proceso consta de dos partes. En primer lugar, se realizé
una centrifugacion para eliminar el tampdn de conservacion de las columnas.
A continuacién, se afiadié el producto de la PCR de secuenciacion a las
columnas de elucién que contienen un pH 6ptimo para la uniéon del DNA, y se
centrifugd de nuevo. De este modo, las impurezas se eliminaron y el DNA

puro se eluy6 en un pequefio volumen de dicho tampén.

Finalmente, el producto de la reaccion fue resuspendido en 20 L de
formamida y se llevd a secuenciar. En todas las muestras se secuencié la
cadena sentido y anti-sentido. Para ello se utilizé el secuenciador ABIPRISM

3100 Genetic Analizer (Applied Biosystems,).

El analisis de la secuencia se correlacioné con el GeneBank
Accession number de cada uno de los genes (Tabla 15) y con los controles
negativos de médulas 6seas de donantes sanos, todo ello mediante el
programa de andlisis Sequence Scanner de Applied Biosystems y el
programa MEGA 4.1, Tamura K,et al. 2007)
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Tabla 15. Numero del GeneBank de cada uno de los genes analizados

Gen GeneBank Accession Number
ASXL1 NM_015338.4

IDH1 NM_005896

IDH2 NM_002168

c-CBL NM_005188

DNMT3A NM_029465.1

TP53 NM_000017.10

4.4. Definiciones

Remision completa (RC): Porcentaje de blastos en médula 6sea inferior al 5%
sobre la celularidad nucleada con normalizacion de los recuentos
hematopoyéticos en sangre periférica, lo que implica un recuento absoluto de
neutrdéfilos > 1.000/pl y de plaguetas =100.000/uL (Cheson et al., 2003).

El resto de respuestas posibles al tratamiento de induccion, que
incluyen la remision con recuperacién hematopoyética incompleta, la remision
sin recuperacion de plaguetas, la respuesta parcial o la refractariedad, han
sido consideradas en un grupo unico como ‘no respuesta’. Por tanto, en
términos de medicion de la eficacia del tratamiento de induccion sélo se ha

considerado como respuesta valida la remision completa.

Recaida de la LMA: El término recaida hace referencia a la reaparicion de la
enfermedad después de haber alcanzado RC. Los criterios diagndsticos son
los mismos que se utilizan en el debut de la enfermedad e incluyen la

presencia de un mas de 5% de células blasticas en la médula ésea.

Supervivencia libre de enfermedad (SLE): Representa la probabilidad de estar
vivo y sin leucemia a un momento determinado. Se calcula desde que el
paciente alcanza RC, hasta que recae de la enfermedad o fallece, cualquiera

de las dos cosas que ocurra en primer lugar.

Supervivencia libre de recaida (SLR): Representa la probabilidad de estar sin

leucemia en un momento determinado. Se calcula desde que el paciente
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alcanza RC hasta que se documenta la reaparicion de la enfermedad segun

los criterios previamente descritos.

Supervivencia global (SG): Hace referencia a la probabilidad de estar vivo en
un determinado momento. Se calcula desde la fecha de diagnéstico de la
leucemia hasta la fecha de la Ultima visita o hasta la muerte del paciente, sea

ésta por la causa que sea y con independencia del estado de la enfermedad.

4 5. Andlisis estadistico

Para caracterizar de forma general la serie de pacientes estudiados se
realizé un analisis descriptivo que incluyé un estudio de frecuencias de las
distintas variables, el analisis de las diferencias y la definicion, en el caso de
variables cuantitativas continuas, de su distribucién segun la normalidad. Para
el estudio de la normalidad se emplearon las pruebas de Kolmorov-Smirnov o
Shapiro-Wilk. En el caso de variables continuas se analizaron las diferencias
entre grupos mediante la t de Student para variables con una distribucion
normal o la U de Mann-Whitney para las variables que no seguian dicha
distribucion. La homogeneidad de las varianzas para la t de Student se
estudié mediante la prueba de Levene.

La estimacion de la SLE, SLR y SG se realiz6 mediante el método de
Kaplan-Meier. Las diferencias en dichas estimaciones de acuerdo a las
distintas variables de agrupacién se calcularon con el test de log-rank (Mantel,
1966).

El analisis de supervivencia se completé con un analisis multivariante
mediante un modelo de regresién de Cox (Cox, 1972). Todas las variables
con un valor de P inferior a 0,1 en el analisis univariante fueron trasladadas al
analisis multivariante, junto con aquellas que sin tener dicho valor de P han
sido descritas previamente como potenciales variables de valor pronéstico en
la LMA. Las variables en las que el numero de casos perdidos era mayor al

10% fueron excluidas del estudio multivariante.

En todos los casos el nivel de significacion estadistica se estableci6
con un valor de P inferior a 0,05. Todos los estudios estadisticos se llevaron a

cabo con el paquete estadistico SPSS en su version 17.0.
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Resultados

5.1. Caracteristicas de los pacientes.

Se incluyeron un total de 220 pacientes diagnosticados de LMA de novo
entre septiembre de 1999 y julio de 2011 en el Hospital Universitario y
Politécnico La Fe de Valencia, y de los que se disponia de muestra de DNA al

diagnéstico.

Las principales caracteristicas clinicas y biolégicas de los 220 pacientes
incluidos en el estudio se detallan en la Tabla 16. La serie estaba compuesta
por 126 hombres y 95 mujeres con una mediana de edad de 58 afios
(extremos: 16 — 88 afios), siendo el 53% de los pacientes mayores de 60 afios.
La mediana de edad al diagnéstico fue de 58 afios (extremos: 16 — 88), Ciento
veinticinco fueron hombres (57%) y 95 mujeres (43%). La mediana de
leucocitos fue de 12 x 109/L (extremos: 1 — 396), la de hemoglobina de 9,1 g/dL
(extremos: 5 — 17 g/dL) y la de plaquetas de 57 x 109/L (extremos: 5 — 572). De
acuerdo con la clasificacion FAB, el 30% de las LMA presentaban escasa
diferenciacion (n = 65), el 25% mostraban maduracion granulocitica (n = 56), el
33% participacion monocitica (n = 74), el 8% componente eritroide (n = 18) y el
1% componente megacariocitico (n = 2). Siguiendo esta clasificaciéon, 4
pacientes no pudieron ser incluidos en ninguna de las categorias (3%).

En 189 pacientes (86%) el estudio del cariotipo fue valorable. Ochenta
y nueve pacientes (47%) presentaron un cariotipo normal y 101 pacientes
presentaron un cariotipo con alguna alteracién (53%). En 12 pacientes el
cariotipo no fue valorable debido a que no se obtuvieron metafases o no fueron
de calidad aceptable (5%), mientras que en 18 pacientes no se realizd estudio
citogenético (9%). Las alteraciones encontradas en los pacientes permitieron
estratificarlos en tres grupos de riesgo citogenético de acuerdo con la
clasificacién revisada del MRC (2010): 22 pacientes en el grupo favorable
(12%) , 111 pacientes en el grupo intermedio (58%) y 56 pacientes en el grupo
adverso (30%).
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Tabla 16. Caracteristicas principales de la serie global de pacientes con LMA de novo

Caracteristicas Pacientes N (%)
Total 220
Edad, afios (rango) 58 (16-88)
260 117 (53)
<60 103 (47)
Sexo
Hombre 125 (57)
Mujer 95 (43)

Riesgo Citogenético

Favorable 22 (12)
Intermedio 111 (58)
Adverso 56 (30)
Cariotipo
Normal 89 (47)
Con anomalias 100 (53)
FAB
MO 13 (6)
M1 52 (24)
M2 56 (25)
M4 45 (20)
M5 26 (13)
M6 18 (8)
M7 2(1)
Bifenotipicas 3(2)
Sin clasificar 2(2)

Leucocitos (x109/L)

Mediana 12
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Caracteristicas

Pacientes N (%)

Rango
Neutréfilos (x109/L)
Mediana
Rango
Plaquetas (x109/L)
Mediana
Rango
Hemoglobina (g/dL)
Mediana
Rango
% Blastos SP
Mediana
Rango
FLT3-ITD
Mutado
Wild-type
FLT3-D835
Mutado
Wild-type
NPM1
Mutado
Wild-type
FLT3-ITD/NPM1 status
FLT3-ITD mut / NPM1 mut
FLT3-ITD mut/ NPM1 wt

FLT3-ITD wt / NPM1 mut

1-396

14

1-89

57

(5-572)

91

5-17

42

0-100

45 (22)

161 (78)

8 (4)

190 (96)

61 (30)

137 (70)

28 (14)

19 (10)

33 (17)
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Caracteristicas Pacientes N (%)
FLT3-ITD wt / NPM1 wt 115 (59)
CEBPA
Mutado 8 (10)
Wild-type 73 (90)
ASXL1
Mutado 17 (8)
Wild-type 203 (92)
IDH1
Mutado 6 (3)
Wild-type 187 (85)
SNP rs11554137 27 (12)
IDH2
Mutado 13 (6)
Wild-type 207 (94)

Mut: mutado, wt: wild-type; SP: sangre periférica

De los 220 pacientes, 184 fueron tratados con quimioterapia intensiva
(83%), de los cudles 111 pacientes alcanzaron RC (60%), 99 tras un ciclo de
induccién (89%) y 12 tras dos ciclos (11%). En el momento del analisis, 50
pacientes habian recaido (27%), mientras que 63 pacientes permanecian vivos

(34%). La mediana de seguimiento fue de 49 meses.

5.2. Sensibilidad y especificidad del método HRM

La serie global (n = 220) fue analizada buscando posibles mutaciones
en el exén 12 del gen ASXL1, el exon 4 del gen IDH1, el exdn 4 del gen IDH2 y
en los exones 8 y 9 del gen c-CBL. En los 111 pacientes del riesgo citogenético
intermedio se analizaron adicionalmente la mutacion situada en el codon R882
del gen DNMT3A y en los 56 pacientes de riesgo citogenético adverso, los

exones del 5 al 8 del gen TP53.
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En todos los casos, las curvas de fusibn mostraron variaciones entre el
grupo de muestras con DNA wild-type y el grupo de muestras que presentaban

alguna alteracion en la secuencia del fragmento de interés.

Para determinar la sensibilidad y la especificidad se compararon los
resultados de la secuenciacién por el método tradicional de Sanger con los
obtenidos tras el analisis por HRM. La sensibilidad y la especificidad del HRM
para la deteccién de una variante en la secuencia fue de 0,90 [136 muestras
positivas reales/ (136 muestras positivas reales + 15 falsos negativos)] y 0,98
(3.223 muestras negativas reales / (3.223 muestras negativos reales + 72
muestras falsas positivas), respectivamente. La sensibilidad y la especificidad
para cada uno de los genes analizados por HRM se detallan en la Tabla ,
siendo el rastreo de mutaciones en el gen DNMT3A el mas sensible (1) y el del
gen ASXL1 el mas especifico (0,98). Debido a que algunas de las curvas
estaban préximas a los limites estandar que definen las diferencias entre los
grupos de muestras (con o sin alteraciones), al realizar la secuenciacion por el

método de Sanger, obtuvimos falsos 72 positivos y 15 falsos negativos.

Tabla 17 . Sensibilidad y especificidad del método de rastreo de mutaciones por HRM

Resultados Genes Total
ASXL1 | IDH DNMT3A TP53

N° Total de reacciones | 2640 440 111 168 3359
Positivos 58 44 17 17 136
Falsos positivos 34 17 5 16 72
Negativos 2582 396 94 151 3223
Falsos negativos 4 8 0 3 15
Sensibilidad 0,94 0,86 1 0,85 0,9
Especificidad 0,98 0,96 0,95 0,90 0,98
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5.3. Frecuenciay asociaciones de las mutaciones en la serie global
5.3.1. ASXL1

Cuando se comprobaron mediante secuenciacién directa las variaciones
detectadas por la técnica de HRM, se pudieron identificar 18 mutaciones en 17

de los pacientes estudiados (8%) (Figura 6).
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Figura 6. Ejemplos de curvas de HRM y sus secuencias correspondientes
para algunas de las variaciones detectadas en el gen ASXL1

Las anomalias observadas se detallan en la Tabla 18. Un paciente
resulté ser portador de dos mutaciones en este gen. Cuatro pacientes
presentaron una mutacién que provocd una alteracién en la pauta de lectura
(22%). El resto de las mutaciones fueron puntuales provocando, en ultimo
término, un cambio de aminoacido. Ademés en 28 pacientes se detectaron
diferentes SNP (16%) Tabla ). Once pacientes resultaron ser portadores de
més de un SNP al mismo tiempo (39%). Siete pacientes portadores de una
mutacion se clasificaron en el grupo de riesgo citogenético intermedio (41%), 6

en el grupo adverso (35%) y 1 en el grupo favorable (1%). Tres pacientes con
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una mutacién en el gen ASXL1 no pudieron ser clasificados en funcién del

grupo de riesgo citogenético (18%).

Tabla 18. Mutaciones detectadas en el exén 12 del gen ASXL1

Pacientes Mutacién

N (%) Cambio en el transcrito Efecto de la mutacion
1(1) c.C1816A p.Cys605Xs
4 (22) €.2898_2900delAAG p.Gly967fs
4 (22) c.C3025T p.Leu1108Phe
1 (1) ¢.G3307C p.Glu1102Asp
1(1) c.C3507T p.Serl168Phe
2 (11) c.G3513A p.Argl171Arg
1(1) c.G3779A p.Gly1259Ala
1(1) c.G3864A p.Gly1287Asp
2 (11) Cc.A3907T p.Lys1302Leu
1 (1) c.C3936A p.Alal311Glu

Tabla 19. SNPs detectados en el exé6n 12 del gen ASXL1

Pacientes | dbSNP Mutacion
N (%) :
Cambio en el Efecto de la
transcrito mutacion
33 (52) rs. 6058694  ¢.T244C p.Pro750=
12 (19) rs.62206933 ¢.C2985T p.His995=
7 (11) rs.117901891 c¢.G3519A p.Leull73=
2 (3) rs.4911231 c.T3759C p.Ser1253=
5(8) rs.143041800 ¢.C4099T p.Serl365=
4 (7) rs.144014492 ¢.T4281G p.Prol427=
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Cuando se compararon las mutaciones del gen ASXL1 con las
caracteristicas clinico-bioldgicas de los pacientes no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los pacientes con o sin la mutacién (Tabla
20). Sin embargo, se observd que los pacientes mutados presentaban una
tendencia a un mayor namero de blastos en sangre periférica en el momento
del diagnéstico, sin que esta diferencia llegara a ser estadisticamente
significativa (41% de blastos en los pacientes sanos vs. 70% en los mutados; P
= 0,06).

Tabla 20. Caracteristicas principales de la serie global de pacientes con LMA de novo
en funcién del estado mutacional de ASXL1

Caracteristicas ASXL1
Wild-type Mutado P
N (%) N (%)
Total 203 (92) 17 (8)
Edad, afios (rango) 60 62 0,80
(17-88) (16-83)
260 107 (53) 9 (53)
<60 96 (47) 8 (47)
Sexo 0,80
Hombre 116 (57) 9 (53)
Mujer 87 (43) 8 (47)
Riesgo Citogenético 0,69
Favorable 21 (13) 1(7)
Intermedio 104 (59) 7 (53)
Adverso 50 (28) 6 (40)
Cariotipo 0,90
Normal 84 (48) 5 (36)
Con anomalias 92 (52) 9 (64)
FAB 0,85
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Caracteristicas ASXL1
Wild-type Mutado P
N (%) N (%)
MO 11 (5) 1(5)
M1 46 (23) 6 (35)
M2 54 (27) 2(12)
M4 43 (21) 2(12)
M5 25 (12) 4 (24)
M6 16 (8) 2(12)
M7 2 (1) 0 (0)
Bifenotipicas 3(2) 0(0)
Sin clasificar 1(1) 0 (0)
Leucocitos (x109/L) 0,12
Mediana 12 24
Rango 1-396 2-385
Neutrofilos (x109/L) 0.19
Mediana 14 10
Rango 1-89 0-62
Plaquetas (x109/L) 0,52
Mediana 58 43
Rango 5-572 18-131
Hemoglobina (g/dL) 0,77
Mediana 9,10 9
Rango 5-17 7-11
% Blastos SP 0,06
Mediana 41 70
Rango 0-100 0-98
FLT3-ITD 0,75
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Caracteristicas ASXL1
Wild-type Mutado P
N (%) N (%)
Mutado 41 (22) 4 (27)
Wild-type 150 (78) 11 (73)
FLT3-D835 0,45
Mutado 7(4) 1(7)
Wild-type 177 (96) 13 (93)
NPM1 0,23
Mutado 55 (30) 6 (46)
Wild-type 130 (70) 7 (54)
FLT3-ITD/NPM1 status 0,39
FLT3-ITD mut /NPM1 mut 26 (14) 2 (15)
FLT3-ITD mut/NPM1 wt 17 (10) 2 (15)
FLT3-ITD wt / NPM1 mut 26 (16) 4 (31)
FLT3-ITD wt / NPM1 wt 110 (60) 5 (39)
CEBPA 0,53
Mutado 8 (11) 0(0)
wild-type 67 (89) 6 (100)
IDH1 0,77
Mutado 6 (3) 0(0)
Wild-type 172 (85) 15 (88)
SNP rs11554137 25 (12) 2 (12)
IDH2 0,77
Mutado 12 (6) 1(6)
Wild-type 191 (94) 16 (94)

Mut: mutado; wt: wild-type; SP: sangre periférica
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5.3.2. IDH1/IDH2

Se detectaron mutaciones canonicas de IDH en 19 pacientes (9%), de

los que 6 pacientes presentaron la mutacion IDH1™3? (

3%). Esta mutacion se
debe a un cambio de base de una adenina por una guanina en la posicion 395
del cDNA (c.G395A) y tiene como consecuencia un cambio en la proteina de
una histidina por una arginina en la posicion 132 (p.Argl32His). Ademas, 27
pacientes resultaron portadores del SNP rs11554137 (12%), que esta
localizado en el codén 105 (GGC_GGT; IDH1105GGT) y tiene como
consecuencia un cambio de una isoleucina por una valina en la posicion 71 de

la proteina (V71l) (Figura 7).

Ningun paciente de riesgo citogenético adverso resulté ser portador de
una mutacion en IDHL1. Dos de los pacientes mutados se clasificaron dentro del
grupo de riesgo citogenético favorable (40%) vy tres dentro del grupo intermedio
(60%). Sin embargo, de los pacientes portadores del SNP, 3 formaban parte
del grupo de riesgo citogenético favorable (13%), 7 del adverso (30%) y 13 del
intermedio (57%).

Trece pacientes presentaron la mutacion IDH2R'*° (6%). Esta mutacion
se debe al cambio de una timina o una adenina por una guanina en la posicion
419 del cDNA (c.G419T/A) y tiene como consecuencia un cambio en la
proteina de una leucina o una glutamina por una arginina en la posicién 140
(p-Arg140Leu/GIn) (Figura 7).

Las mutaciones en el gen IDH2 se encontraron representadas de forma
uniforme en los grupos de riesgo citogenético intermedio, 6 pacientes (50 %), y

adverso, 6 pacientes (50%).
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Figura 7. Curvas de HRM y sus secuencias correspondientes para las
distintas variaciones detectadas en los genes IDH1 (A) e IDH2 (B)

Cuando se estudio la relacion entre las mutaciones en los genes de IDH
y las caracteristicas clinico-biol6gicas de los pacientes (Tabla 21), se observo
que, de forma estadisticamente significativa, los pacientes con mutaciones en
el gen IDH1 se clasificaban principalmente en los grupos M1, M2, M4 y M5 de
la clasificacion FAB (P = 0,05), aunque uno de los pacientes con IDH1™3? era
M7. Ademas, los pacientes portadores de mutaciones en el gen IDH2
presentabanniveles de hemoglobina significativamente mas bajos en el
momento del diagndstico (mediana: 8,30 g / dL en los pacientes mutados vs.
9,13 g / dL en los sanos; P = 0,02). El resto de variables analizadas no
presentaron ninguna asociacion significativa con las mutaciones de los genes
IDH.
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Tabla 21. Caracteristicas principales de la serie global de pacientes con LMA de novo
en funcién del estado mutacional de IDH

Caracteristicas IDH1 IDH2
WT Mut SNP P WT Mut P
N(@%) |N(@) |N(@%) N (%) N (%)
Total 187 6 (3) 27 (12) 207 (94) 13(6)
Edad, afios 60 51 63 0,57 61 57 0,73
(FENge) (16-88) (30-69) (21-87) 0,51 (16-88) (17-88) 0,77
>60 99 (53) 2(33) 16 (59) 111 (53) 6 (46)
<60 88 (47) 4(67) 11 (41) 96 (47) 7 (54)
Sexo 0,21 0,57
Hombre 102 5(83) 18 (67) 119 (58) 6 (46)
Mujer 85(45) 1(17) 9(33) 88 (42) 7(54)
Riesgo 0,32 0,35
Citogenético
Favorable 17 (11) 2(40) 3 (13) 23(13) 0(0)
Intermedio 95(59) 3(60) 13 (57) 105 (59) 6 (50)
Adverso 49 (30) 0(0) 7 (30) 50 (28) 6 (50)
Cariotipo 0,12 0,89
Normal 75(45) 1(20) 13 (54) 84 (56) 5 (42)
Con anomalias 91 (55) 4 (80) 11 (46) 99 (54) 7 (58)
FAB 0,05 0,30
MO 12(7)  0(0) 0 (0) 12 (6) 0 (0)
M1 43(24) 1(17) 8(31) 48 (23) 4 (31)
M2 48 (27) 1(17) 7(27) 55(27) 1(8)
M4 27(15) 2(32) 6(23) 42 (20)  3(23)
M5 24(14) 1(17) 4(15) 27 (13) 2 (15)
M6 18 (10) 0 (0) 0 (0) 16 (8) 2 (15)
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Caracteristicas IDH1 IDH2
WT Mut SNP P WT Mut P
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
M7 1(1) 1(17) 0 (0) 1(1) 1(8)
Bifenotipicas 3(2) 0 (0) 3(2) 0 (0)
(0)

Sin clasificar 1(1) 0 (0) 1(4) 1(2) 0 (0)
Leucocitos 0,11 0,36
(x109/L)

Mediana 10 14 27 13 3

Rango 1-396 3-147 1-250 1-396 1-105
Neutroéfilos 0,62 0.56
(x109/L)

Mediana 14 13 10 13 14

Rango 0-89 0-56 0-62 0-89 0-35
Plaguetas 0,24 0,89

(x109/L)

Mediana 61 92 51 57 58

Rango 5-572 36-222 14-284 5-572 18-133
Hemoglobina 0,67 0,02
(g/dL)

Mediana 9,5 8,50 9,30 9,13 8,30

Rango 5-17 8-12 5-14 5-17 6-10
% Blastos SP 0,28 0,59

Mediana 40 50 55 42 31

Rango 0-100 0-90 0-98 0-100 0-98
FLT3-ITD 0,38 0,49

Mutado 39(22) 0(0) 6 (26) 41 (21) 4 (31)

Wild-type 138 6 (100) 17 (74) 152 (79) 9 (69)
FLT3-D835 0,87 0,40
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Caracteristicas IDH1 IDH2
WT Mut SNP P WT Mut P
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Mutado 7 (4) 0 (0) 1(4) 7 (4) 1(8)
Wild-type 163 6 (100) 21 (96) 179 (96) 11 (92)

NPM1 0,87 0,76
Mutado 52 (31) 2 (40) 7 (33) 58 (31) 3 (25)
Wild-type 120 3 (60) 14 (67) 128 (69) 9 (75)

FLT3-ITD/ 0,63 0,81

NPM1 status

FLT3-ITD mut/ 26 (15) 0(0) 2 (10) 27 (15) 1(8)
NPM1 mut

FLT3-ITD mut/ 17 (11) 0(0) 2 (10) 17 (9) 2(17)
NPM1 wt

FLT3-ITD wt / 26 (15) 2 (40) 5(23) 31 (17) 2(17)
NPM1 mut

FLT3-ITD wt / 100 3 (60) 12 (57) 108 (59) 7 (58)
NPM1 wt

CEBPA 0,87 0,65
Mutado 7 (10) 0 (0) 1(14) 8 (10) 0 (0)

Wild-type 66 (90) 1(100) 6 (86) 69 (90) 4 (100)

ASXL1 0,77 0,74
Mutado 15 (8) 0 (0) 2(7) 16 (8) 1(8)

Wild-type 173 16(100) 25 (93) 192 (92) 12 (92)

IDH1 0,78

Mutado 6 (3) 0(0)
Wild-type 176 (85) 11 (85)
SNP 25 (12) 2 (15)

rs11554137
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Caracteristicas IDH1 IDH2
WT Mut SNP P WT Mut P
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
IDH2 0,74
Mutado 11 (6) 0 (0) 2(7)
Wild-type 176 6 (100) 25 (93)

Mut: mutado; wt: wild-type; SP: sangre periférica

5.3.3.C-CBL

No se encontraron mutaciones en c-CBL en ninguno de los 220
pacientes estudiados.

5.3.4.FLT3, NPM1y CEBPA

En 206 pacientes se determind el estado mutacional del gen FLT3,
siendo 45 pacientes portadores de la mutacion FLT3-ITD (22%) y 8 de la
mutacion FLT3-D835 (4%). En 198 pacientes se analizdé el gen NPM1, y se
observaron alteraciones en 61 pacientes (30%). Respecto a la concurrencia de
mutaciones en FLT3-ITD y NPM1, 28 pacientes fueron positivos para
alteraciones en ambos genes (FLT3-ITD mutado/NPM1 mutado) (15%) frente a
115 que no presentaban ninguna alteracion (FLT3-ITD wild-type /NPM1 wild-
type) (59%). Por otro lado, 19 pacientes eran portadores de una alteracion sélo
en FLT3-ITD (FLT3-ITD mutado/NPM1 wild-type) (10%), asi como 33 sélo en
NPML1 (FLT3-ITD wild-type/NPM1 mutado) (17%).

El estado mutacional del gen CEBPA se determiné en 81 pacientes, de

los cuales 8 resultaron ser portadores de una mutacion (10%).

5.3.5.Relacion entre las mutaciones detectadas en los genes de estudio

De forma global, cuando se analiz6 la concurrencia de mutaciones entre
los genes de estudio, no se encontraron asociaciones estadisticamente

significativas, a excepcion de la asociacion ya descrita de los genes FLT3 y
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NPML1. Cabe destacar, sin embargo, que ninguno de los pacientes portadores
de mutaciones en el gen ASXL1 presentaba mutaciones en los genes IDH1 o
CEBPA al mismo tiempo. Un paciente resultd tener una mutacion en el gen
ASXL1 y ser positivo para la mutacion R140 del gen IDH2. Cuatro pacientes
presentaron mutaciones simultaneas en ASXL1 y FLT3-ITD. Ningun paciente
presentdé mutaciones concomitantes de los genes IDH1 y FLT3 o CEBPA, ni
tampoco en los genes IDH2 y CEBPA. Tampoco se detectaron mutaciones
simultdneas en los genes IDH1 e IDH2, aunque dos de los pacientes
estudiados eran portadores del SNP rs11554137 en el gen IDH1 y de la
mutacién R140 en el gen IDH2 (Figura 8 y Figura 9).

Figura 8. Relacién entre las mutaciones de estudio y otras mutaciones comunes en
los 220 pacientes con LMA de novo. Un diagrama Circos representa la frecuencia
relativa y por parejas de la ocurrencia simultanea de las mutaciones. La longitud del
arco corresponde a la frecuencia de mutaciones en el primer gen y la anchura
corresponde al porcentaje de pacientes que también presentan una mutacion en el
segundo gen. La correlacion entre los genes se muestra sélo una vez en la direccion
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de las agujas del reloj. ITD se refiere a las duplicaciones internas en tandem (‘Internal
tandem duplication’).

Riesgo
Citogenético

FLT3
NPM1 I |
CEBPa | I I

asar (] ] ] TN |
IDH1 | | ||
IDH2 | | I | I ” ”

c-CBL

Figura 9. Relacidn entre las mutaciones de los 220 pacientes con LMA de
novo y el riesgo citogenético. En las columnas se representa cada uno de
los pacientes de la cohorte y en las filas los genes analizados. En azul
oscuro se indica la presencia de una mutacion, en azul claro la ausencia
de mutacion y en azul celeste la presencia del SNP rs11554137 en IDH1.
Los grupos de riesgo citogenético se muestran en la parte superior de la
gréfica, con el verde que indica el riesgo favorable, el amarillo el riesgo
intermedio, el rojo el riesgo adverso rojo y el gris no clasificado. En blanco
se muestran los datos no disponibles para esa muestra

5.3.6.Impacto de las mutaciones de ASXL1, IDH1 e IDH2 en el pronéstico

de la serie global

En la serie global, con una mediana de seguimiento de 49 meses, la
tasa de remision completa fue similar entre los pacientes portadores de una
mutaciéon en ASXL1 o en IDH y los no mutados (para las mutaciones de
ASXL1, 54% vs. 60%; P= 0,65; y para las mutaciones de IDH 65% vs. 59%; P=
0,64). Ademas, la presencia de mutaciones en ASXL1 o IDH no ejercia un
efecto negativo sobre la tasa de recaida (para las mutaciones de ASXL1, 29%
vs. 23%; P= 0,55; y para las mutaciones de IDH 37% vs. 22%; P= 0,14). El
andlisis univariante de la SG (Tabla 22), SLE y SLR (Tabla 23) incluy6 tanto
factores clinico-biolégicos de los pacientes como las mutaciones en los genes
ASXL1, IDH1 e IDH2. El andlisis univariante de la serie global demostré que la
SG no se vio afectada de forma estadisticamente significativa por el estado
mutacional de los genes ASXL1 (mediana: 6 meses en mutados vs. 11 en wild-
type; P = 0,84), IDH1 (mediana: 6 meses en mutados, 10 meses SNP vs. 11 en
wild-type; P = 0,86) o IDH2 (mediana: 28 meses en mutados vs. 10 en wild-
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type; P = 0,71) (Figura 10). Del mismo modo, la presencia de mutaciones no
tuvo ningun impacto pronostico en la SLE ni en la SLR. Cuando se
estratificaron los pacientes segun la edad, del grupo de riesgo citogenético o
del estado mutacional de los genes FLT3/NPM1, tampoco se encontré6 una
relacién entre la presencia de mutaciones y la supervivencia de los pacientes

(Anexo).

En cuanto a las caracteristicas clinico-biologicas, la edad mayor de 60
afnos (mediana: 3 meses en los pacientes > 60 afios vs. 25 meses en los < 60
afios; P < 0,001), la citogenética (mediana: 23 meses en los pacientes de
riesgo citogenético favorable vs. 15 meses en los de riesgo intermedio vs. 3
meses en los de riesgo adverso; P < 0,001), la presencia de mutaciones FLT3-
ITD (mediana: 6 meses en los pacientes mutados vs. 15 meses en los wild-
type; P = 0,01), y la estratificacion del riesgo molecular en funcién de la
presencia de mutaciones concomitantes en FLT3-ITD/NPM1 (mediana: 5
meses los pacientes FLT3-ITD mutado/NPM1 mutado vs. 12 meses FLT3-ITD
mutado/NPM1 wild-type; (P = 0,05), FLT3-ITD mutado/NPM1 wild-type vs. 14
meses FLT3-ITD wild-type/NPM1 wild-type; (P = 0,01) influyeron negativamente
en la SG. La edad mayor de 60 afios tuvo un impacto sobre la SLE a los 5 afios
(8% pacientes > 60 afios vs. 51 % <60 afios; P< 0,001) y la SLR a los 5 afios
(11% pacientes > 60 afios vs. 61% <60 afios; P< 0,001), mientras que en la
SLE habia una tendencia a que la citogenética (P = 0,06), la presencia de las
mutaciones FLT3-ITD (P = 0,06) y la estratificacién del riesgo molecular segun
la presencia de mutaciones en FLT3-ITD/NPM1 (P= 0,07) influyeran sobre el

resultado final, sin llegar a ser estadisticamente significativas.
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Tabla 22. Analisis univariante para la SG en la serie global

Caracteristicas Supervivencia Global

Pacientes Mediana | % Vivos a P
N (%) (me) 5 afos
Total 184
Edad, afios (rango) <0,001
260 100 (54) 25 45
<60 84 (46) 3 11
Sexo
Hombre 105 (57) 12 30
Muijer 79 (43) 9 29
Riesgo Citogenético <0,001
Favorable 22 (13) 23 47
Intermedio 117 (69) 15 32
Adverso 32 (19) 3 11
Cariotipo 0,13
Normal 83 (49) 16 34
Con anomalias 93 (51) 7 26
FAB 0,97
MO 12 (7) 18 39
M1 44 (25) 11 24
M2 42 (24) 8 35
M4 41 (23) 7 24
M5 25 (14) 10 35
M6 12 (7) 9 18
M7 2 (1) 4 50
Leucocitos (x109/L) 0,46
<20 102 (55) 12 29
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Caracteristicas

Supervivencia Global

Pacientes Mediana | % Vivos a P
N (%) (me) 5 afos
=220 82 (45) 9 30
Plaguetas (x109/L) 0,09
<100 137 (74) 8 27
2100 47 (26) 18 36
FLT3-ITD 0,01
Mutado 131 (77) 15 34
Wild-type 41 (23) 6 20
FLT3-D835 0,72
Mutado 158 (96) 10 31
Wild-type 74 67 57
NPM1 0,54
Mutado 111 (70) 14 30
Wild-type 55 (30) 10 34
FLT3-ITD/NPM1 status 0,01
FLT3-ITD mut/ NPM1 mut 27 (15) 5 17
FLT3-ITD mut/ NPM1 wt 16 (9) 12 38
FLT3-ITD wt/ NPM1 mut 28 (15) NA 52
FLT3-ITD wt/ NPM1 wt 93 (61) 14 28
CEBPA 0,78
Mutado 59 (94) 18 38
Wild-type 4 (6) 8 25
ASXL1 0,84
Mutado 171 (93) 11 29
Wild-type 13 (7) 6 39
IDH1 0.86
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Caracteristicas

Supervivencia Global

Pacientes Mediana | % Vivos a P
N (%) (me) 5 afos
Mutado 155 (84) 11 29
Wild-type 6 (3) 10 33
SNP rs11554137 23 (13) 6 31
IDH2 0,71
Mutado 173 (94) 10 31
Wild-type 6 (6) 28 14

Mut: mutado; wt: wild-type; SP: sangre periférica

Tabla 23. Analisis univariante para la SLE y SLR en la serie global

Caracteristicas SLE SLR
N Pr. Act P N Pr. Act P
(%) a5 afios (%) a 5 afos
Total 110 108
Edad, afios (rango) <0,001 <0,001
260 74(67) 51% 73 (68) 61 %
<60 36(33) 8% 35 (32) 11 %
Sexo 0,43 0,30
Hombre 62 (56) 41% 62 (57) 53%
Muijer 48 (44) 29 % 46 (23) 37%
Riesgo Citogenético 0,06 0,32
Favorable 18 (17) 39% 18(18) 51%
Intermedio 74 (711) 36% 72 (71) 44 %
Adverso 12 (12) 27 % 12 (12) 57 %
Cariotipo 0,54 0,79
Normal 55(50) 38% 53 (52) 45 %
Con anomalias 55(50) 32% 49 (48) 45 %
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Caracteristicas SLE SLR
N Pr. Act P N Pr. Act P
(%) a5 afios (%) a b afos
FAB 0,68 0,55
MO 8 (8) 19 % 8 (10) 38 %
M1 27(26) 25% 27(33) 32%
M2 22(21) 42% 21(26) 59%
M4 24 (23) 33% 23(28) 43%
M5 15 (14) 52 % 15(18) 61%
M6 7(7) 29 % 7(9) 50 %
M7 2(2) 50 % 2(2) .
Leucocitos (x109/L) 0,13 0,51
<20 64 (58) 28% 62(58) 54%
> 20 46 (42) 45% 46 (42)  38%
Plaquetas (x109/L) 0,76 0,58
<100 82(75) 38% 80 (74) 34%
2100 28 (25) 30% 28(26) 51%
FLT3-ITD 0,06 0,10
Mutado 81(80) 39% 81(79) 48 %
Wild-type 23(20) 25% 21(21)  41%
FLT3-D835 0,16 0,11
Mutado 94 (88) 35% 92(96) 47 %
Wild-type 4(12) 50% 4 (4) .
NPM1 0,53 0,12
Mutado 66 (68) 31% 66 (67) 38%
Wild-type 35(32) 45% 33(33) 60%
FLT3-ITD/NPM1 0,07 0,09
status
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Caracteristicas SLE SLR
N Pr. Act P N Pr. Act P
(%) a5 afios (%) a b afos
FLT3-ITD mut 14 (14) 13 % 12 (12) 38 %
/INPM1 mut
FLT3-ITD 12 (12) 42% 12 (12) 55 %
mut/NPM1 wt
FLT3-ITD wt 21(21) 59% 21 (21) 71 %
/NPM1 mut
FLT3-ITD wt 53(53) 29% 53 (54) 34 %
INPM1 wt
CEBPA 0,79 0,28
Mutado 34(92) 47 % 34 (92) 54 %
Wild-type 3(8) 33% 3(8) -
ASXL1 0,60 0,38
Mutado 103 36 % 101(94) 46 %
Wild-type 7 (6) 29 % 7 (6) 39 %
IDH1 0,42 0,22
Mutado 98(87) 32% 94 (87) 41 %
Wild-type 4(4) 50 % 4 (4) -
SNP rs11554137 10 (9) 56 % 10 (9) 68 %
IDH2 0,34 0,45
Mutado 103 37 % 101(94) 48%
Wild-type 7 (6) 14 % 7 (6) 20 %

Mut: mutado; wt: wild-type; SP: sangre periférica; Pr. Act: probabilidad actuarial.
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P=0,839

sup
Superv

P=0,860 o £=0,708

Figura 10. Curvas del analisis de supervivencia global de los genes ASXL1,
IDH1 y IDH2 en la serie global

5.4. Estudio de las mutaciones en el codon R882 del gen DNMT3A

en los paciente de riesgo citogenético intermedio (RCI)
5.4.1.Caracteristicas de los pacientes de RCI

Las principales caracteristicas clinicas y biolégicas de los 111 pacientes
de riesgo citogenético intermedio se detallan en la Tabla . La mediana de edad
al diagnéstico fue de 56 afios (extremos, 16 — 88), de los cuales el 53% de los
pacientes eran mayores de 60 afios. Sesenta y cuatro fueron hombres (58%) y
47 mujeres (42%). Al diagndstico, la mediana de leucocitos fue de 18 x10°/L
(extremos: 1-385), la de hemoglobina de 9,1 g/dL (extremos: 5 — 17 g/dL) y la
de plaquetas de 65 x10°%L (extremos: 14 — 572). De acuerdo con la clasificacion
FAB, el 25% de las LMA presentaban escasa diferenciacion (n = 39), el 23%
mostraban maduracién granulocitica (n = 26) y el 35% participacion monocitica
(n = 39). Siguiendo esta clasificacion, 3 pacientes no pudieron ser incluidos en
ninguna de las categorias (3%).

101



Resultados

En los 111 pacientes el estudio del cariotipo se determiné de forma
valorable, de los cuales 87 presentaron un cariotipo normal al diagndéstico
(78%) y 24 pacientes presentaron un cariotipo con alguna alteracion (22%).

Por lo que respecta al estado mutacional, 35 pacientes resultaron
portadores de una mutacion FLT3-ITD (32%) , 5 de una mutacion FLT3-D835
(5%), 41 de una mutacion en el gen NPM1 (37%), 7 tenian una mutacion en
ASXL1 (6%), 2 en el gen IDH1 (1%) y 6 en el gen IDH2 (5%) (Figura 11).

Tabla 24. Caracteristicas principales de los pacientes de RCI

Caracteristicas Pacientes N (%)
Total 111
Edad, afios (rango) 56 (16-88)
260 58 (52)
<60 53 (48)
Sexo
Hombre 64 (58)
Mujer 47 (42)
Cariotipo Normal 87 (78)
FAB
MO 9 (8)
M1 30 (27)
M2 26 (23)
M4 22 (20)
M5 17 (15)
M6 4(4)
Bifenotipicas 2(2)
Sin clasificar 1(1)
Leucocitos (x109/L) 18
Mediana 1-385
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Caracteristicas

Pacientes N (%)

Rango
Neutréfilos (x109/L)
Mediana
Rango
Plaquetas (x109/L)
Mediana
Rango
Hemoglobina (g/dL)
Mediana
Rango
% Blastos SP
Mediana
Rango
FLT3
Mutado
Wild-type
NPM1
Mutado
Wild-type
FLT3-ITD/NPM1 status
FLT3-ITD mut/ NPM1 mut
FLT3-ITD mut/ NPM1 wt
FLT3-ITD wt / NPM1 mut
FLT3-ITD wt / NPM1 wt
ASXL1

Mutado

10

0-68

65

14-572

5-17

42

0-100

36 (33)

72 (67)

43 (42)

59 (58)

23 (23)
13 (13)
21 (21)

45 (44)

7(6)

103



Resultados

Caracteristicas Pacientes N (%)
Wild-type 104 (94)

IDH1
Mutado 2(1)
Wild-type 96 (897)
SNP rs11554137 13 (12)

IDH2
Mutado 6 (5)
Wild-type 105 (95)

Mut: mutado; wt: wild-type; SP: sangre periférica

Cariotipo
DNMT3A
FLT3-ITD
FLT3-D835
NPM1 | |

CEBPA | I |
wo | 11N i

IDH1 I I

IDH2 | 1 | [

C-CBL

Figura 11. Relacién entre las mutaciones de los 111 pacientes con RCI. En
las columnas se representa cada uno de los pacientes la cohorte y en las filas
los genes analizados. En azul oscuro se indica la presencia de la mutacion, en
azul claro la ausencia de mutacién y en azul celeste la presencia del SNP
rs11554137 en IDH1. El cariotipo se muestra en la parte superior de la grafica,
con el gris oscuro el cariotipo normal, y con el gris clarito el cariotipo con alguna
anomalia

De los 111 pacientes, 96 fueron tratados con quimioterapia intensiva
(86%), de los cuales 59 pacientes alcanzaron RC (62%) tras la induccién. En el
momento del analisis, 30 pacientes habian recaido (51%), mientras que 37

pacientes permanecian vivos (63 %).
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5.4.2.Frecuencia de las mutaciones de DNMT3A y asociacion con las

caracteristicas clinico-biol6égicas

Ciento once pacientes fueron analizados para detectar posibles
alteraciones en la posicion R882 del gen DNMT3A. Diecisiete pacientes (15%)
mostraron un cambio ‘missense’ en el codon R882 del gen DNMTS3A,
provocando un intercambio de una arginina por una citosina (R882C, n = 8), por
una histidina (R882H, n = 4), por una serina (R882S, n = 3), o por una prolina
(R882P, n = 2) (Figura 12).

Normalized and Shifted Melting Curves

Temperature [*C)

Normalized and Temp-Shifted Difference Plot

a3

8 E7 b -
Temperature (*C) Wild type

Figura 12. Curvas del HRM y sus secuencias correspondientes para las distintas
mutaciones detectadas en el codén R882 del gen DNMT3A

Al comparar los factores clinico-biolégicos de los pacientes con la
mutacion DNMT3A-R882, no se encontré correlacion significativa entre las
mutaciones del gen y la edad o el sexo (Tabla 25). Sin embargo los pacientes
gue presentaron mutaciones en R882 en el momento del diagnéstico tenian un
recuento de leucocitos en sangre periférica mayor que aquéllos que no la
presentaron (mediana: 39 x10%L en los pacientes mutados vs.10 x10%/L en los
wild-type; P = 0,01), un menor recuento de neutréfilos (mediana: 7 x10%/L en los
pacientes mutados vs. 12 x10%L en los wild-type; P = 0,01) y, en consecuencia,
un mayor porcentaje de blastos en sangre periférica (mediana: 77% en los

pacientes mutados vs. 30 % en los wild-type; P = 0,01).
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De los 111 pacientes estudiados, 87 tenian CN (78%) y 13 de ellos
(15%) eran portadores de una alteracion en R882. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes con DNMT3A
mutado y los pacientes con CN o con otras alteraciones citogenéticas.

Tabla 25. Principales caracteristicas de la serie de pacientes LMA-RCI

Caracteristicas DNMT3A
Wild-type Mutado P
N (%) N (%)
Total 94 (85) 17 (15)
Edad, afios (rango) 60 56 0,63
(16-88) (30-76)
260 48 (51) 10 (59) 0,37
<60 46 (49) 7 (41)
Sexo 0,18
Hombre 52 (55) 12 (71)
Muijer 42 (45) 5 (29)
Cariotipo Normal 74 (85) 13 (15) 0,53
FAB 0,53
MO 8 (9) 1(6)
M1 24 (26) 6 (35)
M2 25 (27) 1 (6)
M4 17 (18) 5 (29)
M5 13 (14) 4 (24)
M6 4 (4) -
Bifenotipicas 2(2) -
Sin clasificar 1(1) -
Leucocitos (x109/L) 0,002
Mediana 10 39
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Caracteristicas DNMT3A
Wild-type Mutado P
N (%) N (%)
Rango 1-385 1-324
Neutréfilos (x109/L) 0,01
Mediana 2 7
Rango 0-68 0-33
Plaquetas (x109/L) 0,15
Mediana 64 96
Rango 14-225 27-572
Hemoglobina (g/dL) 0,77
Mediana 9 9
Rango 5-17 5-14
% Blastos SP 0,01
Mediana 30 77
Rango 0-99 0-100
FLT3-ITD <0,001
Mutado 24 (26) 12 (75)
Wild-type 68 (74) 4 (25)
NPM1 0,001
Mutado 30 (35) 13 (81)
Wild-type 56 (65) 3(19)
FLT3-ITD/NPM1 status <0,001
FLT3-ITD mut /NPM1 mut 13 (16) 10 (67)
FLT3-ITD mut/NPM1 wt 11 (14) 2 (13)
FLT3-ITD wt /NPM1 mut 18 (21) 3(13)
FLT3-ITD wt /NPM1 wt 44 (49) 1(7)
ASXL1 0,92
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Caracteristicas DNMT3A
Wild-type Mutado P
N (%) N (%)
Mutado 6 (6) 1(6)
Wild-type 88 (84) 16 (94)
IDH1 0,58
Mutado 2 (2) 0 (0)
Wild-type 80 (85) 16 (94)
SNP rs11554137 12 (13) 1(6)
IDH2 0,36
Mutado 6 (7) 0(0)
Wild-type 88 (93) 17 (100)

Mut: mutado; wt: wild-type; SP: sangre periférica

5.4.3.Estudio de la concomitancia de las mutaciones

Cuando se estudio la concurrencia de mutaciones del gen DNMT3A con
el resto de genes analizados, se observé que tan solo un paciente presentaba
la mutacién R882 en el gen DNMT3A y una mutacion en el gen ASXL1. Ningan
paciente presentd mutaciones en el gen DNMT3A y en los genes IDH1 o IDH2.
Sin embargo, la presencia de mutaciones en DNMT3A se asoci6 de forma
significativa con la presencia de alteraciones en los genes FLT3-ITD (75% de
los pacientes con FLT3-ITD mutado vs. 25% de los pacientes FLT3-ITD wild-
type; P = 0,001) y NPM1 (81 % de los pacientes con NPM1 mutado vs. 19% de
los pacientes NPM1 wild-type; P = 0,002). Doce pacientes (11%) eran
portadores al mismo tiempo de mutaciones en los genes DNMT3A y FLT3-ITD,
mientras que otros 12 pacientes (11%) lo eran para los genes DNMT3A y
NPM1 (Figura 13). Estas mutaciones también se asociaron de forma
significativa con el grupo de riesgo molecular FLT3-ITD mutado/NPM1 mutado
(67 % de los pacientes con DNMT3A-R882 mutado vs. 16% de los pacientes
wild-type; P < 0,001).
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Figura 13. Relacion entre las mutaciones del gen DNMT3A y otras
mutaciones comunes en los 111 pacientes con LMA-RCI. Un diagrama
Circos representa la frecuencia relativa y por parejas de la concurrencia de
mutaciones. La longitud del arco corresponde a la frecuencia de mutaciones
en el primer gen y la anchura corresponde al porcentaje de pacientes que
también presentan una mutacién en el segundo gen. La correlacién entre
los genes se denota solo una vez en la direccién de las agujas del reloj

5.4.4.Impacto de las mutaciones en la supervivencia

En cuanto a las caracteristicas clinico-biol6gicas, la edad mayor de 60
afios (mediana: 6 meses en los pacientes >60 afios vs. 67 meses en los
pacientes <60 afios; P< 0,001) la presencia de las mutaciones de FLT3-ITD
(mediana: 7 meses FLT3-ITD mutado vs. 24 meses FLT3-ITD wild-type; P=
0,004) y la estratificacién del riesgo molecular en funcion de la presencia de
mutaciones en FLT3-ITD/NPM1 (mediana: 7 meses los pacientes FLT3-ITD
mutado/NPM1 mutado vs. 12 meses FLT3-ITD mutado/NPM1 wild-type vs. 20
meses FLT3-ITD wild-type/NPM1 wild-type; P= 0,01) influyeron negativamente
en la SG. Las mismas caracteristicas clinico-biolégicas también afectaron de
forma negativa a la SLE a los 5 afios (40 % pacientes > 60 afios vs. 55%
pacientes <60 afios; P< 0,001; 29% pacientes FLT3-ITD mutado vs. 43% FLT3-
ITD wild-type; P= 0,05; 26% pacientes FLT3-ITD mutado/NPM1 mutado vs.
44% FLT3-ITD mutado/NPM1 wild-type vs. 64% FLT3-ITD wild-type/NPM1
mutado vs. 24% FLT3-ITD wild-type/NPM1 wild-type; P= 0,026) mientras que la
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SLR a los 5 afios fue influenciada por la edad mayor de 60 afos (25%

pacientes > 60 afios vs. 61% pacientes <60 afios; P< 0,001).

Cuando se analizo el efecto de las mutaciones en DMT3A-R882, se vio
gque la tasa de remisiébn completa fue similar entre los pacientes portadores de
una mutacién y los pacientes no mutados (60% vs. 87%; P= 0,11). El analisis
de la supervivencia revelé que los pacientes con mutaciones en DNMT3A
mostraban una mayor tasa de recaida (70% vs. 49%; P = 0,04). La SG y la SLE
no se vieron afectadas por esta mutacion (mediana: 11 meses en mutados vs.
16 meses en wild-type; P = 0,644; mediana: 9 meses en mutados vs. 20 meses
en wild-type; P=0,141, respectivamente). Sin embargo, la SLR a los 5 afos fue
significativamente mayor en los pacientes que no presentaban mutaciones en
el gen DNMT3A (30% pacientes mutados vs. 51% wild-type; P = 0,04) (Figura
14) (Tabla y Tabla 27).
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Figura 14. Curvas del andlisis de supervivencia de DNMT3A-R882
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Tabla 26. Analisis univariante para la SG en la serie de pacientes con LMA-RCI

Caracteristicas

Supervivencia Global

111

Pacientes | Mediana % Vivosa | P
N (%) (me) 5 afios
Total 99
Edad, afios (rango) <0,001
>60 58 (59) 67 51
<60 41 (41) 6 8
Sexo 0,97
Hombre 58 (59) 16 33
Mujer 41 (41) 13 31
Cariotipo 0,49
Normal 81 (82) NA 34
Con anomalias 18 (18) 8 20
FAB 0,98
MO 9 (9) 18 17
M1 29 (30) 14 27
M2 20 (21) 16 37
M4 20 (21) 16 28
M5 16 (17) 15 34
M6 2(2) 6 -
Leucocitos (x109/L) 0,96
<20 50 (51) 18 29
220 49 (49) 14 35
Plaquetas (x109/L) 0,21
<100 74 (75) 14 29
> 100 25 (25) 37 41
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Caracteristicas

Supervivencia Global

Pacientes | Mediana % Vivosa | P
N (%) (me) 5 afos
FLT3-ITD 0.004
Mutado 62 (65) 24 38
Wild-type 34 (35) 7 21
NPM1 0,88
Mutado 51 (56) 18 28
Wild-type 40 (44) 13 40
FLT3-ITD/NPM1 status 0,01
FLT3-ITD mut /NPM1 mut 22 (24) 7 21
FLT3-ITD mut/NPM1 wt 12 (13) 12 33
FLT3-ITD wt / NPM1 mut 19 (21) NA 62
FLT3-ITD wt / NPM1 wt 30 (42) 20 23
CEBPA 0,11
Mutado 40 (93) 20 43
wild-type 3() 8 100
DNMT3A-R882 0.64
Mutado 83 (84) 16 33
Wild-type 16 (16) 11 29
DNMT3A/FLT3 0,004
DNMT3A mut/FLT3-ITD 12 (13) 9 21
mut
DNMT3A wt/ FLT3-ITDwt 57 (61) 24 38
DNMT3A wt /FLT3-ITD 25 (27) 6 18

mut; DNMT3A mut / FLT3-
ITD wt

Mut: mutado; wt: wild-type.
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Tabla 27. Analisis univariante para la SLE y SLR en la serie de pacientes con LMA-RCI

Caracteristicas SLE SLR
N Pr. Act P N Pr. Act P
(%) ab afios (%) a5 afos

Total 64 62

Edad, afios (rango) 0,001 0,001
=60 48 (72) 55 % 45 (73) 61 %
<60 18(28) 40% 17 (24) 25%

Sexo 1 0,79
Hombre 37 (58) 41 % 37 (60) 50%
Mujer 27 (12) 48 % 2540) 41%

Cariotipo 0,72 0,84
Normal 54(84) 34% 52 (84) 43%
Con anomalias 10 (16) 37% 10 (16) 46 %

FAB 0,76 0,61
MO 7 (13) 21 % 7(14) 43%
M1 1937 25% 19 (38) 30 %
M2 11 (21) 34 % 10 (20) 51%
M4 12(23) 46 % 11(22) 50%
M5 11 (21) 54 % 11(22) 67%
M6 2 (4) 50 % 2 (4) 50 %

Leucocitos (x109/L) 0,18 0,53
<20 33 (35) 29 % 31 (50) 37%
=20 61 (65) 48 % 31(50) 43%

Plaquetas (x109/L) 0,55 0,53
<100 49 (77) 38% 47 (76) 46 %
> 100 15(23) 41% 15 (24)  49%
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Caracteristicas SLE SLR
N Pr. Act P N Pr. Act P
(%) a5 afios (%) a b afos
FLT3-ITD 0,05 0,11

Mutado 42 (68) 43 % 42 (70) 48 %

Wild-type 20(32) 29% 18 (30) 41%

NPM1 0,66 0,31

Mutado 31 (53) 21 % 31(54) 37%

Wild-type 28 (47) 47 % 26 (46) 55 %
FLT3-ITD/NPM1 0,02 0,16
status

FLT3-ITD mut 13(22) 26% 11(9) 35%

INPM1 mut

FLT3-ITD 9 (15) 44 % 9 (16) 56 %

mut/NPM1 wt

FLT3-ITD wt / 15(25) 64 % 15(26) 68 %

NPM1 mut

FLT3-ITD wt / 22 (37) 24% 22(39) 27%

NPM1 wt
CEBPA 0,06 0,52

Mutado 25 (93) 45 % 25093) 57%

Wild-type 2(7) 0% 2(7) -

DNMT3A-R882 0,14 0,04

Mutado 50 (78) 43 % 48 (77) 51 %

Wild-type 14(22) 27% 14 (23) 30
DNMT3A/FLT3 0,01 0,003

DNMT3A mut / 10(17) 15% 10 (17) 19%

FLT3-ITD mut

DNMT3A wt / 37(62) 44% 37(64) 50%

FLT3-ITD wt

DNMT3A wt 13(22) 31% 11 (19) 45%

/FLT3-ITD mut;
DNMT3A mut /
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Caracteristicas SLE SLR
N Pr. Act P N Pr. Act P
(%) a5 afios (%) a 5 afos
FLT3-ITD wt

Mut: mutado; wt: wild-type; Pr. Act: Probabilidad actuarial

Cuando estratificamos la serie de pacientes con riesgo citogenético
intermedio segun la edad o del cariotipo (normal vs. no normal) no
encontramos ningun impacto significativo ni en la SG, ni en la SLR, ni tampoco
en la SLE.

Puesto que las mutaciones de DNMT3A se asociaron con las
mutaciones de FLT3-ITD, estudiamos el efecto de la presentacion de ambas
mutaciones al mismo tiempo, generando tres grupos en funcion de los genes
mutados. Observamos que los pacientes con al menos una de las dos
mutaciones tenian una menor SG (mediana: 6 vs. 24 meses; P = 0,004) y, los
pacientes que presentaban mutaciones en ambos genes tenian una SLR y SLE
a los 5 aflos mas corta (14% vs. 65%; P = 0,003; 13% vs. 55%; P = 0,01,
respectivamente) que los pacientes que no presentaban mutado ninguno de los
dos genes (Figura 15).
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Figura 15. Curvas de supervivencia de los pacientes estratificados en funcion de
las mutaciones de DNMT3A/FLT3

El analisis de la SLR se completd con un analisis multivariante incluyendo
como variables las mutaciones en DNMT3A, edad, presencia de mutaciones en
FLT3-ITD vy estratificacion del riesgo molecular FLT3-ITD/NPM1. Para la SLR
las variables con significado prondstico independiente fueron: la edad mayor de
60 afos, (HR: 2,4; 95% IC: 1,1 - 5,8; P = 0,05) y las mutaciones en DNMT3A
(HR: 4,3; CI: 1,7 - 10,1; P = 0,001).

5.5. Andlisis de los pacientes de riesgo citogenético adverso (RCA)

5.5.1.Caracteristicas de los pacientes de RCA

Las principales caracteristicas clinicas y biolégicas de los 56 pacientes de
RCA se detallan en la Tabla 28. La mediana de edad al diagnéstico fue de 61
afos (extremos: 28 — 85), siendo el 59% de los pacientes mayores de 60 afios.

Treinta y seis fueron hombres (64%) y 20 mujeres (56 %). Al diagnéstico, la
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mediana de leucocitos fue de 5 x 10%L (extremos: 1 — 250), de hemoglobina
9,0 g/dL (extremos: 5-16 g / dL) y de plaquetas 52 x 10%/L (extremos: 10 —
408). De acuerdo con la clasificacion FAB, el 33% de las LMA presentaban
escasa diferenciacion (n = 13), el 40% mostraban maduracion granulocitica (n
= 16), el 36% participacibn monocitica (n = 10) y el 38% componente eritroide
(n = 15). Siguiendo esta clasificacién, un paciente no pudo ser incluido en

ninguna de las categorias (3%).

En todos los pacientes se realizé el estudio del cariotipo, o que nos
permitié clasificar a 33 pacientes como cariotipo no complejo (59%) y 23
pacientes como cariotipo complejo (41%), de los cuales 19 presentaban una

monosomia (83%).

En 4 pacientes se hallaron mutaciones en FLT3-ITD (7%), en 1 la
mutacién FLT3-D835 (2%) y en 7 una mutacién en el gen NPM1 (13%). Siete
pacientes tenian una mutacion en ASXL1 (12%) y 6 en el gen IDH2 (11%)
(Figura 16).

Tabla 28. Principales caracteristicas de la serie de pacientes LMA-RCA

Caracteristicas Pacientes N (%)
Total 56
Edad, afios (rango) 61 (28-85)
260 23 (41)
<60 33 (59)
Sexo
Hombre 36 (64)
Mujer 20 (56)
Cariotipo
Complejo 23 (41)
No complejo 33 (59)
FAB
MO 2 (5)
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Caracteristicas Pacientes N (%)
M1 11 (28)
M2 16 (40)
M4 7 (18)
M5 3(8)
M6 15 (38)
Bifenotipicas 1(3)

Leucocitos (x109/L)
Mediana 5
Rango 1-250
Neutrofilos (x109/L)
Mediana 16
Rango 0-73
Plaguetas (x109/L)
Mediana 52
Rango 10-408
Hemoglobina (g/dL)
Mediana 9,00
Rango 5-16

% Blastos SP

Mediana 40

Rango 0-98
FLT3-ITD

Mutado 4 (8)

Wild-type 45 (92)
NPM1

Mutado 7 (14)

Wild-type 42 (86)
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Caracteristicas Pacientes N (%)
FLT3-ITD/NPM1 status
FLT3-ITD mut / NPM1 mut 2 (43)
FLT3-ITD mut/ NPM1 wt 3(6)
FLT3-ITD wt / NPM1 mut 4 (9)
FLT3-ITD wt / NPM1 wt 38 (81)
ASXL1
Mutado 7(12)
Wild-type 49 (88)
IDH1
Mutado 0(0)
Wild-type 49 (88)
SNP rs11554137 7 (12)
IDH2
Mutado 6 (11)
Wild-type 50 (89)

Mut: mutado; wt: wild-type; SP: sangre periférica
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Cariotipo
TP53
FLT3-ITD -l I r
FLT3-D835
NPM1 . l I
CEBPA II
1 1 I

ASXL1 I I I
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Figura 16. Relacién entre las mutaciones de los 56 pacientes con LMA de novo
y RCA. En las columnas se representa cada uno de los pacientes de nuestra
cohorte y las filas los genes analizados. En azul oscuro se indica la presencia de
la mutacién, en azul claro la ausencia de mutacion y en azul intermedio la
presencia del SNP rs11554137 en IDH1. El cariotipo se muestra en la parte
superior de la grafica, con el gris oscuro el cariotipo complejo, y con el gris
clarito, el cariotipo no complejo

De los pacientes analizados en este subgrupo de pacientes, 43 fueron
tratados con quimioterapia intensiva (77%), de los cuales 22 pacientes
alcanzaron RC tras la induccién (51%). En el momento del analisis, 10
pacientes habian recaido (46 %), mientras que 7 pacientes permanecian vivos
(32 %).

5.5.2.Frecuencia de las mutaciones de TP53 y asociacion con las

caracteristicas clinico-biolégicas

Todos los pacientes fueron analizados para detectar posibles
alteraciones en los exones del 5 al 8 del gen TP53 mediante la técnica de HRM
y su posterior secuenciacion por el método de Sanger. Diecisiete pacientes
(34%) mostraron una mutacion consecuencia de un cambio en un nucleétido
descrito previamente, presentando un cariotipo complejo 7 (41%) de ellos.
(Tabla 29, Figura 17).
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Tabla 29. Variaciones detectadas en el gen TP53

Pacientes | Ex6n Mutacion
Cambio en la secuencia Cambio en el transcrito
1 5 c.G525A p.R174H
3 5 c.G527A p.C175Y
1 5 c.G538A p.E179K
1 5 c.G550A p.-A183L
3 6 €.T640G p.H214Q
5 7 c.G713A p.C273C
2 8 c.G818A p.R273H
1 8 c.G824A p.R282H
A 8

and T Plot

and Temp Plot

C€.G550A; p.A183L

M i }“'\
W)

C.G525A; p-R17aH

8000 pH214Q €.T640G; p.H214Q

A 9500
(‘ f 11.000
\[\l 12.500:
v\ “/k\ 'Lil'““
El R | =A LA LY 84 85 86 87
Temperature ("C) C.G527A; p.L175Y Temperature (*C)
(o] D
Normalized and Temp-Shifted Difference Plot G Tt c and Temp-5S Plot
15.000{ p.C273C ) W & 15000]
| R27
13.000] e ) 7 1200} e
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Figura 17. Curvas del HRM y sus secuencias correspondientes para varias mutaciones
detectadas en el gen TP53; A exdn 5, B exén 6, C exdn 7, D ex6n 8
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Cuando se analiz6 la relacion de los distintos factores clinico-biol6gicos
con las mutaciones en el gen TP53, no se encontrd asociacion significativa con
la edad, el sexo, el recuento de leucocitos al diagnostico, los niveles de
hemoglobina, el subtipo FAB y mutaciones de FLT3-ITD y NPM1 (Tabla 30). La
Unica excepcion fue el recuento de plaquetas, siendo menor en los pacientes
portadores de alguna mutacién, (mediana: 32 x 10%/L en los pacientes mutados
vs. 58 x 10%/L en los wild-type; P = 0,04) y el porcentaje de blastos en sangre
periférica, que fue mas alto en los pacientes con alguna mutacion (54% en los

pacientes mutados vs. 25% en los wild-type; P = 0,02).

Tabla 30. Principales caracteristicas de la serie de pacientes LMA-RCA

Caracteristicas TP53
Wild-type Mutado P
N (%) N (%)
Total 39 (70) 17 (30)
Edad, afios (rango) 61 64 0,64
(28-33) (30-85)
260 16 (41) 7 (41)
<60 23 (59) 10 (59)
Sexo 0,61
Hombre 26 (67) 10 (59)
Mujer 13 (33) 7 (41)
Cariotipo 0,57
Complejo 16 (41) 7 (41)
No complejo 23 (59) 10 (59)
FAB 0,08
MO 1(3) 1(6)
M1 6 (15) 5 (36)
M2 14 (36) 2(12)
M4 2 (5) 5 (36)
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Caracteristicas TP53
Wild-type Mutado P
N (%) N (%)
M5 2 (5) 1(6)
M6 11 (28) 2 (12)
Bifenotipicas 1(3) -
Leucocitos (x109/L) 0,15
Mediana 4 13
Rango 1-250 1-84
Neutréfilos (x109/L) 0,37
Mediana 19 13
Rango 0-73 0-48
Plaguetas (x109/L) 0,04
Mediana 58 32
Rango 12-408 10-167
Hemoglobina (g/dL) 0,21
Mediana 9,13 8,60
Rango 5-16 5-13
% Blastos SP 0,02
Mediana 25 54
Rango 0-97 1-98
FLT3-ITD 0,64
Mutado 3 (14) 1(7)
Wild-type 31 (86) 14 (93)
NPM1 0,64
Mutado 5 (15) 2 (13)
Wild-type 29 (85) 13 (87)
FLT3-ITD/NPM1 status 0,68
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Caracteristicas TP53
Wild-type Mutado P
N (%) N (%)
FLT3-ITD mut /NPM1 mut 2 (6) 0 (0)
FLT3-ITD mut/NPM1 wt 2 (6) 1(7)
FLT3-ITD wt /NPM1 mut 2 (6) 2 (14)
FLT3-ITD wt / NPM1 wt 26 (81) 12 (86)
ASXL1 0,71
Mutado 5 (13) 2 (12)
Wild-type 34 (87) 15 (88)
IDH1 0,35
Mutado 0(0) 0(0)
Wild-type 35 (90) 14 (82)
SNP rs11554137 4 (103) 3(18)
IDH2 0,06
Mutado 2 (18) 4 (24)
Wild-type 37 (82) 13 (76)

Mut: mutado; wt: wild-type; SP: sangre periférica

5.5.3.Estudio de mutaciones simultaneas

Cuando se estudid la concurrencia de mutaciones en el gen TP53 con el
resto de genes analizados, 4 pacientes fueron portadores de mutaciones en
TP53 y en el gen IDH2 (24 %) y 2 pacientes presentaron mutaciones en los
genes TP53 y ASXL1 simultaneamente (12%),
estadistica. Un paciente fue portador al mismo tiempo de mutaciones en TP53
y FLT3-ITD y 2 pacientes de una mutacion en el gen NPM1. Ningun paciente
presentd simultaneamente mutaciones en TP53 y FLT3-D835. Sin embargo, no

se pudo definir un patron de mutaciones concomitantes en este subgrupo de

pero sin significacion

pacientes de forma estadisticamente significativa. (Figura 16 y Tabla 30).
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5.5.4.Andlisis de supervivencia

Se realiz6 el andlisis univariante de la SG (Tabla 31), SLE y SLR, (Tabla
32), incluyendo tanto factores clinico-biolégicos como las mutaciones en el gen
TP53. El andlisis univariante de la serie de RCA demostré que el estado
mutacional del gen TP53 no tenia ningun impacto significativo en la SG,
(mediana: 3 meses en mutados vs. 4 meses en wild-type; P = 0,633) (Figura
18), en la SLE a los 5 afios (17 % mutados vs. 25 % wild-type; P = 0,53) ni
tampoco en la SLR a los 5 afios (33 % mutados vs. 47 % wild-type, P =0,97).

Tabla 31. Analisis univariante para la SG en la serie de pacientes con LMA-RCA

Caracteristicas Supervivencia Global
Pacientes Mediana % Vivos a P
N (%) (me) 5 afos
Total 44
Edad, afios (rango) <0,001
260 21 (48) 11 27
<60 23 (52) 2 5
Sexo 0,56
Hombre 28 (64) 3 14
Muijer 16 (46) 5 18
Cariotipo 0,03
Complejo 20 (49) 3 5
No complejo 23 (51) 8 7
FAB 0,43
MO 0 (0) - -
M1 5 (31) NA 20
M2 3(19) NA 33
M4 2 (13) NA O
M5 1 (6) NA -
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Caracteristicas

Supervivencia Global

Pacientes Mediana % Vivos a P
N (%) (me) 5 afios
M6 4 (25) NA 25
M7 1(6) NA 0
Leucocitos (x109/L) 0,97
<20 28 (64) 4 9
> 20 16 (56) 3 33
Plaquetas (x109/L) 0,92
< 100 32 (73) 3 20
> 100 12 (27) 7 8
FLT3-ITD 0,68
Mutado 35 (92) 4 20
Wild-type 3() 11 0
NPM1 0,80
Mutado 33 (85) 4 18
Wild-type 6 (15) 6 17
FLT3-ITD/NPM1 status 0,95
FLT3-ITD mut /NPM1 2 (5) 2 0
mut
FLT3-ITD mut/NPM1 wt 2 (5) 2 0
FLT3-ITD wt / NPM1 3(8) 6 33
mut
FLT3-ITD wt/NPM1wt 30 (81) 14 28
TP53 0,63
Mutado 14 (32) 3 14
Wild-type 30 (68) 4 17

Mut: mutado; wt: wild-type
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Tabla 32. Analisis univariante para la SLE y SLR en la serie de pacientes con LMA-

RCA
Caracteristicas SLE SLR
N Pr. Act P N Pr. Act P
(%) a 5 afos (%) a b afos
Total 18 18
Edad, afios 0,04 0,29
(rango)
260 9 (50) 33% 9 (50) 47 %
<60 9 (50) 89 % 9 (50) 33%
Sexo 0,84
Hombre 11 (61) 18 % 11(61) 36%
Mujer 7 (39) 29 % 7 (39) 50 %
Cariotipo 0,33 0,99
Complejo 7 (39) 14 % 7 (39) 38 %
No complejo 11(61) 26% 11(61) 37 %
FAB 0,39 0,46
MO 0 (0) - 0(0) -
M1 5 (31) 20 % 5 (31) 30 %
M2 3 (19) 33% 3 (19) .
M4 2 (13) 0% 2 (13) 0%
M5 1(6) - 1(6) -
M6 4 (25) 25 % 4 (25) 50 %
M7 1(6) 0% 1(6) -
Leucocitos 0,18 0,13
(x109/L)
<20 13(72) 8% 13(72) 16%
> 20 5 (28) 40 % 5 (28) 25 %
Plaguetas 0,52 0,13
(x109/L)
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Caracteristicas SLE SLR
N Pr. Act P N Pr. Act P
(%) a 5 afos (%) a b afos
<100 13(72) 31% 13(72) 69 %
=100 5 (28) 0% 5 (28) 0%
FLT3-ITD 0,56 0,41
Mutado 14 (88) 29 % 14(88) 42 %
Wild-type 2 (12) 0% 2 (12) -
NPM1 0,71 0,17
Mutado 14 (82) 21 % 14(82) 32%
Wild-type 2 (12) 33% 2 (12) -
FLT3-ITD/NPM1 0,61 0,63
status
FLT3-ITD mut 1(6) 0% 1(6) -
INPM1 mut
FLT3-ITD 1(6) 0% 1(6) -
mut/NPM1 wt
FLT3-ITD wt / 2 (13) 50 % 2 (13) -
NPM1 mut
FLT3-ITD wt 12 (75) 25 % 12(75) 36 %
INPM1 wt
TP53 0,53 0,97
Mutado 12 (67) 25 % 12(67) 47 %
Wild-type 6 (33) 17 % 6 (33) 33%

Mut: mutado; wt: wild-type; Pr. Act: Probabilidad actuarial
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Figura 18. Curvas del andlisis de supervivencia global de TP53

La falta de impacto en la SG, SLE y SLR se observé también cuando
estratificamos la serie de pacientes segun la edad o las mutaciones en FLT3-
ITD/NPML1. Sin embargo, cuando se considerd Unicamente aquellos pacientes
con cariotipo complejo, la SG a los 24 meses fue significativamente peor en los
pacientes con TP53 mutado (mediana: 5 meses los pacientes mutados vs. 33
meses los pacientes wild-type; P=0,01) (Figura 19).
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Figura 19. Curvas del andlisis de supervivencia de TP53 en los
pacientes con cariotipo complejo
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En el presente proyecto de Tesis Doctoral se analiza la frecuencia de
mutaciones en una seleccion de genes potencialmente involucrados en la
LMA. Ademas, se analiza su relacibn con otras caracteristicas clinico-
biol6égicas y con otras mutaciones también relevantes en esta enfermedad,
asi como su implicacion pronéstica. El conocimiento de los factores
prondsticos creemos que pueden ser determinantes para una mejor

caracterizacion de la enfermedad.

El estudio se plante6 en dos vertientes, un analisis de cribado de
mutaciones en los genes ASXL1, IDH1, IDH2, c-CBL, DNMT3A y TP53, en
una serie de pacientes de LMA de novo, diagnosticados en un sélo centro y el

estudio de su relacién con el prondstico.

Siendo evidentes algunas debilidades metodolégicas inherentes a los
estudios de cohortes histéricas, por otro lado denominador comun de la
mayor parte de los estudios de caracterizacion de la LMA en la literatura, no
es menos cierto que en nuestra cohorte de pacientes se mantiene el valor de
las principales variables prondsticas bien establecidas, como la edad, el
cariotipo o las mutaciones de los genes FLT3 y NPM1. De alguna manera,
esto confiere una cierta fiabilidad a los resultados obtenidos en relaciéon con

los genes especificamente analizados en el presente estudio.

En relaciébn con las caracteristicas de la serie, las alteraciones
citogenéticas merecen una mencion especial. Cabe destacar que las
principales series publicadas que estudian alteraciones moleculares en LMA
centran un especial interés en aquellos casos que presentan un cariotipo
normal. En el presente estudio se han realizado diferentes andlisis, por un
lado en la serie global, y por otro lado separadamente en los subgrupos de

riesgo citogenético y edad.

Quizas la limitacién mas notable en nuestra cohorte de estudio sea el
tamafio muestral. Aunque en términos relativosd es una serie importante para
un dnico centro, la realizaciébn de analisis en subgrupos de pacientes que
merman la potencia estadistica puede no poner de manifiesto relaciones

estadisticamente significativas que precisan un mayor tamafio muestral, como
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alguno de los estudios disponibles en la literatura (Chou et al., 2010; Marcucci
et al., 2010; Paschka et al., 2010; Abbas et al., 2010).

Nuestro estudio, como la mayoria de los estudios en la literatura, fue
retrospectivo y basado en pacientes que fueron tratados con esquemas
basados en un denominador comun, pero con algunas variantes a lo largo del
periodo de estudio. Por esta razon, como ha sido destacado por otros
(Gaidzik et al., 2009), no es tarea facil comparar los analisis de supervivencia

con los resultantes de cada una de las series de pacientes publicadas.

El interés suscitado en los ultimos afios por el genotipado del DNA ha
impulsado el desarrollado de nuevos métodos de analisis que permiten
rastrear de forma rapida y eficaz pequefias variaciones en el genoma (Rauch
et al.,, 2004; Meaburn et al., 2006). Hasta el momento, la secuenciacién
directa por el método de Sanger ha sido el principal procedimiento de
busqueda de mutaciones. Sin embargo, métodos recientemente desarrollados
permiten realizar un cribado previo a la secuenciacion, para distinguir las
muestras con o sin alteraciones genéticas. De este modo, aunque se
mantiene la necesidad de confirmar las muestras positivas, al no ofrecer
informacion sobre la naturaleza y localizacion de la variacion que detectan, se
reduce considerablemente el nUmero de casos a secuenciar, ya que son
métodos mas sensibles, estan automatizadas y ofrecen un alto rendimiento
en el procesamiento de las muestras. Al mismo tiempo, algunas de estas
técnicas han permitido aumentar la sensibilidad y especificidad del andlisis.
Actualmente, dos de las técnicas mas empleadas son la cromatografia liquida
desnaturalizante de alto rendimiento (dHPLC) y el ‘high-resolution meltting’
(HRM). Ambas técnicas presentan unos niveles similares de sensibilidad y
especificidad, siendo capaces de detectar alelos mutados en subpoblaciones
celulares de hasta el 10% (Chou et al., 2005; Gerhardus et al., 2007). De
entre estas técnicas de cribaje, el HRM es valorada como la mas robusta y
requiere una menor manipulacion de la muestra, lo que reduce el riesgo de
contaminacién. Todo esto la ha llevado a ser considerada actualmente la mas
idonea en el diagnostico clinico (Krypuy et al., 2007; Millat et al., 2008;
Takano et al., 2008; Audrezet et al., 2008; Bastien et al., 2008; Roleau et al.,

2009). Por este motivo, para este trabajo escogimos el método HRM vy
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posterior secuenciacion directa para identificar las principales alteraciones
moleculares en la LMA.

En los resultados obtenidos podemos observar que, de las 3.359
determinaciones realizadas mediante HRM, se detectaron 136 positivas (4%)
que fueron confirmadas posteriormente por el método de secuenciacion de
Sanger. La positividad validada por secuenciacién en la totalidad de las
muestras con un patrén positivo por HRM es una prueba sélida de la alta
especificidad de este método de cribaje. La dificultad de esta técnica son las
87 (2,6%) determinaciones cuyas curvas de fusiéon de HRM eran proximas a
los limites que definen las diferencias entre los pacientes clasificados como
‘wild-type’ 0 como mutados. La comparaciéon de los resultados obtenidos
mediante HRM con los derivados de la secuenciacién por el método de
Sanger determind que el 17% de ellas eran positivas mientras que el resto
presentaban una secuenciacién normal. La valoracion de estos resultados en
la frontera de positividad-negatividad son obviamente los que presentan
mayor complicacién. En la literatura se consideran falsos positivos ya que
generan la duda de si se deben a la mayor sensibilidad del HRM frente a la
secuenciacion. La técnica de Sanger permite detectar mutaciones en linea
germinal con una sensibilidad del 99%, sin embargo, en el caso de
mutaciones somaticas en poblaciones clonales, so6lo detecta las que estan
presentes en al menos el 20% de las células analizadas. Pero tampoco
podemos descartar el caso contrario. El HRM es capaz de diferenciar
fragmentos con una variacion de 0.3°C en su temperatura de fusién. Sin
embargo, esta variacién se puede ver afectada por el tamafio del fragmento
amplificado (si contienen mas de 350 pb), por el contenido de pares GC del
fragmento, por el tipo de mutacion, por la concentracion de sales presentes
en las muestras o por cualquier combinacién de éstas, pudiendo generar
patrones de curvas de fusién andémalas (Laurie et al., 2008, Tindall et al.,
2008; Garritano et al., 2009). Asi pues, basados en nuestro propios
resultados, podriamos afirmar que la sensibilidad y la especificidad global de
cribado mediante HRM estan en torno al 91% y 97%, respectivamente, lo que
coincide con lo descrito por otros (Laurie et al.,, 2008, Tindall et al., 2008;
Garritano et al., 2009).
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Hasta el momento la seleccion de genes candidatos para un estudio
de las caracteristicas del nuestro relacionados se establecia basandose en su
importancia en otras hemopatias malignas o en rutas de sefializacion
implicadas en la diferenciacion, en la apoptosis o en ambas. El desarrollo de
las técnicas de secuenciacion masiva ha permitido encontrar nuevos
marcadores moleculares relacionados con el desarrollo de las neoplasias
mieloides. Muchas de estas alteraciones afectan tanto a genes implicados en
las vias de sefializacion de la proliferacion y en la supervivencia celular, como
a genes involucrados en la regulacién epigenética del DNA. Sin embargo,
gueda por esclarecer la implicacion que puedan tener en el prondstico. Por
esta razon, para la seleccién de los genes a estudio para esta Tesis Doctoral
(ASXL1, IDH1, IDH2, c-CBL, DNMT3A y TP53) hemos tenido muy en
consideracion la persistente controversia que éstos suscitan aln en relaciéon

con su frecuencia e implicacion en el prondstico de la LMA.

La incidencia de alteraciones en el gen ASXL1 del 16% encontrada en
nuestra serie se encuentra en valores intermedios a los descritos en otras
series de LMA, entre un 7% y un 30% (Gelsi-Boyer et al., 2010; Chou et al.,
2010; Metzeler et al., 2011). La variacion que se observa entre los diferentes
estudios se debe, principalmente, a la poblacion de estudio seleccionada,
especialmente, cuando sélo se incluyen pacientes mayores de 60 afios
(Metzeler et al., 2011). Ademas, se ha encontrado una asociacion entre las
mutaciones de ASXL1 y el menor recuento de leucocitos, hallazgos que no
hemos podido confirmar en nuestra serie (Chou et al., 2010; Metzeler et al.,
2011).

La frecuencia con que encontramos las mutaciones canénicas de IDH
(9%), 3% IDH1™3? y 6% restante IDH2™°, ambas descritas previamente
como las mas recurrentes en las LMA de novo, estan en linea con algunas
otras series descritas en la literatura (Gross et al., 2010; Paschka et al., 2010;
Green et al., 2010; Figueroa et al., 2010; Shen et al., 2011). La incidencia de
mutaciones en estos genes varia desde el 8% hasta el 33%, y al igual que en
el caso de ASXL1 se debe principalmente a las diferentes subpoblaciones
estudiadas (Mardis et al., 2009; Ward et al., 2010; Gross et al., 2010; Paschka

et al., 2010). Estas mutaciones cuando se estudian en subgrupos especificos
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de pacientes, parecen estar asociadas con la ausencia de alteraciones en el
cariotipo y con la edad inferior a 60 afios (Mardis et al., 2009; Ward et al.,
2010; Gross et al., 2010; Paschka et al., 2010). Nosotros no hemos podido
confirmar este hallazgo, aunque observamos un leve aumento no significativo
de la frecuencia de las mutaciones de IDH1/IDH2 (11%) en pacientes

menores de 60 afos.

La ausencia de mutaciones de c-CBL observada en nuestro estudio
estd acorde con lo publicado en otros estudios previos, en los que en
pacientes con LMA de novo ha sido siempre menor al 1% y se ha sugerido su
asociacion con las leucemias CBF (Sargin et al., 2007; Callgiuri et al., 2007;
Abbbas et al., 2008; Reindel et al., 2009; Green et al., 2010).

En nuestro estudio, como en otros, queda patente la relacion
mutuamente excluyente entre IDH1 e IDH2 (Figueroa et al., 2010; Damm et
al., 2011; Welch et al., 2011). Las mutaciones en IDH provocan una actividad
enzimatica neomorfica, siendo suficiente la presencia de una sola mutacion
para que la célula mutante adquiera una ventaja proliferativa frente al resto de
células (Hartmann et al., 2009; Figueroa et al., 2010). Sin embargo, se han
visto mutaciones coincidentes con NPM1, FLT3 y ASXL1. La mas relevante
es la relacién de IDH con NPM1 que nosotros encontramos en el 3% de los
pacientes. Recientemente, el estudio del CALGB (Patel et al., 2012) observo
una frecuencia del 4% y un impacto en el pronéstico de la enfermedad que
nosotros no pudimos demostrar. También se encontraron frecuencias
similares en la asociacion de las mutaciones de IDH y FLT3, siendo en ambos
estudios en torno al 3%. La combinacion de mutaciones simultdneamente en
IDH y ASXL1 en nuestra serie se limitd a un Unico paciente, mientras que en
el estudio de Patel et al., (2012) s6lo encontraron 3 pacientes con mutaciones

en ambos genes de 398 estudiados.

En nuestro estudio, llama la atencion la alta proporcion de pacientes
con mutaciones de ASXL1 coexistentes con NPM1, FLT3 o ambos (5%). En
los dos principales trabajos que estudian esta asociacion (Metzeler et al.,
2011, Schnittge et al., 2013), la frecuencia encontrada es del 1% para ASXL1
y NPM1 y del 2% para ASXL1 y FLT3. Ambos estudios sugieren que la baja

137



Discusion

frecuencia se debe a que entre ASXL1 y NPM1 existe una relacion de
epistasia, donde la accion de uno de ellos puede estar modificada por la
accion del otro. Estos genes, que aunque forman parte de rutas diferentes,

actuarian al mismo nivel del ciclo celular.

En linea con lo descrito en series mas amplias (Shen et al., 2011), en
nuestro estudio no encontramos un impacto significativo de las mutaciones en
los genes IDH y ASXL1 sobre el prondstico de los pacientes con LMA de
novo. Sin embargo, la controversia en este asunto aldn persiste, ya que otros
trabajos en pacientes seleccionados en funcion de la edad y/o el cariotipo han
sugerido una relacion entre estas mutaciones y una menor supervivencia. En
este sentido, se ha descrito una fuerte asociacion con una mayor
supervivencia cuando las mutaciones de IDH son observadas
simultdneamente con mutaciones de NPM1, permitiendo definir un subgrupo
de pacientes con un pronéstico mas favorable que cuando se encuentra
NPM1 mutado de forma aislada (Patel et al., 2012). Con estos hallazgos se
ha propuesto una nueva estratificacion para pacientes con FLT3 negativo y
riesgo citogenético intermedio que, en combinacién con el estado mutacional
de otros genes (TET2, ASXL1l, PHF6 y MLL-PTD), permite definir un
subgrupo de pacientes con mejores tasas de supervivencia que aquellos con
inv(16) o t(8:21) (Patel et al., 2012).

Entre los genes que permiten identificar un subgrupo de peor
pronéstico esta ASXL1. Pero en nuestra serie no pudimos encontrar una
relacion con el pronéstico. Pensamos que, aparte del tamafio muestral, las
discrepancias encontradas entre nuestro estudio y los publicados
previamente, podrian explicarse por el hecho de que las mutaciones
missense en ASXL1, mas frecuentes en nuestro estudio, podrian no ser las
gue juegan un papel importante en la leucemogénesis. Se ha especulado que
para que se desarrolle la enfermedad es necesaria la presencia de una
proteina truncada, que normalmente es el resultado de mutaciones
‘frameshifts’ o de mutaciones puntuales que se traducen en un codon de
parada, y, por tanto, sélo estas ultimas tendrian un efecto negativo sobre el
pronéstico de los pacientes (Mardis et al., 2009). Ademds, recientemente

Abdel-Wahab et al., (2010) han demostrado que la mutacién mas recurrente
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en ASXL1, (pGly646TrpfsX12) representa un artefacto de metodologico y no
una mutacion somaética real. Por esta razon, han postulado que, del mismo
modo que esta alteracion ha resultado ser un error del proceso de
amplificacion tradicional, muchas otras podrian serlo también. Es por ello por
lo que estos autores proponen revisar la frecuencia real de mutaciones en

ASXL1, asi como su efecto sobre la enfermedad.

En relacion con el estudio que llevamos a cabo en los pacientes con
RCI, centramos el analisis en las mutaciones de DNMT3A que se han descrito
principalmente en este subgrupo. La mutacion mas frecuente es la R882, que
representa el 69%-83% de las mutaciones que se detectan en este gen y se
ha demostrado un impacto negativo sobre la supervivencia (Ley et al., 2010;
Thol et al., 2011; Hou et al., 2011).

La incidencia de DNMT3A-R882 en nuestra serie del 15% es similar a
las publicadas previamente (Ley et al., 2010; Thol et al., 2011). Nosotros
también encontramos una asociacion de esta mutacion con la
hiperleucocitosis como ha sido previamente descrito (Ley et al., 2010; Thol et
al., 2011). Sin embargo, dada la alta concomitancia que presenta DNMT3A-
R882 con las mutaciones de FLT3-ITD (75% de los pacientes con DNMT3A-
R882), no podemos descartar que este hallazgo se deba a la presencia de
este ultimo (Markova et al., 2012). En cambio, no hemos podido establecer la
relacion descrita previamente entre la mutacion DNMT3A-R882 y la edad o el
cariotipo normal (Thol et al, 2011; Marcucci et al.2012).

Otros genes con los que se ha establecido una relacién con la
mutacion DNMT3A-R882 son, ademas de FLT3-ITD, NPM1 e IDH (Hou et al.,
2011; Reneville et al., 2012). Cuando analizamos la presencia simultdnea de
estas mutaciones en nuestra serie observamos que el 88% de los pacientes
con DNMT3A-R882 presentan ademas mutaciones en FLT3-ITD y/o NPM1
(60% presentan los 3 genes mutados simultdneamente). Sin embargo no se
ha encontrado relacién con IDH, probablemente debido a que las mutaciones
de IDH no estan muy representadas en grupo de riesgo citogenético

intermedio.
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Estudios previos describen que la mutacion DNMT3A-R882 tiene una
influencia negativa en la supervivencia de estos pacientes (Thol et al., 2011).
Aunque en nuestra serie no hemos podido observar este hallazgo, pudimos
ver una mayor tasa de recaida en los pacientes con la mutacién de forma
independiente a las mutaciones en los genes NPM1 y FLT3. Por otro lado,
como ya proponian Markova et al., (2012), estudiamos el efecto conjunto de
las mutaciones DNMT3A-R882 y FLT3-ITD y comprobamos que la asociacion
de ambos genes permitia diferenciar 3 grupos de riesgo entre los paciente de
RCI: i) sin mutaciones en DNMT3A-R882 y FLT3-ITD; ii) con al menos una de
las dos mutaciones; y iii) con ambas mutaciones al mismo tiempo (P = 0,004
para SG, P = 0,007 para SLE y P = 0,003 para SLR). Basados en estos
hallazgos, seria razonable considerar la incorporacibn de esta

subclasificacion a los algoritmos de decision terapéutica en un futuro préximo.

La inactivacion de TP53 parece tener un papel destacado en la
transformacién neoplasica en los pacientes de LMA y se ha observado con
mayor frecuencia en pacientes con LMA secundarias a terapia y en pacientes
de novo con cariotipos complejos, donde la frecuencia alcanza hasta el 60%
(Dunna et al., 2012; Rucker et al., 2012). En nuestra cohorte de pacientes con
RCA, se detectaron mutaciones puntuales en el gen TP53 en el 34% de los
casos, aumentando al 47% en el subgrupo de pacientes con cariotipo
complejo.

Al intentar relacionar las mutaciones de TP53 con las caracteristicas
clinico-bioldgicas, observamos, al igual que otros estudios previos, que los
pacientes con mutaciones en TP53 presentaban un menor recuento de
plaguetas y un mayor porcentaje de blastos en sangre periférica, en el
momento del diagnéstico (Haferlach et al., 2008; Dunna et al., 2012). Sin
embargo, no hemos detectado una relacion entre las mutaciones en TP53 y
ASXL1, IDH1, IDH2, FLT3, NPM1 y CEBPA. So6lo Seifert et al., (2009)
encontraron una correlacion inversa entre las mutaciones de FLT3 y NPM1,
gue no ha sido confirmada en estudios posteriores (Haferlach et al., 2008;
Dunna et al., 2012; Rucker et al., 2012). En cambio, se ha encontrado una
relacion con el cariotipo complejo, donde dichas mutaciones ejercen un efecto

negativo sobre la tasa de remision y la supervivencia (Riicker et al., 2012). En
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nuestro estudio, cuando analizamos los pacientes con cariotipo complejo,
observamos que la supervivencia a los 2 afios era menor en los pacientes
gue ademas presentaban mutaciones en TP53. Ademds, vimos que este
efecto se veia reforzado por la presencia de una monosomia, pero cuando se
realizé el andlisis de supervivencia por estratos, no pudimos hacer
comparaciones debido al escaso nimero de pacientes que conformaban cada

uno de los distintos subgrupos.

Las nuevas técnicas de secuenciacion masiva estan permitiendo
estudiar el genoma o el exoma completo de los pacientes, ampliando,
rapidamente, los conocimientos moleculares de LMA. A dia de hoy, gracias a
estos avances, son diversas las mutaciones génicas recurrentes que han sido
descritas en las neoplasias mieloproliferativas, mostrando una enorme
heterogeneidad molecular subyacente, con mutaciones que afectan a vias
convergentes. El conocimiento de la implicacion en la leucemogénesis de
estos genes creemos que pueden ser determinantes para mejorar la
estratificacion del riesgo y seleccionar el tratamiento mas apropiado de forma
individualizada. Diversos estudios han demostrado que algunas de estas
mutaciones ocurren con mayor frecuencia en la LMA, sin embargo, existe una
gran controversia en la incidencia y el impacto pronéstico debido a la falta de
congruencia de los resultados publicados. No obstante, recientemente, se ha
sugerido un perfil mutacional que permite una reclasificacion de los pacientes
con riesgo citogenético intermedio en funcién de un grupo de genes (FLT3-
ITD, NPM1, CEBPA, IDH, ASXL1, PHF6, MLL-PTD, TET2 y DNMT3A) (Patel
et al., 2012).

Aunque la identificacion de nuevas alteraciones moleculares con
impacto en el pronéstico de los pacientes es de importancia clinica y
biolégica, el auténtico reto es integrar este conocimiento en la clinica diaria de
la LMA. La secuenciacién del genoma completo, sin duda, pasara a formar
parte de la evaluacion diagnéstica estdndar en los préximos afios, sin
embargo, en la actualidad, es necesario que en los laboratorios de
diagnostico, se desarrollen estrategias diferentes al cribado masivo que
permitan aplicar estos conocimientos, disminuyendo los costes y el tiempo

necesario para obtener el resultado, sin perder sensibilidad ni especificidad.
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Como consecuencia, en la presente Tesis Doctoral, hemos demostrado que la
aplicacion del HRM, combinado con la secuenciacion directa, es un método
atil y rapido para el diagnéstico diario de las mutaciones que estan siendo
integradas en los nuevos esquemas prondstico y algoritmos de decision en

los pacientes con LMA.

142






7.CONCLUSIONES









Conclusiones

El método de High Resolution Melting se ha mostrado muy util en el
rastreo de mutaciones de las regiones codificantes en la LMA.,
mostrando una alta sensibilidad y especificidad (91% y 97%,

respectivamente)

No encontramos una relacion entre la presencia de mutaciones en los
genes ASXL1, IDH1 e IDH2 (16%, 3% y 6%, respectivamente) y las

caracteristicas de presentacion o el pronéstico en la LMA.

Aunque detectamos algunos pacientes con mutaciones de ASXL1
coexistentes con mutaciones de NPM1, FLT3 o de ambos (5%), éstos

no presentaron un perfil clinico o biélogico caracteristico.

Ademas de la relacibn mutuamente excluyente entre las mutaciones
de IDH1 e IDH2, éstas se asociaron a mutaciones de NPM1 en el 3%

de los pacientes.

La presencia de la mutacibon DNMT3A-R882 en el 15% de los
pacientes con riesgo citogenético intermedio se asocidé con recuentos

de leucocitos mas altos y una mayor tasa de recaidas.

El estado mutacional de DNMT3A-R882 y FLT3-ITD permitid
diferenciar 3 grupos de riesgo entre los paciente de RCI:

i) sin mutaciones en DNMT3A-R882 y FLT3-ITD: favorable
ii) con al menos una de las dos mutaciones: intermedio
iif) con ambas mutaciones al mismo tiempo: desfavorable

Las mutaciones de TP53 fueron muy comunes en los pacientes con
citogenética de riesgo adverso (34%) y se asociaron con recuentos de
plaguetas mas bajos y un mayor porcentaje de blastos en sangre

periférica en el momento del diagnéstico.,

En los pacientes con cariotipo complejo, las mutaciones de TP53

confirieron un peor prondstico en términos de supervivencia.
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Anexo

Tabla I. Analisis univariante para la SG en la serie global con Cariotipo

Normal
Caracteristicas SG
Pacientes | Mediana | Vivos a P
N (%) (me) 5 afos (%)
Total 83
Edad, afios <0,001
<60 50 (60) 67 50
> 60 33 (40) 6 14
Sexo 0,69
Hombre 46 (55) 18 35
Muijer 37 (45) 12 34
Subtipo FAB 0,80
MO 9 (11) 25 22
M1 26 (33) 14 31
M2 18 (23) 18 41
M4 15 (19) 16 30
M5 11 (14) 10 30
M6 1(2) 6 0
M7 0 (0) - -
Recuento Leucocitos, x 0,73
10°/L
<20 42 (51) 20 34
> 20 41 (49) 14 35
Requento Plaquetas, x 0,05
10°/L
<100 62 (75) 14 27
> 100 21 (25) NR 56
FLT3-ITD 0,01
Wild-type 52 (63) 24 43
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Caracteristicas SG
Pacientes | Mediana | Vivos a P
N (%) (me) 5 afos (%)
Mutado 30 (37) 8 24
FLT3 - D835 0,86
Wild-type 74 (96) 16 36
Mutado 3(4) 67 37
NPM1 0,32
Wild-type 42 (55) 24 37
Mutado 35 (45) 13 38
FLT3/NPM1 0,001
FLT3-ITD wt/ NPM1 mut 17 (21) NR 59
FLT3-ITD mut / NPM1 wt 9 (11) 16 44
FLT3-ITD wt / NPM1 wt 32 (46) 24 32
FLT3-ITD mut/NPM1 mut 19 (23) 7 22
CEBPA 0,03
Wild-type 35(92) 32 49
Mutado 3(8) 8 0
ASXL1 0,97
Wild-type 78 (94) 16 34
Mutated 5 (6) 6 40
IDH1 0,1
Wild-type 70 (84) 16 33
Mutado 1() 0 0
SNP 12 (14) 24 47
IDH2 0,83
Wild-type 78 (94) 15 35
Mutado 5 (6) 28 27

174



Mut: mutado; wt: wild-type

Anexo

Tabla Il. Andlisis univariante para la SLE Y SLR en la serie global con
Cariotipo Normal

SLE SLR
Caracteristicas | Pacientes Pr. Act Pacientes Pr. Act
N (%) ab N (%) ab
afos anos
(%) (%)
Total 55 53
Edad, afios 0,002 0,00
<60 39 (70) 52 38 (72) 59
> 60 16 (30) 7 15 (28) 8
Sexo 0,99 0,99
Hombre 32 (60) 39 32 (60) 47
Mujer 23 (40) 36 21 (40) 42
FAB 0,13 0,00
MO 8 (15) 37 8 (15) 37
M1 18 (34) 27 18 (35) 33
M2 10 (19) 37 9 (17) 56
M4 9(17) 51 8 (15) 57
M5 7 (13) 48 7 (13) 56
M6 1(2) 0 1(2) 0
M7 0 (0) - 0 (0) -
Recuento 0,22 0,63
Leucocitos, x
10°/L
<20 26 (52) 28 26 (49) 36
220 26 (48) 46 27 (51) 51
Requento 0,24 0,18

Plaquetas, x
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SLE SLR
Caracteristicas | Pacientes Pr. Act P Pacientes Pr. Act
N (%) ab N (%) ab
anos afnos
(%) (%)
10°/L
<100 42 (81) 34 40 (75) 40
=100 13 (24) 49 13 (25) 41
FLT3-ITD 0,19 0,44
Wild-type 36 (67) 42 36 (68) 46
Mutado 18 (33) 32 16 (32) 46
FLT3 - D835 0,47 0,22
Wild-type 49 (96) 38 47 (96) 46
Mutado 2 (4) 50 2 (4) -
NPM1 0,80 0,75
Wild-type 25 (55) 35 28 (57) 42
Mutado 25 (45) 43 23 (43) 52
FLT3/NPM1 0,01 0,10
FLT3-ITD wt / 13 (24) 61 13 (25) 66
NPM1 mut
FLT3-ITD mut / 7 (13) 57 7 (13) 71
NPM1 wt
FLT3-ITD wt / 21 (42) 26 21 (43) 32
NPM1 wt
FLT3-ITD mut/ 12 (22) 22 10 (19) 29
NPM1 mut
CEBPA 0,04 0,57
Wild-type 24 (92) a7 24 (92) 60
Mutado 2 (8) 0 2 (6) -
ASXL1 0,38 0,61
Wild-type 52 (94) 36 50 (94) 43
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SLE SLR
Caracteristicas | Pacientes Pr. Act Pacientes Pr. Act
N (%) ab N (%) ab
anos afnos
(%) (%)
Mutated 3(6) 33 3(6) 27
IDH1 0,29 0,53
Wild-type 49 (89) 35 47 (89) 44
Mutado 0 (0) - 0 (0) -
SNP 6 (11) 60 6 (11) 60
IDH2 0,94 0,70
Wild-type 52 (94) 38 50 (94) 46
Mutado 3 (6) 33 3 (6) 33

Mut: mutado; wt: wild-type; Pr. Act: Probabilidad actuarial
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Tabla lll. Andlisis univariante para la SG en la serie global menores de

60 afios
SG
Caracteristicas Pacientes Mediana | Vivos a P
N (%) (me) 5 afos
(%)
Total 100
Sexo 0,09
Hombre 56 (56) 67 51
Muijer 44 (44) 12 37
Subtipo FAB 0,62
MO 5(7) 80
M1 27 (36) 38
M2 22 (29) 55
M4 23 (30) 33
M5 12 (16) 50
M6 6 (8) 33
M7 1(1) -
Riesgo citogenético 0,13
Favorable 16 (16) 23 44
Intermedio 69 (71) 28 48
Adverso 12 (12) 8 29
Cariotipo 0,19
Normal 48 (48) NR 50
Anormal 52 (52) 14 40
Recuento 0,49
Leucocitos, x 10°/L
<20 50 (50) 28 45
> 20 50 (50) 16 45
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SG
Caracteristicas Pacientes Mediana | Vivos a P
N (%) (me) 5 afos
(%)
Requento 0,25
Plaquetas, x 10°/L
<100 77 (77) 16 42
2100 23 (23) NR 54
FLT3-ITD 0,004
Wild-type 64 (70) NR 50
Mutado 28 (30) NR 29
FLT3 — D835 0,62
Wild-type 84 (94) 27 46
Mutado 5 (6) 67 20
NPM1 0,79
Wild-type 56 (63) 27 44
Mutado 33 (37) 67 54
FLT3/NPM1 0,01
FLT3-ITD wt /NPM1 mut 17 (20) NR 81
FLT3-ITD mut / NPM1 wt 13 (15) 16 46
FLT3-ITD wt / NPM1 wt 41 (47) 27 42
FLT3-ITD mut/ NPM1 mut 16 (18) 11 28
CEBPA 0,56
Wild-type 34 (92) NR 55
Mutado 3(8) 12 33
ASXL1 0,64
Wild-type 93 (93) 23 44
Mutated 7(7) NR 57
IDH1 0,80
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SG
Caracteristicas Pacientes Mediana | Vivos a P
N (%) (me) 5 afios
(%)
Wild-type 85 (85) 25 45
Mutado 4 (4) 10 50
SNP 11 (112) 11 42
IDH2 0,93
Wild-type 93 (93) 25 46
Mutado 7(7) 28 34

Mut: mutado; wt: wild-type

Tabla IV. Analisis univariante para la SLE Y SLR en la serie global menores de 60 afios

SLE SLR
Caracteristicas Pacientes | Pr. Act P Pacientes Pr. Act P
N (%) a5 afios N (%) a5 afios
(%) (%)
Total 73 72
Edad, afios 0,18 0,20
<60 43 (60) 58 43 (60) 67
> 60 30 (40) 42 29 (40) 52
Sexo 0,748 0,53
Hombre 10 (15) 25 4 (6) 75
Muijer 18 (28) 32 18 (26) 38
Subtipo FAB 16 (25) 59 16 (24) 67
MO 16 (25) 49 15 (22) 68
M1 10 (15) 60 10 (15) 67
M2 4 (6) 50 4 (6) 67
M4 1(2) - 1(1) -
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M5

M6

M7

Bifenotipica
Cariotipo

Normal

Anormal
Niveles
Hemoglobina,
g/dL

<10

210
Recuento
Leucocitos, x
10°/L

<20

220
Requento
Plaguetas, x
10°/L

<100

2100
FLT3

Wild-type

Mutado
NPM1

Wild-type

Mutado

FLT3/NPM1

FLT3-ITD wt/
NPM1 mut

14 (20)
52 (73)

5(7)

33 (45)

40 (65)

38 (52)

35 (48)

57 (78)

16 (22)

50 (74)

18 (26)

62 (94)

4 (6)

40 (60)

27 (40)

16 (24)

48

48

53

52

50

48

58

52

51

60

32

50

50

49

55

72

0,92

0,80

0,30

0,84

0,03

0,35

0,83

0,11
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14 (20)
51 (73)

5(7)

33 (46)

36 (54)

37 (51)

35 (49)

56 (78)

16 (22)

50 (75)

17 (25)

61 (94)

4 (6)

40 (61)

26 (39)

16 (25)

68

59

80

54

67

54

67

63

54

70

39

60

55

64

82

Anexo

0,79

0,51

0,51

0,67

0,00

0,18

0,39

0,12
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FLT3-ITD mut/
NPM1 wt

FLT3-ITD wt /
NPM1 wt

FLT3-ITD mut/
NPM1 mut

CEBPa
Wild-type
Mutado

ASXL1
Wild-type
Mutated

IDH1
Wild-type
Mutado
SNP

IDH2
Wild-type

Mutado

10 (15)

29 (44)

11 (17)

25 (89)

3(11)

69 (95)

4 (5)

62 (85)
4 (5)

7 (10)

70 (96)

34

50

49

29

54

33

51

50

49

50

52

33

0,53

0,96

0,74

0,64

10 (15)

29 (45)

10 (158)

25 (89)

3(11)

68 (95)

4 (4)

61 (84)
4 (5)

7 (11)

69 (96)

34

50

57

40

63

60

75

56

86

63

67

0,32

0,81

0,30

0,29

Mut: mutado; wt: wild-type; Pr. Act: Probabilidad actuarial

Tabla V. Analisis univariante para la SG en la serie global mayores de 60 afios

Supervivencia Global
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Caracteristicas Pacientes Mediana | % Vivos | P
N (%) (me) a
5 afios
Total 100
Edad, afos 0,09
<60 56 (56) 67 51
> 60 44 (44) 12 37
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Supervivencia Global

Caracteristicas Pacientes | Mediana | % Vivos | P
N (%) (me) a
5 afios
Sexo 0,62
Hombre 5(7) 80
Mujer 27 (36) 38
Subtipo FAB 22 (29) 55
MO 23 (30) 33
M1 12 (16) 50
M2 6 (8) 33
M4 1(1) -
M5 0,13
M6 16 (16) 23 44
M7 69 (71) 28 48
Bifenotipica 12 (12) 8 29
Cariotipo 0,19
Normal 48 (48) NR 50
Anormal 52 (52) 14 40
Niveles Hemoglobina, g/dL 0,49
<10 50 (50) 28 45
> 10 50 (50) 16 45
Recuento Leucocitos, x 0,25
10°/L
<20 77 (77) 16 42
=20 23 (23) NR 54
Requento Plaquetas, x 10°/L 0,004
<100 64 (70) NR 50
> 100 28 (30) NR 29
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Supervivencia Global

Caracteristicas Pacientes | Mediana | % Vivos | P
N (%) (me) a
5 afios
FLT3 0,62
Wild-type 84 (94) 27 46
Mutado 5 (6) 67 20
NPM1 0,79
Wild-type 56 (63) 27 44
Mutado 33 (37) 67 54
FLT3/NPM1 0,01
FLT3-ITD wt / NPM1 mut 17 (20) NR 81
FLT3-ITD mut / NPM1 wt 13 (15) 16 46
FLT3-ITD wt / NPM1 wt 41 (47) 27 42
FLT3-ITD mut / NPM1 mut 16 (18) 11 28
CEBPa 0,56
Wild-type 34 (92) NR 55
Mutado 3(8) 12 33
ASXL1 0,64
Wild-type 93 (93) 23 44
Mutated 7(7) NR 57
IDH1 0,80
Wild-type 85 (85) 25 45
Mutado 4 (4) 10 50
SNP 11 (11) 11 42
IDH2 0,93
Wild-type 93 (93) 25 46
Mutado 7 (7) 28 34

Mut: mutado; wt: wild-type.
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Tabla VI. Andlisis univariante para la SLE y SLR en la serie global mayores de 60 afios

SLE SLR
Caracteristicas Pacientes Pr. Act P Pacientes Pr. Act P
N (%) a b afos N (%) ab afios
(%) (%)
Total 73 72
Edad, afios 0,18 0,19
<60 43 (60) 58 43 (60) 67
> 60 30 (40) 42 29 (40) 52
Sexo 0,74 0,53
Hombre 10 (15) 25 4 (6) 75
Mujer 18 (28) 32 18 (26) 38
Subtipo FAB 16 (25) 59 16 (24) 67
MO 16 (25) 49 15 (22) 68
M1 10 (15) 60 10 (15) 67
M2 4 (6) 50 4 (6) 67
M4 1(2) = 1(1) -
M5 0,92 0,79
M6 14 (20) 48 14 (20) 68
M7 52 (73) 48 51 (73) 59
Bifenotipica 5(7) 53 5(7) 80
Cariotipo 0,80 0,51
Normal 33 (45) 52 33 (46) 54
Anormal 40 (65) 50 36 (54) 67
Niveles 0,30 0,51
Hemoglobina, g/dL
<10 38 (52) 48 37 (51) 54
> 10 35 (48) 58 35 (49) 67
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Recuento
Leucocitos, x
10°/L

=20

Requento

Plaquetas, x 10°/L

<100
=100
FLT3
Wild-type
Mutado
NPM1
Wild-type
Mutado
FLT3/NPM1

FLT3-ITD wt /
NPM1 mut

FLT3-ITD mut/
NPM1 wt

FLT3-ITD wt /
NPM1 wt

FLT3-ITD mut/
NPM1 mut

CEBPa
Wild-type
Mutado

ASXL1
Wild-type
Mutated

IDH1

57 (78)

16 (22)

50 (74)

18 (26)

62 (94)

4 (6)

40 (60)

27 (40)

16 (24)

10 (15)

29 (44)

11 (17)

25 (89)

3(11)

69 (95)

4 (5)

52

51

60

32

50

50

49

55

72

50

49

29

54

33

51

50

0,84

0,03

0,35

0,83

0,11

0,53

0,97

0,74
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56 (78)

16 (22)

50 (75)

17 (25)

61 (94)

4 (6)

40 (61)

26 (39)

16 (25)

10 (15)

29 (45)

10 (158)

25 (89)

3(11)

68 (95)

4(4)

63

54

70

39

60

55

64

82

50

40

63

60

75

0,66

0,003

0,18

0,39

0,12

0,31

0,81

0,30




Wild-type 62 (85) 49
Mutado 4 (5) 50
SNP 7 (10) 69
IDH2 0,62
Wild-type 70 (96) 52
Mutado 3(4) 33

61 (84)
4 (5)

7 (11)

69 (96)

3(4)

56

86

63

67

Anexo

0,28

Mut: mutado; wt: wild-type; Pr. Act: Probabilidad actuarial
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