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INTRODUCCION

1.1. LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una neoplasia clonal del tejido
hematopoyético, caracterizada por la proliferacién de células blasticas anormales
de estirpe mieloide en la medula 6sea y por una menor produccién de células
hematopoyéticas normales, condicionando deficiencia de glébulos rojos, plaquetas

y glébulos blancos normales (especialmente neutréfilos) en la sangrel.

La LMA puede presentarse como un proceso de novo cuando no hay
antecedentes de sindrome mielodisplasico (SMD), sindrome mieloproliferativo
cronico (SMPC), ni exposicion a agentes leucemogénicos, principalmente fArmacos
alquilantes e inhibidores de la topoisomerasa II. Si los pacientes presentan alguno

de estos antecedentes, se trataria de una LMA secundaria?3456,

1.1.1. Incidencia

La LMA representa aproximadamente el 25% de todas las leucemias del
adulto en la poblacién occidental y es el segundo tipo de leucemia mas frecuente
después de la Leucemia Linfocitica Crénica (LLC). La incidencia estimada de la
LMA de novo es de 4,0 por 10> habitantes/afo, incidencia que aumenta
progresivamente con la edad llegando a ser de 16,8 por 105 habitantes/afio en
adultos mayores de 64 afnos. Asimismo, la incidencia de la LMA es mayor en

hombres que en mujeres, siendo de 4,8 por 105 habitantes/afio en hombres y de
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3,3 por 10> habitantes/ano en mujeres (SEER Cancer Statistics Review 1975-2012,

http://seer.cancer.gov/statfacts/html/amyl.html).

En los adultos, el riesgo aumenta diez veces a partir de los 30 afios
(aproximadamente un caso cada 100.000 personas) hasta la edad de 70 afios

(aproximadamente un caso cada 10.000 personas).

Al mismo tiempo, la mayor eficacia de los tratamientos antitumorales ha
supuesto como contrapartida un aumento de las LMA secundarias. La utilizacion
de agentes quimioterapicos como la mecloretamina, la procarbazina, el
clorambucil, el etopdsido, y en un menor grado la ciclofosfamida, contribuyen a
producir lesiones en el ADN que en muchos casos no pueden ser reparadas por la
magquinaria celular correspondiente. En concreto, el riesgo de desarrollar una LMA
secundaria en estos pacientes va incrementandose en un 0.5-1%/afo, a partir de
los 24 meses de tratamiento, y hasta los 7 afos después de haber concluido el
mismo, ademas de tener un prondstico de recuperaciéon no tan bueno como el de

los pacientes con LMA tipica78°.

1.1.2. Etiologia

Muy poco se conoce acerca de las causas que pueden dar lugar a la LMA,
aunque si que se ha conseguido identificar una serie de factores predisponentes,
que van desde determinadas patologias hasta agentes externos’1011, Sin embargo,

estos factores no se dan en todos los pacientes, incluso, aun cuando un paciente

4
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tenga uno o mas factores de riesgo, no hay forma de saber si realmente estos son la
causa de la leucemia. Ademas, muchas personas con uno o mas factores de riesgo

nunca contraen esta enfermedad.

Entre las patologias que se asocian con una mayor frecuencia de leucemia
aguda se encuentra el Sindrome de Bloom, la Ataxia Telangectasica,
Neurofibromatosis Tipo 1, Anemia de Fanconi y el Sindrome de Down, donde el
riesgo de desarrollar una LMA es un 10-20% superior al de la poblacién normal.
En estos casos, se ha identificado una mutaciéon en el factor de transcripcion
GATA1, que estd implicado en la diferenciacién de los precursores eritroides y

megacariociticos!2.

Por otro lado, en lo referente a los agentes externos que pueden
predisponer a una LMA se encuentran los agentes toxicos tales como los agentes
quimioterapicos (inhibidores de la topoisomerasa II, alquilantes), benceno, colas,
pinturas, y otros hidrocarburos aromaticos, asi como las radiaciones

ionizantes!3.1415,16,

1.1.3. Modelo de leucemogénesis

El cancer, es un proceso debido a la adquisiciéon de multiples alteraciones
genéticas a nivel celular. La evolucién del fenotipo maligno resultante va a requerir
células con un ciclo vital prolongado, un incremento del potencial proliferativo ain

en ausencia de las sefiales de crecimiento normales, una capacidad de replicaciéon

5
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ilimitada, alteraciones en el control del ciclo celular, la evasiéon del proceso de
apoptosis, y un bloqueo de la diferenciaciéon. La LMA es un excelente ejemplo de
este proceso, con numerosas alteraciones genéticas y moleculares descritas que

pueden alterar funciones celulares criticas (Fig. 1).

Los recientes conocimientos de la patogénesis de la LMA sugieren que esta
podria producirse segin el modelo de la adquisicion secuencial de lesiones
moleculares. Estas alteraciones provocarian una proliferacién inadecuada y una
capacidad indefinida de auto-renovacion escapando a las sefiales de diferenciaciéon
y muerte celular programada. En la LMA se han identificado dos grupos de
alteraciones genéticas, unas que bloquean la diferenciaciéon celular afectando
fundamentalmente la funciéon de los factores de transcripcién que regulan la
hematopoyesis (PML-RARa, AML1-ETO, CBFB-MYH11, MLL-ENL,
AML1,CEBPA,MLL-PTD, NPM1) y otras que alteran la regulaciéon del ciclo celular,
la proliferacién y/o la inhibicién de la apoptosis, mediante mutaciones que afectan
a la transduccion de sefiales principalmente en genes tirosin-quinasa (FLT3, c-KIT,

K-RAS, p53, N-RAS) 1,17,18,19,20,21,

Son las denominadas alteraciones de clase I (las que inducen proliferacion)

y de clase II (las que bloquean la diferenciacion).
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MLL-PTD FLT3
(5-10%) (30%

NPM

CBPA
(5%

AML1fETO

APL MLL DK

Figura 1. Alteraciones moleculares asociadas con la LMA (Falini B. et al,
Review in Translational Hematology. (2007) 109(3):874-885).

Este conjunto de alteraciones citogenéticas y moleculares, ha posibilitado el
establecimiento de diferentes grupos de riesgo y conocer el pronéstico de cada uno
de ellos. De esta manera, los pacientes con un perfil citogenético asociado con un
riesgo favorable (por ejemplo, los que presenten reordenamientos PML-RARq,
RUNX1-RUNX1T1, o MYH11-CBFf5) van a ser pacientes con un mejor pronostico
después de los regimenes terapéuticos de consolidacién basados en quimioterapia,
mientras que los que presenten un perfil desfavorable (monosomias, alteraciones
complejas), debido al mal pronéstico establecido para ellos, van a requerir
trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) alogénico durante la primera
remision con el objetivo de poder mejorarlo2223. Sin embargo, y a pesar de que esta
clasificacion resulta extremadamente util para poder conocer la LMA y tratarla en
consecuencia, la mayoria de los pacientes con esta patologia, entre el 40 y el 50%,
pertenecen a un grupo de riesgo citogenético intermedio, con cariotipos sin
ninguna anomalia citogenética. Estos pacientes, constituyen un grupo muy

heterogéneo con tasas de supervivencia a 5 afios que oscilan entre el 24y el 42% y
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en el que puede haber pacientes que por un lado respondan bien a la consolidacién
con quimioterapia, pero también pacientes en los que el prondstico va ser muy
desfavorable. Este desconocimiento sobre cudl va a ser el prondstico en estos
casos, es lo que ha propiciado que durante los dltimos afios, numerosos trabajos se
hayan focalizado en la buisqueda de nuevos biomarcadores, con el objetivo de
conseguir una mejor clasificacién para este grupo de pacientes24. En este sentido,
diversos trabajos han demostrado la existencia de una serie de alteraciones
moleculares que pueden estar implicadas en la leucemogénesis?82526.27.28 Agi, las
mutaciones en el receptor tirosin-quinasa FLT3 y las mutaciones de NPM1 se
asocian significativamente en el grupo de pacientes con cariotipo normal,
sugiriendo un modelo de cooperacién similar al de las LMA con alteraciones
recurrentes, con posibles implicaciones tanto en el tratamiento como en el
pronostico de este especifico subgrupo23031, La ausencia de otros factores
pronosticos clinicamente relevantes en estos pacientes ha motivado en los ultimos
afios una extensa busqueda de nuevas alteraciones moleculares que puedan
ayudar a profundizar en los mecanismos de la leucemogénesis y, al mismo tiempo,

ofrecer una estimacion mas precisa del prondstico.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha decidido incorporar las
alteraciones genéticas recientemente descritas en LMA, a las caracteristicas
clinicas, citologicas, citoquimicas, morfolégicas y/o inmunofenotipicas especificas,
estableciendo de esta manera entidades clinico-patolégicas independientes, entre
las que destacan entre otras, dos nuevas entidades de reciente incorporacion, la de

las “LMA con mutaciones NPM1 [nucleofosmina (fosofoproteinanucleolar B23,
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numatrina)]”, y la de las “LMA con mutaciones CEBPA [CCAAT /enhancer binding

protein (C/EBP), alpha]”.

1.1.4. Tratamiento

En cuanto al tratamiento, durante las dos ultimas décadas, los esfuerzos se
han centrado en conseguir una supervivencia libre de enfermedad (SLE)
prolongada para los pacientes con este tipo de neoplasias. Sin embargo, ni la
introduccién de nuevos farmacos, ni las modificaciones en las dosis y frecuencias
de los esquemas terapéuticos, han permitido alcanzar la completa curacién en
muchos de estos pacientes, muchos de los cuales, terminan todavia falleciendo en
un numero significativo. Sin embargo si que se ha profundizado en la
caracterizaciéon genética y molecular, ya que pueden ayudar al desarrollo de
nuevas terapias dirigidas contra las dianas moleculares que participan de manera
especifica en la leucemogénesis3233, y por otro lado, optimizar al maximo posible
las terapias disponibles en la actualidad, buscando para cada entidad su mejor
relacion riesgo/beneficio. De hecho, durante los ultimos afios, las estrategias estan
siguiendo un nuevo camino, en el que en base a conocidos marcadores prondstico
clinico-biolégicos, se busca enfocar el tratamiento a cada paciente de forma
individual mas que al conjunto de la poblacién, donde las variaciones pueden
provocar que no en todos los casos, la terapia sea igual de efectiva. Es lo que se
denomina terapia adaptada al riesgo34. Mencién especial requiere la leucemia

promielocitica aguda (LPA), en la que el conocimiento de la alteracion citogenética



INTRODUCCION

especifica recurrente t(15;17) y su contrapartida molecular, el reordenamiento
molecular PML-RARa, ha permitido el desarrollo de una terapia diana que
actuando a nivel molecular consigue la diferenciacién terminal de las células
leucémicas. El resultado es una altisima tasa de remisiones, con una elevada SLE y
una escasa toxicidad3>3637.38394041 M3s recientemente, el desarrollo de nuevos
inhibidores frente a las proteinas tirosin-quinasa (FLT3, BCR-ABL, quinasas de la
familia SRC) también esta dando resultados muy alentadores*243:44.4546,47,48,49 Ep el
caso concreto de los inhibidores de FLT3, como se detallara mas adelante, existe
un gran entusiasmo ante la posibilidad de que estas pequeiias moléculas puedan
cambiar el panorama de tratamiento de un amplio nidmero de pacientes con LMA.
Esto se debe a varias razones: hay un gran nimero de inhibidores en desarrollo,
inhibidores que van a ir dirigidos a las diferentes mutaciones FLT3; estan
apareciendo inhibidores mas potentes y mas selectivos, como quizartinib, que
parecen tener también mejores propiedades farmacocinéticas que los que
inicialmente se desarrollaron; y porque posiblemente, estas nuevas estrategias
terapéuticas acaben consiguiendo reducir la utilizacién de los intensos esquemas
de tratamiento con quimioterapia. La inhibicién de FLT3 representa uno de los
mas frecuentes esquemas de trabajo en hematologia y oncologia durante los
ultimos afios, consistente en identificar una diana terapéutica, desarrollar agentes
dirigidos frente a dicha diana, y analizar la existencia de posibles biomarcadores
que puedan informar sobre si el farmaco esta teniendo el efecto deseado sobre la
poblacién adecuada. Como se ha mencionado, dentro de las leucemias agudas, la
LPA representa el paradigma de combinar agentes dirigidos con quimioterapia
habiendo dado excelentes resultados, por lo que encaminar el tratamiento de los

pacientes con LMA y mutaciones de FLT3 en el mismo sentido parece algo légico.
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1.2. ALTERACIONES MOLECULARES EN LMA

Durante la ultima década, los estudios moleculares han sufrido una
importante revolucion con la apariciéon de nuevos sistemas de deteccion: primero
con las técnicas de array (CGH/SNP/Expresion-array) y mas recientemente con las
técnicas de secuenciacién masiva (NGS) que permiten de una manera mas rapida y
fiable estudiar todo el genoma. En el afo 2008, el grupo liderado por el Dr.
Timothy Ley de la Universidad de Washington, publicé el primer caso de LMA cuyo
genoma fue secuenciado mediante NGS, demostrando que éste era un método
valido para la deteccion de nuevas alteraciones en esta enfermedads%°l. Mas
recientemente, en el afio 2013 se acaba de publicar la secuenciaciéon masiva de 200
adultos de LMA dentro del proyecto Cancer Genome Atlas (TCGA) (http://tcga-
data-nci.nih.gov/tcg)52. De estos resultados se desprende que la NGS es un método
muy util para la identificacion de mutaciones (2585 mutaciones en region
codificante). Sin embargo, muchas mutaciones ocurren en Unico paciente y pocas
son recurrentes, siendo la gran mayoria casi exclusivas de cada paciente o de baja
frecuencia. Segin este estudio, un total de 23 genes se encuentran
significativamente mutados en la LMA: FLT3, NPM1, DNMT3A, IDH2, IDH1, TET2,
RUNX1, TP53, NRAS, WT1, PTPN11, KIT, U2AF1, KRAS, SMC1A, SMC3, PHF6, STAGZ,

RADZ21, FAM5C, EZHZ, HNRNPK.
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Otra de las alteraciones frecuentes en la LMA es la desregulacion de la
expresion en ciertos genes, como BAALC, cuya sobreexpresion es un factor
pronostico adverso independiente en cuanto a la resistencia a la terapia de
induccioén, supervivencia global (SG) y riesgo de recaida (RR)5354555657.5859 EV/[],
asociado cominmente con un pésimo pronéstico con muy mala respuesta a la
quimioterapia 60616263 o WT1, cuya sobreexpresion a pesar de la asociacién con
las duplicaciones parciales en tdndem de FLT3 (FLT3-Internal Tandem
Duplication; FLT3-ITD) muestra valor prondstico independiente®y un impacto
desfavorable en la probabilidad de recaida®s, aunque en otros trabajos se sugiere

un mejor resultado en el caso de los pacientes con LMA no M366.

Este notable avance en la caracterizacion genética y molecular ademas de
permitir profundizar en la etiopatogénesis de la LMA ha conducido a la
identificacion de distintas entidades con comportamientos clinicos absolutamente
diferentes tal como refleja la revisién de la clasificacién de la OMS para las
neoplasias mieloides®’. Ante esta perspectiva, en la LMA los estudios moleculares
son importantes porque permiten una mejor clasificacién diagnoéstica, constituyen
la principal herramienta pronostica para estratificar en funcion del riesgo las
terapias actuales ademdas de abrir el camino al desarrollo de nuevas terapias
dirigidas contra las dianas moleculares. Aunque estos marcadores son
prometedores, no evitan que los actuales esquemas de clasificacién sigan
necesitando de una mayor precisién. En la actualidad, de todas las mutaciones
mencionadas, so6lo las que afectan a FLT3, NPM1 y CEBPA tienen repercusion en la
préactica clinica mientras que las restantes deben ser consideradas desde un punto

de vista investigacional®869,70.71,
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1.2.1. Mutaciones del gen CEBPA

Los factores de transcripcion pertenecientes a la familia “CCAAT/enhancer
binding protein” (CEBP) participan en el equilibrio entre proliferaciéon celular y
detencion mitdtica del crecimiento durante la diferenciaciéon terminal. Dentro de
esta familia de proteinas destaca CEBPA, proteina que regula un programa de
genes criticos para el establecimiento de la identidad y diferenciacion

mieloide7273.7475,

El gen CEBPA se encuentra localizado en 19q31. Las mutaciones que afectan
a este gen, causando la inactivacion del mismo, ocurren en un 15-19% de los
pacientes con LMA de cariotipo normal y en un 5-14% del total de casos de esta
patologia y han sido asociadas con prondstico relativamente favorable, ganando
interés como marcador pronostico’¢. Los primeros estudios clinicos, revelaron que
los pacientes con mutaciones de CEBPA presentaban mejor SLE y SG a los 5 afios
que el resto de pacientes del grupo de riesgo citogenético intermedio o con
cariotipo normal717277.7879, Por el contrario, las tasas de remision completa (RC)

no parecen diferir entre los pacientes con y sin mutaciones de CEBPA.

Dos clases prototipicas de mutaciones son las madas frecuentes. Las
mutaciones en la regiéon N-terminal, y las mutaciones en la regiéon del dominio

basico de leucina (bZIP) C-terminal’380, Los pacientes con dos mutaciones
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(biCEBPA) presentan una mejor mediana de SG cuando se comparan con pacientes
sin mutaciones en CEBPA (WtCEBPA)7381, observandose también que el hecho de
presentar dos mutaciones, no se asocia nunca con NPM1 mutado y raramente con
FLT3-ITD. Mientras que, los pacientes con una sola mutacién (moCEBPA),
presentan una frecuencia similar de NPM1 mutado y una asociacién
significativamente mayor con FLT3-ITD en comparacién con los pacientes sin

mutaciones en CEBPA.

1.2.2. Mutaciones del gen FLT3

La diferenciacion y crecimiento de las células hematopoyéticas es el
resultado de la interaccidon de diversos factores de crecimiento y sus respectivos
receptores. Entre estos receptores se encuentra el receptor tirosin-quinasa FMS-
like (FLT3), que pertenece a la familia de los receptores tirosin-quinasa de clase III.
La expresion de este receptor es importante para el desarrollo de las células

hematopoyéticas pero también para el sistema inmune82.

Los receptores tirosin-quinasa son el componente central de las redes de
sefalizacién celular y desempefian un papel crucial tanto en procesos fisiologicos
habituales como en otros mas especificos (embriogénesis y desarrollo). Las redes
de estos receptores ejercen un control fundamental de la proliferacién y

supervivencia celular, asi como del ciclo celular, del metabolismo e incluso de la
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forma y el movimiento de las células. Hasta la fecha, se han descrito numerosos
receptores de membrana, basando su clasificacidn en la preferencia por el ligando,
la induccién de respuestas bioldgicas y su estructura primaria. Las proteinas
tirosin-quinasa, se caracterizan por tener una actividad protein-quinasa intrinseca
que cataliza la transferencia del y-fosfato del ATP hasta los residuos de tirosina
presentes en los sustratos proteicos. Al igual que otros receptores tirosin-quinasa
de clase III, FLT3 estd compuesto por cinco dominios extracelulares
inmunoglobulina “like”: un dominio transmembrana, un domino yuxtamembrana,

dos dominios tirosin-quinasa intracelulares y un dominio C-terminal intracelular

(Fig.2).
(D
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Figura 2. (A) Estructura de la proteina FLT3 (adaptada de Kenneth Probst.
From Litzow, MR. Blood 106:3331, 2005). (B) Modelos propuestos para las
estructuras tridimensionales de las formas “wild-type” o inactiva (derecha)
y mutada o activa (izquierda) (adaptada de Molecular Cell).
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El receptor FLT3 se presenta en forma monomérica y no fosforilada
activandose mediante la unién con su ligando, que se caracteriza por ser una
proteina transmembrana. Dicho ligando promueve su homodimerizacién lo que
activa su capacidad tirosin-quinasa y el reclutamiento de una serie de proteinas
intracelulares (proteinas SHC, GRB2, GAB2, SHIP, CBL, CBLB). Estas proteinas son
activadas, inicidndose la cascada de fosforilacién que resulta en la activacién de
mediadores secundarios tales como los pertenecientes a las rutas MAP quinasa,
STAT y AKT/P13. Dichos mediadores son transportados al nucleo celular por
medio de la proteina HSP90, donde regulan la transcripcion de diversos genes que
intervienen en la proliferacion, diferenciacién y apoptosis de los precursores

hematopoyéticos83848586 (Fig.3).

Glicosilacion

Transériﬁ&f@h’
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b K Internalizacion y

degradacion

Figura 3. Interaccion entre FLT3 y su ligando (adaptada de Stirewalt DL et
al, Nature Reviews Cancer 2003;3:650-665). La parte citoplasmatica de FLT3
se somete a glicosilacién (G), lo cual promueve la localizacién del receptor en
la membrana. FLT3 “wild-type” permanece en forma monomérica, como
proteina inactiva en la superficie celular hasta que el ligando (L),
probablemente en forma dimérica, se une al receptor induciendo su
dimerizacion. Este hecho, promueve la fosforilacion (P) de los dominios
tirosin-quinasa, activando asi tanto al receptor como a los efectores
“downstream”. Los receptores dimerizados, son rapidamente internalizados y
degradados.
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El gen que codifica FLT3 se encuentra localizado en el cromosoma 13
(13q12) y esta constituido por 24 exones. Se han descrito mutaciones asociadas a
LMA que dan como resultado una activacién constitutiva del receptor (Fig.4). La
presencia de estas mutaciones de FLT3 ha sido implicada, in vitro, en la
leucemogénesis®’. Dianas de esta actividad intrinseca tirosin-quinasa son STAT5 y
la ruta de Ras/MAPKs, incluyendo C-jun y C-raf, lo que conduce al fenotipo

maligno.

La expresion de FLT3 en la médula 6sea normal queda restringida a los
progenitores hematopoyéticos tempranos, entre los que se incluyen las células
CD34+ con altos niveles de expresion de CD117 (c-KIT), y progenitores mieloides y
linfoides ya comprometidos, con expresion variable en el mas maduro linaje
monocitico®. Sin embargo, también se puede encontrar expresado, y en altos
niveles, en un gran numero de patologias hematoldgicas, como por ejemplo la
mayoria de los subtipos de LMA, en la leucemia linfoblastica aguda (LLA) de
células B, en determinadas LLA de células T, asi como en la crisis blastica de la

leucemia mieloide crénica (LMC)8990,
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Figura 4. Localizacion de las principales mutaciones de la proteina FLT3
(adaptada de Torres Gomez A et al, Medicine. 2008;10:1390-401).

Las mutaciones de FLT3, son de una especial gran importancia en la LMA,
debido a que frecuentemente, sirven de guia para la toma de decisiones

terapéuticas dado su claro componente como marcadores de mal prondstico?192,

Entre las alteraciones mas importantes, destacan por su frecuencia e
implicacion pronostica las FLT3-ITD (Fig. 5). Las FLT3-ITD resultan de la
duplicacién de un fragmento en la regién codificante del dominio yuxtamembrana
de FLT3. El grupo del Dr. Nakao fue el primero en describir estas alteraciones en
una alta proporcién de pacientes con LMA?93. Se trata de una de las alteraciones
mas frecuentes en las patologias hematoldgicas, pues aparece en los pacientes con
LMC (5-10%), SMD (5-10%) y LMA (15-35%). A nivel de LMA pediatrica, estas
alteraciones son menos frecuentes, aunque pasan a darse de un 5% a un 10% en el

corto periodo de edad comprendido entre los 5 y 10 afios, continuando con un
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20% en adultos jovenes y superando el 35% en los pacientes con LMA que tienen
mas de 55 afos?4959697.9899 1 ,a longitud puede variar entre 3 y 400 nucledtidos y,
aunque en ocasiones se acompafia de la insercidn de algunos nucle6tidos, no suele

afectar a la pauta de lectural%0,

La duplicacién segmental del domino yuxtamembrana de FLT3 promueve la
autodimerizacion y la autofosforilacion del receptor, que en consecuencia pasa a
estar constitutivamente fosforilado activando a AKT101.102 Uno de los efectos
caracteristicos de las FLT3-ITD, es que la proliferaciéon de las células ITD
transducidas estad mediada por las rutas RAS y STATS5, algo que contrasta con el
hecho de que la activacién mediada por ligando de FLT3 normal no permite ni la

activacion de STATS5 ni su unién al ADN103,

El otro tipo de alteraciones encontradas son las mutaciones puntuales en el
dominio tirosin-quinasa de FLT3 (FLT3-TKD). Estas suceden con una frecuencia en
torno al 5-10% en los pacientes con LMA, y raramente coexisten con las FLT3-
ITD104 La mayoria de las FLT3-TKD tienen lugar en el exén 835 con una
sustitucién de acido aspartico a tirosina (D835Y o asp835Tyr), sin embargo,
ademas de ésta, se han descrito otras mutaciones puntuales, deleciones e
inserciones, tanto en este mismo coddn como en los adyacentes?8.101,103,105 (Fjg.6).
Las FLT3-TKD promueven una proliferaciéon independiente de ligando a través de
la autofosforilacién y la activacidn constitutiva del receptor, al igual que las FLT3-
ITD, aunque con ciertas diferencias biolégicas significativas. Promueven la
activacion de diferentes efectores downstream desencadenando diferentes

respuestas biol6gicas106.107,
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Figura 5. Esquema de localizacion de las duplicaciones internas en taindem
en la proteina FLT3. (adaptada de Stirewalt DL et al, Nature Reviews Cancer
2003;3:650-665).
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Figura 6. Esquema de localizacion de mutaciéon puntual en la posicion 835
(dominio tirosin-quinasa) de la proteina FLT3. (adaptada de Stirewalt DL et al,
Nature Reviews Cancer 2003;3:650-665).

Desde el punto de vista prondstico diversos estudios han demostrado que
la mutacion FLT3-ITD conlleva un prondstico adverso?8108, Existe una relacion
entre la presencia de mutaciones FLT3 y determinadas caracteristicas biolégicas

de la LMA al diagndstico. Asi, los pacientes con FLT3-ITD suelen debutar con una
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cifra mayor de leucocitos totales y con un porcentaje de blastos, tanto en sangre

periférica como en médula 6sea, mayor que el de los pacientes FLT3-ITD negativos.

El grupo del Dr. Kottaridis examiné la prevalencia y el significado
pronoéstico de las duplicaciones en mas de 840 pacientes adultos con LMA109
detectandolas en el 27% de los pacientes, confirmando lo descrito previamente al
encontrar asociacién tanto con leucocitosis como con el cariotipo normal.
Asimismo, la incidencia de FLT3-ITD parece ser menor en los pacientes con LMA

secundaria“®.

En general, la tasa de RC es inferior en los pacientes con FLT3-ITD, aunque
realmente ningun estudio ha demostrado que tales diferencias sean significativas.
Pero por otro lado, sf que se ha visto que la peor evolucién que tienen los pacientes
portadores de las mutaciones FLT3 parece estar fundamentada en un mayor RR y
una menor SLE969798110111112113 o como es el caso del anteriormente citado
trabajo de Kottaridis et al1%%, donde ademas encontraron que en el analisis
multivariante, las FLT3-ITD constituian el factor prondstico mas significativo con
respecto a estas dos variables. En otros estudios, las tasas de supervivencia para
los pacientes con FLT3-ITD, eran del 20-30% comparadas con las del 50% que

presentaban los pacientes sin mutacion.

De manera adicional, se ha sugerido también que el tamafio de la regién
amplificada en la ITD (que puede variar de 3 a cientos de nucle6tidos) podria tener
importancia prondstica, aunque es algo que no queda claro, ya que igual que hay

trabajos que han encontrado un peor pronéstico cuanto mayor sea la amplificacion
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(>40 nucle6tidos)19, en otros estudios se observan resultados contrarios en los
que los pacientes con grandes amplificaciones (>70 nucledtidos) presentan mejor

supervivenciall4,

Sin embargo, lo que realmente esta siendo un importante tema de discusiéon
y debate en la actualidad debido a la incertidumbre que existe en torno al mismo,
es el valor prondstico que puede tener la cantidad de blastos portadores de la
mutacion FLT3-ITD, que parece estar confiriendo un prondstico desfavorable, que
podria incluso acentuarse cuanto mayor sea dicha cantidad. Diversos estudios
muestran como los pacientes en los que el ratio alelo mutado/alelo wild-type es
elevado, presentan un prondstico desfavorable en cuanto a SLE y SG99.110.111,115
siendo este prondstico particularmente desfavorable en los pacientes en los que no
se detecta FLT3 wild-type (ratio>2), razén por la cual, algunos protocolos de
tratamiento han decidido incorporar la determinacién de este ratio en los
pacientes con LMA, para poder inferir en base al mismo su prondstico y, en
consecuencia, su tratamiento. La incertidumbre comentada viene marcada por
varios factores, entre ellos el que no haya un valor claramente definido para
establecer un punto de corte, ya que mientras que ciertos trabajos consideran
como tal la mediana del ratio que presenta su correspondiente serie, otros toman
valores previamente definidos, como 0.8 6 0.59%111 lo cual puede hacer que el
conjunto de pacientes que queden por encima o por debajo de dicha cifra pueda
variar significativamente, influyendo de esta manera en el posible valor pronéstico
de este parametro. Otra muestra mas, es que la propia clasificacién de la OMS,
sigue sin contemplar el ratio FLT3 en su clasificacion de la LMA en adultos®’. Esto

hace evidente que a pesar de que ciertos grupos hayan defendido el valor
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prondstico que puede estar confiriendo el ratio FLT3, en la actualidad siguen
existiendo grandes diferencias en los criterios para establecer algoritmos de
estratificacion del riesgo de estos pacientes??. Por todo esto, se hace muy necesario
seguir trabajando en clarificar la importancia prondstica real que tiene este
parametro, validandolo en series amplias de pacientes, con el fin de esclarecer si
puede ser de utilidad como marcador prondstico para seguir asi optimizando el
tratamiento de los pacientes con LMA. Es importante ademds, trabajar en
determinar cudl debe ser el punto de corte para considerar qué pacientes son los
que tienen un ratio elevado, y cudl es el método mas adecuado para detectar los
alelos FLT3-ITD mutados y wild-type, ya que hasta el momento, la mayor parte de
la metodologia utilizada, ha resultado ineficaz para detectar con precisién la
presencia de clones con mutaciones ITD cuando éstos se presentaban en niveles
minimos o residuales, algo que como cabe esperar, ha podido influir incluso en la
deteccidn cualitativa de la mutacion, con las considerables consecuencias que esto

conlleva para el devenir de estos pacientes.

Por otro lado, a pesar de que los datos son en ocasiones contradictorios y el
analisis dificultoso por su baja incidencia, las mutaciones FLT3-D835 parecen
acompafiarse también de un prondstico adverso en los pacientes de riesgo
citogenético intermedio o cariotipo normall04116, Existen evidencias de que
aunque ambas alteraciones suponen una activacidon constitutiva del receptor, la
cascada de sefiales que originan y, por tanto, las vias sobre las que actiian, no son

equivalentes104116,
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En lo referente a los esquemas terapéuticos, como ya se ha comentado,
existe amplia experiencia, al menos en forma de ensayos clinicos fase I y II, con
inhibidores de la proteina FLT3, inhibidores dirigidos tanto a las mutaciones FLT3-
ITD como a las FLT3-TKD. Un claro ejemplo es midostaurina, un inhibidor tirosin-
quinasa multidiana activo frente a ambos tipos de mutaciones FLT3 (Fig.7),
estudiado en combinaciéon con quimioterapia con objeto de analizar su posible
efecto aditivo sobre la citotoxicidad de estos agentes. En este sentido, destaca un
trabajo en el que se analiza la combinacion con 5-azacitidina en pacientes con LMA
y SMD con FLT3 mutado, en el que se observan medianas de duracién de remision
de superiores a las que presentan los pacientes que no son tratados con el
inhibidor11?, y un ensayo fase I, en pacientes de edad avanzada donde no se espera
beneficio de la quimioterapia de induccion estandar, pero en el que se observa que
a pesar de tener una actividad clinica moderada, el tratamiento de manera
secuencial con este inhibidor y 5-azacitidina, permite tener un perfil de seguridad
tolerable que abre la puerta a continuar el desarrollo de esta combinacién con
nuevos estudios*. Otro inhibidor ampliamente investigado es sorafenib. Se ha
sugerido que los pacientes con expresién anormal de FLT3 podrian beneficiarse de
tratamientos individualizados mediante la adicién de sorafenib al régimen
busulfan+clofarabina+fludarabina, dando lugar de esta manera a una terapia pre-
trasplante individualizada para cada uno de ellos!!8. No obstante, hay un problema
persistente a lo largo de estos afios, y es el de la aparicién y desarrollo de
resistencias a los inhibidores tirosin-quinasa!1%120, como el proporcionado por las
células del estroma, que actian a modo de santuario protegiendo a las células
progenitoras leucémicas de la accion de los inhibidores de primera generaciéonl2i,

aunque se continia trabajando para poder solventar este tipo de barreras o
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mecanismos. En esta linea y en relacién con sorafenib, se ha determinado por
ejemplo que fluvastatin, un farmaco utilizado en el tratamiento de la
hipercolesterolemia, tiene potencial para revertir la resistencia al mismo e

incrementar su actividad inhibidorat?22.
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Figura 7. Esquema de funcionamiento del inhibidor midostaurin sobre la
proteina FLT3 mutada (adaptada de www.novartisoncology.com). Como
resultado de esta inhibicidn, la proliferacién de la célula leucémica disminuye al
tiempo que se favorece su entrada en apoptosis.

Varios compuestos han sido estudiados desde hace tiempo, demostrando en
algunos casos una moderada actividad antileucémica, como semaxanib (SU5416) y
SU5614, que inhiben la transducciéon de la sefial mediante las rutas MAPK y
STAT123, pero abriendo camino al desarrollo de nuevas moléculas. Inhibidores dual

de FLT3 y JAK2 estdn en desarrollo, puesto que se ha observado que la

sobreexpresion de JAK2 que se da en las células resistentes a inhibidores tirosin-
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quinasa, podria constituir realmente un mecanismo para dicha resistencial24125,
Mencionar a lestaurtinib (CEP-701), un inhibidor con potente actividad contra la
autofosforilacién de FLT3 wild-type y de la forma constitutivamente activada de
FLT3 gracias a la inhibiciéon que efectiia sobre las dianas ERK y STAT5126.127, que
consigue altas tasas de remisién aunque falla en conseguir un aumento de
supervivencia en combinacién con citarabina o idarubicina en pacientes jovenes
con LMA refractaria o en recaidal?8129, También destaca quizartinib (AC220), una
selectiva molécula’3® que ha mostrado reducciones en los blastos de médula ésea
en pacientes con LMA refractaria o en recaida con mutaciones FLT3-ITD131;
pacritinib (SB1518), con eficacia demostrada en pacientes de LMA refractaria en
ensayos de fase I132, y que en combinacién con un inhibidor de histonas
deacetilasas como es el pracinostato (SB939), ha mostrado un efecto sinérgico
tanto para la reduccion del tumor como de la sefializaciéon mediada por JAK2 y
FLT3133; TGOZ, que inhibe las CDKs 1,2,7 y 9 igualmente en la sefializacion de JAK2
y FLT3134; PLX3397 y CCT137690, un inhibidor FLT-Aurora quinasal3>136137 g
DCC2036 y CCT241736, con datos in vitro muy prometedores para el tratamiento
de la LMA FLT3-ITD+138; sunitinib (SU11248)139, y tandutinib (MLN518), también
con actividad frente a la autofosforilaciéon de FLT3-ITD40, Inhibidores que, como
ya se ha comentado en el caso de midostaurina, estdn siendo analizados en
combinacién con quimioterapia47.141,142,143,144 sjgujendo el camino marcado por la
adicién de ATRA a las altas dosis de antraciclinas, que tan buenos resultados ha

conseguido en el tratamiento de los pacientes con LPA.
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Por todo ello, desde el punto de vista terapéutico, las mutaciones de FLT3,
son un campo en continuo avance. Se ha demostrado, in vitro, que la coexistencia
de mutaciones ITD y puntuales del dominio de activacion confieren resistencia a
los inhibidores de FLT3 gracias a la hiperfosforilaciéon constitutiva de STATS5, pero
esta resistencia es reversible en combinacién con rapamicinal4s. Ademas, estudios
recientes prueban que la actividad antileucémica de los inhibidores tirosin-
quinasa, puede potenciarse a través de la combinacién con una pequefia

proapoptotica, Nutlin-3, que inhibe la interaccion MDM2 /p53146.147,

1.2.3. Mutaciones del gen NPM1

La nucleofosmina-1 (NPM1; B23) es una fosfoproteina pleiotrépica, que se
traslada de una manera constante entre el nucleo y el citoplasma celular y que, en
condiciones normales, tiene una localizacion predominantemente nucleolar. Se
trata de una proteina implicada en diversos procesos celulares tales como, la
biogénesis del ribosoma, maduraciéon del centrosoma, mantenimiento de la
estabilidad gen6mica, prevencién de la agregacién de proteinas en el nucléolo,
regulacion de la transcripcion o la modulacién de factores de transcripciéon

supresores de tumores (ruta ARF/p53)148149,150,151,152,153,154,155,156 (Fig.8).
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SEN

NPM
(B23.1)

SLNu

OLIGOMERIZACION
CHAPERONA

UNION DE HISTONAS

UNION ADN/ARN

ACTIVIDAD RIBONUCLEASA

294 aa

DOMINIO N-TERMINAL NO POLAR

SENAL DE EXPORTACION NUCLEAR (SEN)

DOMINIOS ACIDICOS

REGION CENTRAL

REGION MODERADAMENTE BASICA (sen)
CLUSTER BASICO
REGION AROMATICA

SENAL DE LOCALIZACION NUCLEOLAR (SLNu)

B

SENALIZACION DE LOCALIZACION NUCLEAR
. BIPARTITA {SLN)

Figura 8. Estructura de la proteina NPM (adaptada de Grisendi S et al, Nat Rev
Cancer. 2006 Jul;6(7):493-505). Comenzando desde el extremo N-terminal, la
proteina contiene un segmento hidrofébico con actividad chaperona implicado en
oligomerizacidn, seguido de dos tramos acidicos importantes para la unién de las
histonas. La porcién central comprendida entre estos dos tramos y la porciéon C-
terminal, que contiene regiones basicas implicadas en la unién de acidos nucléicos,
son requeridas para la actividad ribonucleasa que posee la proteina. Los clusters
basicos son seguidos de un tramo aromdtico que contiene dos residuos de
triptéfano (288 y 290) que se requieren para la localizacién nucleolar de la
proteina. Ademas de esto, como factores implicados en la localizacién celular, NPM
incluye también una senal de localizacién nuclear (SLN) y una sefial de exportacion
nuclear (SEN).
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El gen que codifica esta proteina, NPM1, se encuentra en el cromosoma
5q35.1. Este gen, es una diana frecuente en diversas translocaciones cromos6micas
asociadas a linfomas o leucemias que dan como resultado proteinas de fusién que
retienen la porcion amino terminal de NPM1157.158, Entre ellas destacan NPM1-ALK
[t(2;5)(p23;935)] en el linfoma anaplasico de células grandes, NPMI-RAR«a
[t(5;17)(g35;921)] en algunas formas poco frecuentes de LPA y NPM1-MLF1

[t(3;5)((g25;935)] descrita en algunos casos de LMA (Fig. 9).

A T234T237

oligomerizacién AD AD
NES (94-102) NLS{141-157)  NolLS{288-290)
1 1

r | r .
Humano ~NFM:ITFFVVLEL RER o
Raton -NMPM: ITPPVVLRL

Rata -MPM:ITPPVVLEL

Xenopus laevis "FHFM: ITPFVILRL

B
NEI;,;?LK 1—11'9
NPM-RAR 13,5
{(5:17) " v 7
NPM-MLF —1 L
t(3:5) D

Figura 9. Estructura del gen NPM1 (adaptada de Lim M] et al, Cancer Detect
Prev. 2006; 30(6):481-90). (A) El gen NPM1 codifica 294 aminodacidos. Las
porciones N-terminal y C-terminal son esenciales para la formacién de oligomeros
y la unién de acidos nucleicos a través del dominio NAB, respectivamente. La
regién central contiene los dominios acidicos (AD). Los potenciales sitios de
fosforilacién por cdc2, CKII o N-II y plkl, se muestran en rojo, verde y azul,
respectivamente. Los motivos NES, NLS, NoLS se conservan entre cuatro especies
diferentes: humano, ratén, rata y Xenopuslaevis. (B) Sitios de translocacion de las
porciones N-terminal de NPM1 con ALK, RARy MLF.
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La repercusion de la localizacién de la proteina NPM1 ha sido ya analizada
en diversos trabajos destacando el del Dr. Falini, quien estudié la localizacion
subcelular de la proteina NPM1 mediante métodos inmunohistoquimicos en 591
pacientes con LMA de novo'*8. Era el afio 2005, cuando en este trabajo se
determiné que el 35% de los pacientes adultos con LMA presentaban expresion
aberrante de NPM en el citoplasma de las células leucémicas, como resultado de
inserciones en el ex6n 12 del gen NPM1. Se trata de una de las alteraciones
genéticas recurrentes mas frecuentes en la LMA con una prevalencia que asciende
desde ese valor en torno al 35% a un rango comprendido entre el 45-64% de los

adultos con LMA y cariotipo normal.

La NPM1 citoplasmatica se encontr6 en el momento del diagnéstico y de la
recaida en 25 pacientes analizados en estos dos momentos y aparecio en todos los
subtipos FAB excepto M3, M4Eo y M7, asociandose a una baja expresiéon de los
antigenos CD34 y CD133. La presencia de NPM1 citoplasmatica fue especialmente
frecuente en los pacientes con cariotipo normal (142 de 230 pacientes; 62%), no
se observo en los casos de anomalias citogenéticas especificas y mostré una clara
asociacion con las FLT3-ITD que se presentaron con el doble de prevalencia con

respecto a las otras LMA.
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Excepto en un paciente, en todos los casos en los que se observaba un
patrén de NPM1 citoplasmatica se encontraban mutaciones en el exén 12 del gen
NPM1, dando como consecuencia un cambio en la pauta de lectura y una proteina

anormalmente alargada que era retenida en el citoplasma (Fig.10).

Aunque inicialmente se describieron 6 mutaciones distintas,
posteriormente se ha demostrado la existencia de nuevos tipos, aunque eso si, con
una incidencia inferior54, En aproximadamente el 80% de las LMA con NPM1
mutado, la mutaciéon consiste en la duplicacion de una secuencia de 4 bases en las
posiciones 956-959 del gen, normalmente TCTG, mutacion comuUnmente
denominada como tipo A, que da como resultado una proteina mas larga con una
secuencia aminoacidica diferente en el extremo C-terminal. Estas variaciones a
nivel de C-terminal son las responsables de la localizacién citoplasmatica de la
proteina resultante, a través de la generacién de dos nuevos motivos SEN y a
través de la pérdida de dos residuos de triptéfano en las posiciones 288 y 290 que
posibilitan el desplegamiento del dominio C-terminal y con ello la pérdida de la
capacidad de mantenerse unida al nucléolo!53159160, [as mutaciones rara vez
tienen lugar en otros exones como el exén 9 o el exén 11. En estos casos no
obstante, las proteinas mutadas se localizan igualmente en el citoplasma en un
proceso regulado por el mismo mecanismo que rige el que tiene lugar con las

mutaciones del exon 12161162,
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Las proteinas NPM1 mutadas citoplasmaticas contribuyen al desarrollo de
la LMA a través de la inactivacion de p19Arf mediante la deslocalizacion de la
proteina supresora de tumores. El resultado es una actividad reducida para
p19Arf, tanto en el caso de la dependiente de p53 como en el de la independiente.
La estabilidad de p19Arf se ve comprometida con la proteina NPM1 mutada, capaz
de ejercer un efecto regulador debilitador sobre la detencién del ciclo celular
dependiente de p53163.164 A su vez, la proteina NPM1 mutada puede unirse a NF-
kappaB, deslocalizarla al citoplasma e inducir su inactivacion. Esta inactivacion,
parece ser la responsable de las altas tasas de respuesta a la quimioterapia que

caracteriza a los pacientes con LMA y NPM1 mutadol65166,

Asi, los 3 tipos de mutaciones mas frecuentes en el gen NPM1 son: i)
insercion de 4 nucleétidos en la posicidon 959; ii) deleciones de 4-5 nucle6tidos +
inserciones de 9 nucle6tidos; iii) deleciones de 9 nucleétidos + inserciones de 14
nucleodtidos. Practicamente todas estas mutaciones suponen la ganancia de 4-5
nucledtidos que alteran la pauta de lectura en la regién C-terminal de la proteina
resultante, como consecuencia de la pérdida de 1-2 residuos de triptéfano
esenciales para la localizaciéon nuclear. Todas estas variantes finalizan con la
misma secuencia de 5 aminoacidos, VSLRK, y el genotipo de todos los pacientes
portadores de estas mutaciones es heterozigoto 148153159, Existen evidencias de
que estas alteraciones son un evento anterior a la adquisicién de mutaciones FLT3,
sugiriendo que puedan ser un evento primario en la leucemogénesisl®’. Se
postulan como la lesién genética primaria en el 60% de las LMA, en cooperacion

con otras alteraciones secundarias que serian las de mayor peso en la
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leucemogénesis1®8, tales como aberraciones cromosomicas (en el 15% de los
casos)47 y mutaciones (en el 60% de los casos) en los genes FLT3 (FLT3-ITD y
FLT3-TKD) NRAS, IDH1 y TET2. En el caso concreto de las mutaciones FLT3-ITD y
FLT3-TKD, se ha visto que son menos estables que la mutacién NPM1, perdiéndose
en las recaidas en aproximadamente el 9% y 50% de los casos

respectivamentel69.170,

Normal gaggctattcaagatctekg. . .. goagtggaggsagtctotttaagaaaatag
Mutacion A ‘JaggctattcaagatetebgTCTGgoagtggaggaagtetetttaagaaaatadg
Mutacién B gaggctattcaagatctcthATchagtggaggaagtctctttaagaaaataq

Mutacionp ‘g9@ggctattbcaagatctobgCCTGgragbggaggaagtetetttaagaaaata

Figura 10. Secuencia de las mutaciones/inserciones de NPM1 mas frecuentes
en LMA (adaptada de Grisendi Set al, Nat Rev Cancer. 2006 Jul;6(7):493-505).

Varios trabajos han analizado el impacto de las mutaciones de NPM1 en el
pronostico de los pacientes con LMA, asi como su relacion con las distintas
caracteristicas clinico-biol6gicas. La incidencia de mutaciones de NPM1 oscila
entre 25 y 53% de las LMA, siendo significativamente la anomalia genética mas
frecuente en los pacientes con cariotipo normal (entre 45 y 64%). Las mutaciones
de NPM1 suelen tener una cifra de leucocitos mas alta, presentarse con mas
frecuecia en mujeres, y asociarse a una cifra de plaquetas mas elevada, a una cifra

mayor de blastos en médula 6sea y a una expresion menor de CD34171.172,173,174,175
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Previamente analizada ha sido la posible correlacion entre la presencia de
las mutaciones NPM1 y la presencia de mutaciones en otros genes!69. Asi, mientras
que las mutaciones de CEBPA ocurren con una incidencia similar en pacientes con
y sin mutaciones de NPM1, y la asociacién con duplicaciones parciales en tdndem
de MLL (MLL-PTD) es extremadamente rara, existe una clara correlacién con las
mutaciones FLT3-ITD. Desde el descubrimiento de la LMA con mutaciones NPM1
en 2005 y su inclusién como entidad provisional en la clasificacion de las
neoplasias mieloides de la OMS en 2008¢7, siguen habiendo sin embargo diversas
controversias que precisan ser clarificadas. Entre ellas el que pueda ser
considerada como una entidad independiente. Ciertos trabajos!7¢ sugieren que
pueda ser considerada como tal, ya que se ha observado que la mutacién es capaz
de influir la hematopoyesis en modelos experimentales, que la alteracion esta ya
presente en las células madre de los pacientes con este tipo de leucemias y que son
mutuamente exclusivas de otras mutaciones, como las bialélicas de CEBPA. La
mutacién NPM1 define un subgrupo de LMA con un patrén de expresion génica
diferente 177,178 = con wunas caracteristicas genéticas, clinicas, patologicas,

inmunofenotipicas y citogenéticas que difieren de las de otros tipos de LMA172,

Desde el punto de vista de la evolucién de los pacientes, la mayoria de
trabajos han otorgado siempre un papel favorable a las mutaciones
NPM1167.168169,170,171  No obstante, ese pronostico favorable se observa
fundamentalmente en los pacientes con mutaciones NPM1 pero sin FLT3-ITD, que
alcanzan tasas de RC, SLE y SG netamente superiores a las observadas en pacientes

con mutaciones concomitantes de NPM1 y FLT3-ITD179180, Hay trabajos que por el
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contrario otorgan un prondstico desfavorable a las mutaciones NPM1, al parecer y
aunque todavia esta por definir, debido a la influencia del inmunofenotipo de las
células leucémicas, como el recientemente publicado por el Dr. Chien-Yuan
Chen!8l, en el que se observa que los pacientes con el patrén de expresiéon
antigénica HLADR(+) CD34(+) CD7(+) presentan una menor mediana de SLR y SG
que los que presentan CD34(-)/CD7(-) con expresion variable de HLADR (SLR, 3

vs. 23 meses, p = 0.006; SG, 11 vs. 40 meses, p = 0.02).

Ciertos estudios no describen el prondstico favorable de las mutaciones
NPM1, algo que puede deberse a que en dichos trabajos, el grupo de pacientes con
mutaciones NPM1 pero sin FLT3-ITD no fue analizado de manera especifical82.183,
Con estas premisas, se hace necesario determinar si la influencia que estan
ejerciendo las mutaciones FLT3-ITD podria venir de alguna manera condicionada
por el ratio de alelos mutados y normales de dicho gen, mediante la validacién en
una serie amplia de pacientes, contribuyendo a esclarecer el auténtico valor

pronostico y el comportamiento que tienen las mutaciones NPM1 en la LMA.

La caracterizacion de las mutaciones en el gen NPM1 esta recomendada hoy
en dia como parte de la rutina del diagndstico genético de la LMA. Por el hecho de
que estas alteraciones representan la anomalia genética mas frecuente conocida en
esta patologia y por el hecho de conllevar significacion pronostica, desde el
momento en el que el perfil genético NPM1 mutado / FLT3-ITD wild-type identifica
pacientes con mejor respuesta a la quimioterapial47.166170.178  Estos factores
convierten a la mutacion NPM1 en una atractiva diana para el desarrollo de

estrategias terapéuticas que busquen aumentar la eficacia de esa respuestal’4,
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como lo ha sido por ejemplo la incorporaciéon del ATRA a los regimenes de
tratamientol84, o la utilizacién de inhibidores especificos de la oligomerizacion de
NPM1, como NSC348884, capaces de sensibilizar en mayor grado a las células
leucémicas hacia el proceso de apoptosis en presencia de la combinacién ATRA

mas citarabinal8s,

1.2.3.1. NPM1 como posible marcador de enfermedad minima residual
(EMR)

Algo que cobra especial interés en la LMA con cariotipo normal es la
posibilidad de utilizar los reordenamientos moleculares como marcadores de EMR.
Las mutaciones, en la mayoria de los casos, no se han podido utilizar como tal
debido a la heterogeneidad que existe de las mismas entre los diferentes pacientes
y por las limitaciones de sensibilidad y especificidad de las técnicas utilizadas para
la deteccion de los alelos normal y mutado. Entre las mutaciones que podrian
considerarse como buenos marcadores de EMR, dada su prevalencia y gran
estabilidad durante el curso de la enfermedad, estan precisamente las del gen
NPM1, cuya mutacion tipo A esta presente en el 75-80% de los casos de LMA. Sin
embargo, el método, que ha sido descrito por Gorello et al'86, no ha sido todavia
trasladado a la clinica. Tampoco se conoce qué valor podrian tener estas
mutaciones en comparacién con otros previamente descritos a tal efecto, como
WT1, cuya expresion se da en un 80-93% de las LMA187.188,189,190,191,192,193,194 Varijos
estudios contemplan a WT1 como un marcador leucémico con valor prondstico
tras la induccion!9519, encontrando incluso una total concordancia entre los

niveles de WT1 y el estatus de la LMA antes y después del TPH alogénico;
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basandose en estos resultados se ha llegado a postular que aquellos casos con
incremento en los niveles de WT1 después del trasplante y sin enfermedad injerto
contra huésped, podrian ser buenos candidatos para terapias de discontinuacién
de la inmunosupresiéon y/o de infusion de linfocitos del donante!®’. Una
consideracion de WT1 como marcador de EMR que podria ser también
cuestionable, puesto que su expresidn no es especifica de las células leucémicas al

estar presente también de manera residual en células de médula 6sea sanas.

El andlisis por tanto de cada uno de estos puntos puede ser de gran utilidad
para determinar la inclusion de manera sistematica de NPM1 y su método de

analisis como marcador de EMR, en el diagndstico molecular de esta patologia.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. HIPOTESIS

Las mutaciones de NPM1 y FLT3 son alteraciones moleculares implicadas en
la leucemogénesis. Por ello, cabe suponer que la presencia de estas alteraciones
moleculares pudiera definir un patrén de comportamiento biolégico del clon

leucémico, lo que tendria implicaciones en el curso de la enfermedad.

La investigacién de estos nuevos marcadores, presentes en un amplio
espectro de LMA, permitird el mejor conocimiento de la patogénesis y del

pronostico en la LMA, lo que eventualmente pudiera tener diversas repercusiones:

o Enlaclasificacion y definiciéon de nuevos grupos de riesgo en la LMA

o Utilizaciéon de marcadores moleculares especificos para monitorizar EMR

o Establecimiento de regimenes terapéuticos ajustados al riesgo de los
pacientes

o Desarrollo de tratamientos terapéuticos que tengan como diana especifica

estos marcadores.
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2.2. OBJETIVOS

1. Incidencia de las mutaciones FLT3 y NPM1y asociacién con caracteristicas

clinico-biolégicas

a) Puesta a punto de métodos de deteccion de mutaciones FLT3,

cualitativa y cuantitativa (ratio), y mutaciones NPM1
b) Incidencia de las mutaciones FLT3y NPM1 en la LMA

c) Relaciéon de FLT3 y NPM1 con las caracteristicas demograficas y
clinicas de los pacientes (subtipo FAB, leucocitos, grupos de riesgo

citogenético, etc.).

2. Valor pronéstico de las mutaciones FLT3y NPM1

a) Anadlisis del valor pronéstico de la detecciéon cualitativa y
cuantitativa (ratio) de las mutaciones FLT3 en una serie amplia de

pacientes con LMA tratados en Espafia

b) Andlisis del impacto prondstico conferido por la combinacién de

mutaciones FLT3 y NPM1

3. Estudio del posible valor de NPM1 como marcador de EMR. Comparacién

con el previamente descrito de WT1
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PACIENTES Y METODOS DE ESTUDIO

3.1. PACIENTES

El tamafio de la serie global considerada en la presente tesis ascendi6 a un
total de 424 pacientes con LMA de novo incluidos en los protocolos PETHEMA
LMA96, LMA99, LMA2007 y LMA2010 (Tabla 1). 311 pacientes recibieron
quimioterapia y 52 pacientes recibieron una alternativa terapéutica (tratamiento
de soporte, otros tratamientos o no fueron tratados). La procedencia correspondi6
a los siguientes centros: Hospital Universitario La Fe (Valencia), Hospital
Universitario Dr. Peset (Valencia), Hospital General Universitario (Valencia),
Hospital General Universitario (Alicante), Hospital General Universitario
(Castellén), Hospital General Universitario Santa Lucia (Cartagena), Hospital
Universitario Virgen de la Arrixaca (Murcia), Hospital General Universitario

(Albacete).
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Tabla 1. Caracteristicas generales de la serie de pacientes con LMA de novo.
PACIENTES

CARACTERISTICA -__

Mediana Mediana Mediana

(rango) (rango) (rango)
I 7OV I Sy I MO
62 58 77
(17-93) 274 (65) (17-78) 234 (75) (20-93) 10 (19)

145 (35) 77 (25) 42 (81)

15 13
(1-396) 254 (73) (1-324) 220 (73) (1-396) 33(73)
93 (27) 81 (27) 12 (27)

21 22 21
(8-400) 151 (84) (9-400) 118 (82) (8-212) 33(92)
29 (16) 26 (18) 3(8)

1.0 1.0 11
(0.5-3.9) 145 (77) (0.5-3.8) 124 (82) (0.6-3.9) 21 (57)

44 (23) 28 (18) 16 (43)

630 597 867
(121-25000)  88(47)  (121-25000) 77 (51) (233-5882) 11 (32)

98 (53) 75 (49)

23 (68)

Favorable
Intermedio
Desfavorable
FLT3 -ITD
Positivo 95 (24) 68 (24) 8(19)
Negativo 294 (76) 221 (76)

NPM1
Mutado
No mutado
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3.2. TRATAMIENTO

Todos los pacientes fueron incluidos en ensayos sucesivos de quimioterapia
intensiva (protocolos PETHEMA LMA96, PETHEMA LMA99 y PETHEMA LMA2007
y PETHEMA LMA2010) (http://www.pethema.org/) en los que la terapia de
induccién consistio en combinaciones estandar de antraciclinas mas citarabina,
con o sin etopésido. La terapia de post-remision incluyé 1-2 ciclos de
quimioterapia de consolidaciéon con dosis medias/altas de citarabina y TPH
autdlogo si el caso lo permitia. Pacientes de alto riesgo con donante eran
seleccionados para TPH alogénico de células progenitoras. Los andlisis de
supervivencia se llevaron a cabo considerando en primer lugar los pacientes que
recibieron tratamiento intensivo con quimioterapia, y adicionalmente, en los
pacientes que recibieron opciones terapéuticas diferentes a la quimioterapia o que
no fueron tratados. Los pacientes que no presentaban citogenética de riesgo

intermedio fueron excluidos de dichos analisis.
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3.3. MATERIALES

3.3.1. Soluciones y reactivos

3.3.1.1. Soluciones

Extraccion de ARN

1. Tampon de lisis de hematies: Cloruro aménico 0.155 M, KHCO3 10 mM,
Na2EDTA 0,1 mM, H20 csp 1000ml

2. Solucion de tiocianato de guanidio: tiocianato de guanidio 4 M, citrato
sédico 25 mM, N-laurilsarcosina 0,5% (p/v), 2-mercaptoetanol 0,1 M

3. Acetato sdédico 2 M pH=4: acetato sdédico anhidro 2 M, acido acético
glacial 0,25%

4. Cloroformo-Alcohol isoamilico (49:1): Cloroformo 49v, alcohol-
isoamilico 1v

5. EtOH 70%: EtOH 100% (Carlo Erba), H20 libre de ARNasa (Promega)

30%

Extraccion de ADN

Cloruro de sodio saturado (NaCl) 6N (Merck)

EtOH 70%: EtOH 100% (Carlo Erba), H20 estéril (Promega) 30%
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Electroforesis de dcidos nucleicos en agarosa

1. Agarosa para testado de ARN: 1% agarosa (p/v) en tampdn Tris-EDTA-
Borato x1.

2. Agarosa para testado de productos de PCR: 1.5-3% agarosa (p/v) en
tampoén Tris-EDTA-Borato x1.

3. Tampoén Tris-EDTA-Borato x10: Tris 0,89 M pH= 8, EDTA 25 mM, Acido
Bérico 0,89 M.

4. Azul de Bromofenol: Sacarosa 40%, azul de bromofenol 0,25%.

5. Bromuro de Etidio: Bromuro de etidio 10 mg/ml en tampén Tris-EDTA-

Borato x1.

3.3.1.2. Reactivos

Extraccion de ADN

EtOH 100% (Carlo Erba); H20 estéril (Promega)

Extraccion de ARN

Tiocianato de guanidio (Fluka); fenol (Labgen); cloroformo (Merck); alcohol
isoamilico (Sigma); isopropanol (Merck); EtOH 100% (Carlo Erba); H20 libre

de ARNasas (Promega); kit comercial RNAeasy Mini Kit (Qiagen).
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Transcripcion reversa

Tagman Gold RT-PCR Kit (Applied Biosystems)

PCR

dCTP, dTTP, dGTP, dATP (Pharmacia); AmpliTaq Gold (Perkin Elmer); Buffer
AmpliTaq Gold 10X (Perkin Elmer); MgCl225 mM (Perkin Elmer); cebadores y
sondas (TIB MOLBIOL); Tagman Universal Master Mix 2X (Applied Biosystems),
LightCycler-FastStart DNA Master Hybridization Probes(Roche Molecular

Biochemicals).

Secuenciacion

ABI PRISM BigDye terminator cycle sequencing ready reactions kit (Applied
Biosystems); formamida (Clontech); EXOSAP-IT 500 reacciones USB

Corporation (Amersham).

Electroforesis en agarosa

Agarosa MP (Roche Ref: 1388983 100 g); Azul de Bromofenol (Merck);
Bromuro de etidio (Sigma); Marcador de tamafios moleculares: AX174

DNA/HinfIMarker (MBI Fermentas, #SM0261).

Electroforesis capilar

3130 POP-7™ (Applied Biosystems, P/N:4352759); Gene Scan™-500 ROX™ Size
Standard (Applied Biosystems, Part N2 401734); 3130-Avant™ Genetic Analyzer
Capillary Array, 36 cm (Applied Biosystems).
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3.3.1.3. Equipos y software

ND-1000 Spectrophotometer (Nanodrop®, Wilmington, Delaware, USA)
Termociclador Eppendorff MasterCycler (Eppendorf)

3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)

LightCycler Instrument (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany)
Programas de analisis

Gene Mapper Analysis 4.0

Sequencing Analysis 5.2

Lightcycler software 3.0

3.3.2. Procesado y almacenamiento de las muestras

Las muestras de partida fueron aspirados de médula 6sea (MO) y sangre
periférica (SP) en pacientes diagnosticados de LMA de novo. Tras la recepcion de
las muestras, y en el caso de muestras externas al hospital, en un tiempo inferior a
24 h, tuvo lugar el procesamiento de las mismas para la posterior extraccién de
ADN y ARN. En el caso del ADN, la extraccion se realizé a partir de sangre, de MO o
del pellet celular obtenido a partir de las mismas. En el caso del ARN, la extracciéon

se realizo directamente a partir de dicho pellet.

50



PACIENTES Y METODOS DE ESTUDIO

3.3.2.1. Obtencion del pellet celular

El protocolo a seguir, en este caso, consistié en resuspender en primer lugar
los elementos formes de la sangre mediante varias inversiones suaves de la
muestra anticoagulada con EDTA, a continuacién se afiadié6 un maximo de 5 ml a
tubos conteniendo 7 ml de tampon de lisis, se mezcl6 efectuando 5-7 inversiones
(sin vortex) y se incubé la mezcla en bafio de hielo durante 15 min para favorecer
el proceso de hemodlisis. Durante el tiempo de incubacién se efectuaron varias
inversiones del tubo observando la desapariciéon de la opalescencia inicial y la
aparicion progresiva de un color rojo translicido a medida que transcurria el

proceso hemolitico.

El siguiente paso fue centrifugar a 300 g durante 5 min a 15-16°C,
decantando el sobrenadante y eliminando los restos del mismo mediante un papel
de filtro. Tras esta primera centrifugacion, se observaba la formacién de un botén
blanco correspondiente en su mayoria a blastos junto con leucocitos normales

remanentes, ain contaminados con hemoglobina y hematies no hemolizados.

Se anadian entonces 7 ml mas de tampon de lisis y se resuspendia el pellet
realizando varias aspiraciones con la ayuda de una pipeta Pasteur desechable. De
nuevo, se incubaba la muestra en el bafio de hielo pero esta vez durante 7 min para
que pudiera completarse el proceso de hemdlisis y asegurar la obtencién de un

pellet mas puro.
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El pellet era entonces lavado con 5 ml de solucion salina fisiolégica estéril y
se centrifugaba a 200 g durante 5 min desechando el sobrenadante resultante y

eliminando los restos que pudiesen quedar con papel de filtro.

El proceso de lavado se realizaba dos veces.

Una vez finalizado el proceso de lavado, el pellet se transferia a un tubo
Eppendorf, se homogeneizaba, se afiadia tampé6n de lisis para favorecer la lisis

celular y se almacenaba a -20°C 6 -80°C hasta el momento de la extraccidn.

3.3.2.2. Extraccion de ADN

El ADN se aislé mediante el denominado “método salino” en el cual se
precipitan las proteinas de la muestra de sangre mediante la adiciéon de cloruro
sédico saturado (NaCl 6N) para a continuaciéon aplicar sobre el sobrenadante
resultante, EtOH 100% frio, que aisla el ADN gendmico. El ADN obtenido es lavado
con EtOH 70%, centrifugado para sedimentar el que haya precipitado, para ser

finalmente eluido en H20 estéril.
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3.3.2.3. Extraccion de ARN

A partir del pellet celular obtenido se procedié a la extraccion de ARN
mediante el procedimiento fenol-cloroformo descrito por Chomczynski et al198, y el

kit comercial RNAeasy Mini Kit (Qiagen).

Método de Chomczynskiy Sacchi

El procedimiento se fundamenta en una extraccion del ARN celular

utilizando tiocianato de guanidio seguida de precipitacion con isopropanol.

El pellet celular se resuspendié en 1 ml de tiocianato de guanidio se
descongelaron y se mantuvieron en hielo para una mejor conservacion. Se
homogenizaron repetidas veces con una jeringa para favorecer el proceso de lisis
celular y se les anadié 0.1 ml de acetato s6dico 2M pH=4.1, seguido de 1 ml de
fenol y 0.2 ml de cloroformo-alcohol isoamilico (49:1). Se mezcld
convenientemente la muestra con los reactivos invirtiendo varias veces los tubos y
se dej6é incubando en hielo durante 15 min. Seguidamente, se centrifugaron las
muestras a 10.000 g durante 20 min a 4°C recogiendo la fase acuosa y
transfiriéndola a otro tubo en el que se afnadié isopropanol (1:1), dejandolo
entonces incubar 30 min para que precipitara el ARN. Se centrifugd el ARN
precipitado a 10.000 g durante 20 min a 4°C y se lavo el pellet resultante con EtOH
al 70%. Tras dejar secando al vacio durante 15-30 min se resuspendi6é el ARN en
30 ul de agua libre de ARNasa.
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Extraccion de ARN con el kit comercial RNAeasy Mini Kit (Qiagen)

El kit permite extraer ARN de manera eficaz de un maximo de 1x107 células.

Una vez obtenido el pellet celular siguiendo el protocolo de procesamiento
de muestras leucocitarias para extraccion de ARN, se afiadieron 350 pL de buffer
RLT con B-mercaptoetanol en el caso de pellet pequefios (<5x10¢células) y 600 uL
para pellet grandes (5x106- 1x107 células). El mismo, se resuspendio6 con la ayuda
de una jeringa de insulina aspirando y soltando unas 20 veces para lisar por
completo las células, y se afiadié el mismo volumen de EtOH 70% frio libre de
ARNasa que el de buffer RLT con B-mercaptoetanol afiadido previamente (350 6

600 uL).

A continuacién, se transfirieron 700 puL de muestra a la columna de
extraccion de ARN y se centrifugaron a 11.200 g durante 30 s. El filtrado resultante
se desech6 y se afiadieron 700 puL de buffer de lavado RW1 para volver a
centrifugar a 11.200 g durante 30 s y desechar el filtrado. Tras esto, las columnas
se transfirieron a un nuevo tubo de 2 mL, se afiadieron 500 uL de buffer RPE y las
muestras se volvieron a centrifugar a 11.200 g durante 30 s desechando el filtrado.
Los posibles restos de buffer RPE que pudieron quedar en las muestras, se

eliminaron con un nuevo proceso de centrifugacion a 11.200 g durante 1 min.
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Finalmente, las columnas se transfirieron a un tubo Eppendorf de 1,5 mL, se
afiadi6 a cada una de ellas 30-40 pL de Hz0 libre de ARNasa y centrifugaron 1 min

a 11.200 g para eluir el ARN.

Calidad, cantidad y almacenamiento del ARN

La concentraciéon del ARN obtenido asi como la determinacién de su grado
de pureza se evalu6 efectuando lecturas espectrofotométricas de 1 ul de ARN en el
sistema ND-1000 Spectrophotometer (Nanodrop®, Wilmington, Delaware, USA),
observando que el cociente 260/280 se mantuviera en un rango comprendido
entre 1,8-2. De manera adicional se procedi6 al testado del ARN extraido en gel de
agarosa al 1% para verificar su integridad mediante la presencia de las bandas

ribosomales 18Sy 28S.

Obtencion del ADNc mediante retrotranscripcion

La retrotranscripciéon (RT) para la obtenciéon del ADN complementario
(ADNCc) se realiz6 sometiendo 0.5 Llg de ARN a una transcripcion reversa mediante

Tagman Gold RT-PCR Kit (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU) siguiendo

las recomendaciones del fabricante.
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3.4. ESTUDIOS CLINICOS

Los estudios aqui realizados fueron aprobados por el comité ético para la
investigacion clinica institucional. Un consentimiento informado escrito de
acuerdo con las recomendaciones de la Declaracion de los Derechos Humanos, la
Conferencia de Helsinki y las regulaciones institucionales, fue obtenido de todos y

cada uno de los pacientes.

La recogida de datos clinicos se realiz6 mediante el diagndstico,
seguimiento y evaluacion clinica de los pacientes durante el ingreso y seguimiento

en consultas externas y mediante la revision de la historia clinica previa.

La evaluacidn clinica incluyé analitica rutinaria (hemograma y bioquimica)
asi como aspirado y/o biopsia de médula 6sea al diagndstico y al dia 15 tras el

inicio de la terapia de induccidn en el caso de los pacientes tratados.

Por otro lado, los pacientes fueron clasificados segiin la propuesta FAB (French-
American-British) y la clasificaciéon de la OMS199. Todos los datos se almacenaron
para su posterior analisis en una base de datos MS Access (Microsoft Corporation,

Redmond, WA, EEUU).
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3.5. ESTUDIOS CITOGENETICOS

A partir de muestras de aspirado de médula 6sea se practicoé un cultivo, a
corto plazo, segin las recomendaciones del International System for Human
Cytogenetic Nomenclature (ISCN, 2005)20, Se estudiaron, al menos, 20 metafases
por muestra. Se establecieron grupos de riesgo citogenético para los pacientes

diagnosticados de LMA de acuerdo con los criterios de MRC201,

3.6. ESTUDIOS MOLECULARES

Los métodos de estudio molecular realizados han sido: PCR convencional,
RT, PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR), DNA fingerprinting con endonucleasas
de restriccion, secuenciacion automatica de dacidos nucleicos y analisis de

fragmentos mediante electroforesis capilar.

3.6.1. Deteccion de mutaciones

3.6.1.1. Deteccion de mutaciones NPM1

Para la deteccion de las mutaciones de NPM1 se sigui6 el método de qPCR
descrito por Schnittger et al.l72, utilizando cebadores y sondas de hibridacién
marcadas con fluorégenos (Tabla 2). Para detectar las mutaciones se utilizé ADNc

como muestra. En cada ensayo se incluyeron las muestras a analizar, controles

57



PACIENTES Y METODOS DE ESTUDIO

positivos y un control de reactivos en el que se sustituyd la muestra por H20. Para

cada muestra se utilizaron 9 pl de mezcla de reactivos + 1 ul de ADNc (Tabla 3).

Tabla 2. Cebadores y sondas utilizados en la deteccién de las mutaciones de NPM1.

NPM1 (GenbankAcc N° 40353732

Cebadores

NPM1-F
NPM1-R

NPM1 Anchor

NPM1 Sensor

Tabla 3. Composicion de la mezcla de reactivos empleada para la deteccion de las
mutaciones de NPM1. Se detalla el volumen y concentracién final de los mismos en
la reaccién de PCR.

MEZCLA DE REACTIVOS Volumen [ul] [Final]

MgCl: (25 mM)

NPM1 R (5uM) 0.5uM

NPM1 sensor (5uM) 0.4uM

ADNc
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La qPCR se realiz6 en el sistema LightCycler® siguiendo un programa que
constaba de 3 etapas: desnaturalizaciéon (Programa 1), amplificacién (Programa 2),
analisis de curvas de fusidon o de melting (Programa 3) y enfriamiento (Programa

4) siguiéndose parametros adaptados al sistema LightCycler® (Tabla 4).

Tabla 4. Programa de amplificacion para el sistema LightCycler®. Las
adquisiciones de fluorescencia se realizaron en el segmento 2 de la amplificacion
de forma puntual y en el segmento 3 del programa de fusiéon de forma continua.

L EE]] Desnaturalizacion = Amplificacion Fusion Enfriamiento
| Neciclos 1 45 1 1
Seg Seg Seg Seg  Seg
_ 1 Seg2 37 5, 3 Seg 1
Tem;[)%'ia fira 95 95 55 72 95 34 70 40
Tiempo de
incubacion [s] 600 1 8 10 0 1 0 30
Tasa de
ttranswlon de 20 20 o6 PN T I 20
emparatura
[°C/s]
Modo de Puntual
adquisicién No No ", No No No Cont No

El método se basa en trabajar en la misma reaccién con un par de sondas de
hibridacién especificas (sondas anchor o donadora y sensor o receptora) para

detectar todas las mutaciones.

Cada una de las sondas lleva incorporado un fluorocromo (Red 640 en el
caso de la sonda sensor, y fluoresceina en el caso de la sonda anchor), e hibridan

con el producto de PCR especifico. Al ser excitado, el donador absorbe la luz y
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transfiere su energia al fluorocromo receptor que, a su vez, produce una emision
de luz medible que monitoriza el lector del equipo respecto al incremento de

temperatura, generando una curva melting.

El incremento de temperatura disocia las sondas, disminuyendo la
intensidad de emision. La temperatura a la cual la sonda sensor se disocia,
depende de la presencia/ausencia de mutacion en el ADN analizado. Si la mutacién
esta presente, existird una zona de “mismatch” o desapareamiento que producira
una variaciéon en la temperatura de fusiéon o melting (Tm) del hibrido formado.
Concretamente, el alelo NPM1 normal presentaba siempre una Tm de 53°C
mientras que los alelos mutados presentaban Twminferiores (que variaban desde los

39 hasta los 45°C) (Fig. 11).

La insercion TCTG que constituia el Tipo A mayoritario (75% de las
mutaciones) presentaba un pico con una Tm caracteristica a 45°C, sin embargo, en
el resto de mutaciones la Tm observada para el alelo mutado no resultaba lo
suficientemente discriminatoria para identificar el tipo de mutacién presente; por
lo que en todos estos casos después de la qPCR se realiz6 la secuenciacién de la

region insertada utilizando NPM1-F como cebador (Fig. 12).
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Melting Peaks
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Figura 11. Curvas de fusion del genotipo normal (verde) y mutado (morado y

). El alelo normal origina un pico a 53°C, mientras que el alelo mutado
presenta un pico a una Tm menor, la cual varia dependiendo del tipo de mutacién
que presenta. En este caso, en la figura se puede observar una muestra
positiva/portadora para la mutaciéon tipo A (morado) y otra muestra para la
mutacion tipo D ( ). Posteriormente a la PCR en tiempo real, se caracteriza y

confirma la mutacién en las muestras positivas mediante secuenciacion.
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Figura 12. Electroferograma de una mutacion tipo obtenido tras la

secuenciacion del amplificado utilizando un cebador interno

correspondiente al ex6n 12.
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El protocolo que se sigui6 para la secuenciacion fue el siguiente:

A) Preparacién de la muestra:

Para la secuenciacién se amplificé el exén 12 con los cebadores NPM1-F y
NPM1-R en un termociclador convencional Eppendorf Mastercycler personal. Se
tomaron 8 pl del producto de esta amplificacidn, y se le afiadieron 2 pl del enzima
EXOSAP (Amersham, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK). Tras mezclar bien se
incub6 a 37°C durante 15 min y después 15 min mas a 80°C. Esta digestién no

requeria purificacién posterior.

B) Marcaje con nucledétidos fluorescentes:

A 5 pl de la mezcla DNA-Exosap se anadié 1pl de BigDye® Terminator v1.1
Cycle Sequencing RR-24 (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU), 1 pl
cebador NPM1-F 3.2 uyM y 3 ul de H20. Los 10 ul de volumen total fueron
amplificados en un termociclador Eppendorf Mastercycler personal. La reaccion
consistié en una amplificacién de 25 ciclos con 10 s de desnaturalizacion a 96°C, 5
s de hibridacién a 50°C y 4 min de elongamiento a 60°C. Esta reaccion de secuencia

se almaceno a 4°C hasta el momento de la precipitacion.
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C) Precipitacién de la reaccion de secuenciacién:

El volumen total de la reaccion (10 pl) se diluyé con 40 pl de H20 destilada y
se transfirié a un tubo Eppendorf de 1.5 ml. Se afiadieron 5 pl de acetato sédico 3M
pH=5.2 (10% sales) mezclando con la pipeta y 100 pl (2 volimenes) de EtOH

100%. El acetato y el EtOH debian estar a temperatura ambiente.

La mezcla resultante se agité con el vortex y se dej6 incubando a
temperatura ambiente 5-10 min. Seguidamente, se centrifugé 20 min a 10.000 g
(los tubos se dispusieron siempre en la misma posicién para minimizar el riesgo de
desprendimiento del pellet) y se procedi6 a la decantacion evitando que quedaran

restos de EtOH en las paredes.

Se afladieron 250 pl de EtOH 70% a temperatura ambiente, se centrifugéd 5
min a 10.000 g y se elimind posteriormente el sobrenadante cuidadosamente con
una aguja de insulina evitando tocar la pared externa donde quedaba adherido el
pellet (de aparecer gotas en el tubo, este paso podia repetirse cuantas veces se
considerara necesario). Se incubg a 37°C 5-10 min y se almacend a -20°C hasta su

utilizacion.
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D) Andlisis de la secuencia

El pellet resultante de la precipitacion se resuspendié en 20 pl de
formamida. A continuacién se desnaturalizé la mezcla mediante incubacién a 95°C
durante 3-5 min y finalmente se transfirié al equipo 3130 Genetic Analyzer de

Applied Biosystems (Perkin Elmer, Foster City, CA, USA)

3.6.1.2. Deteccion de las mutaciones FLT3

3.6.1.2.1. Deteccion de duplicaciones internas en tdndem de FLT3 (FLT3-1TD)

La deteccion de este tipo de mutaciones se efectu6 siguiendo el método de
Thiede et al.?°, en el que se amplificaban los exones 11 y 12 del gen FLT3 mediante
PCR convencional empleando los cebadores ITD-11F e ITD-12R (Tabla 5). Para la
amplificacién, se utilizaron 2 pl de ADN gendémico en un volumen total de 50 pl
(Tabla 6) siguiendo el programa descrito por Thiede®® (Tabla 7). El alelo normal
originaba una unica banda de 329 pb, mientras que la presencia de ITD daba lugar
a la aparicion de una o varias bandas de mayor tamafo. (Fig. 13A). Los casos ITD
positivos fueron secuenciados con el equipo 3130 Genetic Analyzer de Applied
Biosystems (Perkin Elmer, Foster City, CA, USA), siguiendo el protocolo de

secuenciacion anteriormente descrito. (Fig. 13B).
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Tabla 5. Secuencias de los cebadores empleados para la deteccion de las
mutaciones del gen FLT3-ITD.

_ 5-GCA ATT TAG GTA TGA AAG CCA GC-3’ FLT3-ITD
_ 5-CTT TCAGCA TTT TGA CGG CAACC -3 FLT3-ITD

Tabla 6. Reactivos utilizados para la detecciéon de las duplicaciones internas en
tdndem de FLT3 (FLT3-1TD).

Vi | Omear | (e

Tampoén TaqgGold
o mgor ___
Cebador ITD-11F 0.5 uM
| CebadoriTDAR ___
dNTPs 10 mM 0.2 mM
- AmpiiTaqGold ___
ADN gendémico -—-- =50 ng

Tabla 7. Programa de PCR para la detecciéon de las duplicaciones internas en
tdndem de FLT3 (FLT3-1TD).

I — T

11 minutos
94 30 segundos
57 1 minuto
72 1 minuto
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Figura 13. (A) Electroforesis en gel de agarosa Nusieve al 3% para la deteccién de
fragmentos de distinto tamafio de FLT3-ITD tras PCR especifica: 1,2,4) FLT3
mutado; 3) FLT3 normal; 5) Blanco; 6) Marcador de pesos moleculares AX174
DNA/HindfIMarker. (B) Electroferograma obtenido tras la secuenciacion de una de
las duplicaciones empleando el cebador ITD11F localizado en el exén 11 del gen
FLT3 en el que se puede observar la presencia de la duplicacién con el consecuente
desplazamiento en la pauta de lectura.

3.6.1.2.2. Deteccion de mutaciones en la posicién 835 (FLT3-D835, FLT3-TKD)

Las mutaciones en la posicién 835, correspondiente al segundo dominio
tirosin-quinasa de la proteina FLT3, se detectaron mediante un nuevo método por
PCR en tiempo real con el sistema LightCycler®, utilizando los cebadores descritos
por Yamamoto et all%% Se disefiaron dos sondas de hibridacién marcadas
fluorescentemente (TIBMOLBIOL), contra el alelo normal. Con este nuevo método,
se conferia mayor rapidez a igualdad de especificidad que los métodos

convencionales (PCR seguida de digestion con enzimas de restriccion).
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En cada ensayo se incluyeron las muestras a analizar, controles positivos y
un control de reactivos en el que se sustituyé la muestra por H20. Para cada

muestra se utilizaron 9 pl de mezcla de reactivos + 1 ul de ADN (Tabla 8).

Tabla 8. Composicion de la mezcla de reactivos empleada para la deteccion de las
mutaciones de FLT3-D835. Se detalla el volumen y concentracion final de los
mismos en la reaccién de PCR.

MEZCLA DE REACTIVOS Volumen [pi] [Final]

MgCl: (25 mM)

17-R (5uM) 0.5uM
FLT3 sensor (5uM) 0.2uM
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La amplificacion se realizé en el termociclador LightCycler® vy el programa
const6 de las etapas de desnaturalizacion (Programa 1), amplificaciéon (Programa
2), andlisis de curvas de fusién o de melting (Programa 3) y enfriamiento

(Programa 4), siguiendo los parametros tal y como se indica a continuacién (Tabla

).

O

Tabla 9. Programa de amplificacion para el sistema LightCycler®. Las
adquisiciones se realizaron en segmento 2 de la amplificacién y en el segmento 5
del programa de fusidn.

I T T

Parametro

Denominacién Desnat. Amplificacion Fusion Enfriamiento
1 45 1 1
Seg Seg Seg Seg Seg Seg Seg Seg Seg
1 2 3 1 2 3 4 5 1
Tem'f'o‘gf't“ra 95 95 58 72 95 60 45 40 75 40
flempolcs 600 5 10 15 20 30 30 60 0 60
incubacion [s]
Tasa de
LEmEEEm el 20 20 20 20 20 20 20 20 0,15 20
temperatura
No No FPUt  No  No No No No Cont No

F2/F1

Las Twm especificas (Tabla 10), permitieron detectar la presencia de alelos
FLT3-D835 normales a una Tm de 63°C y alelos mutados con una Tm menor
respecto a la del alelo normal, siendo 54°C la Tm del alelo mutado mayoritario (Fig.

14).
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Tabla 10. (A) Cebadores y Sondas empleados en la amplificacién de ADNc. (B)
Cebadores y Sondas empleados en la amplificacion de ADN gen6émico.

FLT3 (GenbankAcc N° 409572

Cebadores

17-F
17-Rc (ADNCc)

FLT3 Anchor

FLT3 Sensor

FLT3 (GenbankAcc N° 12666292

Cebadores

17-F
17-R (ADN

FLT3 Anchor

FLT3 Sensor
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Figura 14.(A) Curvas de fusion del genotipo normal (rojo) y mutado (gris). El
alelo normal origina un pico a 63°C, mientras que el alelo mutado, presenta un pico
a 54°C. En este caso la mutacion corresponderia a una sustitucion en el codén 835
de una guanina por una timina , incorporandose el aminoacido tirosina en lugar
del 4cido aspartico (D835Y). (B) Secuenciacion de la mutacién D835Y. (C) Curvas
de fusion de los dos tipos de mutaciones mas frecuentes. Mutacion D835Y (rojo)
presenta el pico normal a 63°C y el mutado a 54°C, la mutacién D835V (azul)
presenta el pico del alelo normal a 63°C y el mutado a 57°C.
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3.6.1.2.3. Andlisis del ratio FLT3 mutado/FLT3 normal

Las muestras donde se detectaron mutaciones para el gen FLT3 fueron
analizadas mediante electroforesis capilar, utilizando el cebador ITD-11F marcado
con 6-FAM (TIB MOLBIOL, Berlin, Germany) para las FLT3-ITD y el cebador 17-F
marcado con HEX (TIB MOLBIOL, Berlin, Germany) para las mutaciones FLT3-

D835.

Para las FLT3-ITD, las mutaciones se amplificaron mediante reacciones de
PCR, idénticas a la deteccién cualitativa, pero empleando 5 ng de ADN gen6mico
para evitar la saturacion del lector laser en el analisis posterior, disminuyendo el
numero de ciclos y afiadiendo una extension final a 60°C de 45 min para evitar el
efecto de poliadenilacion. En el caso de las mutaciones FLT3-D835, estas
condiciones fueron consideradas realizando la amplificaciéon a partir del método
de Yamamoto et al.1%*con el cebador 17-F marcado, para a continuacién realizar
una digestion enzimatica. El ensayo de restriccién se realiza con 10 pl de producto
de PCR a los que se afiade: 1ul (20U) EcoRV (New England Biolabs, Frankfurt,
Germany) + 2,5 ul Buffer 3 1X + 0.25 ul BSA + 11.25 ul Hz0, incubando a 37°C

durante 1 h.

En el siguiente paso, para ambos tipos de mutaciones, se mezcl6 1 pl
del producto de PCR con 12 pl de formamida y 0.5 pl del estandar de tamafio
molecular GS ROX 500 (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU). La mezcla

se desnaturalizé mediante una incubaciéon a 95°C durante 3-5 min y se transfiri6 al
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sistema 3130 Genetic Analyzer de Applied Biosystems (Perkin Elmer, Foster City,

CA, USA), segln las siguientes condiciones:

Polimero: POP7; longitud de capilar: 36 cm; tiempo de inyeccion: 12 s;

tiempo de carrera: 30 min.

Como resultado de estos andlisis, para FLT3-ITD se observo un pico de 329
pb correspondientes al alelo normal y picos de mas de 329 pb correspondientes a
los alelos mutados (tamafio variable en funcién de la duplicacién insertada) (Fig.
15A). Para FLT3-D835 se observaba un pico 80 pb para el alelo normal y un pico de

129 pb en el caso de que presentara la mutacién (Fig. 15B).

Para determinar la abundancia relativa del alelo FLT3 mutado se calcul6 el
ratio de FLT3 dividiendo el area del pico correspondiente al alelo mutado y el area

del pico del alelo normal:

drea del pico del alelo FLT3 mutado

ratio FLT3 =

drea del pico del alelo FLT3 normal

El analisis de los resultados se efectué mediante el software Genemapper

v4.0 (PE AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA). Para asegurar la calidad y
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reproducibilidad de los resultados se han seguido las recomendaciones de analisis

descritas por Thiede et al.202

g B B B § §

E8 8
|
|}
i
}
|
|

w0,
.
()
0.
0.
=
o
.
.

|Cye Eapie Prsk [Sampie Fie Narse Marker | Aleie Sxe Height [Area Dt ot
[XH] [TET™ % ma  tmm "

G4 184 t1m

Figura 15. Electroferogramas de las mutaciones FLT3 obtenidos mediante el
andlisis de fragmentos por electroforesis capilar. Las figuras muestran los picos
correspondientes a los diferentes alelos y el calculo del area de cada uno de ellos.
Los picos de color rojo representan el estandar de tamafios empleado, GS ROX 500.
(A) Picos de color azul (6-FAM) uno de 329 pb correspondiente al alelo FLT3-ITD
normal y otro de 373 pb correspondiente a un alelo FLT3-ITD mutado. (B) Picos de
color verde (HEX) uno de 80 pb correspondiente al alelo FLT3-D835 normal y otro
de 129 pb correspondiente al alelo FLT3-D835 mutado.
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3.6.2. Estudio de la expresion de NPM1 mutado como marcador de

EMR

Para el seguimiento de EMR se cuantificé la expresién de NPM1 mutado
siguiendo el método descrito por Gorello et al.186, Este método se basa en utilizar
una sonda MGB (que hibrida en la zona de unién de los exones 11 y 12 del gen
NPM1) y un cebador directo comun a todas las mutaciones, asi como un cebador

reverso que es especifico para detectar cada una de ellas.

En este estudio, nos centramos en la deteccidn de la mutacién tipo A por ser
la mayoritaria y cubrir gran parte del total del espectro de mutaciones en estos
pacientes, comparando su valor como marcador de EMR con el del gen WT1. Como

gen de control se utilizé el gen de la B-glucoronidasa (GUS).

La deteccion y cuantificaciéon de la expresion de ambos genes, se llevé a
cabo mediante una amplificacién por PCR cuantitativa en tiempo real en el sistema
LightCycler® utilizando ADNc como muestra y los cebadores cNPM1-Fy cNPM1AR
en el caso de la mutacién A de NPM1 y los descritos previamente por la Dra. Eva
Barragan®* en lo referente a WT1 (Tabla 11), en un volumen total de 10 pl (Tabla

12).
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Tabla 11. Cebadores y sondas utilizados en el estudio de NPM1 y WT1 como
marcadores de EMR.

ESTUDIO DE NPM1 COMO MARCADOR DE EMR
SECUENCIAS ﬂ

NPM1_390_F 5'- GGT CTT AAG GTT GAAGTG TGG T - 3' NPM1
NPM1_1043_R 5'-TCAACT GTT ACA GAA ATG AAATAAGAC G-3' NPM1
cNPM1-F 5 - GAAGAATTGCTT CCGGATGACT -3 NPM1
cNPM1AR 5 —CTT CCT CCA CTG CCA GAC AGA -3’ NPM1
WT1A 5-AGC TGT CGG TGG CCA AGT TGT C-3’ wrt1
wT1B 5-TGC CTG GGA CAC TGA ACG GTC-3’ wr1
ENF1102 5 - GAA AAT ATG TGG TTG GAG AGC TCATT - 3’ GUS
ENF1162 5 -CCG AGT GAAGATCCCCTTTTITA-3 GUS
NPM1-MGB 5 - 6FAM-ACC AAG AGG CTA TTC AA-MGB -3’ NPM1
WT1M 6FAM-ACC CCT CAA AGC GCC AGC TGG AGT—XT p wTt1

ENP1142 5’ - 6FAM- CCA GCA CTC TCG TCG GTG ACT GTT CAXTp-3  GUS

Tabla 12. Reactivos empleados en la cuantificacion de la expresion del gen NPM1
mutado por PCR en tiempo real. En el caso de la cuantificacién de los genes WT1y
GUS, el protocolo es similar al utilizado para NPM1 cambiando Unicamente los
cebadores y la sonda por los correspondientes (WT1A, WT1B, WT1IM, ENF1102,
ENF1162,y ENP1142 respectivamente).

3

H20 estéril

FastStart DNA Master Plus
HybProbe

cNPM1-F
cNPM1R
Sonda NPM1-MGB
cADN

~ Voumentota | 10| |
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El programa de PCR se estableci6 siguiendo los parametros adaptados al
sistema LightCycler® (Tabla 13). En cada ensayo esta amplificacién permitié
calcular las copias de los genes WT1 y NPM1 a través de una curva patrén. Las
curvas patron para la expresion de WT1 y GUS fueron generadas a partir de
muestras de pacientes amplificadas por PCR utilizando los cebadores previamente
descritos®4. Los productos de estas PCR fueron clonados en el vector pCR® II-
TOPO, siguiendo las instrucciones proporcionadas en el kit TOPOTM Cloning®,
dando asi lugar a los plasmidos pCR II-TOPOWTly pCR II-TOPOGUYS, En el caso de
NPM]1, la curva patrén se obtuvo a partir del inserto comercial proporcionado por
Ipsogen, Stamford, CT, USA (Fig. 16A). Las curvas estandar fueron preparadas
mediante diluciones seriadas de cada uno de los pldsmidos clonados en ADN de
esperma de salmoén (1 pg en 25 pl H20), en un rango comprendido entre 1.3x106-
1.3x102 para el plasmido pCR II-TOPOWT1, 2x104- 2x102 para el plasmido pCR II-

TOPOGUS y 1x105 - 1x10! para la mutacion A de NPM1.

Para el calculo del ciclo umbral (Ct; Cp; Crossing Point) se utilizo el software
del Lightcycler®, donde cada punto de la curva patron se identificaba con un
numero de copias conocido en base a un valor C: determinado, de tal manera que
para cada muestra se pudo calcular el nimero de copias existente en funcién del
valor Ct que presentaban (Fig. 16B). El coeficiente de regresion obtenido para las
curvas estandar de WT1 y NPM1 mutado fue 0.99. Para WTI1, la media *
desviacion estandar estimada fue de -3.53+0.1 para la pendiente, y 42.01+0.93
para la ordenada. En el caso de NPM1, para la pendiente se obtuvo una media *

desviacién estandar estimada de -3.47+0.18, y de 41.79+0.97 para la ordenada.
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Las copias de los genes NPM1 y WTI se normalizaron tomando como
referencia las copias del gen de control GUS calculadas a partir de su
correspondiente curva patron (Fig. 16B). Los resultados fueron descritos como
numero de copias normalizadas (NCN), parametro que se obtiene a partir del
ndmero de copias del gen diana de interés, en este caso NPM1 o WT1, en relacion
con 10% copias del gen de control GUS. Las muestras para las cuales el Ct de GUS era
> 30 ciclos, fueron excluidas. La maxima sensibilidad que se detect6 durante los

ensayos, correspondi6é a 1.25 NCN de WT1 y 1.12 NCN de NPM1.

Las cuantificaciones se realizaron en tubos independientes para cada gen y

por duplicado para cada muestra, tomandose como valor C: el promedio de las dos

réplicas de cada muestra para averiguar el nimero de copias existentes.
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Tabla 13. Programa de PCR adaptado al sistema LightCycler® para la
cuantificaciéon de la expresion de los genes GUS, WT1 y NPM1 mutado. El ciclo
umbral (C¢) indica el instante en el que el sistema comienza a detectar el
incremento de la sefial de fluorescencia asociada con el crecimiento exponencial
del producto de PCR.

. . x . . Cuantificacion ..
BN lenlla=l (e} Desnaturalizacion Ciclos Tagman Enfriamiento

| Neciclos | 1 45 1
[ ] Seg1 Seg2 Seg3  Seg1
Temperatura
) 95 95 55 72 40
[°C]
_ T|emp_o’ de 600 ; 35 20 %0
incubacion [s]
Tasa de
transicion de 20 . 20 20 20
temperatura
[°Cls]
Modo de Puntual
adquisicion No Noo "y Mo e
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Figura 16. Curvas de amplificacion y curvas patréon de los genes NPM1 (A) y
GUS (B) obtenidas en el sistema LightCycler®.
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3.7. ESTUDIOS ESTADISTICOS

Para analizar las diferencias en la distribucién de las variables categdricas
entre grupos de individuos se utiliz6 el test Chi-cuadrado, con la correccién de
Yates si era necesario. El test t-Student, se utilizé para analizar variables continuas
con una distribucion normal, y los tests Kruskal Wallis y U Mann-Whitney, para

aquellos datos donde fallaba la prueba de normalidad.

La estimacion de la SG, SLR y SLE, se calculé mediante el método de Kaplan-

Meier, utilizando el test log-rank para comparaciones entre grupos.

Para todas las estimaciones en las cuales el evento recaida, fuera
considerado como una variable de valoracién, tanto la recaida molecular como la

hematoldgica, se consideraron como eventos no censurados.

Para establecer la tasa de SG, se considerd el porcentaje de pacientes vivos y
el porcentaje de muertes en el intervalo de tiempo comprendido desde la fecha del
diagndstico hasta el momento de la muerte por cualquier causa. La SLR se calculd
considerando el intervalo de tiempo comprendido desde la desde la fecha en la que
se alcanza la RC hasta la recaida. En el andlisis de SLE, la recaida y 1a muerte fueron
consideradas eventos no censurados, cualquiera ocurriendo primero después de la

RC.

El andlisis multivariante se realizd segin el modelo de riesgos

proporcionados de Cox, considerando diferencias significativas entre grupos
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cuando p<0.05 en un test de dos colas. Las caracteristicas seleccionadas para la
inclusién en el andlisis multivariante, fueron aquellas para las cuales habia alguna
indicacion de asociacion significativa en el andlisis univariante (p<0,1), asi como,
aquellas disponibles para las cuales estudios previos, han demostrado una posible

asociacion.

Para la realizacién de los andlisis estadisticos se utilizé la plataforma SPSS

13.0 Statistical package (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).

3.8. CONSIDERACIONES ETICAS

Todos los datos clinicos, muestras biologicas y participacion en ensayos
clinicos terapéuticos que se han recogido en esta memoria, requirieron el
consentimiento informado de los pacientes y el dictamen favorable por parte de
los Comités Eticos de Investigacién Clinica de los Centros participantes (Hospital
Universitario La Fe, Valencia; Hospital Universitario Dr. Peset, Valencia; Hospital
General Universitario, Valencia; Hospital General Universitario, Alicante; Hospital
General Universitario, Castellén; Hospital General Universitario Santa Lucia,
Cartagena; Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca, Murcia; Hospital General

Universitario, Albacete).
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RESULTADOS

4.1. DETECCION E INCIDENCIA DE LAS MUTACIONES FLT3-

ITDY FLT3-D835

La deteccién cualitativa de la mutaciéon FLT3-ITD se llevé a cabo en un total
de 389 pacientes. La mutacién fue detectada en 95 pacientes (24%). Cuando se
consideraron Unicamente los pacientes con citogenética de riesgo intermedio

(n=245), la mutacion FLT3-ITD se detect6 en el 29% de los casos (n=71).

Por lo que respecta a la mutacién FLT3-D835, la determinacidn se realiz6 en
276 pacientes, resultando positiva en 19 de ellos (7%). En los pacientes con

cariotipo intermedio (n=173), la mutacién se detect6 en el 5% de los casos (n=15).

Cuatro pacientes presentaron simultaneamente la mutacién FLT3-ITD y
FLT3-D835, por lo que fueron 110 pacientes de la serie global, un 28%, los que

presentaron al menos una mutacion activante en FLT3.

El analisis de la secuencia llevado a cabo en 20 muestras FLT3-ITD positivas
y 10 muestras con la mutacién D835, mostré que en todos los casos, la mutacion
ITD consistia en duplicaciones que mantenian el marco de lectura en el exén 11,
mientras que las mutaciones D835, correspondian a una sustitucion del residuo de

aspartico por tirosina (8 casos) o por histidina (2 casos).
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En 86 muestras positivas para la mutaciéon FLT3-ITD y en 15 muestras
positivas para la mutacién FLT3-D385, se procedi6 a determinar el ratio FLT3

mutado/FLT3 normal mediante analisis por Genescan.

El rango del ratio de la mutaciéon FLT3-ITD qued6 comprendido entre 0.06 y
10.55 con una mediana de 0.80. La mediana de longitud de las inserciones fue de
42 pb (rango: 9-177). En el 91% de los casos, se detectd un Unico tamafio para el
alelo mutado, sin embargo, en el 9% restante de las muestras, el analisis mostré
dos subpoblaciones celulares que diferian en la correspondiente longitud para

dicho alelo.

En el caso de FLT3-D835, se obtuvo un rango entre 0.12 y 0.97, con una

mediana de 0.36.
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4.2. ASOCIACION DE LAS MUTACIONES FLT3 CON LAS
CARACTERISTICAS CLINICAS Y BIOLOGICAS AL

DIAGNOSTICO

Las principales caracteristicas clinicas, demograficas y biologicas de los
pacientes en funcién de las mutaciones FLT3-ITD y del ratio al diagnoéstico, estan

recogidas en las tablas 14, 15y 16.

Al analizar la mutacion FLT3-ITD cualitativa en relacion con las
caracteristicas clinico-biologicas de los pacientes de nuestra serie (Tabla 14), se
encontr6 que los pacientes con esta alteracién al diagnoéstico, presentaban un
recuento elevado de leucocitos (p<0.001), blastos en médula 6sea (p<0.001),
niveles elevados de GOT (p=0.018), y de LDH (p<0.001). El analisis mostré
igualmente asociacion de FLT3-ITD con un ECOG=2 (p=0.008), con los subtipos
FAB M1y M4 (p=0.011), citogenética de riesgo intermedio (p=0.001) asi como con

las mutaciones NPM1 (p=0.025).
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Tabla 14. Asociacion de las caracteristicas clinico-biolégicas de los pacientes con
LMA de novo y el estado mutacional de FLT3-ITD al diagndstico.

PACIENTES

CARACTERISTICA

FLT3-ITD FLT3-ITD
Positivos Negativos

Total 95 (25) 294 (75)

Edad, afios
<65
> 65

Mediana (rango)

Sexo

Masculino 48 (51) 172 (59)
Femenino 47 (49) 122 (41)

Leucocitos, x 10° /L
<50
> 50

Mediana (rango

Blastos MO, %

<70 15 (23) 129 (58)
>70 51 (77) 95 (42)

90 (23-100) 67 (5-100)

112 (82)
9 (28) 25 (18)

Mediana (ran; 26 (11-156) 20 (6-172)

Creatinina, mg/dl
<12
>1,2

Mediana (rango

Bilirrubina, mg/dl

W) 28 (88) 118 (87)
>12 4(12) 18 (13) 1,000

23 (72)

Mediana (rango) 0,6 (0,2-3,3) 0,7 (0,2-7,6)
LDH, mg/dl
<600
| 543 (130-25000)
35 (56) 155 (74) 0.008
28 (44) 56 (26)
3(6) 15 (7)
18 (38) 41 (20)
5(10) 65 (32)
13 (27) 36 (18) 0.011
0 (0) 2 (1)
6 (13) 29 (14)
0 (0) 11 (5)
3(6) 5(3)
Citogenética
Favorable
Intermedio
Desfavorable
NPM1
Mutado 44 (49) 98 (36) 0.025
No mutado 45 (51) 176 (64)
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Por lo que respecta a la deteccion cuantitativa de las mutaciones FLT3-ITD,
no se encontraron diferencias en ninguna variable clinico-biolégica entre los

pacientes con ratio <0.8 y los pacientes con ratio >0.8 (Tabla 15).
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Tabla 15. Caracteristicas clinico-biolégicas de los pacientes con LMA de novo en

funcién del ratio FLT3-1TD.

PACIENTES

CARACTERISTICA FLT3-ITD

Ratio < 0.8

53 (62)

Masculino
Femenino

10 (26)
29 (74)

90 (28-100)

14 (70)
6 (30)

29 (11-156)

17 (81)
4(19)

0,6 (0,2-9,4)

24 (65)
13 (35)

2(7)
8 (27)
4(13)

Citogenética
Favorable
Intermedio
Desfavorable

NPM1

Mutado
No mutado

24 (45)
29 (55)

FLT3-ITD
Ratio > 0.8

33 (38)

14 (42)
19 (58)

4(21)
15 (79)

90 (23-100)

8 (73)
3 (27)

21 (11-68)

10 (100)
0(0)

0,6 (0,3-1,1)

17 (55)
14 (45)



RESULTADOS

Sin embargo, cuando se consideraron todos los pacientes se observé un
incremento progresivo en el niumero de leucocitos (p<0.001), los niveles de GOT
(p=0.027) y los niveles de LDH (p<0.001) en pacientes sin mutacién FLT3, con

mutacion FLT3 ratio <0.8 y mutacion ratio >0.8 (Tabla 16).

90



RESULTADOS

Tabla 16. Asociacién de las caracteristicas clinico-biolégicas en pacientes
negativos para FLT3-ITD, pacientes con ratio FLT3-ITD<0.8 y pacientes con
ratio FLT3-ITD>0.8.

CARACTERISTICA

FLT3-ITD FLT3 -ITD FLT3-ITD
Negativos Ratio <0.8 Ratio > 0.8

294 (77) 53 (14) 33 (9)

Edad, aios
<65
> 65

Mediana (rango)

Sexo

Masculino 172 (59) 30 (57) 14 (42)
Femenino 122 (41) 23 (43) 19 (58)

Leucocitos, x 10 /L
<50
> 50

Mediana (rango)
Blastos MO, %
<70 129 (58) 10 (26) 4(21)
> 70 95 (42) 29 (74) 15 (79) <0.001

Mediana (rango) 67 (5-100) 90 (28-100) 90 (23-100)

14 (70) 8 (73)
25 (18) 6 (30) 3(27) 0.396

20 (6-172) 29 (11-156) 21 (11-68)

W
>1,2

Mediana (rango)

Bilirrubina, mg/dl

<12 118 (87)
>12 18 (13) 4(19) 0 (0)

Mediana (rango) 0,7 (0,2-7,6) 0,6 (0,2-9,4) 0,6 (0,3-1,1)

LDH, mg/dl
<600
> 600

Mediana (rango)

112 (82)

17 (81) 10 (100)

155 (74) 24 (65) 9 (47)

56 (26) 13 (35) 10 (53)
15 (7) 2 (7) 0 (0)

41 (20) 8 (27) 6 (46)

65 (32) 4(13) 1(8)

36 (18) 10 (33) 3(23) 0.182
2 (1) 0 (0) 0 (0)

29 (14) 4(13) 2 (15)
11 (5) 0 (0) 0 (0)

5(3) 2.(7) 1(8)
Citogenética
Favorable
Intermedio
Desfavorable
NPM1
Mutado 98 (36) 24 (45) 17 (55) 0.069
No mutado 176 (64) 29 (55) 14 (45)
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En cuanto a la mutacién FLT3-D835 y al ratio FLT3-D835, no se
encontraron asociaciones significativas con ninguna de las caracteristicas clinico-

bioldgicas de los pacientes.

4.3. IMPACTO PRONOSTICO DE LAS MUTACIONES FLT3

4.3.1. Influencia de las mutaciones FLT3 en la respuesta

terapéutica

No se encontr6 asociacidn significativa entre la mutacién FLT3-ITD y el
resultado de la induccién. De igual manera tampoco se observaron diferencias en
la respuesta terapéutica entre los pacientes con ratio FLT3-ITD<0.8 y los pacientes

con ratio>0.8 (Tabla 17).

En cuanto a la mutacién FLT3-D835, tampoco se encontraron asociaciones

significativas con el resultado del tratamiento de induccion.
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Tabla 17. Resultado del tratamiento en la poblacion analizada, en funcién del
estado mutacional y del ratio FLT3-ITD.

PACIENTES

Tratados con quimioterapia

RESPUESTAALA

INDUCCION FLT3-ITD  FLT3-ITD  FLT3-ITD
Negativos Ratio<0.8 Ratio > 0.8

A n (%) n (%) n (%)
211(100)  34(100) 20 (100)

REMISION COMPLETA 147 (70) 22 (64) 12 (60)
RESISTENCIA 37 (18) 6 (18) 5 (25) 0.839
MUERTE 27 (12) 6 (18) 3 (15)

4.3.2. Influencia de las mutaciones FLT3 en la supervivencia

La SG, SLE y SLR en la serie a los 5 afos fue 31%, 34% y 46%

respectivamente.

El andlisis univariante mostré6 que las variables que modificaban el
pronostico en el caso de la SG fueron los niveles de LDH (p=0.027), la edad
(p<0.001), el subtipo FAB (p<0.001), la presencia de mutaciones FLT3-ITD
(p=0.011), el estado mutacional combinado de FLT3 y NPM1 (p=0.047) y el
cariotipo (p<0.001). En lo que respecta a la SLE eran la edad (p<0.001), las
mutaciones FLT3-ITD (p=0.008), la carga alélica FLT3-ITD (p=0.030), el estado
mutacional combinado de FLT3 y NPM1 (p=0.027) y la citogenética (p=0.011). Los
factores que modificaban el pronéstico en cuanto a SLR fueron la edad (p<0.001),

las mutaciones FLT3 (p=0.002), la carga alélica FLT3-ITD (p=0.004), el estado
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mutacional combinado de FLT3 y NPM1 (p=0.005) y el cariotipo (p=0.025) (Tabla

18).

Tabla 18. Andlisis univariante de factores prondstico para SG, SLE y SLR

PACIENTES

CARACTERISTICA

LEUCOCITOS

LDH

BLASTOS M.O.

EDAD

FAB

SEXO

MUTACIONES FLT3 -ITD
RATIO FLT3 -ITD
MUTACIONES NPM1
COEXISTENCIA FLT3 -NPM1

CARIOTIPO

Dada la importante asociacion entre las mutaciones de FLT3 y el grupo de
riesgo citogenético intermedio, se procedié a analizar estas mismas variables
seleccionando de manera especifica esta cohorte de pacientes (Tabla 19). Los
factores que modificaban el pronéstico en lo que respecta a la SG fueron la edad

(p<0.001), el subtipo FAB (p<0.001), el estado mutacional combinado de FLT3 y
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NPM1 (p=0.005), la presencia de mutaciones FLT3 (p=0.001) y la carga alélica
FLT3-ITD (p=0.004) (Fig.17A y 17B). En el caso de la SLE y la SLR, fueron la edad
(SLE p=0.002; SLR p<0.001), las mutaciones FLT3-ITD (SLE p=0.009; SLR p=0.006)
(Fig.17C y 17E), la carga alélica FLT3-ITD (SLE p=0.021; SLR p=0.005) (Fig.17D y
17F) y el estado mutacional combinado de FLT3 y NPM1 (SLE p=0.036; SLR
p=0.019).

Tabla 19. Andlisis univariante de factores prondstico para SG, SLE y SLR en
pacientes con citogenética de riesgo intermedio

PACIENTES CITOGENETICA RIESGO INTERMEDIO

CARACTERISTICA

LEUCOCITOS

LDH

BLASTOS M.O.

EDAD

FAB

SEXO

MUTACIONES FLT3 -ITD
RATIO FLT3 -ITD
MUTACIONES NPM1
COEXISTENCIA FLT3 -NPM1

95



A p=0.001 B p = 0. 004
Bty

FAT3TD negativos (n=146) AT3ITD negativos (n=146)
~—— Ratio AT3TTD=<0.8 (n=29)
——— Ratio AT31TD>0.8 (n=20)

———— ATZTID positives (n=56)

| N
A ] m‘ﬂh‘\‘—hﬁ_‘_

H—+H—H——

Supervivencia acumulada
+
Supervivencia acumulada

5 I o S e +

00 0,0
0 1000 2000 3000 4000 5000 0 1000 2000 3000 4000 5000

SG Dias sG Dias

p=0.009

O

O
E
B

AT3TTD negativos (n=99)
———— ATZTD positivos (n=31)

FATFITD negativos (n=99)
— Ratio R7Z1TD<0.8 (n=17)
—— Ratio ATFTD>0.8 (n=10)

Supervivencia acumulada
Supervivencia acumulada

0 1000 2000 3000 4000 5000 0 1000 2000 3000 4000 5000

SLE Dias desde RC SLE Dias desde la RC

p = 0. 006 5= 0,008

m
m

i Y ATFID negatives (n=99)

l * ——— FATZTID positivos (n=31) ALTFTD negativos (n=99)

———— Ratio ALT3ITD<0.8 (n=17)
——— Ratio AT3TID>0.8 (n=10)

Supervivencia acumulada
—_
L
4
¢
+
4
Supervivencia acumulada

0,0 0
o 1000 2000 3000 4000 5000 1] 1000 2000 3000 4000 5000

SLR Dias desde la RC SLR  DiasdesdelaRC

Figura 17. Influencia prondéstica de las mutaciones FLT3-ITD [(A) SG, (C)
SLE,(E) SLR] y el ratio FLT3-ITD [(B) SG, (D) SLE, (F) SLR] en los pacientes con
citogenética de riesgo intermedio.
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Para eliminar la posible influencia del trasplante, se realiz6 el mismo
analisis en los pacientes de riesgo citogenético intermedio considerando sélo los
sometidos a tratamiento intensivo con quimioterapia o TPH autélogo, encontrando
igualmente que la presencia de mutaciones FLT3-ITD conferia un prondstico
desfavorable en términos de SG, SLE, y SLR (SG p<0.001; SLE p<0.001; SLR
p<0.001). En lo que respecta al ratio FLT3-ITD, el mejor prondstico correspondid a
los pacientes negativos para la mutacién tanto para SG, como SLE y SLR, con peor
supervivencia conforme aumentaba la carga alélica FLT3-ITD en los pacientes (SG

p<0.001; SLE p<0.001; p<0.001).

En los pacientes sometidos a trasplante alogénico no se encontraron

diferencias en funcién del estado mutacional o la carga alélica de FLT3-1TD.
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4.4. DETECCION E INCIDENCIA DE LAS MUTACIONES NPM1

La determinacion de la presencia de mutaciones NPM1 se llev6 a cabo en
366 pacientes con LMA de novo. Las mutaciones fueron detectadas en 145 casos
(40%). 114 pacientes (79%) presentaron la mutacién tipo A (ins TCTG), 17
pacientes (12%) la mutacidn tipo B (ins CATG), 9 pacientes (6%) la mutacion tipo
D (ins CCTG), y 5 pacientes (3%) la mutacién P (ins TACCTTCC). Cuando se
consideraba Unicamente a los pacientes con cariotipo de riesgo intermedio
(n=235), las mutaciones de NPM1 fueron detectadas en el 44% de los casos
(n=103). La mutacion tipo A se detect6 en el 81% los casos (n=83), la tipo B en el

13% (n=14) y la mutacién tipo D en el 6% (n=6) de este grupo de pacientes.

4.5. NPM1 EN RELACION CON LAS CARACTERISTICAS

CLINICO-BIOLOGICAS

Las caracteristicas clinicas y biolégicas de los pacientes con LMA de novo en
funcién del estado mutacional de NPM1 al diagnostico, estan recogidas en la tabla
20. En el total de pacientes de la serie, las mutaciones NPM1 se asociaron con la
presencia de mutaciones FLT3-ITD (p=0.025), el sexo femenino (p=0.041),
recuentos bajos de leucocitos (p<0.001), alto nimero de blastos en médula 6sea
(p<0.001), bajos niveles de creatinina (p=0.022), niveles elevados de LDH
(p<0.001), los subtipos FAB M1, M2, M4 y M5 (p=0.036), y el cariotipo de riesgo

intermedio (p<0.001).
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Tabla 20. Caracteristicas clinicas y biolégicas de los pacientes con LMA de novo en
funcidén del estado mutacional de NPM1 al diagnéstico.

CARACTERISTICA
NPM1 Positivos NPM1 Negativos

221 (60)

145 (40)
Edad, afios

<65

> 65

Mediana (rango)

Sexo

Masculino 72 (49)
Femenino 73 (51)
Leucocitos, x 10° /L

<50

> 50

Mediana (ran o oTasey)

Blastos MO, %
<70 36 (37) 100 (58)
>70 62 (63) 73 (42)

Mediana (rango) 85 (10-100) 66 (5-100)

44 (75) 80 (81)
15 (25) 19 (19) 0.424

21 (6-156) 21 (6-172)

Creatinina, mg/dl
<12
>1,2

Bilirrubina, mg/dl
<1,2 51 (86) 87 (89)
>12 8 (14) 11 (11) 0.801

Mediana (rango) 0.6 (0.2-9.4) 0.7 (0.3-7.6)
LDH, mg/dl
<600

63 (66) 118 (72)
32 (34) 45 (28)

134 (61)
87 (39)

2(2) 13 (9)

25 (30) 29 (19)

15 (18) 51 (34)

20 (24) 25 (16) 0.036
1(1) 1(1)

15 (19) 19 (12)
2(2) 9 (6)

3 (4) 5(3)

Citogenética
Favorable
Intermedio
Desfavorable
FLT3-ITD
Positivo 44 (31) 45 (20)
Negativo 98 (69) 176 (80)
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4.6. IMPACTO PRONOSTICO DE LAS MUTACIONES NPM1

4.6.1. Influencia de las mutaciones NPM1 en la respuesta

terapéutica

Los pacientes que presentaban mutaciones NPM1 llevaban asociada una
mayor tasa de RC (p<0.001). El analisis para la coexistencia de mutaciones NPM1
y FLT3 mostr6 un mayor nimero de RC y menos resistencias al tratamiento en los

casos NPM1 positivos y FLT3-ITD negativos (p=0.018) (Tabla 21).

Tabla 21. Respuesta terapéutica en los pacientes tratados con quimioterapia
intensiva en funcion del estado mutacional NPM1 y FLT3.

PACIENTES

Tratados con
quimioterapia
RESPUESTAA LA FLT3-ITD FLT3-ITD FLT3 TTD

INDUCCION NPM1 NPM1 POSITIVO &

. . NPM1
Positivos Negativos .
positivo o

negativo
P (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
97(100) 161 (100) 137(100)  61(100) 62 (100)

REMISION COMPLETA 72 (74) 105 (65) 92 (67) 47 (77) 39 (63)
RESISTENCIA 5(5) 40 (25) <0.001 31 (23) 3 (5) 11 (18) 0.018
MUERTE 20 (21) 16 (10) 14 (10) 11 (18) 12 (19)

Tratados con quimioterapia

negativo & negativo &
NPM1 NPM1
negativo POSITIVO
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4.6.2. Impacto de la asociacion entre NPM1 y FLT3 en la

supervivencia. Influencia del ratio FLT3-ITD

Para analizar el impacto prondéstico de la coexistencia de mutaciones NPM1
y FLT3-ITD, consideramos los grupos FLT3-/NPM1-, FLT3-/NPM1+, vy
FLT3+/NPM1- 6 FLT3+/NPM1+ no sometidos a TPH alogénico. El analisis mostré
mayor SG, SLE y SLR en los pacientes NPM1 positivos sin mutaciéon FLT3-1TD, tanto
en la serie global de pacientes (SG p=0.004; SLE p=0.002; SLR p<0.001), como
cuando se seleccionaron especificamente los pacientes de riesgo intermedio (SG

p=0.002; SLE p=0.008; SLR p=0.004) (Fig. 18).
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Figura 18. Impacto prondstico de la coexistencia de mutaciones NPM1y FLT3
en pacientes con citogenética de riesgo intermedio. (A) SG, (B) SLE, (C) SLR.

Cuando el andlisis se restringié especificamente a la cohorte de pacientes
con mutaciones NPM1, encontramos que los pacientes sin mutaciones FLT3-ITD
eran los de mejor prondstico en cuanto a SLE y SLR a los 3 afios, tanto en la serie
global de pacientes (SLE p=0.026; SLR p=0.002), como en los de riesgo intermedio
pacientes (SLE p=0.045; SLR p=0.024). Los pacientes NPM1 positivos de ratio
FLT3-ITD bajo mostraron un pronostico ligeramente mejor que los pacientes

NPM1 positivos de ratio FLT3-ITD elevado (Fig. 19).
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Figura 19. Valor prondstico de la carga alélica FLT3-ITD en pacientes con
mutaciones NPM1 y citogenética de riesgo intermedio. (A) SLE, (B) SLR.

En los pacientes sometidos a TPH alogénico, el analisis no mostro

diferencias significativas en lo que se refiere al prondstico conferido por las

mutaciones NPM1 y la carga alélica de FLT3-ITD.
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4.7. ANALISIS MULTIVARIANTE DE FACTORES

PRONOSTICO

Para determinar qué variables podrian considerarse factores prondstico
independientes para la supervivencia, realizamos un andlisis multivariante
mediante el modelo de regresiéon de Cox considerando: leucocitos, edad, sexo,
citogenética, estado mutacional de FLT3-ITD, ratio FLT3-ITD, estado mutacional

de NPM1, y el estado mutacional combinado de FLT3 y NPM1.

En la serie global de pacientes se mantuvieron como factores prondstico
independientes para SG ser menor de 65 afnos (HR 2.30 (1.65-3.21), p<0.001), el
riesgo citogenético (HR 2.13 (1,52-2.99), p<0.001) y la presencia de mutaciones
FLT3-ITD (HR 1.84 (1.27-2.65), p=0.001). Para la SLE y la SLR también se mantuvo
como factor independiente ser menor de 65 afos (SLE: HR 2.11 (1.33-3.33),
p=0.001; SLR: HR 2.70 (1.58-4.62), p<0.001) y la presencia de mutaciones FLT3-

ITD (SLE: HR 1.84 (1.11-3.05), p=0.018; SLR: HR 2.58 (1.46-4.55), p=0.001).

En el andlisis restringido a los pacientes de riesgo citogenético intermedio,
se mantuvieron como factores prondstico independientes para la SG y la SLE ser
menor de 65 afios (SG: HR 2.49 (1.71-3.62), p<0.001; SLE: HR 2.39 (1.11-4.03),
p=0.001) y la presencia de mutaciones FLT3-ITD (SG: HR 2.77 (1.89-4.06),
p<0.001; SLE: HR 1.95 (1.12-3.40), p<0.018), mientras que la carga alélica de
FLT3-ITD fue el factor prondstico independiente para la SLR en esta cohorte (HR

1.91 (1.29-2.83), p=0.001) junto con la edad [2.71 (1.49-4.92), p=0.001]. Cuando
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en este subgrupo de pacientes se seleccionaron los que presentaban una edad
inferior a 65 anos, la carga alélica FLT3-ITD aparecié como el tnico factor
prondstico independiente para la SG (HR 1.55 (1.14-2.10), p=0.005) y la SLR (HR
1.82 (1.18-2.81), p=0.007). Para la SLE se mantuvo la presencia de mutaciones

FLT3-ITD (HR 1.81 (1.001-3.27), p=0.050) (Tabla 22).

Tabla 22. Andlisis multivariante para la SG, SLE y la SLR en toda la serie de
pacientes, en pacientes de cariotipo de riesgo intermedio y en pacientes con

cariotipo de riesgo intermedio y edad hasta 65 afios.

FACTOR HR (IC95%) p-valor
SG

Edad (<65 afios vs.> 65 afios) 2.30 (1.65-3.21) <0.001
Riesgo citogenético (Favorable vs. Intermedio vs. Desfavorable) 2.13 (1.52-2.99) <0.001
Mutaciones FLT3-ITD (FLT3-ITD negativo vs. FLT3-ITD positivo)  1.84 (1.27-2.65) 0.001
SLE

Edad (<65 afios vs.> 65 afios) 2.11 (1.33-3.33) 0.001
Mutaciones FLT3-ITD (FLT3-ITD negativo vs. FLT3-ITD positivo)  1.84 (1.11-3.05) 0.018
SLR

Edad (<65 afios vs.> 65 afios) 2.70 (1.58-4.62) <0.001
Mutaciones FLT3-ITD (FLT3-ITD negativo vs. FLT3-ITD positivo)  2.58 (1.46-4.55) 0.001
SG

Edad (<65 afios vs.> 65 afios) 2.49 (1.71-3.62) <0.001
Mutaciones FLT3-ITD (FLT3-ITD negativo vs. FLT3-ITD positivo)  2.77 (1.89-4.06) <0.001
SLE

Edad (<65 afios vs.> 65 afios) 2.39 (1.11-4.03) 0.001
Mutaciones FLT3-ITD (FLT3-ITD negativo vs. FLT3-ITD positivo)  1.95 (1.12-3.40) 0.018
SLR

Edad (<65 afios vs.> 65 afios) 2.71 (1.49-4.92) 0.001
Ratio FLT3-ITD (FLT3-ITD negativos vs. Ratio<0.8 vs. Ratio>0.8) 1.91 (1.29-2.83) 0.001
SG

Ratio FLT3-ITD (FLT3-ITD negativos vs. Ratio<0.8 vs. Ratio>0.8) 1.55 (1.14-2.10) 0.005
SLE

Mutaciones FLT3-ITD (FLT3-ITD negativo vs. FLT3-ITD positivo)  1.81 (1.01-3.27) 0.050
SLR

Ratio FLT3-ITD (FLT3-ITD negativos vs. Ratio<0.8 vs. Ratio>0.8) 1.82 (1.18-2.81) 0.007
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4.8. ANALISIS DEL VALOR DE NPM1 COMO MARCADOR DE
ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL EN PACIENTES CON

LMA

4.8.1. Caracteristicas generales de los pacientes para seguimiento

de EMR

Para determinar valor de NPM1 como marcador de EMR, se analizaron 97
muestras correspondientes a distintos momentos de evolucién de 24 pacientes
con LMA de novo diagnosticados en nuestro hospital. Todos estos pacientes
presentaban la mutaciéon NPM1 tipo A en el momento del diagnéstico. La mediana
de tiempo de seguimiento fue de 6 meses (rango: 0.7-70). Durante el diagndstico y
el seguimiento, se recogieron un total de 92 muestras de médula dsea y cinco de
sangre periférica. Las muestras de sangre periférica se procesaron unicamente
cuando no habia disponibilidad de muestras de médula 6sea en el momento del
diagnostico o la recaida. De manera adicional, y como control de los niveles de
transcritos NPM1 mutados, se analizaron 14 muestras de sangre periférica y 10

muestras de médula dsea procedentes de donantes sanos.
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4.8.2. NPM1 mutado en el momento del diagndstico

El andlisis de expresiéon de NPM1 mutado en el momento del diagnédstico
permitié ver que en los controles sanos, no se detectaba expresion alguna en
ninguna de las muestras procedentes de sangre periférica y/o médula 6sea, algo
que no ocurrié con WTI, puesto que, aunque a bajos niveles, su expresiéon se
detectd en cuatro de las 14 muestras procedentes de sangre periférica (con una
mediana de copias de WT1 de 1.5 NCN) y en 10 muestras procedentes de médula

6sea (con una mediana de 12 NCN, rango [0-87]).

Por lo que respecta a las 24 muestras de pacientes en el momento de
diagnéstico, la mediana de copias detectada para NPM1 fue de 45000 NCN (rango
3000-195000) y de 900 NCN (rango 3-10000) para WTI. Los resultados
mostraron que todos los pacientes presentaban altos niveles de expresion de
NPM1 mutado en el momento del diagnéstico, con mas de 3000 NCN en todos los
casos, mientras que para WT1 s6lo 12 pacientes mostraron altos niveles de
expresion, con una mediana en este caso de 2000 NCN (rango 1100-9800). Los 12
pacientes restantes mostraron una marcada baja expresion de WTI1, con una

mediana de 300 NCN (rango 3-900).
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4.8.3. NPM1 mutado en la remision y recaida

Los 19 pacientes que continuaron en RC (con una mediana de seguimiento
de 6 meses, rango 0.7-40), mostraron una mediana de 319 NCN (rango 0-34090)
de NPM1 y de 1.8 NCN (rango 0-580) de WTI después del tratamiento de
induccién, analizdndose ademas 17 pacientes después de la terapia de
consolidacion, en los que se encontré una mediana de 32 NCN (rango 0-3890) de

NPM1 y una mediana de 8.5 NCN (rango 0-340) para WT1.

En las seis recaidas que tuvieron lugar en cinco de los pacientes (con una
mediana de RC de 7 meses, rango [5-65]) encontramos una mediana de expresion
para NPM1 mutado y WT1 de 120,000 NCN (rango 77000-176000) y 3200 NCN

(rango 1100-8200), respectivamente.

El ndmero de copias en el momento de la recaida resulté ser
significativamente mayor que el observado en el momento del diagnéstico
(NPMImutado: 120000 vs 45000, p=0.004; WT1: 3200 vs 900, p=0.03). En cuatro
de las seis muestras, recogidas 1, 2, 3, y 5 meses antes de la recaida, observamos
como el namero de copias de NPM1 y WT1 se incrementaba respecto a valores
anteriores en una media de 40 veces (rango 16-60) y 25 veces (rango 4-45),
respectivamente. No se observaron dichos incrementos en las dos muestras
restantes, recogidas 1 y 6 meses antes de que tuviera lugar la recaida

hematolégica.
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Cuatro de los cinco pacientes que tuvieron recaida, mostraron altos niveles
de expresion de WT1 al diagnoéstico. El paciente restante, presentd bajos niveles
de expresion desde el momento del diagnéstico y los mantuvo durante todo su
seguimiento hasta la recaida, momento en el que se produjo un incremento de 100

veces en los mismos.

4.8.4. Cinética de variacion de la expresion de NPM1 mutado en el

tiempo

Por lo que respecta a la disminucién en el nimero de transcritos de NPM1
mutado en funcién del tratamiento, observamos una reduccién media de 141
veces después del tratamiento de induccién, reduccién que lleg6 a ser de una

media de 1400 veces después de la consolidacidn.

Los siete pacientes que estuvieron en RC durante mas de 10 meses
mantuvieron muy bajos niveles de NPMI mutado o llegaron incluso a ser
negativos para la expresién de la mutacién. Los cinco pacientes que recayeron,
mostraron un incremento de los transcritos de manera previa o en el mismo
momento de presentar este evento. Uno de estos pacientes, que fue resistente al
tratamiento, permanecio6 con altos niveles de NPM1 a lo largo de su evolucién (Fig.

20).
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WT1 por su parte mostr6 una evolucion similar a la de NPM1 a lo largo del
seguimiento de los pacientes, aunque las cinéticas de desaparicién fueron
diferentes. La reduccion media observada después de la terapia de induccién fue
de 500 veces, dando unos niveles residuales que no siguieron disminuyendo
después de la terapia de consolidacion. Los siete pacientes que estuvieron en RC
durante mas de 10 meses, aunque bajos, si que mantuvieron ciertos niveles de
expresion de WT1. Los cinco pacientes en recaida, sin embargo, mostraron un
claro incremento en los niveles de WTI1, que se mantuvo en los pacientes

resistentes (Fig. 20).
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Figura 20. Monitorizacion simultanea de WT1 y NPM1 mutado en cuatro
pacientes con LMA durante el transcurso de la enfermedad. El eje vertical a
la izquierda representa en escala logaritmica a NPM1 NCN mientras que el
eje a la derecha representa lo correspondiente a WT1 NCN. El panel A
muestra a un paciente que experimenté un repentino incremento de los
transcritos de ambos genes antes de sufrir una recaida. El tratamiento
intensivo posterior redujo los niveles de transcritos en el momento en el que
alcanzo la RC, pero tres meses después dichos niveles aumentaron de nuevo
y el paciente volvio a recaer. El panel B muestra un progresivo incremento de
NPM1 mutado y WT1 después de la terapia de induccion que se relacioné con
una recaida hematolégica a los 10 meses. Los niveles de transcritos no se
redujeron durante el tratamiento posterior y el paciente no pudo alcanzar la
remision. El paciente del panel C, alcanzé unos niveles minimos de
transcritos NPM1 mutado y WT1 después del tratamiento de induccion, que
se incrementaron posteriormente hasta su recaida. El caso del panel D es el
de un paciente en el que los niveles de ambos transcritos disminuyeron
significativamente después de la induccion manteniéndose a niveles muy
bajos o incluso de manera inexistente negativos durante su seguimiento.
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La correlacién de los niveles de expresiéon de WT1 y NPM1 mutado fue
analizada en 93 pares de muestras. Los resultados mostraron una fuerte
correlacién positiva entre ambas variables (r = 0.81; p b 0.0001) (Fig. 21). Esta
fuerte correlacién, se vio incrementada en mayor medida cuando solamente se

consideraron las muestras de pacientes con altos niveles de WT1.
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Figura 21. Correlacion entre la expresion de NPM1 mutado y WT1 en la LMA.
El eje X representa a WT1 NCN y el eje Y a NPM1 NCN. El coeficiente de
correlacion (r=0.81) indica una fuerte correlacion entre la expresion de
ambos genes.
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El avance en el conocimiento de la genética molecular durante los ultimos
afios, ha permitido la identificacién de numerosos reordenamientos y mutaciones
en la LMA, los cuales, ademas de constatar la heterogeneidad que tiene esta
enfermedad, han abierto la puerta a una mejor caracterizaciéon de la misma. Estas
alteraciones no so6lo han contribuido a poder determinar de una manera mas
6ptima el pronostico de la patologia, sino que ademas permiten identificar dianas

moleculares sobre las que desarrollar y dirigir tratamientos especificos.

El trabajo que hemos desarrollado en esta tesis permite profundizar en el
conocimiento bioldgico de dos alteraciones moleculares con valor prondstico, las
mutaciones FLT3y las mutaciones NPM1, analizando la utilidad clinica que tiene el
realizar una deteccion y caracterizacion mas minuciosa mediante la cuantificacion

de las mismas.

DETECCION DE MUTACIONES FLT3. INCIDENCIA Y ASOCIACION CON

CARACTERISTICAS CLINICO-BIOLOGICAS.

Nuestro trabajo en esta tesis demuestra que la deteccidn de las alteraciones
moleculares de FLT3 mediante PCR y electroforesis capilar constituye un método
eficaz para la caracterizacién y definicion del patrén de comportamiento biolégico
del clon leucémico, el cual puede tener implicaciones en el curso de la enfermedad.
Este método de deteccidn permite detectar las duplicaciones internas en tandem
(ITD) y las mutaciones puntuales (D835), asi como el calculo preciso de un ratio

entre los alelos FLT3 mutados y normales, aportando mayor precisién y
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sensibilidad en la deteccién de la pérdida alélica que la clasica deteccion

cualitativa.

La incidencia de las mutaciones FLT3-ITD en nuestra serie es de un 24%
cuando consideramos a todos los pacientes de la misma, y del 29% cuando
seleccionamos a los pacientes con citogenética de riesgo intermedio, unos valores
consistentes con los previamente descritos en la literatural?%.203, La incidencia de
mutaciones FLT3-D835 es de un 7% (5% cuando se consideran Unicamente las
LMA citogenética de riesgo intermedio) coincidiendo también con lo previamente
descrito1%4 Tal y como sucede en otros trabajos!28, la presencia simultdnea de
mutaciones FLT3-D835 y FLT3-ITD en nuestra serie, es practicamente nula,
dandose solamente en 4 pacientes, con cerca de una tercera parte (28%)

presentando cualquiera de las dos mutaciones FLT3 aqui mencionadas.

En nuestra serie de pacientes, al igual que en los trabajos iniciales de Kiyoi
et al.293, las mutaciones FLT3-ITD se asocian con hiperleucocitosis, pero no con la
edad. Otras variables con las que encontramos asociacion de estas alteraciones son
el recuento elevado de blastos en médula dsea, altos niveles de GOT y de LDH,
ECOG =22, presentar subtipo FAB M1 o M4, la citogenética de riesgo intermedio y la
presencia de mutaciones NPM1, parametros también encontrados en los trabajos

de Kottaridis et al.1%9 o de Pratcorona et al.111.

A diferencia de las mutaciones FLT3-ITD, no encontramos asociacion de las
mutaciones FLT3-D835 con ninguna variable clinico-bioldgica, en consonancia con

lo encontrado, aunque de manera aislada, en trabajos previos204,
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Por lo que respecta a la deteccidon cuantitativa, uno de los principales
puntos de trabajo de esta tesis, encontramos una considerable heterogeneidad en
el ratio FLT3 mutado/FLT3 normal. En los pacientes con mutaciones FLT3-ITD la
mediana fue de 0.8 (rango: 0.06-10.55). Estos valores son consitentes con los
reportados en estudios previos (mediana de 0.78 en el trabajo de Thiede et al*?,;
0.61 en el estudio de Pratcorona et al'll). Por lo que respecta a las mutaciones
FLT3-D835 la mediana fue de 0.36 (rango: 0.12-0.97), no habiendo estudios

previos que reporten la cuantificacion de esta mutacion.

Cuando comparamos exclusivamente los pacientes con ratio FLT3-ITD<0.8
con los que presentan ratio >0.8, no encontramos diferencias significativas en lo
que respecta a ninguna variable clinico-biolégica. Sin embargo, cuando
consideramos los pacientes negativos para la mutacién, los de ratio<0.8 vy
ratio>0.8, observamos que la mediana del nimero de leucocitos, asi como los
niveles de GOT y LDH aumentaba en relacidn a la carga alélica de la alteracion. Este
misma asociacién en lo relativo al nimero de leucocitos fue reportada por

Pratcorona et alt!,

No se encontr6 ninguna asociacién del ratio FLT3-D835 con las

caracteristicas clinico-bioldgicas.
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VALOR PRONOSTICO MUTACIONES FLT3

No encontramos diferencias en la respuesta a la terapia de inducciéon en
funciéon la presencia o ausencia de mutacién FLT3-ITD ni en funcién de su
expresion categoérica por encima o debajo de la mediana de expresion establecida
en 0,8. Sin embargo, la supervivencia de los pacientes si que se vio afectada por la
presencia de mutaciones FLT3-ITD. En el grupo de riesgo citogenético intermedio
se observd de manera muy significativa que la presencia de mutaciones FLT3-ITD
confiere un pronéstico desfavorable en términos de SG, SLE y SLR. Estos resultados
concuerdan con los trabajos previos que conferian un prondstico adverso a las

mutaciones de FLT3828497,

Nuestros resultados en cuanto a la utilidad del ratio sugieren que la carga
alélica FLT3-ITD es un factor pronéstico independiente desfavorable en el grupo
de riesgo citogenético intermedio en términos de SLR. Estos resultados apoyarian
los datos reportados por otros autores, como los de Thiede et al®, donde los
pacientes con ratio mdas elevado (>2), signo de pérdida del alelo normal,
presentaban tasas de SG y SLE significativamente menores que los pacientes con
ratio mas bajo (el 93% de estos pacientes no sobrevivian mas alla de los 12
meses), o los de Pratcorona et al'll. donde los pacientes con ratio>0.5 presentan
un mayor RR que los pacientes con mas presencia del alelo normal, algo que ya
encontr6 en el afio 2001 el Dr. Whitmann?%5, sugiriendo ya en ese momento la
necesidad de inibidores tirosin-quinasa para tratar a estos pacientes. En esta linea,
trabajos realizados en modelos de ratones knock-in demuestran que la induccion

del fenotipo mieloide y de la expansion de progenitores granulociticos-moniciticos
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y progenitores Lin(-)Scal(+)c-Kit(+), son procesos que podrian estar tomando

parte en la pérdida del alelo FLT3 normal20¢,

Dado que la terapia post-remision (quimioterapia intensiva, trasplante
autologo, alogénico) puede influir sobre el prondstico se consideraron
separadamente los pacientes sometidos a TPH alogénico y se observo que en estos
trasplantes, ni las mutaciones FLT3-ITD ni el ratio confieren valor prondéstico, lo
que demuestra que el TPH alogénico al ser un tratamiento mas curativo, permite
obviar el prondstico adverso que confieren estas mutaciones, independientemente
de cudl sea la carga alélica del paciente. Estos resultados concuerdan con los
encontrados por el grupo de Schlenk et al?%7, en cuyo trabajo se describe que el
TPH alogénico mejora la supervivencia de los pacientes con ratio FLT3-ITD

elevado por lo que seria la terapia de eleccion en estos casos.

DETECCION DE MUTACIONES NPM1. INCIDENCIA Y ASOCIACION CON

CARACTERISTICAS CLINICO-BIOLOGICAS

Otro punto de trabajo importante desarrollado en esta tesis es el que tiene
que ver con las mutaciones NPM1. Se han puesto a punto dos métodos, uno para la
deteccidn cualitativa y caracterizaciéon de las mutaciones NPM1, y otro que permite
cuantificar la mutacién. No se ha planteado la cuantificaciéon de las mutaciones de
NPM1 en el diagnéstico, porque ya estd bien establecido en la literatura que a

diferencia de FLT3, la mayoria de los pacientes con NPM1 mutado presentan ratios
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elevados lo cual sugiere que NPM1 seria un evento primario en la leucemogenesis

que se encontraria en todos los blastos leucémicos208,

En nuestra serie, la incidencia de estas mutaciones es de un 40%, similar a
la descrita en la literatura, y de un 44% cuando se consideran los pacientes con
citogenética de riesgo intermedio, incidencia ligeramente inferior a la establecida
previamente en este subgrupo de pacientes (45-64%)148. El método cualitativo
permite detectar de forma rapida y especifica los diferentes tipos de mutacion,
siendo la isoforma mayoritaria el tipo A (81%) tal como se describe en otros

trabajos previos148174.209,

En nuestro trabajo, encontramos asociaciéon de las mutaciones de NPM1 con
las mutaciones FLT3-ITD, con el sexo femenino, hiperleucocitosis, blastos en
médula 6sea, bajos niveles de creatinina, niveles elevados de LDH, los subtipos FAB
M1, M2, M4 y M5, y el cariotipo de riesgo intermedio. Esta asociacién con las
mutaciones FLT3-ITD, con la hiperleucocitosis, el alto nimero de blastos y los altos
niveles de LDH ya ha sido descrita previamente219, al igual que con el cariotipo de

riesgo intermedio?6 152, 153,165,

VALOR PRONOSTICO MUTACIONES NPM1

Ampliamente demostrado ha sido el buen prondstico conferido por las
mutaciones NPM1, predictoraas de una mejor respuesta a la terapia de induccién y

una SG mas favorable, aunque en ausencia de mutaciones FLT3-ITD171, Es conocido
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que la presencia de ambos tipos de alteraciones, impacta negativamente en el
pronostico de la LMA, en los que ha quedado demostrada una menor tasa de
respuesta a la terapia de induccion en comparacidn con la que se observa en los
pacientes que sélo presentan mutaciones NPM1 (63% frente a 86%), con una
significativa diferencia en cuanto a supervivencia también a favor de estos ultimos
(60% frente a un 30%)171211, E] campo de investigacion de los mecanismos que
rigen la influencia de la interaccion entre ambos tipos de mutaciones en el
prondstico de la LMA sigue abierto, posicionando a las diferentes isoformas de p53
como uno de los elementos clave en la misma, ya que se ha encontrado que las
isoformas B y y de esta proteina, caracterizadas por una mejor respuesta a las
antraciclinas y a la citarabina, predominan en presencia de mutaciones NPM1,
siendo la isoforma completa, asociada con resistencia al tratamiento, la que lo hace

en presencia de FLT3-1TD212,

En nuestro trabajo, ademds de verificar la asociacién de las mutaciones
NPM1 con estas otras alteraciones, encontramos asociacion con el sexo femenino,
hiperleucocitosis, blastos en médula dsea, bajos niveles de creatinina, niveles
elevados de LDH, los subtipos FAB M1, M2, M4 y M5, y el cariotipo de riesgo

intermedio.

Nuestros resultados muestran que la presencia de las mutaciones NPM1
influye significativamente en el resultado obtenido con el tratamiento. Presentar
estas mutaciones en ausencia de mutaciones FLT3-ITD se asocia con mejores tasas
de RC y menos resistencias. Unos resultados que siguen la linea de los que

describen valor pronéstico para las mutaciones NPM1152213, y que contradicen los
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resultados de Pastore et al. quienes concluyen que las mutaciones NPM1 no tienen
impacto en la supervivencia en los pacientes con citogenética de riesgo

intermedio?14,

Cuando comparamos los pacientes que no presentan ninguna de estas
alteraciones, con los que presentan tinicamente mutaciones de NPM1 y con los que
presentan mutaciones de FLT3, independientemente de que presenten NPM1
mutado o no, nuestros resultados muestran que el mejor prondstico en cuanto a
SG, SLE y SLR corresponde a los pacientes NPM1 positivos sin mutacion FLT3-ITD,
tanto en la serie global de pacientes como en la cohorte de riesgo intermedio, algo
que va en consonancia con resultados previamente publicados, como el de Hefazi
et al?15, donde el genotipo NPMI1+/FLT3- se asocia un prondstico favorable
independiente de la edad y de que hayan sido tratados con quimioterapia

intensiva.

Cuando analizamos el peso que tiene la carga alélica FLT3-ITD en el
pronostico que confieren las mutaciones NPM1, vemos el mejor prondstico en
cuanto a SLE y SLR en los pacientes NPM1 mutados sin FLT3 mutado, pero, al
menos en nuestra serie, no encontramos diferencias significativas en lo que
respecta a presentar ratios FLT3-ITD por encima o por debajo de 0.8, en
contraposicion con lo descrito por Pratcorona et al. que afirma que los pacientes

NPM1 positivos con ratio FLT3-ITD elevado presentan peor prondéstico!!l,
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NPM1 COMO MARCADOR DE EMR

Otro de los objetivos de esta tesis ha sido analizar el valor de las
mutaciones NPM1 como marcadores de EMR. No se ha considerado utilizar las
mutaciones FLT3-ITD en este sentido debido a que en un mismo paciente, las
repeticiones en tdndem pueden variar a lo largo de su evolucién, algo que se
traduciria en la posibilidad de estar evaluando alteraciones que no se
corresponderian con las inicialmente detectadas. Recientemente han aparecido
varios trabajos que analizan el posible valor de las mutaciones FLT3-ITD como
marcadores de EMR, sin embargo, parecen precisar todavia de un mayor
refinamiento tanto en lo referente a las técnicas moleculares utilizadas, como en el

tamarno de las series analizadas?216.217

La EMR en la LMA ha demostrado ser clinicamente relevante, tanto
para la determinacién de la respuesta al tratamiento, como para la deteccion
temprana de recaidas?18219.220, Reordenamientos genéticos especificos tales como
PML/RARo, AML1/ETO, y CBFf5/MYH11 han sido utilizados para monitorizar la
EMR. Sin embargo, estos reordenamientos aunque frecuentes, juntos con otros que
no lo son tanto, son aplicables inicamente al 20-30% de los pacientes con LMA?221,
Por otro lado, el paralelismo existente entre el comportamiento de genes de fusion
especificos y el del gen del tumor de Wilms (WT1) ha hecho que la expresién de
este Ultimo haya sido también sugerida como marcador, incluso universal, de EMR

en la LMAZ222, dado que ademas se sobreexpresa en la mayoria de los casos de esta
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patologia?223.224.225  Lapillonne et al.?26 propusieron la determinacion de la
expresion de WT1 al final del tratamiento de induccién como una importante
herramienta para medir la EMR en la LMA pediatrica. Sin embargo, uno de los
principales inconvenientes que tiene esta consideracién, es que existe expresion
residual de WT1 en células de médula 6sea sanas, lo que hace que no sea especifica

de las células leucémicas?18,

En el trabajo de Falini et al.1>? se identific6 la presencia de las mutaciones
de NPM1 en aproximadamente el 35% de las LMA de novo, y de manera particular,
en las LMA con cariotipo normal, donde su presencia se elevaba hasta un 50%, lo
que las convertia en un potencial buen marcador de EMR para los pacientes con
esta enfermedad, algo que se ve reforzado por el hecho de que la mutacion NPM1, a

diferencia de las mutacion WT1, si es especifica de las células leucémicas.

En nuestra serie, la expresion de WTI1 en los pacientes con LMA al
diagnostico es més alta que la que presentan las muestras control, sin embargo esa
situacion de altos niveles de expresidon, necesaria para llevar a cabo una
monitorizacion fiable, sélo se da en la mitad de los casos, por lo que realmente sélo
esos pacientes son los que estan beneficiAndose de la utilizacion de este marcador.
De manera contraria, la mutacion de NPM1, ademas de ser especifica de células
leucémicas, si que se presenta con alta expresion en todos los casos en el momento
del diagnostico, haciendo de este un marcador mas robusto que WT1. La fuerte
correlacién que encontramos entre los dos marcadores, se acentia ademas cuando
se seleccionan los pacientes con altos niveles de expresion de WT1, lo que vuelve a

sugerir nuevamente que la monitorizaciéon de la EMR por medio de la
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cuantificacion de WT1 es fiable inicamente en los pacientes con altos niveles de
expresion de este gen en el momento del diagnéstico, acorde a lo descrito

previamente214. 227,

La monitorizaciéon molecular de NPM1 y WT1, muestra que ambos
marcadores cambian paralelamente, aunque la expresion de NPM1 es siempre mas
elevada que la de WT1 en todas las muestras (en siete pacientes la expresion de
WT1 es tan baja, mediana de ratio WT1/GUS 0.012 con rango 0.0003-0.03, que no
permite su utilizacion como marcador de EMR). Otra diferencia entre ambos es la
cinética de desaparicion. WT1 disminuye rapidamente después del tratamiento de
induccién pero mantiene niveles residuales después de la terapia de consolidacion,
mientras que NPM1, comienza con una reducciéon mas moderada después de la
induccidn, y pasa a ser indetectable en los pacientes con larga supervivencia. La
mayor sensibilidad del método de PCR en tiempo real para NPM1, estaria
indicando que la expresion de WT1 en estos pacientes no refleja las células
leucémicas residuales, como cabe esperar de un buen marcador de EMR, sino la
expresion constitutiva que tiene este gen, haciendo de NPM1 una opcién en este

sentido.

En la serie que analizamos, el nimero de transcritos NPM1 Tipo A mutados
se correlaciona estrechamente tanto con la carga tumoral al diagnéstico como con
la respuesta a la terapia de induccién. Al diagndstico, el nimero de copias NPM1
mutado es superior a 3000 NCN en todos los pacientes, disminuyendo

paulatinamente conforme alcanzan RC, y aumentando significativamente en
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aquellos casos en los que se da recaida, tal y como se habia publicado previamente
para WT1228,

La sensibilidad del método queda atin mas de manifiesto, cuando en cuatro
de las seis muestras de recaida, la monitorizacién puede predecir este evento a
través del incremento en los niveles de los dos marcadores, incremento que se
detecta en muestras previas a la aparicién del mismo, siendo mayor el que se da
para NPM1 que el que tiene lugar para WT1. En los dos casos restantes, no se
observa dicho incremento. Nuestra técnica nos permite observar ademas que
cuatro de los cinco pacientes que recaen, presentan altos niveles de expresion de
WT1 al diagnodstico y en el momento de la recaida, resultados que son consistentes
con los descritos en otros trabajos, como el publicado previamente por nuestro
grupo, en los que se sugiere un prondstico desfavorable para los pacientes con

altos niveles de WT1 en el momento en el que se les diagnostica®+.

Asi pues, la linea de investigaciéon desarrollada en esta tesis nos ha
permitido validar la importancia como marcador prondstico que tiene el ratio en
las mutaciones FLT3, profundizando de esta manera en el papel que desempefian
estas alteraciones durante la leucemogénesis, y al mismo tiempo, demostrar que el
método de monitorizacion de EMR a través de la cuantificacion de NPM1 mutado,
es una excelente herramienta para detectar la presencia, persistencia y reaparicion
de células leucémicas en pacientes con LMA y citogenética de riesgo intermedio,
aportando informacién mas util para poder definir mas claramente grupos de
riesgo y en consecuencia, modificar, desarrollar y/o dirigir mas eficazmente
estrategias terapéuticas especificas de cara a mejorar el prondstico de estos

pacientes.
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La deteccidn de las alteraciones moleculares de FLT3 y la determinacién del
ratio FLT3 mutado/FLT3 normal mediante PCR cuantitativa y electroforesis
capilar, es un método eficaz para caracterizar y definir el patrén de
comportamiento biolégico del clon leucémico, y sus implicaciones en el
curso de la enfermedad

Las variables asociadas a las mutaciones FLT3-ITD son hiperleucocitosis,
recuento elevado de blastos en médula 6sea, niveles elevados de GOT, y
LDH, ECOG =22, subtipos FAB M1 y M4, presencia de mutaciones NPM1 y
citogenética de riesgo intermedio.

Las medianas del recuento de leucocitos, los niveles de GOT y de LDH,
aumentan proporcionalmente con la carga alélica de FLT3-ITD en el
paciente

Ni la mutaciéon FLT3-ITD ni el ratio FLT3-ITD tienen impacto en la respuesta
al tratamiento

La carga alélica de FLT3-ITD estratificada en pacientes negativos, pacientes
con ratio<0.8 y pacientes con ratio>0.8 tiene valor prondstico
independiente para la SLR en los pacientes con LMA y citogenética de riesgo
intermedio

El pronéstico adverso conferido por las mutaciones FLT3-ITD y la carga
alélica FLT3-ITD se puede anular sometiendo a los pacientes a TPH
alogénico

No se ha encontrado asociacion del ratio FLT3-D835 con ninguna variable

clinico-bioldgica o la supervivencia de los pacientes
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La principal asociacion de las mutaciones NPM1 en los pacientes de riesgo
citogenético intermedio es con las mutaciones FLT3-ITD

La presencia de mutaciones NPM1 en ausencia de mutaciones FLT3-ITD se
asocia con mejores tasas de RC y menos resistencias

En los pacientes NPM1 positivos no hay diferencias en el prondstico entre
los de ratio FLT3-ITD bajo y elevado

El método de PCR en tiempo real desarrollado para detectar y cuantificar la
mutacion NPM1 Tipo A es eficaz para monitorizar la EMR en
aproximadamente un tercio de los pacientes adultos con LMA

La cuantificacion de NPM1 para monitorizar EMR en LMA, resulta mas
adecuada que la cuantificacion de WT1, ya que su expresion es siempre mas

elevada y su deteccion es especifica de célula leucémica
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