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“...si no fuera por la gran variabilidad entre los pacientes la medicina podria

ser considerada como ciencia y no como arte”

“The Principles and Practice of Medicine” William Osler, 1892
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Introduccidn

I. INTRODUCCION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS
I.I INTRODUCCION. REVISION BIBLIOGRAFICA

1. LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA FILADELFIA POSITIVA

La leucemia mieloide cronica (LMC) es una neoplasia mieloproliferativa crénica
de carécter clonal con origen en una célula madre pluripotencial comdn a las tres series
hematopoyéticas. Aunque se caracteriza fenotipicamente por la proliferacion de la linea
mieloide, puede considerarse una verdadera panmielopatia de naturaleza clonal en la
que se ven afectados tanto monocitos, eritroblastos y megacariocitos, como linfocitos B
y T. Este clon proviene de una translocacion reciproca entre los cromosomas 9y 22, que
conduce a un brazo largo claramente acortado de uno de los cromosomas 22, conocido
como cromosoma Filadelfia (Ph), que se adquiere en una célula troncal hematopoyética
dada su presencia en celulas tanto de la serie mieloide como de la serie linfoide [1].
Dicho cromosoma genera el oncogén BCR/ABL, que da lugar a la sintesis de una

proteina con actividad tirosinacinasa aumentada, la proteina BCR/ABL[2].

1.1 EPIDEMIOLOGIA

La LMC representa el 10% del total de leucemias en los individuos adultos y su
incidencia se estima en 0,7-1 casos por 100.000 habitantes y afio. Sin embargo, su
prevalencia se cifra en torno a 10-12 casos por 100.000 habitantes, debido al incremento
en la supervivencia de los pacientes registrado en la Gltima década. La edad mediana en

el momento del diagndstico se sitla alrededor de los 50 afios pero puede aparecer a

15
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cualquier edad, con un ligero predominio en varones (ratio hombre/mujer 1,2-1,7) [3,

4].

1.2 ETIOLOGIA

El agente etiologico que més claramente se ha relacionado con el desarrollo de la
LMC es la exposicion a dosis altas de radiacion ionizante. Dicho hecho se ha objetivado
en los estudios de japoneses expuestos a la radiacion liberada por las detonaciones de
las bombas atomicas en Hiroshima y Nagasaki, en britanicos con espondilitis
anquilosante tratados con irradiacion espinal y en mujeres con carcinoma cervical
uterino que precisaron de radioterapia, dado que la incidencia de LMC en estas
poblaciones fue significativamente mayor a la esperada. La mediana de periodo de
latencia fue de 4 afios en los espondiloartrosicos irradiados, 9 afios en los pacientes con
cancer cervical y 11 afios en los japoneses supervivientes a las bombas atomicas.
Algunos autores han calculado que la probabilidad de inducir una t(9;22) puede ser de 7

x 107-12 por Gy de radiacion y célula expuesta [5-8].

Por otro lado, recientemente se ha descrito la asociacion entre el tratamiento con
inhibidores de la topoisomerasa Il del ADN vy el riesgo de leucemia aguda Ph positiva
[9-11]. Asimismo, en un metaanalisis realizado por Vlaanderen y cols se objetivo que
la exposicidn ocupacional al benceno se acompafaba de un mayor riesgo de desarrollar
LMC, de forma analoga a lo observado con la leucemia aguda (LA) Yy los sindromes

linfoproliferativos (SLP) [12].
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De cualquier forma, cabe decir que en la mayoria de los pacientes con LMC no

existe ninguna causa predisponente.

1.3 PRESENTACION CLINICA

En la actualidad, la LMC se diagnostica de forma casual en muchos pacientes,

tras una analitica de control realizada por otros motivos.

Desde el punto de vista clinico, la LMC sigue tipicamente un curso evolutivo
bifasico. La mayoria de los pacientes son diagnosticados en la fase crénica (FC) de la
enfermedad, en la que las manifestaciones derivadas de la mieloproliferacion
(sintomatologia constitucional, leucocitosis, esplenomegalia) son facilmente
controlables con diferentes agentes terapéuticos, permitiendo que los enfermos lleven
una vida practicamente normal [1]. Sin embargo, la evolucién natural de la enfermedad
conduce a la aparicion, tras un periodo variable de entre 3 y 6 afios, de la fase terminal o
crisis blastica (CB), caracterizada por un cuadro de insuficiencia medular, similar al de

las leucemias agudas y generalmente refractario al tratamiento [13, 14].

En alrededor de la mitad de los casos la transicion de la LMC de la FC a la CB
no es brusca, intercalandose entre ambas fases un periodo intermedio, la fase de
aceleracion (FA), cuya duracion rara vez sobrepasa el afio. En ella, los pacientes
presentan un deterioro progresivo de su estado general, con aparicién de sintomatologia

constitucional, dolores 6seos persistentes y crecimiento progresivo del bazo a pesar del

17
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tratamiento. El paso de una fase a otra se define mediante la evolucién de los

parametros clinicos y analiticos [14-19].

En la FC de la LMC los pacientes presentan leucocitosis intensa, con mielemia,
basofilia y un porcentaje variable de blastos circulantes. El recuento de plaquetas
también est4 elevado en aproximadamente el 50% de los pacientes. La sintomatologia
clinica, cuando la hay, consiste en astenia, anorexia, sudoracion, fiebre, dolores 6seos y
sintomas secundarios a la esplenomegalia. Ocasionalmente la enfermedad puede debutar
con una crisis de artritis gotosa, priapismo, acufenos o dolor secundario a infartos

esplénicos.

En cuanto a la FA de la LMC, se consideran criterios de progresion el
incremento de blastos circulantes o de basofilos, las citopenias no atribuibles al
tratamiento y el deterioro clinico del paciente, por aparicion de fiebre, sudoracion,
dolores dseos, dolor abdominal, parpura o aumento de infecciones y aparicion de

anomalias cromosémicas asociadas (ACA) [14, 17].

En aproximadamente un 5% de los casos la LMC se encuentra en fase de CB en
el momento del diagndstico, lo que sugiere la existencia de una fase crénica subclinica
que ha pasado desapercibida. La CB de la LMC se define por la presencia de mas de
20% de blastos en sangre periférica o en médula 6sea (OMS 2008). Desde el punto de

vista fenotipico, las células blasticas pueden expresar marcadores de cualquier linea
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hematopoyética, lo que indica que la clona que da origen a la CB deriva de una célula
madre pluripotencial muy indiferenciada [20, 21]. Asi, en la mayoria de los casos los
blastos presentan un fenotipo mieloide, asociandose frecuentemente un componente
minoritario de estirpe megacarioblastica, cerca de una cuarta parte presentan un fenotipo
linfoide, mientras que son mucho més raras las CB de estirpe eritroide. Esta variabilidad
fenotipica de la CB tiene importantes implicaciones clinicas, terapéuticas y prondsticas.
Las CB linfoides suelen tener un inicio brusco, habitualmente sin fase de aceleracion
previa, y presentan con menor frecuencia basofilia en sangre periférica, esplenomegalia
y hepatomegalia que las de estirpe no linfoide, por el contrario, la infiltracion blastica de

la médula désea suele ser mayor.

Los pacientes en CB tienen mal prondstico, con una mediana de supervivencia
de 3 a 6 meses [14]. Histéricamente, la elevada tasa de respuestas en las CB linfoides a
esquemas de tratamiento que incluyen vincristina y prednisona ha prolongado la
supervivencia de este subgrupo de respecto al resto de enfermos (12 y 3-5 meses,
respectivamente)[22-24]. Sin embargo, el tratamiento con los inhibidores de la proteina
tirosinacinasa BCR-ABL, han sido capaces de inducir respuestas mantenidas en una
cierta proporcién de enfermos con CB de fenotipo mieloide, siendo menor su eficacia en

aquellos con CB linfoide [25, 26].

1.4 PATOGENESIS DE FASE CRONICA

1.4.1 ALTERACIONES GENETICAS DE LA LMC
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La LMC es la primera enfermedad neoplésica para la que se describio una
alteracion genética caracteristica. Su descripcion clinica se remonta a mediados del siglo
XIX [27-29], si bien no fue hasta 1960 cuando Nowell y Hungerford describieron un
pequefio cromosoma en los cultivos celulares de sangre de pacientes con LMC,
cromosoma que era similar al cromosoma Y pero estaba presente en el cariotipo de
mujeres afectas [29-31]. En 1973, Rowley demostr6 que el cromosoma Ph era en
realidad el resultado de una translocacion reciproca entre los brazos largos de los
cromosomas 9 y 22 [t(9;22)(q34;g11)]. No obstante, tuvieron que transcurrir 10 afos
mas para que se descubriera que los genes implicados en dicha translocacion eran el
protooncogén ABL y el gen BCR, localizados en los cromosomas 9 y 22,
respectivamente [32]. En 1980 se describié que el homdlogo humano del gen murino
Abelson (Abl) se localizaba normalmente en el cromosoma 9, pero era translocado al
cromosoma Ph en la LMC. En 1984, Groffen y cols describieron 17 casos de LMC en
los que el punto de rotura se localizaba en una region de 5,8 kb en el cromosoma 22 al
que denominaron “breakpoint cluster region”. Se mostré a posteriori que dicha regién
constituia parte del gen conocido ahora como BCR [33]. ElI cromosoma Ph no es
exclusivo de la LMC, dado que se encuentra presente en un 5% de leucemias agudas

linfoblasticas (LLA) de los nifios y en un 25% de las de los adultos.

Al diagndstico de la LMC Ph+ casi la totalidad de las metafases de médula 6sea
son positivas para el cromosoma Ph. Un pequefio porcentaje de pacientes, entre un 5y

un 10% del total, tienen otras alteraciones citogenéticas ademas del cromosoma Ph. Sin
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embargo, hasta un 50-80% de los pacientes con CB adquieren alteraciones citogenéticas
adicionales en la clona proliferante Ph-positiva, fendmeno conocido como evolucién
clonal. A este respecto, las alteraciones mas frecuentes son la trisomia 8 y la duplicacion

del cromosoma Ph, seguidas del isocromosoma 17q y la trisomia 19.
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Figura 1. Cromosoma Filadelfia (Ph). Figura tomada de Lori A. Hazlehust et al

[34]

1.4.2 ALTERACIONES MOLECULARES DE LA LMC

Actualmente se conocen los puntos de ruptura donde se produce la translocacion
de los cromosomas 9 y 22. Esta ocurre en el brazo largo del cromosoma 9 (banda 9934),
entre los exones la y Ib del gen ABL, y en la mitad méas alta del brazo largo del
cromosoma 22 (banda 22g11), en la gran mayoria de los casos en la region especifica
denominada major break point cluster region (M-BCR) [35]. El gen ABL humano,
situado en el brazo largo del cromosoma 9 (9g34), comprende 11 exones y codifica la
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sintesis de la proteina tirosinacinasa ABL (pl145). Estructuralmente, el extremo
aminoterminal de ABL incluye dos dominios (SH2 y SH3) que regulan la accion de su
dominio catalitico (SH1), mientras que su segmento carboxiterminal contiene dominios
de union al ADN, de localizacion nuclear y de fijacion a la actina[36].
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Figura 2. Esquema de las proteinas Bcr, Abl y de fusion BCR-ABL. Figura
tomada de Lori A. Hazlehust et al [34]

En cuanto a sus funciones fisiolégicas, la proteina ABL normal se localiza en el
nacleo y en el citoplasma donde participa en los mecanismos de regulacion del ciclo
celular [37], de respuesta celular al estrés [38] y de transmision de sefiales intracelulares
[39]. Por su parte, el gen BCR se localiza en el brazo largo del cromosoma 22 (22q11),
comprende 23 exones y codifica la sintesis de una proteina con un peso molecular de
160 kDa, cuya funcion es desconocida [40]. La proteina BCR se expresa en multiples

tejidos humanos y el hecho de que se localice en el citoplasma de células quiescentes o
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alrededor de los cromosomas en células en mitosis sugiere su posible implicacion en la

regulacién del ciclo celular [41].

Con la formacion del cromosoma Ph el segmento 3° del gen ABL (9934) se
yuxtapone a la region 5’ del gen BCR (22ql1), dando origen al gen hibrido BCR-
ABL[42, 43]. Existen tres formas de oncoproteina BCR-ABL en funcion del punto de
ruptura dentro del gen BCR. La méas comun es la proteina p210kDa (transcritos b2a2 y
b3a2) que se encuentra en la mayoria de los casos de LMC y en un tercio de las LLA Ph
positivas[44-47]. La proteina p190 kDa (transcrito ela2) se expresa en el resto de las
LLA vy rara vez en pacientes con LMC, se asocia a monocitosis y a una enfermedad de
curso agresivo. Por ultimo, la proteina de fusién p230 kDa (transcrito e19a2) se asocia
a la denominada variante neutrofilica de la LMC, caracterizada por escasa mielemia y

frecuente trombocitosis.

Por otro lado, el diferente tamafio de las secuencias de BCR presentes en la
translocacion BCR-ABL parece dictar el perfil fenotipico de la LMC. En este sentido,
los estudios realizados en modelos animales han evidenciado que, si bien las tres
proteinas quiméricas BCR-ABL (p190, p210, p230) son capaces de inducir un cuadro
clinico similar a la LMC, difieren entre si en su capacidad de provocar una LAL [48].
Asi, p190 es el oncogén mas potente, mientras que la capacidad de p230 para inducir
independencia a los factores de crecimiento es incompleta. En el caso de la proteina

p190 da lugar a una enfermedad con menor tiempo de latencia y los ratones afectos
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desarrollan LAL B. En el caso de p210 los ratones transgénicos desarrollan leucemias
B, T y de origen mieloide, y aquellos que expresan la proteina p230 presentan un mayor

periodo de latencia y desarrollan procesos menos agresivos.

A este respecto, se ha sugerido que las diferencias en la capacidad
transformadora podrian derivar de los sustratos especificos activados por cada una de

las oncoproteinas.

De lo anteriormente expuesto cabe destacar que, mientras la region ABL del
gen BCR-ABL se mantiene casi invariablemente constante, el tamafio de la region BCR
difiere de unos enfermos a otros, lo que sugiere que sea posiblemente ABL el principio
transformante de la molécula. En apoyo de esta hipdétesis iria el hecho de que existen
leucemias en las que el gen ABL se fusiona con genes distintos a BCR, como ocurre en

la translocacion TEL-ABL, descrita en pacientes con LMA [49].
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Figura 3. Formas de la oncoproteina BCR-ABL. Figura tomada de

Deininger et al[50]

Por otra parte, la translocacion reciproca t(9;22) da origen también a un gen
quimeérico de tipo ABL-BCR en el cromosoma 9 derivativo (9q+) [42]. Cabe destacar, no
obstante, que aungue es posible detectar ARNm ABL-BCR en un 60% de los casos de
LMC, no se ha demostrado hasta el momento la existencia de ninguna proteina ABL-
BCR viable, por lo que se desconoce el papel de estos transcritos en la patogénesis de la

enfermedad [35].

Existen datos que apoyan la hip6tesis de que la formacién del gen hibrido BCR-
ABL pueda no ser la alteracion inicial o Unica responsable de la aparicion de la LMC.
En este sentido, diversos estudios han demostrado la existencia de células clonales Ph-

negativas en la sangre periférica de pacientes con LMC Ph-positiva mediante el analisis
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de expresion de los isoenzimas de la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa [51-53].
Ademaés, se ha descrito la adquisicion del cromosoma Ph en el curso evolutivo de
enfermos con LMC Ph-negativa [54]. Més recientemente, diversos autores han referido
la aparicion de alteraciones citogenéticas en los progenitores Ph-negativos de enfermos
en respuesta citogenética completa obtenida tras tratamiento con interferon (IFN) [55] o
imatinib [56-58]. Como explicacion a esto Gltimo se ha postulado la coexistencia desde
el inicio del tratamiento de dos poblaciones, una correspondiente a la LMC vy otra
distinta mielodisplasica, esta Gltima minoritaria al diagndstico de la LMC pero que
podria adquirir una ventaja proliferativa tras la inhibicion farmacoldgica de los
progenitores Ph-positivos. Con todo, no es posible descartar otras hipdtesis, como la de
que en la LMC existirian precursores leucémicos Ph-negativos cuya inestabilidad
genética facilitaria la eventual adquisicion de alteraciones citogenéticas, entre ellas el
cromosoma Ph o, en el caso concreto del imatinib, que sea este farmaco el responsable
de inducir dichas alteraciones en los progenitores hematopoyéticos sanos. Por otra parte,
la expresion del gen BCR-ABL puede no ser suficiente para el desarrollo de la LMC,
dado que en aproximadamente un 30% de las personas adultas sanas es posible detectar
transcritos BCR-ABL en sangre periférica si se utilizan técnicas moleculares de alta

sensibilidad [59, 60].

Con respecto a este punto, cabe recordar que para que una alteracion molecular
tenga potencial transformante es necesario que produzca una proteina oncogeénica

funcional en un progenitor inmaduro con capacidad de autorrenovacién. Asi, los
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transcritos BCR-ABL detectados en los leucocitos circulantes de los individuos sanos
podrian haberse generado en células maduras, incapaces de autoperpetuarse, de forma
que eventualmente acabarian desapareciendo de la sangre como consecuencia de los
procesos normales de diferenciacion y muerte celular. Por otra parte, se ha descrito que
los transcritos BCR-ABL detectados en la sangre de sujetos sanos tienen con frecuencia
estructuras anémalas que probablemente impiden la formacion de proteinas BCR-ABL

funcionales [60].

También cabe considerar el papel que podria desempefiar el sistema inmune,
mediante su capacidad de eliminar precozmente las células BCR-ABL positivas que
aparecen ocasionalmente en las personas sanas. Por Gltimo, podria suceder que fuera
imprescindible la adquisicion de mutaciones adicionales en la clona BCR-ABL para que
pudiera producirse su expansion clonal efectiva, si bien en modelos animales la

expresion de BCR-ABL es suficiente para la transformacion leucémica [61, 62]

En la LMC es posible distinguir dos poblaciones de células madre Ph-positivas
en funcién de su actividad mitotica [63]. Un primer subgrupo de progenitores tendria
alterados los mecanismos de control del ciclo celular en favor de una intensa
proliferacion y diferenciacion en células mas maduras. En cambio, existiria un segundo
grupo que estaria constituido por progenitores Ph-positivos quiescentes, en fase GO, que

podrian ser los responsables del mantenimiento de la LMC a largo plazo. De hecho, se
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ha comprobado la capacidad de los progenitores CD34+ Ph-positivos en fase GO de

reproducir la leucemia a las 6-8 semanas de ser trasplantados a ratones irradiados [64].

1.4.3 CONSECUENCIAS BIOLOGICAS DE LA TRANSLOCACION BCR-ABL

Las alteraciones estructurales derivadas de la formacion de la proteina BCR-
ABL tienen como consecuencia una desregulacion del efecto tirosinacinasa, de forma
que la enzima esta activada continuamente [65]. El resultado de ello es la activacion
anoémala de una serie de vias de transmision intracelular de sefiales en los progenitores
Ph positivos, que conduce a un incremento de su actividad proliferativa, a una alteracion
de su adhesion al estroma medular, y a una disminucion de la apoptosis celular, siendo

estos procesos la base de la patogénesis de la LMC [50].

Son muchas las vias de sefializacidn que estan activadas de forma mantenida por
la oncoproteina BCR-ABL. Sin embargo, es dificil relacionar una via especifica de

sefiales con un efecto bioldgico concreto.

A continuacion, se describen los efectos biol6gicos secundarios a la activacion

de BCR-ABL vy las principales vias comprometidas:
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autocrine feedback

Figura 4. Vias de transduccion de sefial implicadas en la LMC. Imagen tomada
de Thielen et al, New insights into the pathogenesis of chronic myeloid leukaemia:

towards a path to cure [66].

a. Incremento de la proliferacién celular

BCR-ABL juega un papel preponderante en la induccion de la proliferacion

neoplasica de la LMC. Dos de las vias a través de las cuales se cree que BCR-ABL
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estimula la proliferacion celular son: 1) La activacion de rutas de transduccion de sefal
estimuladoras de la proliferacion celular; 2) La induccion de inestabilidad gendmica,
por interferencia con los mecanismos de reparacion del ADN, que puede promover la

supervivencia de clonas con alteraciones genéticas secundarias.

a.l. Rutas de transduccion de sefial activadas por BCR-ABL. Funcion de
las proteinas tirosinafosfatasas (PTPs), proteinas inhibidoras de la sefializacion por

citocinas (SOCS) y papel de MYC.

BCR-ABL activa diversas rutas de transduccion de sefial, entre ellas las rutas de
JAK/STAT, Raf/MEK/ERK y PI3K/Akt, lo que resulta en un aumento de la

proliferacion celular [67].

En los mamiferos, la ruta JAK/STAT es el principal mecanismo de sefializacion
para una amplia variedad de citocinas y factores de crecimiento e interviene en la
proliferacion celular, la diferenciacion, la migracion celular y la apoptosis. Estos
eventos celulares son esenciales, entre otros procesos, para la hematopoyesis y el
desarrollo inmunoldgico. En este sentido, es bien conocido que las mutaciones que
activan de forma constitutiva o provocan la pérdida de regulacion de la ruta de

transduccion de sefial JAK/STAT pueden causar una gran variedad de leucemias [68].
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En la LMC, JAK2 y STATS estan activados de forma mantenida. Si bien, la
produccion de IL-3 y G/GM-CSF es escasa en los progenitores leucémicos quiescentes,
estos pueden entrar en ciclo celular e iniciar la produccién autocrina de dicha citocina y
factor de crecimiento, activando de esa forma la via de JAK-STAT. Ademés, BCR-ABL
puede activar directamente dicha via. Por otro lado, la inhibicion de JAK2 disminuye
notablemente los niveles de BCR-ABL, reduciendo con ello la sefial oncogénica. Asi, se
ha demostrado que el bloqueo farmacoldgico de JAK2 supera la resistencia a imatinib
en lineas celulares resistentes, incluyendo aquellas con la mutacién T3151 o en fase de

CB [66].

De forma fisioldgica, esta ruta estd regulada por las proteinas tirosinafosfatasas
(PTP) y las proteinas SOCS (en inglés, Supressor Of Cytokine Signaling)[69]. Las PTPs
eliminan los grupos fosfato de los receptores de citocinas, asi como de los factores de
transcripcion STAT activados, inhibiendo de esta forma la sefial de proliferacion [70].
Datos experimentales sugieren que para la transformacion leucémica seria necesario, no
solo la existencia de una actividad desregulada de BCR-ABL, sino también la pérdida
de funcién de algunas PTPs inhibidoras [71]. De hecho, varias PTPs inhiben la
actividad de la enzima ABL normal y de la proteina de fusion BCR-ABL, mediante la
defosforilacion de ABL y de sus sustratos [72-74]. Concretamente, se ha observado que
la sobreexpresion del gen de la proteina tirosinafosfatasa PTP1B (PTPN1) antagoniza la
sefial de la tirosinacinasa p210 BCR/ABL e inhibe la transformacion de fibroblastos que

expresan BCR-ABL [75], al parecer por defosforilacién directa de la proteina BCR-
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ABL [71]. Mientras que la inhibicion de PTP1B (PTPN1) se acompafia de la aparicion
de resistencia a imatinib en células leucémicas BCR-ABL positivas [76]. De forma
anéloga a PTP1B, la PTP-SHP1 (SHPTP1) puede interactuar e inhibir parcialmente la
funcion de ABL [77] y de BCR/ABL [78]. Otros autores han observado que la actividad
de la tirosinafosfatasa 2A (PP2A) esta marcadamente inhibida en la fase de CB de la
LMC [79]. PP2A es una serin/treonin fosfatasa que actla como supresor tumoral
revirtiendo la fosforilacion de proteinas que intervienen en las vias de regulacion y
progresion del ciclo celular, replicacion del DNA, transcripcion de genes y traduccion
de proteinas. BCR-ABL indirectamente inhibe PP2A, al estimular la produccion de la
proteina SET que inhibe fisioldgicamente PP2A. El tratamiento con imatinib restablece

los niveles de PP2A [79, 80].

Las proteinas SOCS también acttan en la regulacién de las rutas de transduccién
de sefial mediada por citocinas, desempefiando asi maltiples funciones en el crecimiento
celular, diferenciacion y apoptosis [81]. Entre otras funciones, impiden la fosforilacién
de STAT a través de la inhibicion directa de JAK o por competicién con STAT por los
sitios de unidn fosfotirosina de los receptores de citocinas [82]. El papel que juegan las
proteinas SOCS en la LMC no esta claro. Se ha observado que las proteinas SOCS
pueden inhibir la sefializacion inducida por diversos oncogenes como Tel-JAK2 y BCR-
ABL, mientras que al mismo tiempo BCR-ABL induce su expresién. SOCS1 [83] y
SOCS3 [84] se expresan constitutivamente en las células de la LMC y se correlacionan

ademas con la respuesta al tratamiento con interferén. SOCS2 se sobreexpresa en las
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fases avanzadas de la LMC y parece jugar un papel en el fracaso al tratamiento con

imatinib [85].

Por otro lado, la activacién del protooncogén C-MYC juega un papel central en
la sefializacion de la LMC [86] y en la transformacion celular mediada por BCR-ABL
[87], estimulando la proliferacion celular por la activacion de enzimas del ciclo celular.
Este gen se encuentra con frecuencia sobreexpresado en la transformacion a crisis

blastica[88-90].

a.2 Inestabilidad genomica. Interaccion con los mecanismos de

reparacion del ADN.

Existe evidencia de que la actividad BCR-ABL interfiere con los mecanismos de
reparacion del ADN vy facilita la inestabilidad gendmica de la clona proliferante,
mediante su efecto promotor de la supervivencia de clonas con alteraciones genéticas
secundarias [91]. BCR-ABL aumenta los niveles de radicales libres de oxigeno (ROS)
que causan dafo oxidativo en el ADN que, en caso de que no se repare correctamente,
podria dar lugar a mutaciones de BCR-ABL vy al desarrollo de resistencia a imatinib
[92-94]. De hecho, se ha observado que la sobreexpresion de BCR-ABL aumenta la tasa
de roturas de ADN de doble cadena [en inglés, double strand breaks (DSB)] en lineas
celulares hematopoyéticas y en células CD34+ de pacientes con LMC, tanto normales

como leucémicas [95]. Por otra parte, BCR-ABL interfiere con los mecanismos
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reguladores de la reparacion de las rupturas de doble hebra [96-99]. Por ejemplo, BCR-
ABL estimula especificamente la reparacion de rupturas de doble hebra a través del
mecanismo de reparacion por recombinacion homdéloga no conservativa [en inglés,
single-strand annealing (SSA)], una via de reparacion del ADN que es mutagénica, ya
que introduce secuencias de ADN repetitivas y elimina la secuencia entre las
repeticiones [97]. Ademéas BCR-ABL inhibe la subunidad catalitica de la ADN
proteincinasa (ADN PKcs) [98], implicada en la reparacion por recombinacion no
homdloga [en inglés, nonhomologous end-joining (NHEJ)], asi como en la actividad de
reparacion por mismatch, lo cual inhibe la apoptosis e incrementa la tasa de mutaciones
[99]. Por otra parte, BCR-ABL regula la reparacion por escision de nucleétido (NER),
una via que juega un papel importante en la reparacion de DSBs y una amplia gama de
otro tipos de lesiones del ADN [100, 101], aunque su efecto parece ser diferente en
funcion del tipo celular implicado. Por ejemplo, mientras que p210 BCR-ABL reduce la
actividad de NER en las células linfoides, lo que lleva a la hipersensibilidad a los rayos
UV y mutagénesis, la expresion de p210 BCR-ABL en células mieloides facilita la
reparacion NER e induce la resistencia a los rayos UV [96]. Concretamente, BCR-ABL
interactia con la proteina ERCC3 (XPB), formando un complejo esencial en la
activacion de las primeras etapas de la NER [96]. Esta interaccién de BCR-ABL con la
ruta de reparacion NER también tiene consecuencias en la respuesta al tratamiento, ya
que recientemente se ha demostrado que imatinib disminuye la eficacia de NER en las

células leucémicas que expresan BCR-ABL [102].
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De todos estos datos se desprende que el funcionamiento normal de los
mecanismos de reparacion del ADN es perturbado por la actividad BCR-ABL, hecho
que podria provocar un incremento de la mutagénesis y de la inestabilidad genémica de

las células leucémicas[103].

b. Alteracion de la adhesion al estroma medular

El proceso de adhesion y anidamiento de los progenitores hematopoyéticos en el
microambiente medular estd mediado por una serie de receptores transmembrana
denominados integrinas (fundamentalmente de tipo 1) y diversas proteinas
estructurales y del citoesqueleto, tales como la paxilina, la talina y la actina [104]. A su
vez, la proliferacion y diferenciacion de dichos progenitores estd regulada en
condiciones normales por las sefiales emitidas desde las células del estroma medular
[105, 106]. Los progenitores Ph-positivos de la LMC presentan una disminucion de su
adhesion al estroma medular, lo que les permite migrar desde la médula désea a los
capilares sanguineos en estadios precoces de maduracion, escapando asi de los
mecanismos inhibitorios de la proliferacion celular ejercidos habitualmente a nivel
medular [107, 108]. Datos recientes demuestran que la expresion de BCR/ABL en los
progenitores mieloides incrementa la adhesion a las células del estroma mediada por
betal-integrinas [109]. En este sentido, el efecto terapéutico del interferon (IFN) en la

LMC parece deberse, al menos en parte, a su capacidad de revertir los defectos de
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adhesion al estroma medular de los progenitores Ph-positivos, restableciendo de esta

forma los mecanismos regulatorios de la proliferacion celular[110].

c. Inhibicion de la apoptosis celular. Influencia de la actividad de la proteina

antiapoptética BCL-2.

La apoptosis es la muerte celular genéticamente controlada en respuesta a la
desregulacién de oncogenes, al estrés celular o al dafio en el ADN. Diversos estudios de
laboratorio han evidenciado una falta de apoptosis en las lineas celulares que expresan
BCR-ABL tras la retirada de los factores de crecimiento [111] o la induccién de dafio en

el ADN[112] [113].

Aunque originalmente descubierto por ser el oncogén responsable del linfoma
folicular B [284], BCL-2 codifica la sintesis de una proteina antiapoptotica implicada en
la patogénesis de numerosas neoplasias hematoldgicas. En la LMC se ha descrito un
aumento significativo de la expresién de BCL-2 en las fases acelerada y blastica de la
LMC, con respecto a su expresion en FC [114, 115]. Ademas, se ha observado que los
ratones transgénicos que expresan BCR-ABL dificilmente presentan evolucién a CB,
mientras que aquellos que ademas coexpresan BCL-2 en los progenitores mieloides
desarrollan una leucemia mieloide aguda con facilidad [116, 117]. Varios estudios han
mostrado el aumento de la expresion del gen antiapoptético BCL2 en las fases
avanzadas de la LMC comparados con los niveles objetivados durante la fase crénica

[114] [118]. En principio, la expresion de BCL2 podria facilitar la progresion de la
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LMC inhibiendo la apoptosis, y con ello promoviendo la supervivencia de las clonas

leucémicas con aberrancias genéticas[116].

El gen BCL2 codifica dos proteinas distintas, BCL2-a (26kDa) y BCL2-j
(22kDa). La proteina méas larga contiene un dominio hidrofébico transmembrana,
mientras que BCL2-B no posee dicho dominio y por ello se encuentra principalmente en
el citoplasma. La actividad antiapoptdtica parece estar restringida a la isoforma BCL2-
a [119]. Se han identificado varios SNPs en el gen BCL2 que podrian dan lugar a
cambios en la funcion de la proteina o en la expresion o splicing del gen. El potencial
efecto de dichos SNPs en el balance intranuclear de sefiales proapoptoticas y
antiapoptaticas es desconocido. Recientemente, los SNPs de BCL2 se han asociado con
la susceptibilidad a desarrollar LMC, asi como con la supervivencia de los pacientes con

diversas enfermedades hematol6gicas malignas [120-122].

d. Vias que intervienen en el mantenimiento de la célula madre

hematopoyética: Hedgehog, BMI-1, Wnt/B-catenina.

La via Hedgehog (Hh) juega un papel primordial en el desarrollo embrionario,

en la regeneracion tisular y en el mantenimiento de las células madre hematopoyéticas.

La pérdida de Smoothened (Smo), un componente esencial de la via Hh, se ha
correlacionado con una deplecién de las células madre de la LMC en modelos

experimentales[123, 124]. La inhibicion farmacologica de la sefializacion de Hh afecta
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no soélo a la propagacion de la LMC, sino también al desarrollo de clonas resistentes a
imatinib [125]. Estos datos indican que la via Hh es importante en el mantenimiento de
las células madre hematopoyéticas sanas y leucémicas y plantean la posibilidad de que
la resistencia al tratamiento de la LMC podria evitarse interfiriendo en la actividad de

esta via [126]

BMI-1, miembro del grupo Polycomb, es un gen implicado en la renovacion
celular y en la actividad proliferativa de las células madre hematopoyéticas, tanto
normales como leucémicas, actuando como represor del complejo supresor tumoral
pl6ink/pl4arf. En la LMC, el nivel de expresion de BMI-1 tiene significado pronostico
y parece correlacionarse con la transformacién a CB [127]. Por otro lado, se ha descrito
que la expresiéon elevada de BMI-1 previo al trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos se asocia a una mejor supervivencia, derivada de una baja incidencia
de enfermedad injerto contra huésped, sin influir en el riesgo de recaida leucémica [128,

129]

La via Wnt/B-catenina es también crucial para la autorrenovacion de las células
madre hematopoyéticas. En condiciones normales, B-catenina se une a la axina y a
GSK3B, vy tras su fosforilacion es degradada en el proteosoma. BCR-ABL facilita la
activacion de B-catenina fosforilando sus residuos Y86 e Y654, estabilizando su
estructura y evitando su degradacion en el proteosoma. La forma activada de B-catenina

pasa al nucleo donde interacciona con el factor de transcripcion LEF/TCF, regulando la
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transcripcion de genes como C-MYC y CICLINA D1. En la LMC, la sobreexpresion de
B-catenina en los progenitores granulomonociticos se ha implicado en la patogénesis de
la transformacién a la CB mieloide, al conferir capacidad de autorrenovacion a dichos
progenitores [130]. Por dltimo, se ha demostrado que el tratamiento con imatinib
disminuye la fosforilacion de los residuos tirosina de la B-catenina y facilita su

degradacion por el proteosoma [131, 132].

1.5 PATOGENESIS DE LA PROGRESION A CRISIS BLASTICA

Mientras que la patogénesis de la fase cronica de la LMC esté bien establecida,
los mecanismos implicados en la transformacién de la enfermedad son desconocidos en
muchos casos. Con todo, parece evidente que la progresion de la LMC es consecuencia
de la inestabilidad genética de la clona proliferante y que ésta depende en gran medida

de la actividad de la proteina BCR-ABL.

Asi, las lineas celulares que poseen proteinas tirosinacinasa activadas, como
BCR-ABL, acumulan més dafio en el ADN que si dichas enzimas estan inactivas, a
pesar de que su capacidad para reparar el ADN parece ser mayor [133, 134]. La
combinacion de mas dafio de ADN y mas actividad reparadora podria resultar en una
reparacion menos exacta. BCR-ABL regula de forma positiva los genes antiapoptoticos
BCL-2 y BCL-X, lo que promueve la supervivencia de clonas con alteraciones genéticas
secundarias. Por otro lado, BCR-ABL es capaz por si mismo de causar dafios en el

ADN al incrementar los radicales libres de oxigeno (ROS) [135], dado que estos pueden
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inducir transversiones y transiciones de pares de bases de ADN. Recientemente, se ha
demostrado que el nivel de expresion de BCR-ABL en los progenitores leucémicos

CD34+ aumenta con la progresion de la enfermedad[136-138] [103].

Todo lo anterior puede sentar las bases para la adquisicion de nuevas
aberraciones cromosOmicas, mutaciones y cambios en la expresion génica que

caracterizaran la progresion de la LMC a la CB.

-Stop en la diferenciacion
-Inestabilidad gendmica
-Acortamiento de telémeros
-Péerdida de la funcion
supresora tumoral

Diferenciacion
P——

CML stem cell CML progenitor cell

[riss basica |
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Figura 5. Patogénesis de la progresion a crisis blastica. Figura tomada de Melo et
al, Chronic myeloid leukaemia as a model of disease evolution in human cancer. Nat

Rev Cancer [103]
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1.5.1 BLOQUEO DE LA DIFERENCIACION CELULAR

Una diferenciacion deficiente o andmala es comun en las enfermedades
hematologicas malignas y tumores solidos con mal pronostico. Esta diferenciacion
alterada implica una interferencia patoldgica con los programas de diferenciacion que
comprometen la activacion de genes especificos por factores de transcripcion. Dicha
interferencia puede venir instigada por productos de oncogenes, como ha sido
demostrado por la supresién del factor de transcripcion CEBPa por BCR-ABL. CEBPa
activa la transcripcion del receptor del factor estimulador de colonias granulociticas y
del gen ID1 en las células mieloides. CEBPa se expresa en la médula 6sea normal y en
muestras de pacientes con LMC en fase crénica, siendo indetectable en la LMC en CB.
BCR-ABL suprime la traduccion de CEBPa aumentando la estabilidad del regulador de
la traduccién HNRPE2[139]. La unién de HNRPE2 con el ARNm de CEBPa inhibe la
traduccion del factor de transcripcion. La expresion de HNRPE2 esta inversamente
correlacionada con CEBPa en las células que expresan BCR-ABL. La suspension de la
traduccion de CEBPa por la induccion de HNRPE2 por BCR-ABL puede llegar a ser un
evento clave responsable de la detencion de la diferenciacién que se produce en la LMC

[79, 140].

Otros mecanismos de diferenciacion blogueados en la CB de la LMC son el
efecto de las mutaciones o translocaciones de genes, resultando en la formacion de

factores de transcripcion como AML-EVI1 o NUP98-HOXA9, genes de fusion que
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han sido descritos en casos aislados de CB mieloide [141]. Aunque el mecanismo
preciso del stop madurativo es desconocido, podria deberse al mal funcionamiento de
ambos factores de transcripcion que al actuar de forma cooperativa con BCR-ABL,
interferirian en la sefalizacién precisa para la correcta activacion de diferentes
programas. Tanto EVI-1 como HOXA9 son factores de transcripcion y su expresion
aberrante en el contexto de estas proteinas de fusion causa interrupcion de la
diferenciacion en el caso de AML-1/EVI-1 e incremento de la proliferacion en el caso

de NUP98/HOXAO [141, 142]

1.5.2 INESTABILIDAD GENOMICA

Los mecanismos de reparacion del dafio en el ADN se encuentran
comprometidos en la LMC, lo que contribuye a la inestabilidad genémica de las clonas
proliferantes [91]. Se ha propuesto que BCR-ABL induce mutaciones en genes
responsables de mantener la integridad gendémica y que tales mutaciones funcionan
como amplificadores del fenotipo inestable. De hecho, hasta un 50-80% de los pacientes
con CB presentan alteraciones cromosdmicas no aleatorias ademéas del cromosoma Ph.
Las mas frecuentes son la trisomia 8 y la duplicacién del cromosoma Ph, seguidas del
isocromosoma 17g y la trisomia 19, entre otras. Estos cambios genéticos son
marcadores de la progresion de enfermedad, pero no necesariamente son agentes
causales de la transformacién, a pesar de poder involucrar genes criticos (MYC, p53) en

la biologia celular[87, 143].
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1.5.3 ACORTAMIENTO DE TELOMEROS

El envejecimiento celular se ha asociado con un acortamiento progresivo de la
porcion distal de los cromosomas, los telomeros. Los telomeros son esenciales para la
estabilidad gendmica ya que protegen a los cromosomas de recombinaciones y fusiones.
Estan constituidos por una secuencia hexamerica repetida TTAGGG y un nimero de
proteinas asociadas protectoras y reguladoras con una forma de t-loop. La incapacidad
de la ADN polimerasa de replicar el fin de un cromosoma durante la sintesis final de la
hebra, resulta en una pérdida de las repeticiones teloméricas cada vez que una célula se
divide. Como consecuencia de ello, las células que no dispongan de un mecanismo
compensatorio que contrarreste estd perdida progresiva, presentardn un progresivo
acortamiento telomérico. Como resultado, los telomeros criticamente cortos son
reconocidos como roturas de cadena doble que consecuentemente producen paradas del
ciclo celular o la muerte celular por apoptosis. Por otro lado, los telomeros
disfuncionales pueden producir fusiones de region terminal con region terminal que dan
lugar a inestabilidad gendmica a través de la transicion a la anafase y posterior rotura
durante la mitosis dando lugar a aneuploidia. Ciclos repetidos de fusiones rotas, dan
lugar a una pérdida de la heterocigosidad y amplificacion de los genes que puede causar
activacion de oncogenes e inactivacion de genes supresores tumorales, facilitando la
transformacion maligna [144]. El elevado recambio de los progenitores
hematopoyéticos BCR-ABL positivos puede resultar en un acortamiento telomeérico

acelerado [145]. Asi, se ha objetivado un menor tamafio telomérico en las células
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leucémicas de pacientes con LMC de alto riesgo de Hasford que en las de los pacientes
de bajo riesgo. A su vez, la longitud telomérica se correlaciona con el tiempo restante
antes de la progresion de la enfermedad [145], de forma que los telémeros en la crisis
blastica y en la fase acelerada son significativamente méas cortos que en la fase cronica
[146, 147]. Se ha objetivado un aumento de hasta 50 veces en la actividad de la
telomerasa durante la crisis blastica, lo que va intimamente asociado con la adquisicion

de aberraciones citogenéticas.

Todo ello sugiere que los mecanismos subyacentes a la inestabilidad genética en
la LMC como la amplificacion genética, la aneuploidia y la pérdida de heterocigosidad
podrian resultar de unos telémeros disfuncionales que parecen ir asociados a un
aumento de la actividad de la telomerasa. Esto Gltimo se ha correlacionado con una
menor supervivencia de los pacientes [148-150]. Por todo ello, la inhibicion de la
telomerasa podria representar una nueva diana terapéutica para el manejo de las

neoplasias mieloproliferativas [151].

1.5.4 PERDIDA DE LA FUNCION SUPRESORA DE TUMORES

El gen supresor de tumores TP53 se encuentra inactivado en mas de un 30% de
casos de CB de estirpe mieloide y raramente en la CB linfoide o en la FC de la LMC.
La peérdida funcional de p53 podria ser consecuencia del aumento de la degradacion de
la proteina debido a la estimulacién BCR-ABL dependiente de su inhibidor MDM2, a
nivel postraslacional y/o traslacional [152]. Por otra parte, alrededor de la mitad de los
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pacientes con CB de linea linfoide presentan deleciones del exon 2 de INK4A/ARF, que
involucran tanto a p16 como a p19, dos proteinas que controlan la progresion del ciclo
celular G1/S y regulan positivamente p53 [153]. No se conoce la razén por la que
determinados genes supresores de tumores estan afectados de forma preferente en

funcién de la estirpe celular de la CB.

Recientemente, se ha descrito que la actividad del supresor de tumores PP2A
podria estar implicada en la patogénesis de la progresion de LMC. Asi, el aumento en
los niveles de BCR-ABL incrementa la expresion de la fosfoproteina SET, un regulador
negativo de PP2A [79, 154]. De este modo, la sobreexpresion de BCR-ABL que se
produce durante las fases avanzadas de la LMC podria incrementar la actividad de SET
y disminuye asi la del supresor tumoral PP2A. En estudios in vitro y en modelos
murinos, la restauracion de la actividad PP2A por parte del activador forscolina, parece
disminuir el potencial leucémico de BCR-ABL, lo que sugiere una posible diana para

frenar o remitir la progresion de LMC.

1.6 TRATAMIENTO

1.6.1 DESDE EL ARSENICO HASTA IMATINIB

La primera descripcion de un tratamiento frente a la LMC data de principios del
siglo XX, con la aplicacion de la solucion de Fowler’s, que contenia arsénico como

componente activo principal [155]. Posteriormente, se utiliz6 la radioterapia esplénica,
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con pobres resultados. En 1953, la introduccion del busulfan permitié un mejor control
sintomético de la enfermedad, pero algunos pacientes fallecian como consecuencia de la
aplasia prolongada que puede provocar este farmaco[l]. La hidroxiurea permitio
soslayar este problema debido a su mejor perfil de toxicidad, pero no modifico el curso
natural de la LMC hacia la CB [156] . En este sentido, el primer tratamiento capaz de
prolongar la FC de la LMC fue el interferon alfa (IFN), introducido en la clinica en los
afios 80. Este farmaco permitia inducir respuestas citogenéticas completas (RCC:
desaparicion de las metafases Ph-positivas) en una pequefia proporcion de pacientes, los
cuales se beneficiaban de una supervivencia prolongada. Desde el punto de vista
biologico, el IFN puede generar toxicidad selectiva contra la clona leucémica,
incrementar la regulacién inmune y/o modular la hematopoyesis a través del

microambiente hematopoyético [157].

El conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en la patogénesis de
la LMC condujo al desarrollo de imatinib mesilato, el primer inhibidor selectivo de la
proteina tirosinacinasa BCR-ABL. Esta molécula es capaz de inhibir la
autofosforilacion de Abl, del receptor de PDGF y del receptor c-Kit, al ocupar

especificamente el sitio de union al ATP en la region catalitica de estas cinasas [158].
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Figura 6. Modo de accion de imatinib. Figura tomada de Hoffbrand, Tuttenham

y Catovsky, Blackwell Science, Oxford (2005) [159]

En 1998 se inici6 un estudio fase 1 de tratamiento con imatinib en pacientes con
LMC en FC resistentes o intolerantes a IFN. Un total de 83 pacientes recibieron dosis
escalonadas de imatinib, de 25 a 1000 mg/dia, por via oral. Un 98% de los que
recibieron una dosis > 300 mg/dia alcanzaron la respuesta hematoldgica, habitualmente
en las primeras 4 semanas de tratamiento [160, 161]. Los efectos secundarios fueron
moderados y consistieron fundamentalmente en la aparicion de edema periorbitario o
superficial, calambres musculares o mialgias, nauseas, diarrea, dolores dseos y, con
menor frecuencia, erupciones cutaneas. Si bien no se alcanzé la dosis maxima tolerable
de imatinib, se observé un aumento significativo en la frecuencia de efectos
secundarios, tanto hematolégicos como no-hematoldgicos, al administrar dosis

superiores a 750 mg/dia. Posteriormente, en un ensayo clinico fase 2 se trataron 454
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enfermos con LMC en FC intolerantes o resistentes a IFN con una dosis de 400 mg/dia
de imatinib. En este estudio se registré una tasa de respuesta citogenética completa
(RCC) del 41%, con un excelente perfil de toxicidad. ElI ensayo multicéntrico
internacional IRIS aleatoriz6 1106 pacientes con LMC en FC de nuevo diagnostico a
recibir imatinib (400 mg/dia) o la combinacion de IFN y citarabina a dosis bajas. Los
resultados a los 18 meses de seguimiento mostraron diferencias altamente significativas
a favor de imatinib, tanto en eficacia como en tolerancia. Asi, la tasa de RCC fue del
76% en los enfermos tratados con imatinib frente al 14% en los que recibieron IFN y
Ara-C. Ademas, los pacientes tratados con imatinib presentaron una menor tasa de
progresion a las fases de aceleracion vy crisis blastica. Por otra parte, en menos del 3%
de los pacientes asignados a imatinib fue preciso suspenderlo por intolerancia, frente a
un 31% de los tratados con IFN y Ara-C. Estos resultados sirvieron como base para la
aprobacién de imatinib como tratamiento de primera linea en la LMC. El seguimiento a
largo plazo del brazo de imatinib del estudio IRIS ha puesto de manifiesto la obtencion
de una RCC en el 83% de los pacientes. Por ello, para poder definir de manera mas
precisa la profundidad de la respuesta, se introdujo el concepto de respuesta molecular
mayor (RMM), correspondiente a una reduccion de 3 logaritmos de la carga leucémica
inicial. Dicho grado de respuesta se alcanza a largo plazo en més de la mitad de los
pacientes y en una tercera parte de los casos la enfermedad llega a hacerse indetectable
con los métodos convencionales de analisis molecular, situacion que se conoce como
respuesta molecular completa (RMC). En el estudio IRIS, la supervivencia global de los

pacientes tratados con imatinib en primera linea es del 85% a los 8 afios, alcanzando el
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93% si se consideran Unicamente las muertes debidas a progresion de la LMC. Un
hallazgo particularmente interesante ha sido comprobar como la mayoria de eventos de
progresion a las fases avanzadas de la enfermedad ocurren dentro de los tres primeros
afios de tratamiento, siendo infrecuentes a partir de entonces. Asi, en la actualizacion
mas reciente del estudio se evidencia que en los Gltimos afios de seguimiento se han
registrado méas muertes por causas no relacionadas con la LMC que por la enfermedad
en si. La obtencion de una RMM dentro de los primeros 18 meses del tratamiento se
asocia a una supervivencia global cercana al 100% a los 8 afios y a una supervivencia
libre de progresion del 95%. Por ello, el logro de una RMM en los primeros 18 meses
de tratamiento constituye un objetivo primordial del tratamiento con imatinib de la

LMC.

En el afio 2006, un grupo de expertos internacionales, bajo el patrocinio de la
European LeukemiaNet, establecio los criterios de respuesta a imatinib en los pacientes
con LMC en FC de nuevo diagndstico tratados con la dosis estandar del farmaco (400
mg/dia). Dichos criterios fueron actualizados en el afio 2009 tras recoger los datos
proporcionados por el seguimiento mas prolongado del estudio IRIS y la informacion
procedente de otras fuentes [162]. En esencia, se tiene en cuenta el grado de respuesta
obtenido a los 3, 6, 12 y 18 meses desde el inicio del tratamiento, asi como la pérdida de
una respuesta previamente obtenida o la aparicién de mutaciones, para considerar la
respuesta como Optima, suboptima o fracaso. En el caso de fracaso el cambio de

tratamiento es obligado. Por su parte, cuando la respuesta es subdptima se aconseja el
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aumento de dosis de imatinib o el cambio de tratamiento. Los resultados del estudio
IRIS se han visto corroborados en otras series, como la del hospital Hammersmith [163]
o0 la del grupo espafiol PETHEMA [164]. Como contrapartida, se ha confirmado que a
largo plazo, ya sea por respuesta inadecuada o por intolerancia, un tercio de los
pacientes deben abandonar definitivamente imatinib para recibir otros tratamientos,

habitualmente inhibidores de segunda generacion como dasatinib o nilotinib.

1.6.2 RESISTENCIA A IMATINIB

La introduccion de imatinib modifico radicalmente la historia natural de la
LMC, pero existe un grupo de pacientes con respuesta inadecuada a dicho tratamiento.
La progresion a fases mas avanzadas de la enfermedad representa ain una de las causas
importantes de mortalidad en los pacientes con LMC, dado que esta situacion es
incurable en la mayoria de casos [165]. Los enfermos resistentes a imatinib pueden serlo
de entrada (resistencia primaria) o tras presentar una respuesta transitoria (resistencia
secundaria). En un estudio de 300 pacientes con LMC tratados con imatinib en un Unico
centro aleméan el porcentaje de pacientes en FC, FA y CB que no alcanzaron remisién
hematol6gica completa fue del 3%, 9% y 51%, respectivamente. A su vez, el porcentaje
de pacientes que presentaron una recaida hematologica después de la respuesta inicial

(resistencia secundaria) fue del 22%, 32% y 41%, respectivamente [166].
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En los ultimos afios se ha profundizado en el conocimiento de los mecanismos

de resistencia a imatinib, destacando en este sentido el papel primordial de las

mutaciones en el dominio cinasa del gen BCR-ABL.
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Figura 7. Factores que influyen en la resistencia a imatinib. Figura tomada de

Bixby et al, Mechanisms of resistance to tyrosine kinase inhibitors in chronic myeloid

leukemia and recent therapeutic strategies to overcome resistance [167]

La frecuencia de mutaciones de BCR-ABL varia en funcién de la fase evolutiva

de la LMC y de si la resistencia es primaria o secundaria. Asi, en los pacientes en FC

con resistencia primaria a imatinib pocas veces se detectan mutaciones, siendo éstas

mas frecuentes en las resistencias secundarias y, sobre todo, en las fases avanzadas de la

enfermedad. Las mutaciones mas relevantes en BCR-ABL alteran los puntos de contacto

entre imatinib y la proteina BCR-ABL o inducen alteraciones estructurales que impiden
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la unién con imatinib, induciendo el paso de la forma inactiva a la forma activa de la
proteina. Algunas mutaciones dan lugar a un fenotipo de resistencia completa al
farmaco in vitro, mientras que otras son relativamente sensibles siendo posible vencer la

resistencia con aumento de la dosis de imatinib. [168-170].

Otros mecanismos de resistencia a imatinib son la amplificacion de BCR-ABL,
la activacion de vias de sefializacion independientes de BCR-ABL y las variaciones en
los mecanismos de distribucion y transporte transcelular del farmaco. La amplificacion
de BCR-ABL se observa fundamentalmente en las fases avanzadas de la LMC,
detectdndose muy ocasionalmente en la FC. La activacion de vias de sefializacion
alternativas como las de Ras/RAf/Mek, MAP cinasa, JAK/STAT o de las Src cinasas,
asi como la desregulacion epigenética[171, 172] pueden inducir resistencia a los

inhibidores de tirosina cinasa por mecanismos independientes a BCR-ABL [173, 174].

Por otro lado, los mecanismos de distribucion y transporte transcelular de los
inhibidores de tirosinacinasa pueden influir en la eficacia al tratamiento. Asi, diversos
estudios han correlacionado los niveles plasmaticos de imatinib con la respuesta al
mismo[175-178]. Ademas la capacidad de imatinib para penetrar con éxito en el interior
de las células leucémicas puede depender de diferencias en la expresion y actividad de
los transportadores del farmaco [179-187]. La expresion aumentada del gen de
resistencia a multiples drogas (MDR1) causa un incremento en la glicoproteina P que va

asociado a un aumento de resistencias [188]. Los pacientes con menor actividad
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funcional de hOCT1, molécula implicada en el transporte intracelular de imatinib,
tuvieron una menor tasa de respuesta molecular mayor cuando se trataron con la dosis
estandar de imatinib [189]. Por otro lado, el secuestro de imatinib en el plasma por la
proteina sérica alfa-1 &acido glicoproteina (AGP) puede reducir la concentracion

intracelular activa capaz de bloquear a BCR-ABL.

En la actualidad se dispone de inhibidores de BCR-ABL mas potentes para el
tratamiento de los pacientes que fracasan a imatinib, capaces de soslayar algunos de los
mecanismos de resistencia anteriormente mencionados. Dasatinib es una molécula
inhibidora dual capaz de bloquear de forma potente la actividad de numerosas cinasas,
entre ellas Abl y Src. Estudios in vitro han demostrado que dasatinib es capaz de inhibir
hasta 300 veces mas la proliferacion de diversas lineas celulares transfectadas con las
formas no mutadas de BCR-ABL, siendo activo frente a la mayoria de la formas
mutadas de BCR-ABL [190, 191]. Nilotinib es entre 20 y 50 veces mas potente que
imatinib a la hora de inhibir la proliferacién de células que expresan la proteina BCR-
ABL no mutada y ademas permite bloguear la mayoria de las mutaciones de BCR-ABL
que confieren resistencia a imatinib [192, 193]. A diferencia de imatinib ni dasatinib, ni
nilotinib son sustratos de OCT-1 [194, 195]. Sin embargo, ambos inhibidores son
ineficaces para los casos con mutacién T3151 de Bcr-Abl [160, 196]. En este sentido,
cabe destacar que existe un nuevo farmaco, ponatinib, que es muy activo frente a esta
mutacion [197]. Ademas de ser ineficaces para dicha mutacién, estudios in vitro en los

que se utilizan células troncales hematopoyéticas han demostrado que ninguno de los
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dos inhibidores antes mencionados era capaz de eliminar la fraccion leucémica

quiescente presente en LMC [190].

Imatinib puede inhibir células mononucleares de LMC, obtenidas tanto en fase
cronica como en crisis blastica, asi como reducir el nimero de colonias provenientes de
sangre periférica y médula dsea de pacientes con LMC en fase crénica e inhibir la
proliferacion y el ciclo celular de progenitores primitivos CD34+CD38- y células
comprometidas CD34+CD38+, sin alterar el comportamiento de células normales. Cabe
mencionar los estudios realizados por el grupo de Holyoake, en los que se demuestra
que en pacientes con LMC existe una subpoblacién CD34+ altamente quiescente en
donde la mayoria de las células son Ph+ capaces de entrar a un estado proliferante [198,
199]. Dichas células son insensibles al efecto de imatinib e incluso permanecen viables
y quiescentes en presencia de factores de crecimiento, lo que indica resistencia de la
poblacién leucémica al efecto inhibidor de imatinib. Otros grupos han confirmado estas
observaciones al demostrar la persistencia de células stem leucémicas con capacidad
proliferativa en pacientes con respuestas citogenéticas completas mantenida durante
afios[200, 201]. Por ultimo, los estudios de discontinuacion de imatinib han evidenciado
que mas de la mitad de los pacientes en respuesta molecular profunda recaen poco
después de la suspension del farmaco, lo que sugiere que este agente no es capaz de

curar la LMC en la mayoria de casos [202, 203].
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2. VARIABILIDAD GENETICA HUMANA Y SU INFLUENCIA EN LA

LMC

La variabilidad genética interindividual es uno de los factores que podrian
influir en la susceptibilidad a desarrollar una LMC y en la respuesta al tratamiento, a
pesar de lo cual la informacion disponible al respecto es muy limitada. La variabilidad
genética es una medida de las diferencias que existen a nivel genético entre unos
individuos u otros y entre poblaciones de la misma especie. Se basa en el hecho de que
dentro de los individuos de una misma especie existen variaciones naturales en el
genoma que producen diferencias a nivel genotipico y fenotipico. Las variaciones
naturales del genoma que constituyen modificaciones de la secuencia del ADN en los

individuos de una especie se denominan polimorfismos.

Formalmente se define la variabilidad genética como la tendencia de los
genotipos de una poblacion a diferenciarse, entendiendo el genotipo como la
informacién genética contenida en su genoma. Existen tres fuentes primarias de
variabilidad genética: la recombinacién genética que se produce durante la formacion de
los gametos, el flujo génico (o transferencia de genes de una poblacion a otra) y las

mutaciones genéticas.
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2.1 POLIMORFISMOS GENETICOS

Formalmente los polimorfismos genéticos se definen como aquellas posiciones
del genoma en las que se producen variaciones de la secuencia del ADN, en las que
existen al menos dos variantes o alelos, y en los cuales el alelo mas comdn tiene una

frecuencia poblacional menor del 99% [204].

La mayor parte de los polimorfismos genéticos en humanos se pueden dividir en
dos grupos: los que derivan de la sustitucion de un nucledtido por otro, llamados
comunmente SNP (siglas de su nombre en inglés, single nucleotide polymorphism) y
los que derivan de la insercion o eliminacion de uno o méas nucleotidos, llamados IDP

(insertion deletion polymorphism) o, méas frecuentemente, «indels»[205]

2.1.1 INDELS

Un polimorfismo de insercion/supresion (indel) es un tipo de variacién genética
en la que una secuencia nucleotidica especifica estd presente (insertion) o ausente
(deletion). Inicialmente hacia referencia a los dos tipos de mutaciones genéticas donde
existia una ganancia o una pérdida de una secuencia de ADN, lo que podia generar
algun tipo de alteracion funcional con consecuencias patoldgicas. No obstante, se cree
que la mayoria de indels no son causantes de enfermedades por si mismos, dada su
enorme frecuencia en el genoma (alrededor de 3 millones de los 15 millones de

polimorfismos genéticos conocidos [206]). Los indels pueden ser dialélicos o
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multialélicos, implicar desde 1 pb hasta 10000 pb y estar localizados tanto en regiones

codificantes como no codificantes [207].

Mills y colaboradores estudiaron 1,96 millones de indels, de los que 2123(0,1%)
afectaban a exones codificantes de genes humanos, con potencial efecto en la secuencia
y funcionalidad de las proteinas resultantes. En total, se localizaron indels codificantes
en 1300 exones y 1205 genes, lo que supone el 5,8% de los genes en el genoma
humano. Estos datos indican que los humanos sanos son portadores de una importante

carga genética de indels codificantes. [207] [208].

Alrededor del 10% de los indels codificantes estan superpuestos a uno 0 mas
exones y de estas variantes se esperaria la suspension de la funcion del gen. EI 90%
restante se localiza entre exones codificantes y de ellos mas de la mitad se espera que
causen codones de terminacion temprana (PTC). Los PTC que ocurren en el exon final
3’ pueden producir mRNA que codifique nuevas proteinas que tengan una ganancia de
la funcidn o efectos negativos dominantes. Por ultimo, algo menos de la mitad de indels

codificantes mantienen los marcos de lectura abierta de la proteina original.

Por otro lado, cuando los indels se encuentran en regiones no codificantes
pueden generar cambios en los niveles de expresion y/o en el proceso de splicing
alternativo del ARN. Los indels también poseen la capacidad de alterar la fusion y el

espaciado de las secuencias de ADN dentro de las regiones promotoras e introducir
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codones de parada prematuros obteniéndose proteinas truncadas de estructura y funcion
diferente. Por ejemplo un indel de 5pb puede rotar un factor de transcripcién de un sitio
de union hacia el extremo opuesto de la hélice de ADN y un indel de 100pb podria
aumentar el espaciado entre dos sitios de uniéon por lo que determinadas interacciones
se verian interrumpidas. Estos indels en regiones promotoras son los que explicarian las

diferencias entre la expresion genética objetivada en diversos humanos.

Un indel que no es un multiplo de 3 nucle6tidos da como resultado un cambio en
la pauta de lectura y, por tanto resultara en la traduccion de una cadena diferente de
aminoéacidos. Las variantes indel que son multiplos de 3 nucle6tidos dan como resultado
una proteina con aminoacidos adicionales (insercion) o la pérdida de aminoacidos

(supresion), sin que el resto de la cadena de aminoacidos se vea afectada.

Un ejemplo de enfermedad ocasionada por indels seria la fibrosis quistica,
originada por una supresion de 3 pb en uno de los alelos del gen CFTR que resulta en
una proteina con un aminoacido menos[209]. Otro ejemplo seria el del sindrome del
cromosoma X fragil, causado por la insercion de material genético en la regién
promotora del gen FMR1 [210]. Finalmente, se ha implicado a los indels codificantes en
la variabilidad biolégica humana de numerosos genes como los la denticién, de la

queratina, del colageno o del sistema HLA, entre otros [205].
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2.1.2 SNP

Un polimorfismo de un solo nucle6tido o SNP (siglas de su nombre en inglés
Single Nucleotide Polymorphism) es una variacion de la secuencia de ADN que
consiste en un cambio de nucle6tido. En la mayoria de los casos un SNP posee dos
formas alternativas (alelos), aunque pueden haber SNPs trialélicos e incluso
tetraalélicos (combinaciones de las 4 bases A, T, C, G). Dos de cada tres SNPs
consisten en un cambio de citosina (C) por timina (T) [211, 212]. Los alelos se pueden
clasificar, segun su frecuencia observada en las poblaciones, en alelo principal o0 mayor
(major allele) y alelo/s raro/s o menor/es (minor allele). Dado que los humanos son
diploides, un individuo puede tener para un SNP bialélico uno de tres genotipos
posibles: homocigoto para el alelo mas frecuente, heterocigoto u homocigoto para el
alelo menos frecuente. También se pueden clasificar los alelos, desde un punto de vista
filogenético, en alelos salvaje (en inglés, wild type) o mutante (mutant allele). Se cree
que los alelos mutantes surgen en algn momento de la historia evolutiva de la especie
como mutaciones a partir del alelo ancestral (o salvaje) que fueron trasmitidas de una
generacion a otra y que se estabilizaron en el genoma humano por conferir algun tipo de
ventaja adaptativa al medio, generandose de este modo el polimorfismo. El alelo
mutante es por tanto, desde un punto de vista filogenético, de aparicion mas reciente y

por ello suele ser menos frecuente, aungue no siempre ocurre de este modo.
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Figura 8. Esquema de los polimorfismos genéticos de un unico nucleétido.

Tomada de National Cancer Institute

Aunque filogenéticamente puedan tener el mismo origen, es importante remarcar
que los SNPs se diferencian de las mutaciones puntuales en que siempre son variantes
constitutivas y no se consideran patogénicas per se, ya que si lo fueran no se habrian
estabilizado en el genoma. Sin embargo, si pueden producir susceptibilidad a desarrollar
determinadas enfermedades o favorecer la aparicion de efectos adversos al tratamiento,
habitualmente en combinacion con otros factores. Por definicidn, para que un cambio de
nucledtido sea considerado un SNP y no una mutacion puntual debe existir una
frecuencia minima (del 1%) del alelo o alelos menores en la poblacion (el alelo

principal debe tener una frecuencia menor del 99%). Los SNPs constituyen hasta el 90%
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de todas las variaciones genéticas humanas, estimandose que uno de cada 200-300

nucleotidos varia entre los distintos individuos.

La relevancia funcional del polimorfismo depende de su localizacion en el
genoma [211]. Segun su localizacion en el genoma, los SNPs se clasifican en: iSNP
(localizados en regiones intronicas), cSNP (en regiones codificantes, exones), rSNP (en
regiones reguladoras) y gSNP (en regiones intergendmicas). Los cSNP pueden estar
representados por SNPs sinénimos (SSNP) o no sinénimos (nsSNP) [213]. Aunque la
mayoria de los SNPs se encuentran en regiones no funcionales del ADN o son
sinénimos (se produce un cambio de nucle6tido que genera el mismo aminodcido, sin
alterar por tanto la cadena de ADN), también los hay que afectan a regiones codificantes
o funcionales del genoma, pudiendo modificar el sentido de un codén o alterar la
expresion de un gen. Por todo ello los polimorfismos genéticos en general, y los SNPs
en particular, por ser los mas numerosos, tienen una gran importancia biologica, ya que
determinan la mayor parte de la variabilidad genética entre individuos y son

responsables de la mayoria de las diferencias fenotipicas (observables) entre ellos.
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Jniciode  Codén de Codén de
transcripcion  inicio término
5’ [Promotor |5°UTR| E ] E I E I E |3°UR[—
rSNP cSNP ISNP ZSNP
nsSNP sSNP

Figura 9. Nomenclatura de SNP en funcion de la localizacion en el gen. I:

intron; E: exén; UTR: regidn no codificante

Desde un punto de vista clinico los SNP pueden determinar, por ejemplo, la
diferente predisposicion a desarrollar una enfermedad, una mayor agresividad clinica de

la misma o diferencias en la forma de responder a un tratamiento.

Los SNPs se encuentran catalogados en la base publica dbSNP database

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP). Actualmente, en el “dbSNP” se han

catalogado mas de 10 millones de variantes en la secuencia de ADN[214, 215].

2.1.3 EL ANALISIS DE HAPLOTIPOS

Un nivel adicional de andlisis de la variabilidad genética y su influencia a

diferentes niveles, como la predisposicion a una enfermedad o la respuesta a un
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tratamiento farmacoldgico, lo constituyen los anélisis por haplotipos. Cuando los
polimorfismos no estan en el mismo cromosoma su transmision a la descendencia se
produce de forma independiente. En este caso, la probabilidad de que dos alelos de
diferentes polimorfismos sean heredados conjuntamente seria del 50% y su influencia
conjunta puede ser analizada como si se tratara de una contribucién de variables no
dependientes entre si. Sin embargo, los polimorfismos localizados en el mismo
cromosoma no segregan de forma independiente. Si no existiera ningin evento
recombinante en un cromosoma durante la meiosis, todos los alelos de los
polimorfismos de un mismo cromosoma se heredarian conjuntamente. Incluso
produciéndose la recombinacion, habra muchos fragmentos del genoma que se van a

transmitir a la descendencia conjuntamente.

Un analisis de haplotipos se realiza para analizar la influencia conjunta de
diferentes combinaciones de alelos de diferentes polimorfismos que no son
independientes, sino que tienen tendencia a segregarse conjuntamente debido a que su
localizacion fisica en el genoma es préxima. Se define un haplotipo como un conjunto
de variaciones en el ADN que tienen tendencia a ser heredados conjuntamente. Si el
estudio esta relacionado especificamente con SNPs, un haplotipo se define como una
combinacion de alelos de diferentes SNPs que se encuentran en el mismo cromosoma y
que son heredados como una unidad, la cual se denomina bloque de haplotipo (en

inglés, haplotype block) [216] .
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De acuerdo con esta definicidn, un haplotipo puede englobar un locus, varios
loci 0 un cromosoma entero, en funcion del nimero de eventos de recombinacion que se
han producido durante la meiosis entre un determinado conjunto de loci. Debido a que
los humanos son diploides, para cada bloque un individuo hereda dos haplotipos, uno
de origen paterno y otro de origen materno. Los fragmentos de genoma que se heredan
en bloque tienen una longitud media de entre 11 y 22 Kb, lo que supone una densidad
media entre 30 y 100 SNPs por bloque [217]. Se estima que entre el 65-85% del
genoma humano puede estar contenido en los bloques de haplotipos. El desequilibrio
del ligamiento es un pardmetro que cuantifica el grado de segregacion independiente
entre dos polimorfismos. El desequilibrio de ligamiento define la proximidad fisica

existente entre loci. Y se ha utilizado para definir el tamafio de un bloque de haplotipo.

Por ello, el andlisis de haplotipos, a través del andlisis del desequilibrio del
ligamiento, proporciona también informacion acerca de los niveles de recombinacion
génica (el intercambio fisico del ADN durante la meiosis) que existe en regiones del
genoma que pertenecen a un mismo cromosoma, mientras que en los estudios de
ligamiento en individuos emparentados permite localizar en qué region del genoma se
localiza una determinada variacion genética que puede estar implicada en la

predisposicion a una enfermedad hereditaria [218].
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2.1.4. APLICACIONES BIOMEDICAS DE LOS POLIMORFISMOS

Antes de reconocerse la importancia de los polimorfismos en lo que se refiere a
su funcion biologica éstos ya eran utilizados como marcadores genéticos,
fundamentalmente en los tests de identificacion de individuos y en el diagnostico
genético de enfermedades. Los VNTR minisatélites se empezaron a utilizar en la
determinacion de la paternidad y en los protocolos de identificacion genética en el
ambito judicial. Sin embargo, a partir de 1990 fueron sustituidos progresivamente por
los STR, también muy informativos, que al ser de secuencia mas corta eran
técnicamente mas faciles de manejar y mantenian mejor su integridad respecto a la
degradacion ambiental. En la actualidad, los SNPs también se utilizan como marcadores
debido a su elevada densidad en el genoma, principalmente en los estudios de
ligamiento. El objetivo de estos estudios es delimitar una regién del genoma donde se
encuentra un gen funcionalmente relevante respecto a una enfermedad y analizar la
frecuencia de determinados haplotipos (conjunto de alelos en varios polimorfismos) en
individuos emparentados que padecen o no dicha enfermedad. Asimismo, los SNPs son
los polimorfismos mas exhaustivamente analizados en los estudios de asociacion, que
buscan una relacion funcional entre polimorfismo y enfermedad u otra condicion
clinica, como puede ser la evolucion del paciente tras un determinado tratamiento o su
toxicidad. El desarrollo de las técnicas de genotipado de SNPs a gran escala (como los
microarrays, que permiten la caracterizacién simultdnea de hasta 500.000 SNPs) ha

servido para que aumenten las posibilidades de los estudios genéticos, tanto a la hora de
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localizar genes de interés (ligamiento) como para identificar alelos relacionados con la

enfermedad (asociacion).

Esta informacién puede ser utilizada para profundizar en el conocimiento de los
mecanismos bioldgicos subyacentes en las enfermedades, evaluar la predisposicion
genética de desarrollar una determinada patologia , predecir la evolucion clinica de una
enfermedad y los efectos adversos del tratamiento, desarrollar nuevos métodos

diagnosticos, asi como disefar farmacos frente a dianas de interés [127].

2.2 POLIMORFISMOS GENETICOS EN HEMATOLOGIA

Antes de que se iniciara la secuenciacion del genoma humano y de que se
extendieran las técnicas de genotipado a gran escala, ya se conocia que la variabilidad
genética interindividual era la responsable de los problemas de incompatibilidad que se
producian en las transferencias de células y tejidos entre individuos. Los polimorfismos
son los responsables de la incompatibilidad entre grupos sanguineos y se puede
considerar que la determinacion del grupo sanguineo es el inicio de la aplicacion clinica
de las técnicas de discriminacién de las variaciones interindividuales. Por otra parte,
desde la utilizacion del trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos como
tratamiento de diversas enfermedades hematoldgicas se hizo evidente la necesidad de
desarrollar procedimientos de tipaje mas precisos y exhaustivos que permitieran evitar
al maximo los problemas de histocompatibilidad entre donante y receptor. Por ello, una

de las aplicaciones inmediatas de las técnicas de genotipado modernas en hematologia
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es la caracterizacion de polimorfismos relacionados con el reconocimiento antigenico.
Pero, sin duda, el campo que mayores expectativas ha despertado es la determinacion de
la influencia de los polimorfismos en la predisposicion genética a desarrollar neoplasias
hematoldgicas. Adicionalmente, se trabaja en la determinacién de su valor prondstico de
cara a anticipar los resultados de un procedimiento terapéutico concreto, como puede
ser un determinado esquema de quimioterapia o el trasplante de progenitores
hematopoyéticos. Las aplicaciones de los polimorfismos en hematologia se abordan con

mayor detalle en los siguientes apartados.

2.2.1 INFLUENCIA DE LOS POLIMORFISMOS EN LA PREDISPOSICION

A ENFERMEDADES HEMATOLOGICAS.

La basqueda de polimorfismos relacionados con la predisposicién a desarrollar
enfermedades hematoldgicas esta siendo el objetivo de numerosos proyectos de
investigacion y, aunque existen estudios en los que se rastrea todo el genoma (estudios
GWAS), lo mas habitual es que esta blsqueda se restrinja a los genes para los que se
sospecha una implicacion funcional en los mecanismos relacionados con la patogénesis
de la enfermedad. Las neoplasias hematoldgicas se caracterizan por la presencia de
alteraciones cromosomicas, estrechamente relacionadas con la pérdida de la capacidad
de mantener la integridad del genoma. Es por ello que los polimorfismos en genes
relacionados directa o indirectamente con este proceso podrian influir en la

predisposicion genética a dichas enfermedades.
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Dentro de las funciones relacionadas con el mantenimiento de la integridad del
genoma estan la detoxificacion de agentes mutagénicos, la reparacion del ADN y la

sintesis de nucledtidos

Otro grupo lo conformarian los genes que alteran la supervivencia y el
crecimiento de las células hematopoyéticas, incluyendo genes proinflamatorios y

reguladores de citocinas, asi como genes implicados en la inmunidad natural [219].

e 2211 SNPs en genes detoxificadores de agentes

mutagénicos

Las enzimas metabolizadoras de drogas, carcindgenos y toxicos ambientales
constituyen la primera linea de defensa para evitar que los agentes potencialmente
nocivos lesionen el organismo, dafiando el ADN. Dichas enzimas se caracterizan por su
amplia especificidad de sustrato y por ser facilmente inducibles o inhibibles por los
propios xenobi6ticos. Los polimorfismos genéticos en los genes de estas enzimas
pueden modificar su actividad enzimatica, bien por alteracion funcional del propio
enzima o por alterar sus niveles de expresion. Si la presencia de un determinado alelo de
un polimorfismo de un gen de detoxificacion genera una disminucion de la funcion
detoxificadora, por cualquiera de los mecanismos posibles, esto puede aumentar la

exposicion del ADN a los agentes genotoxicos y aumentar el nimero de lesiones en el
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ADN potencialmente carcinogénicas. Ello podria conferir un mayor riesgo de
desarrollar procesos neoplasicos, especialmente en aquellos individuos que han estado
intensamente expuestos a agentes genotdxicos, por exposicion ambiental a

contaminantes o porgue han recibido tratamientos citotoxicos [220].

Se han descrito polimorfismos en los genes que codifican la superfamilia de
citocromos implicados en la fase | del metabolismo, la quinona 6xido-reductasa, que
actta en el metabolismo de los radicales libres, y en la familia de enzimas glutation-S-
transferasas que influyen en el riesgo de desarrollar leucemias agudas y en la respuesta

al tratamiento[221, 222].

Una de las principales enzimas implicadas en el metabolismo de drogas es el
citocromo P450 (CYP). Aunque la principal funcion del CYP es participar en
reacciones de detoxificacion transformando un compuesto farmacoldgicamente activo
en inactivo, excretandolo por la orina, también participa en procesos de activacion
metabolica, de manera que compuestos inertes y poco reactivos son convertidos en otros
de gran reactividad quimica que son toxicos para el organismo [223]. Los
polimorfismos en los citocromos CYP1Al, CYP3A4 y CYP3A5 se han estudiado en
relacién con su posible participaciéon en el desarrollo leucemias agudas. Asi, en un
estudio de casos y controles realizado en adultos con LMA se observo que el alelo
CYP1A1*4 conferia un mayor riesgo de leucemia, que era mas evidente cuando el

genotipo CYP1A1*4 estaba combinado con los alelos CYP1A1*2B y delGSTT1. A su
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vez, el polimorfismo CYP1A1*2B era més frecuente en pacientes con LMA que
presentaban mutacion de NRAS que en el resto de casos. Por su parte, Krajinovic y cols.
[224] describieron una mayor incidencia del alelo CYP1A1*2A en nifios con leucemia
linfoblastica aguda (LLA) en comparacion con los controles, observacion que ha sido

confirmada posteriormente en el metaanalisis realizado por Vijayakrishnan y cols [225].

La quinona oxido-reductasa (NQO1) es una proteina flavina que convierte las
quinonas en hidroguinonas, actla como antioxidante y protege a las células frente a
sustancias toxicas, al evitar la generacion de intermediarios que podrian reaccionar con
el oxigeno dando lugar a radicales superdxido. Se han descrito dos polimorfismos,
NQO1*2 (C609T) y NQO1*3 (C465T), que producen el cambio de los aminoacidos
P187S y R139W, respectivamente. Ambas variantes afectan a la funcion de la enzima:
NQO1*3 causa una disminucién de la actividad enzimatica, mientras que NQO1*2
causa una pérdida completa de la actividad enzimaética, truncando su actividad

citoprotectora [226, 227].

Las glutation-S-transferasas (GST) constituyen una familia de enzimas
implicadas en la detoxificacion de varios compuestos, incluyendo xenobidticos, agentes
cancerigenos ambientales y agentes quimioterapicos. Se han observado polimorfismos
en al menos tres genes de la familia GST: GSTM1, GSTT1 y GSTP1. Los genes GSTM1
y GSTT1 presentan un polimorfismo que consiste en la supresién completa del gen que

causa la pérdida de la actividad enzimatica. El polimorfismo GSTP1*B causa la susti-
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tucion de una isoleucina por una valina en el sitio activo de unién electrofilico del
péptido GST-n y afecta a la actividad catalitica y la estabilidad térmica de la enzima. En
la leucemia de novo se ha descrito una débil asociacion entre los genotipos delGSTM1 o
delGSTT1 y el riesgo de LMA y LLA, con un efecto aditivo sobre el riesgo si
delGSTML1 se combina con delGSTT1, debido a la ausencia total de actividad de las dos

enzimas[228].

e 2.2.1.2 SNPs en genes reparadores del ADN

La inestabilidad gendémica causada por la gran variedad de agentes toxicos
representaria un problema mayor para las células y los organismos en caso de que no
existieran los mecanismos de reparacion del ADN. Las enzimas reparadoras de ADN
supervisan continuamente los cromosomas para corregir los dafios en residuos de
nucleodtidos generados por la exposicion a carcindgenos, compuestos citotoxicos y
mutagenos enddgenos. Estos dafios en general causan una desestabilizacion en el ADN
incluso en células que no proliferan. Actualmente se estan identificando continuamente
polimorfismos en genes reparadores del ADN que tienen un papel principal en la
carcinogeénesis esporadica [229]. En mamiferos, las células han desarrollado en general
cuatro mecanismos de reparacion, que poseen una actividad directa en la reparacion del

dafo en el DNA vy es posible encontrar influencia de SNPs en cada una de ellas[103].
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I. MMR (mismatch repair pathway)

Corrige principalmente nucle6tidos que han sido erréneamente incorporados y
que se generan durante la replicacion del ADN primordialmente por la via de
recombinacion no homdloga. Sin embargo, su papel en la reparacion de dafios causados
por exposicion es limitada. Si estas lesiones no son reparadas se generan estructuras
aberrantes, generalmente bases Unicas o en tandem, que llegan a ser externas a la doble
hélice debido al mal alineamiento de las cadenas del ADN, causando incrementos o
disminuciones hereditarias en la longitud de una determinada secuencia repetitiva.
Cuando se localizan en genes de expresion, estos dafios resultan en cambios en la fase

de lectura y en la sintesis de proteinas inactivas y truncadas [230, 231].

I1.- Mecanismo de reparacion por escision de bases (BER).

Implica genes que procesan bases alteradas, pérdidas de bases y otros dafios en
su mayoria causados por radicales libres. En general, las lesiones en el ADN causadas
por agentes enddgenos son mayormente reparadas por esta ruta. XRCC1 actlla como
proteina estabilizadora permitiendo la unién de la polimerasa y la ligasa al sitio de

reparacion [232-234].
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I11.- Reparacion de lesiones por ruptura de doble cadena (DBS).

Estas lesiones son probablemente las mas nocivas para la célula; surgen tras la
accion de agentes exdgenos como la radiacion ionizante, ciertas drogas quimioterapicas,
agentes enddgenos como moléculas de oxigeno reactivas y el estrés mecéanico en los
cromosomas. Asimismo, pueden producirse cuando las horquillas de replicacion del
ADN encuentran rupturas en una cadena o en el extremo terminal de los cromosomas,
debido a un metabolismo defectuoso de los telomeros. Una vez el dafio en el ADN es
detectado, el ciclo celular se detiene y se inicia la formacion de complejos de ciertos
factores de reparacion, entre ellos la proteina quinasa ATM, que controla los
reguladores del ciclo celular. Otros factores adicionales estan representados por BRCA1
y BRCAZ2 que se encuentran mutados en el 15-20% de los canceres de mama familiares
y cuya funcion reside en la coordinacion de la maquinaria de precombinacién
homologa. Existe otro factor XRCC3 (de la familia de proteinas de RAD51) relacionado
con polimorfismos asociados a un incremento en el riesgo de melanoma maligno y
cancer de vejiga. Existen dos mecanismos de reparacion de rupturas de doble cadena,
nonhomologous end joining (NHEJ) y recombinacion homéloga (HRR), que incluyen
numerosos genes que codifican las proteinas de RAD50-55, RAD57, y RAD59,
MRE11, XRCC2, XRCC3 y XRS2, que reparan las rupturas de cadena producidas
directamente por la exposicion a radiacién ionizante IR o indirectamente por reparacion
incompleta de otros dafios. Polimorfismos de estos genes se han asociado con el riesgo

de desarrollar leucemias secundarias (LS)[235] [236].
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IV.- Reparacion por escision de nucleotidos (NER).

Este mecanismo remueve lesiones inducidas por UV y dafios de DNA asociados
a exposiciones a quimicos que distorsionan las hélices de DNA e interfieren en la unién
normal de bases, pudiendo bloquear la replicacion y trascripcion normales. Existen dos
mecanismos de reparacion NER, uno general GG- NER que escanea el genoma entero y
depende del complejo de reparacion XPC-hHR23B, y otro sistema de reparacion
durante la transcripcion TCR (transcription coupled repair), que reconoce dafios que
bloquean la actividad de la RNA polimerasa Il en sitios transcripcionalmente activos

[237, 238].

e 2.2.1.3 SNPs en genes de sintesis de nucleédtidos y ruta

del folato

El folato estd implicado en reacciones que incluyen la sintesis de purinas y
pirimidinas, asi como la provision de grupos metilo para la metilacion de ADN, ARN y
proteinas. Se han propuesto dos mecanismos por los que la deficiencia de folato podria
causar malignidad: la hipometilacion del ADN, que provocaria la activacion de

protooncogenes, y la incorporacion de uracilo durante la sintesis de ADN.

La  metilentetrahidrofolato-reductasa ~(MTHFR)  convierte el 5,10-
metilentetrahidrofolato a 5-metilentetrahidrofolato, el cual dona un grupo metilo a la

homocisteina para que se transforme en metionina durante la sintesis de proteinas. La
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timidilato-sintetasa (TS) cataliza la conversion de uracilo a timina, en la sintesis de
ADN. En el gen MTHFR, el polimorfismo C677T supone la sustitucion A222V que
produce una enzima termolabil que causa hiperhomocisteinemia en portadores con bajos
niveles plasmaticos de acido félico. Un segundo polimorfismo en A1298C conduce a
una sustitucion E439A. Los individuos homocigotos para este polimorfismo muestran
una reduccion del 61% en la actividad de MTHFR. Los dobles heterocigotos (A1298C y
C677T) presentan una reduccion de actividad de la enzima en un 50-61%. La TS posee
un Unico sitio de repeticion interna en tandem en 5’ UTR. Este polimorfismo consta de
repeticiones en tandem de 28pb en mdltiplos de dos (2R) o tres (3R). El polimorfismo
3R aumenta la expresion del gen. Esta hiperexpresion aumentaria la conversion de

dUMP en dTMP, disminuyendo los niveles de uracilo.

En los estudios realizados en LMA no se ha visto que los polimorfismos
MTHFR C677T y A1298AC predispongan a desarrollar esta enfermedad[239]. Sin
embargo, varios estudios han descrito una menor incidencia de estos polimorfismos en
los pacientes con LLA que en los controles, lo que sugiere que confieren una reduccion
en el riesgo de LLA [240, 241]. EIl polimorfismo TS3R también se ha asociado con un
menor riesgo de LLA. De la misma forma, otras variantes genéticas parece que podrian
reducir la susceptibilidad al cancer y aumentar el riesgo de toxicidad derivada al uso de

farmacos antagonistas del folato[242] [243].
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e 2214 Otros SNP asociados a la predisposicion de

enfermedades hematoldgicas

El gen JAK2 influye en la sefializacion de una amplia variedad de citocinas y
factores de crecimiento e interviene en la proliferacion, diferenciacién, migracion
celular y apoptosis. La mutacion del gen JAK2 esta directamente implicada en la
patogénesis de las neoplasias mieloproliferativas cronicas, mas del 95% de los casos de
policitemia vera y casi la mitad de los casos de trombocitemia esencial y mielofibrosis
primaria adquieren la mutacion somatica 1849G>T JAK2 (V617F). Jones et al describen
el papel de los polimorfismos en la susceptibilidad al desarrollo de enfermedad en la
relaciéon objetivada entre el haplotipo 46/1 JAK2 vy la predisposicion al desarrollo de
neoplasias mieloproliferativas cronicas asociadas a JAK2 (V617F) OR =3.7; IC (3.1-
4.3) proporcionando un modelo donde un factor genético constitucional estd asociado

a un aumento del riesgo de adquirir una determinada mutacion[244, 245].

En la busqueda de variaciones interindividuales que se asocien con el desarrollo
de sindromes mieloprofiferativos esta el articulo de Oddsson et al, en el que se analiza
una poblacion de 2230 individuos, en dicho trabajo se validé la asociaciéon entre
rs10974944 G y rs1034072_A en el gen JAK2 vy el desarrollo de sindromes
mieloproliferativos y se descubrid la nueva asociacion entre dichos sindromes y la
variante rs2736100_C localizado en el segundo intron del gen TERT en el locus TERT-

CRPTMLL. Dicho SNP es una de las variantes asociada a los telémeros largos, por lo
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que podria actuar sobre el gen TERT codificando la transcriptasa del complejo
telomerasa, fundamental para mantener la longitud de los telémeros[246]. Si bien, los
sindromes mieloproliferativos se han asociado con telémeros cortos no queda muy claro
el porqué de la relacion con telomeros largos de este SNP de no ser por el papel de
TERT en la reparacion del ADN, en la regulacién del ciclo celular y en las sefiales de la
célula. Dicha hipotesis estaria justificada por la falta de relacion de rs10936599 C en el

gen TERC (parte del complejo telomerasa) con los sindromes mieloproliferativos.

2.2.2 INFLUENCIA DE LOS POLIMORFISMOS EN LA EVOLUCION

CLINICA DE LA ENFERMEDAD

Existe también una intensa investigacion en determinar la influencia de los
polimorfismos en la evolucion de los pacientes hematologicos. A continuacion se
describen una serie de ejemplos en donde se ha observado la influencia de los

polimorfismos en el curso clinico de la enfermedad.

Asi, las variantes del gen de la metilentetrahidrofolato reductasa C677T y
A1298C, ademas de influir en la predisposicion a desarrollar neoplasias, podrian influir
en la evolucion y el desarrollo de complicaciones durante el tratamiento [247]. En un
estudio donde se incluyeron un total de 110 pacientes con linfoma no Hodgkin, se
observo que el riesgo de desarrollar mucositis, toxicidad hepatica y trombopenia era
mucho mayor en los pacientes tratados con metotrexato (n=68). Pero, ademas, el riesgo
de desarrollar mucositis grado 3-4 estaba aumentado en los individuos del grupo 677TT,
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especialmente en los pacientes que recibieron tratamiento con metotrexato (OR=24.6;
95% CI 2.49-87.41; P valor: 0.001). Resultados similares se objetivaron para el SNP
1298CC, con un significativo aumento del riesgo de mucositis de grado 3-4, méas
marcado en pacientes expuestos a metotrexato. Ademas, la supervivencia libre de

evento a los 5 afios fue inferior en los portadores de la variante 677T [242].

La regulacion de las capasas es fundamental para el mantenimiento de la
apoptosis. En un estudio reciente se examinaron 5 SNPs en 4 genes de la via de las
caspasas [CASP3 Ex8-280 C > A (rs6948), CASP3 Ex8 + 567 T > C (rs1049216),
CASP8 Ex14-271 A > T (rs13113), CASP9 Ex5 + 32 G > A (rs1052576), CASP10
Ex3-171 A > G (rs39001150)] a fin de objetivar su posible influencia en el riesgo de
desarrollar mieloma multiple. Comparando individuos con el genotipo TT de CASP3
Ex8 + 567 T > C con aquellos sujetos con genotipo CC, estos ultimos tenian un riesgo 5
veces mayor de desarrollar mieloma mdltiple. En cambio los individuos con los
genotipos AG y AA de CASP9 Ex5 + 32 G > A mostraron un menor riesgo de
desarrollar mieloma mdltiple (OR(AG) = 0.8, 95% CI = 0.5-1.3; OR(AA) = 0.5, 95% CI

=0.3-0.9; p = 0.02) [248].

Recientemente se han identificado varios SNPs en el gen BCL-2 [249]. Uno de
ellos (rs1801018), provoca cambios en la expresion del gen [121]. Este polimorfismo se

ha asociado al riesgo de progresion de enfermedad y a la supervivencia de los pacientes
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con leucemia linfocitica crénica[121], asi como a la predisposicion a desarrollar LMC

[120].

El receptor P2X7 es una pieza clave en el procesamiento y emision de la
interleucina 1, por lo que alteraciones en su funcién podrian tener un papel importante
sobre la interleucina 1 y sus multiples funciones, como los efectos proinflamatorios y su
actividad inmunoreguladora. A fin de evaluar la relacion entre los polimorfismos de
A1513C del gen P2X7 con la supervivencia del trasplante alogénico, en un estudio se
genotiparon 145 receptores y 150 donantes. En el andlisis multivariante donde se
incluyeron variables clinicas y genéticas, la supervivencia global fue significativamente
menor en los receptores cuyo donante tenia un genotipo CC. De hecho, la incidencia de
infecciones bacterianas, fue del 67% en los receptores con donante CC y del 18% en los
receptores de donantes con genotipo AA o AC (P valor: 0.014). Por tanto, el
polimorfismo A1513C del gen P2X7R esta relacionado con el riesgo de infecciones y la
supervivencia después de un trasplante alogénico. Esta informacion podria ser Gtil a la

hora de seleccionar el mejor donante [250]

Las infecciones son una de las principales causas de morbi-mortalidad en nifios
y adultos diagnosticados de leucemia linfoblastica aguda. El grado de neutropenia es un
factor importante que determina el riesgo de desarrollar infecciones. ElI Toll-like
receptor 4 (TLR4) ha mostrado tener un papel relevante en la inhibicion de la apoptosis

de los neutrdfilos. Recientemente, se ha publicado que las variaciones genéticas en
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genes codificantes de los Toll-like receptors (TLRs) se asocian al riesgo de desarrollar
infecciones tras trasplante alogénico. En  concreto, se objetivd una asociacion
estadisticamente significativa entre el polimorfismo T-1237C (TLR9) y la
susceptibilidad a presentar una neumonia viral, no existiendo relacion con el riesgo de

infeciones fungicas [251].

2.2.3 POLIMORFISMOS Y SU PAPEL EN LA PREDICCION DE LA

RESPUESTA AL TRATAMIENTO Y LA TOXICIDAD

El fin de la farmacogenomica es identificar el componente hereditario que
influye en las diferencias interindividuales en la respuesta al tratamiento. Uno de los
retos es la identificacion de los polimorfismos que determinan o pueden predecir la
evolucion de cada sujeto expuesto a un determinado tratamiento, en términos de eficacia
y toxicidad, con el objetivo de mejorar los resultados mediante una terapéutica ajustada

al perfil genético.

Uno de los descubrimientos mas importantes en farmacogenémica es la
identificacion y las aplicaciones clinicas de las variaciones genéticas en el gen de la
tiopurina-metiltransferasa (codificado por el gen TMPT en el cromosoma 6p22.3). El
producto del gen TMPT cataliza la S-metilacion de un determinado grupo de
medicamentos usados habitualmente en enfermedades hematol6gicas malignas vy
autoinmunes, como son la azatioprina, la 6-mercaptopurina y la tioguanina. Las
tioguaninas son administradas como un pro-farmaco que requiere la conversion de
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nucleétidos de tioguanina por el producto del gen TMPT. La droga activa es un
antileucémico que en exceso o en casos de actividad prolongada puede dar lugar a
toxicidades hematoldgicas. Diferencias en la actividad enzimatica se correlacionaron
con variaciones en el gen TMPT. Los individuos heterocigotos tenian una actividad
intermedia mientras que los homocigotos presentaban una actividad baja o indetectable.
Los individuos con una actividad disminuida presentaban toxicidad hematoldgica, por
lo que estos farmacos se evitaban como tratamiento antileucémico[252]. Esta descrito
que nifios con variantes inactivas de TMPT presentan un alto riesgo de recaida de la
leucemia, probablemente como consecuencia de no poder administrar unas dosis
adecuadas de tiopurinas. El grado de variacion del gen es relativamente alto, lo que

sugiere un alta presion de seleccion sobre TMPT [253].

Recientemente, nuestro grupo ha publicado la relacion entre los polimorfismos
de TYMP (timidina fosforilasa), enzima relacionada con la sintesis de nucleétidos, y los
resultados del trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos. La enzima TYMP
contribuye a la recuperacion de las células tras el dafio por diversos agentes. Se han
descrito polimorfismos en este gen que pueden afectar a su funcién, influyendo con ello
en la reparacion del ADN. Asi, en nuestra serie de pacientes trasplantados que
recibieron metotrexato se observd que los portadores del alelo infrecuente A del
polimorfismo rs112723255 tenian una menor supervivencia que el resto. Asimismo, se
objetivé una mayor incidencia de EICH en los pacientes con donante portador del alelo

infrecuente. El subgrupo con mayor riesgo de EICH estuvo constituido por pacientes
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homocigotos para el alelo mayor trasplantados de donante portador del alelo menor
[254]. En caso de confirmarse estos datos en otras series, dicha informacion seria atil en

la seleccidn de donantes previo al trasplante

3. POLIMORFISMOS DE UN UNICO NUCLEOTIDO (SNPS) EN LA LMC

Diversos estudios han analizado el papel de SNPs en la patogenia, evolucion
clinica y respuesta al tratamiento de la leucemia mieloide cronica. Sin embargo, los
resultados deben tomarse aun con cautela, porque proceden de series relativamente
pequefias con heterogeneidad metodolégica y en muchos casos no han sido validados en
estudios independientes. Debe tenerse en cuenta que en los estudios de SNPs es
imprescindible confirmar la reproductibilidad de los resultados antes de poder

trasladarlos a la préctica clinica.

3.1 SNPs'Y SUSCEPTIBILIDAD A LMC

A diferencia de en otras neoplasias, en la LMC es limitada la informacién
disponible acerca de la influencia de los SNPs en la susceptibilidad a desarrollar esta

enfermedad.

El estudio méas importante en este campo es, sin duda, el publicado por Kim y
cols [120]. En este trabajo se estudiaron un total de 80 SNPs de genes implicados en

diferentes vias involucradas en la patogenia de la LMC (apoptosis, angiogénesis,
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proliferacion celular) y en la resistencia a farmacos. En total se incluyé 170 pacientes
diagnosticados de LMC y 182 controles. En el anélisis multivariante, Unicamente BCL2
rs1801018 estaba significativamente asociado con la susceptibilidad a LMC tanto en el
estudio individual como en el de haplotipos. Aquellos pacientes con el alelo de riesgo
de BCL2 presentaban de 1,3 a 1,7 veces mayor riesgo de desarrollar LMC. A fin de
considerar el efecto genotipico en la progresion de la enfermedad, se comparé el
genotipo y la frecuencia de los alelos para todos los SNPs entre el grupo de LMC de
novo y el grupo de LMC que ya habia recibido tratamiento, sin que se objetivaran
diferencias significativas entre ambos [120]. Como explicacion se postuld que la
influencia de este polimorfismo en BCL2 podria derivar de su efecto promotor de la
supervivencia de las células leucémicas, facilitando la adquisicion de lesiones genéticas

adicionales, tal y como se pudo demostrar en un modelo animal[116].

En un trabajo posterior del mismo grupo donde se estudiaron un total de 2744
pacientes (671 casos, 2073 controles), se identificaron 2 loci cromosémicos, 6g25.1 y
17p11.1, asociados a la susceptibilidad a LMC. En el analisis inicial se incluyeron 201
casos y 497 controles, evaluando 456,522 SNPs. Un total de 56 SNPs y 5 loci
cromosomicos (5933.3, 6p24.1, 6025.1, 10g21.3 y 17pl11.1) se asociaron de forma
significativa con la predisposicién a LMC. En estas asociaciones involucraban a 18
genes relacionados con el cancer, como RMND1, AKAP12, ZBTB2, EBF1, CTNNA3 y
WSB. Estos resultados fueron posteriormente evaluados en dos series independientes,

una procedente de Corea y otra de Canada. Los SNPs en 6025.1 se asociaron al riesgo
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de LMC en las dos cohortes de pacientes, mientras que los SNPs en 17p11.1 lo hicieron
Unicamente en en pacientes coreano[255]. Se han publicado otros articulos tratando de
identificar SNPs de predisposicion a LMC, pero en ningin caso se han validado los

resultados en series independientes.

3.2 SNPs Y FARMACOGENOMICA EN LA LMC

Como se ha descrito anteriormente, entre un 25-30% de los pacientes con LMC
no alcanzan una respuesta Optima al tratamiento con imatinib. Una de las causas
potenciales de resistencia incluye las variaciones en los mecanismos de distribucion del
imatinib desde su ingesta oral al interior de las células leucémicas. En este sentido, se
han publicado varios trabajos donde se analiza el impacto de la variabilidad
interindividual en genes que intervienen en el metabolismo del farmaco y por tanto en
los resultados del tratamiento y que pretenden identificar potenciales marcadores en la
farmacocinética y farmacodinamica de imatinib. Dichos marcadores podrian por tanto
predecir para cada individuo la falta de eficacia del farmaco o exceso de toxicidad al

mismo, desarrollando guias de tratamiento personalizado.

La mayoria de estudios de farmacogenomica se han realizado sobre el "Human
organic cation transporter 1 transporter” OCT-1, que internaliza imatinib en la célula
diana BCR-ABL+ [256] y sobre “adenosine triphosphate binding cassette” (ABC)
transporters ABCB1 que expulsa el imatinib del interior de las células

hematopoyéticas[257] [258]. Muchos han sido los polimorfismos en estos genes que
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influyen en la farmacocinética de imatinib, pero la informacién derivada de ellos no es
suficiente para realizar un tratamiento individualizado, ya que en muchos de los
estudios las conclusiones son discrepantes, bien por diferentes tamafio muestral,

criterios de respuesta, protocolos de tratamiento y dosis de imatinib.

Con respecto a los polimorfimos en el gen OCT-1 varios estudios han
demostrado que los pacientes con baja actividad OCT-1 presentan una menor
probabilidad de respuesta a imatinib a las dosis estandar que el resto. [189, 259, 260].
Sin embargo, los trabajos centrados en la posible asociacion entre los SNPs del gen
OCT1 y la respuesta a imatinib muestran resultados contradictorios. Asi, Bazeos y cols
[261] observaron en una cohorte de 132 pacientes con LMC que el SNP G401S
(rs34130495) del gen OCT-1 estaba asociado significativamente con una mayor tasa de
RMM. En contraste, el grupo de Adelaida no encontrd ninguna relacion entre dicho
SNP y la probabilidad de RMM. Por otro lado, en un trabajo de Maffioli y cols [186],
en el que participaron pacientes de nuestra serie, no se objetivd una asociacién
estadisticamente significativa entre el genotipo de rs628031 del gen hOCT1 y la
respuesta a imatinib, si bien el SNP rs6935207 se correlaciond con la respuesta
inadecuada al tratamiento. Takayasshi y cols [267] describen gque el polimorfismo OCT-
1 1022A G va asociado a una mayor RMM, aunque dicha variante no afecte a la
farmacocinética de imatinib En una otro estudio con una serie de 229 pacientes
diagnosticados de LMC en tratamiento con imatinib se observé que el fallo del

tratamiento estaba asociado con el SNP de OCT1 (rs683369) [263].
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Con respecto a ABCB1 (MDR1), imatinib es un sustrato del eflujo mediado por
la proteina P, que a su vez se encuentra codificada por dicho gen. La variacion de la
funcion de dicho gen podria explicar la variabilidad de respuestas al tratamiento, tal y
como ocurre en otras neoplasias, dado que los SNPs en ABCB1 podrian alterar la
funcion de la proteina e influir con ello en la absorcion y eliminacion de la droga [262].
En un trabajo reciente se estudiaron los 3 polimorfismos mas relevantes de MDRL.:
1236C>T, 2677G>T y 3435C>T, observandose una correlacion entre el nimero de
alelos T en el locus 1236 y la RMM [263]. En concreto, la tasa de RMM fue del 85%,
53% y 40% para los pacientes de genotipo TT, CT y CC, respectivamente, lo que
sugiere un efecto aditivo de cada uno de los alelos T. Ademas, los pacientes
homocigotos. Para el alelo T del SNP 1236C>T tenian una Cmin de imatinib mayor que
el resto. En el estudio de Maffioli y cols. se objetivo que el ser portador del alelo T en el
SNP rs2032582 ABCBL conferia proteccion frente al fallo inicial al tratamiento con
imatinib [186]. En contraste, Vivona y cols no encontraron correlacion entre estos 3
SNPs de ABCB1 (1236C>T (rs1128503), 3435C>T (rs1045642) y 2677G>T/A

(rs2032582) y la respuesta a imatinib en una serie de 118 pacientes con LMC. [264].

En otro estudio, realizado por Ni et al se estudiaron 3 polimorfismos genéticos
de ABCB1 T1236C, G2677T/A y C3435T en un total de 52 pacientes diagnosticados de
LMC en tratamiento con imatinib, la distribucion de los tres genotipos fue diferente
segun si los pacientes eran resistentes o sensibles al tratamiento. La incidencia de la

resistencia se correlacionaba con el nimero de alelos T en el locus 1236 y 3435. Para el
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polimorfismo G2677T/A se observd que los pacientes alcanzaban mayores remisiones
completas en los pacientes AG/AT/AA, cuando se comparaba con TT/GT/GG. Los
pacientes con 3435TT/CT presentaban una mayor incidencia de resistencias cuando se
comparaban con los pacientes con el genotipo CC. Por ello la determinacion de 1236T,
C3435T y G2677T podria ser util, en la prediccion de la respuesta al tratamiento con

imatinib en pacientes con LMC [265].

Otro de los genes tratado en los estudios de farmacogendémica de imatinib es
SLCO1B3[185] , que al igual que OCT-1 regula la internalizacion de imatinib en la
célula[257] [258]. En el estudio realizado por Widmer y cols el SNP SLCO1B3
334TG/GG podria afectar los niveles leucocitarios de imatinib modulando su transporte
y/o su afinidad frente a imatinib, si bien en este estudio no se objetivaron diferencias en
la respuesta clinica a imatinib entre los pacientes con genotipo SLCO1B3 334TT vy
aquellos con SLCO1B3 TG/GG, en otro estudio realizado por Takeru et al el
polimorfismo SLCO1B3 334T_G se pudo asociar con los niveles leucocitarios de
imatinib en los pacientes con LMC[266] pero no hubo variabilidad de la concentracion
entre los pacientes que alcanzaron una RCC frente a los que no, a diferencia de lo que
ocurria en el estudio realizado por Bazeos et al en el que el polimorfismo SLCO1B3
334T_G se asociaba con los niveles leucocitarios de imatinib, asi como con la respuesta
al tratamiento [261] . Por lo que relacién entre la variabilidad, concentracion del

farmaco y la respuesta alcanzada deberia validarse en otros estudios.
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3.3 SNPs'Y SUPERVIVENCIA EN LA LMC

En una serie de 229 pacientes se analizé el impacto pronostico de 79 SNPs de
genes de vias influyentes en la apoptosis, en la angiogénesis, en las vias de sefializacion
de IFN-alfa, en el transporte de farmacos y en el metabolismo de imatinib. Se observé
que los SNPs de los genes IFNG (rs1861494, rs2069705), FASL (rs763110), FAS
(rs2234767, rs2234978), VEGFR2 (rs1531289) y WT1 (rs2234590) se correlacionaron
con la probabilidad de respuesta citogenética completa; los SNPs de los genes IFNG
(rs1861494, rs2069705), BIRC5 (rs9904341), FAS (rs2234978) y ABCG2 (rs2231142)
con la RMM; de los genes IFNG (rs2069705), JAK3 (rs3212713) y ORM (rs3182041)
con el fallo al tratamiento. La validacion externa confirmé que el genotipo de IFNG
(rs2069705) era predictivo de la respuesta citogenética completa y de la respuesta
molecular mayor [267]. IFNG est& implicado en las vias de sefializacion de interferon y

afecta la proliferacion y supervivencia de las células hematopoyéticas.

El receptor tipo 1 IFN es una estructura heterodimérica con dos subunidades
codificadas por los genes IFNAR1 y IFNAR2. La unién del IFN con el receptor induce
la activacion de JAKL y de TYK2, que posteriormente fosforilan las proteinas STAT.
Los dimeros STAT fosforilados migran al nucleo donde activan la transcripcion de los
genes diana. Polimorfismos en los genes codificantes de los distintos componentes de la
cascada de transduccién de IFN se han asociado con multiples enfermedades como el

lupus sistémico, asma, enfermedad de Crohn. Con respecto a su papel en la respuesta al
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tratamiento de la LMC con interferon Kreil y cols estudiaron un total de 17 SNPs
localizados dentro y cerca de genes codificantes que influyen en la cascada de
transduccion de sefial del IFN: IFNAR1, IFNAR2, JAK1, TYK2, STAT1, STATS3,
STAT5a/b. De todos los SNPs estudiados Unicamente rs6503691 en el exon 1 de
STAT5b mostr6 una diferencia significativa en los no respondedores frente a los
respondedores. Sin embargo, en el andlisis multivariado donde se incluyeron factores
clinicos rs65039691 perdi6 la significacion estadistica. En el estudio del HAP MAP
rs650691 se encuentra en una region con un gran desequilibrio de ligamiento de 17921,
donde se incluye STAT5A, el extremo 5’ de STATSB y el extremo 3° de STAT3. Por
ello, este SNP podria ir ligado a la expresion de estos 3 genes. La expresion de STAT3
va intimamente ligada al genotipo de rs6503691, con lo que diferencias polimdrficas en
STAT3 pueden ser determinantes en la respuesta a IFN, si bien estos resultados no han

sido validados por el momento en otras series[268].

En la actualidad, no es posible anticipar qué pacientes en respuesta molecular
profunda recaerdn en caso de suspender el tratamiento con inhibidores de tirosina
cinasa. De forma llamativa, un trabajo reciente ha encontrado una asociacién entre los
polimorfismos del gen BCL2L11 (BIM) y el riesgo de recaida tras la suspension de
imatinib [202]. Asi, los pacientes en respuesta molecular profunda portadores del
polimorfismo de delecién BCL211 tenian un mayor riesgo de recaida que el resto de
casos. La confirmacion de estos resultados en otras series podria tener un elevado

interés clinico. [269]
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Existe evidencia de que la actividad BCR-ABL interfiere con los mecanismos de
reparacion del ADN vy facilita la inestabilidad genémica de la clona proliferante,
mediante su efecto promotor de la supervivencia de clonas con alteraciones genéticas
secundarias [103]. Estas alteraciones genéticas adicionales podrian conferir resistencia
al tratamiento con imatinib por vias independientes a BCR-ABL. Por ello, puede ser de
interés valorar la relacion entre la variabilidad interindividual en genes encargados del
mantenimiento de la integridad del ADN vy respuesta al tratamiento de la LMC. En este
sentido, se estudiaron un total de 19 SNPs de genes relevantes en la reparacion del
ADN, entre los cuales se encontraban ERCC1, ERCC2, ERCC4, ERCC5, XRCC1,
XRCC2, XRCC4 y XRCCS5. Entre ellos, s6lo los polimorfismos del gen ERCC1 se
asociaron de forma significativa con la respuesta al tratamiento con imatinib. Asi, se
registr6 una mayor tasa de RCC y de RMM en aquellos pacientes con genotipo TT

frente a los CT y CC[270]

Por dltimo, un estudio reciente se centr6 en el impacto de la variabilidad
interindividual mediada por SNPs en los resultados del trasplante alogénico en pacientes
con LMC. Asi, se evaluaron SNPs de los genes del antagonista del receptor de la
interleucina 1 (IL1IRN), interleucina 4 (IL4), interleucina 6 (IL6), interleucina 10
(IL20), interferén (IFNG), factor de necrosis tumoral (TNF), receptores de superficie
del receptor del factor de necrosis tumoral Il, receptor de la vitamina D (VDR) vy el
receptor alfa de los estrdgenos (ESR1). La presencia en el donante del alelo IL1IRN, la

ausencia en el paciente de TNFRSFIB 196R, la ausencia en el donante de IL10
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ATAJACC y la presencia en el donante del alelo IL1IRN se asociaron con un aumento de
la mortalidad relacionada con el TPH y una disminucion de la supervivencia global. Los
autores concluyeron que esta informacion podria mejorar la capacidad de

prediccion de los indices de riesgo del trasplante disponibles en la actualidad [271].
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1.1l HIPOTESIS DE TRABAJO:

-Imatinib es un potente inhibidor de BCR-ABL que permite obtener
respuestas moleculares en la mayoria de pacientes con LMC. Sin
embargo, alrededor de un tercio de los enfermos fracasan al tratamiento. Conocer
de antemano aquellos pacientes con mayor probabilidad de presentar fallo a esta

terapéutica podria ser Gtil para individualizar el tratamiento.

-La variabilidad interindividual mediada por polimorfismos genéticos se
ha implicado en la predisposicion a desarrollar neoplasias y en la respuesta al

tratamiento en otros contextos clinicos.

-Por tanto, cabria esperar que los polimorfismos genéticos de los
distintos componentes implicados en la via de sefializacion de BCR-ABL y
en la distribucion del imatinib influyesen en la susceptibilidad a
desarrollar una LMC, y en la respuesta al tratamiento.

I.111 OBJETIVOS CONCRETOS:

Obijetivo principal

- Estudiar el papel de los polimorfismos genéticos en la respuesta al
tratamiento de primera linea con imatinib en una serie de pacientes diagnosticados

de LMC en fase cronica. En concreto, se estudiaran SNPs en los siguientes genes:

o Genes de la via NER, via con importante papel en la reparacion de

lesiones del ADN y genes detoxificadores
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o Genes de las proteinas PTPs y SOCS, que participan en la

regulacion de las rutas de transduccion de sefial activados por BCR-ABL.

o Genes implicados en el metabolismo de imatinib

o Gen de la proteina antiapoptética BCL-2.

Obijetivos secundarios

- Estudiar el papel de los SNPs en la susceptibilidad heredada a desarrollar

una LMC, asi como su relacion con el perfil clinico de la enfermedad.
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I1. SUJETOS A ESTUDIO Y METODOLOGIA

1. SUJETOS A ESTUDIO

La poblacidn total a estudio incluye una serie de 190 pacientes diagnosticados de
LMC (BCR-ABL positivos) en 4 instituciones espafiolas (Hospital Clinic de Barcelona,
Hospital del Mar de Barcelona, Hospital La Fe de Valencia y Hospital Clinico
Universitario de Valencia). Ademas, para el estudio de la predisposicion genética a
desarrollar una LMC se ha incluido un grupo control compuesto por 370 individuos

Sanos.

Para el estudio de la respuesta al tratamiento con imatinib se seleccionaron 105

pacientes que cumplian los siguientes criterios:

a) Sujetos afectos de LMC en fase cronica inicial o de menos de un afio de
evolucidn, en tratamiento con imatinib, a las dosis de 400 mg/dia, durante un periodo
minimo de seis meses; b) disponibilidad de los datos clinicos, hematoldgicos iniciales y
evolutivos (edad, sexo, tamario del bazo, cifra de hemoglobina, leucocitos, plaquetas,
porcentaje de basofilos y eosinéfilos, porcentaje de blastos en sangre periférica,
porcentaje de blastos en médula ésea, indice de Sokal [272], presencia 0 no de
alteraciones citogenéticas adicionales al cromosoma Ph y tipo de transcrito BCR/ABL),
y ¢) disponibilidad de muestras de ADN genomico para realizar los estudios de
genotipado. Todos estos pacientes fueron diagnosticados de LMC entre Mayo de 2000 y

Septiembre de 2009.
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El estudio fue aprobado por el comité ético local (de acuerdo con la Declaracion

de Helsinki) y el consentimiento informado se obtuvo de todos los pacientes.

2. METODOLOGIA:

2.1 ESTUDIOS DIAGNOSTICOS Y DE SEGUIMIENTO

Los estudios citogenéticos se realizaron en médula 6sea mediante anélisis de
bandas cromosdmicas después de cultivo con técnicas estandar de bandeado G, con un
minimo de 20 metafases analizadas. La respuesta citogenética valorada con los
resultados del andlisis de bandas se categoriz6 de la siguiente manera: completa (RCC),
0% metafases Ph +; parcial (RCP), 1-35% de metafases Ph+; mayor (RCM), 0-35% de
metafases Ph+; menor, 35-65% de metafases Ph+; minima, 66-95% de metafases Ph+;
ausencia de respuesta, >95% de metafases Ph+. En el caso de obtener menos de 20
metafases se consider6 RCC cuando <1% de los ndcleos eran positivos para BCR-ABL

tras el estudio por FISH de 200 células.

Los niveles del transcrito BCR-ABL se analizaron cada tres meses por estudio
en sangre periférica tanto prospectiva como retrospectivamente (dependiendo del afio en
que se inicio el tratamiento con imatinib) por reacciéon en cadena de la polimerasa en
tiempo real (RT-PCR). La respuesta molecular mayor se define como el ratio BCR-

ABL/gen control <0,1% siendo ABL el gen control.
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2.2 EVALUACION DE LA RESPUESTA

La respuesta a imatinib se valord utilizando los criterios de la European
Leukemia Net (ELN) 2009. La respuesta suboptima se definio de la siguiente manera:
no haber alcanzado respuesta citogenética (Ph+ >95%) a los tres meses de iniciado el
tratamiento, no haber alcanzado la RCP a los 6 meses, falta de RCC a los 12 meses,
ausencia de RMM a los 18 meses, pérdida de la RMM en cualquier momento durante
el tratamiento y deteccion de mutaciones del dominio cinasa de BCR-ABL sensibles a
imatinib. Se defini6 como fallo de tratamiento: no haber alcanzado la respuesta
hematol6gica completa a los 3 meses, falta de respuesta citogenética a los 6 meses, no
haber alcanzado la RCP a los 12 meses y ausencia de RCC a los 18 meses, pérdida de
RHC o RCC, deteccion de mutaciones en el dominio cinasa de BCR-ABL poco
sensibles a imatinib y evolucion clonal citogenética. Para el presente andlisis, la
respuesta subdptima y la resistencia se agruparon como respuesta inadecuada. Los
pacientes intolerantes a imatinib fueron censurados cuando suspendieron el tratamiento
con imatinib. En pacientes con resistencia a imatinib se realiz6 la secuenciacion directa

del dominio cinasa de BCR-ABL con el fin de excluir la presencia de mutaciones.
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Remision

Prueba

Hematoldgica
Completa
(RHC)

Recuento de plaquetas
< 450 x 10°/L
Recuento de leucocitos
<10 x 10°/L

Diferencial: sin granulocitos

inmaduros
Basofilos < 5%
Sin bazo palpable

Hemograma y exploracion fisica al diagndstico.
Posteriormente, cada 15 dias hasta que se haya
alcanzado y confirmado la RHC.

Anélisis al menos cada 3 meses 0 segin sea
necesario.

Citogenética
Completa
(RCC)

Parcial (RCP)
Menor

Sin metafases

1-35% de metafases Ph+
36-65% de metafases Ph+
66-95% de metafases Ph+

Anadlisis citogenético en médula 6sea al
diagnostico y cada 3 meses hasta obtencion de
RCC confirmada .

Posteriormente, realizar analisis citogenético
cada 6 meses si no puede realizar la
monitorizacion molecular.

Minima 95% de metafases Ph+ Compruebar en casos de fracaso o resistencia
Inexistente al tratamiento, y en casos de anemia,
leucopenia o trombopenia inexplicables.
La PCR no detecta ninguin
Molecular .. g RT-PCR: cada 3 meses, hasta que se haya
transcrito BCR-ABL en .
Completa sanare alcanzado y confirmado la RMM.
(RMC) g Posteriormente, al menos cada 6 meses.
Ratio < 0,1% de BCR-ABL . . .
Mayor (RMM) Anélisis mutacional antes de cambios de tto

en la escala internacional

Tabla 1. Evaluacidn de respuesta segin la European Leukemia Net 2009
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Tabla 2. Valoracién de la respuesta al tratamiento con imatinib
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2.3 EXTRACCION DEL ADN

Las muestras de ADN que se utilizaron para el andlisis de los polimorfismos
procedian de extracciones de células mononucleadas de sangre periférica obtenidas en
cualquier momento del curso evolutivo de la LMC. Se utilizaron los protocolos
habituales de recogida (gradiente de Ficoll-Hipaque) y conservacion (criopreservacion a
-80°). La extraccion de ADN a partir de muestras celulares criopreservadas, necesaria
para el estudio de los SNPs, se realiz6 mediante la utilizacion del kit Dneasy tissue de
Qiagen (lzasa, Madrid, Espafia), de acuerdo con el protocolo del fabricante. En los
casos en los que no se disponia de muestra sangre, se utiliz6 como material de partida
para obtencion del ADN muestras de tejido fijado en portas. Especificamente, se utilizd

kit de extraccion para muestras fijadas con formalina, el Qiamp DNA FFPE tissue kit

(Qiagen).

ElI ADN se cuantifico por espectrofotometria, mediante la medicion de la
absorbancia a 260 nm. En aquellos casos en que la cantidad de DNA genémico extraido
resultaba insuficiente para la realizacion de los estudios, se amplificé el ADN gendémico
mediante el uso del kit de amplificacion de ADN gendmico lllustra GenomiPhi V2
DNA Amplification Kit (GE Healthcare), en el caso de muestras de sangre o tejido no
fijado, o el kit REPLI-g FFPE Kit (Qiagen), para la amplificacion especifica del ADN

de muestras procedentes de tejido fijado.
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2.4 GENOTIPADO DE LOS SNPs

Los genes seleccionados para el estudio se pueden clasificar en tres grupos:

a) Genes involucrados en la reparacion del ADN y genes detoxificadores:

ERCC2 (XPD), ERCC3 (XPB), ERCC4 (XPF), ERCC5 (XPG), ERCC6 ( CSB), ERCC8
(CKN1), XRCC1, RPAL, RPA2, RPA3, RAD23B (HR23B), LIG1, XPA y XPC (499C>T

y 939A>C), GSTP1

b) Genes implicados en la sefializacion de BCR-ABL:

PTPN1, PTPN2, PTPN13, PTPN14, PTPN22, PPP2R2A, PTPRG, SOCS1, SOCS2,

STAT5B, BCL2

c) Otros genes potencialmente implicados en la respuesta al tratamiento:

IFNG, SLCO1B3, SH2B3

Los criterios para la seleccion de los polimorfismos de estos genes

fueron:

1) La region genética y el grado de heterocigosidad. Se seleccionaron

preferentemente:
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1.1) SNPs exdnicos con heterocigosidad de més del 9,5% (en poblacién

caucasica)

1.2) SNPs intronicos, de regiones 5’near gene y 3’ near gene con

heterocigosidad alta, del 40% (en poblacion caucésica)

2) Su funcionalidad

Se seleccionaron con preferencia aquellos SNPs que introdujeran cambios en la
secuencia codificante (non synonymous SNPs), sobre todo aquellos que implican
cambios de aminodcido en la secuencia proteica y otros SNPs localizados en regiones
reguladoras que pudieran modular la expresion del gen, la estabilidad del ARNm o el
splicing, con el siguiente orden de preferencia (regiones codificantes >5°-3° UTR o

cerca de regiones del gen >intron).

3) Estudios previos

Se seleccionaron con preferencia aquellos polimorfismos de los cuales habia
trabajos previos que mostraban algln tipo de asociacion, bien con variables clinicas y/o

con alguna implicacion a nivel funcional.

A continuacion se muestran las caracteristicas principales de los SNPs incluidos
en el estudio. La frecuencia del alelo menor, se obtuvo de la base de datos del NCBI

para la poblacién global.
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Gen SNP ID Familia del gen Cr Alelos A/B | Frecuencia alelo Posicion Cambio de Cambio de
menor codon aminoéacido
ERCC2 (XPD) rs13181 Excision repair cross- 19 AIC 0.23 Cds-missense | AAGICAG Lys/GIn
complementation group 2
ERCC3 (XPB) rs4662717 Excision repair cross- 2 cIT 0.48 NA - -
complementation group 3
ERCC4 (XPF) rs3136155 Excision repair cross- 16 cIT 0.39 Intron - -
complementation group 4
ERCC5 (XPG) rs17655 Excision repair cross- 13 GIC 0.26 Cds-missense GAT/CAT Asp/His
complementation group 5
ERCC6 (CSB) rs3793784 Excision repair cross- 10 ClG 04 Near gene 5 - -
complementation group 6
Excision repair cross-
ERCC8 (CKN1) rs3117 complementation group 8 5 TIC 0.31 UTR 3 - -
X-ray repair complementing
XRCC1 rs25487 defective repair in Chinese hamster 19 A/G 0.26 Cds-missense CAG/CGG GIn/Arg
cells 1
RPAl rs2287321 Replication protein A3 17 TIC 0.66 Intron - -
RPA2 rs7356 Replication protein A2 1 A/G 0.36 UTR-3 - -
RPA3 rs6945447 Replication protein A3 7 G/IA 0.39 NA - -
RAD23B 52147072 RAD23 homolog B, nucleotide 9 AG 0.44 Intron - -
excision repair protein
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Gen SNP ID Familia del gen Cr Alelos A/B | Frecuencia alelo Posicion Cambio de Cambio de
menor codon aminoécido
Ligase I, DNA, ATP-dependent - -
0.45
LIG1 1s251692 19 CIT UTR-3
Xeroderma pigmentosum, - -
complementation group A 0.36
XPA rs2808668 9 T/C Intron
Xeroderma pigmentosum, 0.23
XPC499 rs2228000 complementation group C 3 cIT ' Cds-missense GCG/GTG Ala/Val
Xeroderma pigmentosum, 0.31
XPC939 rs2228001 complementation group C 3 AIC ' Cds-missense AAG/CAG Lys/GIn
Glutathione S-transferase pi 1
0.40 ATC/GTC lle/Val
GSTP1 rs1695 11 A/G Cds-missense
GRB2-associated binding protein 2 - -
0.13
GAB2 rs2373115 11 GIT Intron

Tabla 3. SNPs a estudio de genes involucrados en las vias reparadoras del ADN, detoxificadores y GAB2.
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Gen SNP ID Genes de la familia PTP Cr AEE’S Frecuencia alelo Posicion Cambio de Cambio de
menor codon aminoacido
PTPN1 Protein tyrosine phosphatase,
(PTP1B) rs941798 non-receptor type 1 20 AIG 0.42 Intron . )
PTPN2 Protein tyrosine phosphatase,
(TCPTP) rs3737361 non-receptor type 2 18 AIG 0.35 Intron - i
PTPN22 Protein tyrosine phosphatase, g
(LYP) rs2476601 non-receptor type 22 ! CIT 0.11 Cds-missense CGG/ TGG Arg/Trp
PPP2R2A Protein phosphatase 2,
(PR55A) 52046226 regulatory subunit B, alpha 8 AIG 0.41 Intron - -
PTPN13 | rs10033029 | Protein tyrosine phosphatase, | GIT 0.05 Cds-synon
non-receptor type 13 ' Y TTT/TTC Phe/Phe
Protein tyrosine phosphatase, g
PTPN14 rs1135352 non-receptor type 14 1 AIG 0.21 Cds-synon GAA/GAG Glu/Glu
protein tyrosine phosphatase, s
PTPRG 162620047 receptor type, G 3 CIT 0.08 Cds-missense TATICAT Tyr/His

Tabla 4. SNPs a estudio de genes de la via de sefializacién de BCR/ABL

107



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=5770
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=5770
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=5771
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=5771
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=26191
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=26191
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=5520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=5520

Material y métodos

Signal transducer and
STAT5B rs809451 | activator of transcription 5B 17 CIG 0.13 Intron - -

Suppressor of cytokine

Suppressor of cytokine
SOCS1 rs181582 signaling 16 CIT 0.15 NA - -

Suppressor of cytokine
SOCS2 rs768775 signaling 12 CcIT 0.21 Intron - -

S0CS?2 rs3869308 Suppressor of cytokine 12 TIC 0.18 Intron

signaling ’ - -

Tabla 4. SNPs estudiados de los genes dependientes de BCR/ABL
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Frecuencia alelo

Gen SNP ID Genes de la familia Cr AlelosA/B menor Posicion Cambio de [ Cambio de
codon aminoécido
SH2B3 rs3184504 SH2B adaptor protein 3 12 CIT 0.45 Cds-missense TGG/CGG Trp/Arg
IFNG rs2069705 Interferon gamma 12 CIT 0.47 Near Gene-5 ) )
Solute carrier organic
SLCO1B3 rs7311358 anion transporter family, 12 A/G 0.29 Cds-missense
member 1B3 ATG/ATA Met/lle
BCL2 rs2279115 B-cell Lympoma 2 18 A/C 0.43 UTR-5 - -
BCL2 rs1801018 B-cell Lympoma 2 18 A/G 0.24 Cds-synon ACAJ/ACG Thr/Thr
BCL2 rs3943258 B-cell Lympoma 2 18 G/A 0.44 Intron - -
BCL2 rs1564483 B-cell Lympoma 2 18 G/A 0.22 UTR3 - -

Tabla 5. SNPs estudiados implicados en la respuesta al tratamiento y BCL2
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El genotipado de los polimorfismos se realizé mediante la utilizacién de la PCR

alelo especifica con sondas Tagman (Applied Biosystems).

La técnica se basa en la amplificacion mediante PCR de la regién adyacente al
SNP en presencia de dos oligonucle6tidos marcados fluorescentemente que reconocen
especificamente cada uno de los alelos posibles del SNP (sondas Tagman alelo-

especificas).

En la siguiente figura se representa esquematicamente el fundamento de la

discriminacion alélica mediante PCR con sondas Tagman.
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Figura 10. Discriminacion alélica mediante PCR con sondas Tagman. Figura

tomada de www.dnalink.com
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Cada sonda Tagman consta de un oligonucle6tido que hibrida en la region que
contiene el SNP. La secuencia de cada sonda se diferencia pues solo en el dltimo
nucleotido, y cada uno de ellos hibrida con cada uno de los posibles alelos del SNP.
Cada oligonucledtido tiene unido un fluoroforo que emite a una longitud de onda
distinta (fluor6foros FAM (longitud de onda de emision Ae=518 nm) y VIC ( Ae=554
nm). Cada fluoréforo esta unido al extremo 5’ del oligonucleétido y en el extremo 3’
tiene unida una molécula “quencher” que apantalla la emisién de la fluorescencia
mientras la sonda esta intacta. Durante la etapa de amplificacion PCR, si la sonda alelo-
especifica es complementaria al alelo del SNP, se unira a su cadena complementaria.
Cuando la Tag polimerasa que sintetiza la cadena complementaria desde los cebadores
llega a la region donde se encuentra hibridada la sonda, la degrada con su actividad
nucleasa. La degradacion de la sonda hibridada libera el fluor6foro, de forma que la
fluorescencia aumenta segin aumenta la cantidad de producto de PCR alelo especifico.
Si un determinado alelo no se encuentra presente, la sonda especifica de ese alelo no es
perfectamente complementaria, y no se une a la secuencia que contiene el SNP. Esto
evita que la nucleasa degrade la sonda y se libere el fluoréforo. Si ambos alelos se
encuentran presentes, ambos fluor6foros daran sefial, mientras que en el caso de
muestras de individuos homocigotos para cada uno de los alelos solo observaremos
s6lo un tipo de sefial fluorescente de uno u otro tipo (FAM o VIC). Por tanto el patron
de fluorescencias después de la PCR, cuantificado con un equipo de deteccion de

fluorescencia, determina el genotipo [273], segun se indica en la siguiente figura.
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Figura 11. Genotipado por sondas Tagman.

Se prepararon placas de 384 pocillos, cada reaccién de PCR se prepard con 2,5
ul de Tagman Genotyping Master Mix 2X (mezcla de reaccion que incluye la Taq
polimerasa), 0,12 ul de Tagman probe assay 40x (mezcla que incluye los cebadores y
las sondas tagman) y 2,5 ul de DNA de la muestra a una concentracion de 5 ug/ml. El

termociclado y la deteccidn se realizaron en un sistema de PCR en tiempo real 7900T de
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Applied Biosystems (Barcelona, Espafia). Las condiciones del termociclador fueron,
una primera fase a 50° durante 2 minutos, una segunda fase a 95° durante 10 minutos y
una tercera fase que consistia en 45 ciclos de 95° durante 15 segundos y 60° durante 1
minuto. La fluorescencia se detecta en un equipo Real Time ABI PRISM® 7900
Sequence Detector. En las siguientes figuras se describe esquematicamente el disefio de

la placa y el procedimiento.

Figura 12. Disefio de la placa de 384 pocillos
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Figura 13. Procedimiento de la PCR con sondas Tagman. Imagen tomada de
Estudio de los polimorfismos de genes reparadores en poblacion fumadora con vy sin

cancer de pulmdn. Universidad de Salamanca.

2.5 ANALISIS ESTADISTICO

Las herramientas estadisticas para el analisis del genotipado de los SNPs
(equilibrio Hardy-Weinberg, distribucion alélica y de genotipo y test de asociacién)
fueron proporcionados por SNPStats http://bioinfo.iconcologia.net/  SNPstats. Esta
aplicacion web genera odds ratio (OR), intervalos de confianza (IC) y P valores para

multiples modelos de herencia (co-dominante, dominante, recesiva, sobredominante y
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log-aditivo). EI modelo de logaritmo aditivo corresponde a la prueba de tendencia
calculada asignando una puntuacion lineal a cada genotipo (0 para el homocigoto al
alelo comun, 1 para el heterocigoto y 2 para el homocigoto al alelo poco comun). Los
criterios de informacion Akaike (AIC) y los criterios de informacion Bayesiano (BIC)
se calcularon a fin de seleccionar el mejor modelo de herencia para cada polimorfismo,
el modelo seleccionado fue aquel con un menor valor AIC y BIC. Los métodos de
regresion logistica se utilizaron para buscar asociaciones entre los SNPs candidatos y el
riesgo de desarrollar LMC, ajustados por edad y sexo, y la respuesta a imatinib a los 18
meses de iniciado el tratamiento. Teniendo en cuenta el riesgo de obtener resultados
falsos positivos por las maltiples comparaciones entre los genes estudiados, se ajusto el
P valor por la correccion de Bonferroni. En los resultados se muestra el P valor
corregido por Bonferroni marcado con * y el P valor marginal no corregido marcado
con **, dicho valor tendria menor potencia estadistica. Por ultimo, se evalu6 el
desequilibrio de ligamiento (LD) para los diferentes pares de SNPs mediante el
coeficiente estandarizado de Lewontin D". El valor de D" se encuentra entre 0 y 1, un
valor de 0 indica que los SNP analizados son independientes el uno del otro, mientras

que un valor de 1 indica que ambos estan en un completo LD.

La supervivencia libre de transformacion (SLT) (TFS) se definié como el tiempo
desde el inicio de imatinib hasta el desarrollo de una fase acelerada o crisis bléstica o el
éxitus por cualquier causa. La supervivencia libre de fallo (SLF)(FFS) se definié como

el tiempo desde el inicio del tratamiento con imatinib hasta el fallo, incluyendo la
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muerte, la progresion a fase acelerada o crisis blastica y no haber alcanzado o haber
perdido la RHC o la RCC. Para el analisis de SLT y el SLF los pacientes fueron

sustraidos del estudio cuando se suspendié el tratamiento con imatinib.

Se estudi6 la posible asociacion entre las siguientes caracteristicas clinicas de los
pacientes al diagndstico de LMC y su respuesta al tratamiento con imatinib: edad, sexo,
grupo de riesgo de Sokal, cifra de hemoglobina, y la presencia de alteraciones
citogenéticas adicionales. Los factores clinicos que resultaron significativos en el
andlisis univariado se incluyeron junto a las variables genéticas en el modelo
multivariante para evaluar el efecto independiente de cada covariable controlado por el
resto. Los métodos de regresion logistica binaria o de regresién de Cox se utilizaron
para analizar las asociaciones entre las caracteristicas basales clinicas y genéticas de los
pacientes y su evolucién al tratamiento. Las curvas tiempo hasta el evento fueron
estimadas utilizando el método de Kaplan-Meier. En todos los analisis, el valor P menor
o igual a 0,05 fue considerado estadisticamente significativo. El andlisis estadistico se

realizd mediante el programa SPSS version 15 (SPSS, Chicago, IL, USA).
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- Variables de estudio

-Frecuencias de cada uno de los alelos de cada SNP en cada grupo (expresado
como porcentaje de la base menos frecuente) y/o como porcentaje de homocigotos y

heterocigotos.

- Riesgo relativo para cada uno de los polimorfismos.

- Asociacion de los polimorfismos con predisposicion a la enfermedad.

- Perfil clinico de la LMC segun el polimorfismo.

-Respuesta a imatinib en relacion a un polimorfismo determinado.

117



Material y métodos

118



Resultados

RESULTADOS

119



Resultados

120



Resultados

1. RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES

El grupo de pacientes a estudio para el analisis de valoracion de respuesta a
imatinib estaba constituido por 105 pacientes diagnosticados de LMC en fase cronica.
Los criterios de inclusion de los pacientes fueron: a) Sujetos afectos de LMC en fase
cronica inicial o de menos de un afio de evolucion, en tratamiento con imatinib, a las
dosis de 400 mg/dia, durante un periodo minimo de seis meses; b) disponibilidad de los
datos clinicos, hematolégicos iniciales y evolutivos (edad, sexo, tamafio del bazo, cifra
de hemoglobina, leucocitos, plaquetas, porcentaje de basofilos y eosinofilos, porcentaje
de blastos en sangre periférica, porcentaje de blastos en médula dsea, indice de Sokal,
presencia 0 no de alteraciones citogenéticas adicionales al cromosoma Ph y tipo de
transcrito BCR/ABL), y c) disponibilidad de muestras de ADN gendémico para realizar

los estudios de genotipado.

Para el analisis de predisposicion genética a la LMC se afiadieron 85 pacientes
adicionales (total 190 pacientes) que no recibieron tratamiento con imatinib o no
cumplian alguno del resto de criterios de inclusion para el estudio de la evaluacion de
respuesta a imatinib. En este andlisis se utilizé un grupo de 370 controles sanos. Las

caracteristicas de los pacientes se resumen a continuacion:
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Edad (afios), mediana (rango) 47.5 (15-75)
Varones/Mujeres 106/84
Grupo de riesgo de Sokal
Bajo 83 (49%)
Intermedio 51 (30%)
Alto 37 (21%)
Crisis Blastica inicial 6

Tabla 6. Caracteristicas clinicas de los 190 pacientes incluidos en el estudio de

predisposicion a desarrollar una LMC.

Edad (afios), mediana (rango) 45 (15-75)
Varones/Mujeres 59/46
Dx. LMC hasta inicio imatinib, meses (rango) 0.7 (0-10.7)
Hemoglobina (g/L), mediana (rango) 125 (76-166)
<110 g/L 20
Grupo de riesgo de Sokal
Bajo 53 (51%)
Intermedio 37 (35%)
Alto 15 (14%)
Evolucidn clonal al diagndstico 4

Tabla 7. Caracteristicas clinicas de la serie de pacientes tratados con imatinib

incluidos en el estudio de asociacion entre SNPs y respuesta a imatinib
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2. RESULTADOS DEL TRATAMIENTO CON IMATINIB.

La mediana de seguimiento de los pacientes desde el inicio del tratamiento con
imatinib fue de 60 meses (rango 9-119 meses). La tasa de RCM fue del 96% a los 6
meses, la de RCC del 88% a los 12 meses y la de RMM del 66% a los 18 meses. De los
99 pacientes que alcanzaron una RCC en los primeros 18 meses de tratamiento con
imatinib, 10 (10,1%) perdieron dicha respuesta durante el seguimiento, con pérdida
adicional de la RHC en tres casos. De los 67 pacientes que alcanzaron la RMM durante
los primeros 18 meses de tratamiento, 10 (14,9%) perdieron dicha respuesta
posteriormente, con pérdida de la RCC en cinco casos. Se registraron tres
transformaciones a crisis blastica a los 5, 12 y 12 meses del inicio de imatinib,
respectivamente. Asi, la probabilidad de SLT y de SLF a los 5 afios fue del 97% (95%

Cl: 94-100) y del 86% (95% CI: 79-93), respectivamente.

A continuacion se detalla la respuesta al tratamiento en los distintos momentos

evolutivos, de acuerdo a los criterios de la European LeukemiaNet 2009:

- A los 3 meses: Todos los pacientes alcanzaron la RHC en los primeros 3 meses
de tratamiento, pero uno de ellos fue catalogado de respuesta subdptima debido a la
persistencia de 100% de metafases Ph-positivas en el estudio citogenético de médula

Osea.
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- A los 6 meses: Tres pacientes cumplieron criterios de fallo, por tener un 100%
de las metafases Ph positivas, y otro de respuesta suboptima, por persistencia de un 50%

de células Ph positivas. El resto de pacientes alcanz6 la RCM.

- A los 12 meses: Cinco pacientes presentaron fallo al tratamiento por presencia

del 100% de metafases Ph positivas en médula 6sea (n=3) o pérdida de la RCC previa

(n=2). Cuatro enfermos lograron una respuesta subdptima por obtencion de una RCP.

- A los 18 meses: Tres fallos al tratamiento y veinticinco casos de respuesta

subdptima por no alcanzar la RMM.

Por tanto, 25 pacientes (23,8%) tuvieron una respuesta subdptima y 11 (10,5%)
fueron resistentes a imatinib de entrada, lo que constituye un 34% de respuestas
inadecuadas primarias. Posteriormente, 10 pacientes cumplieron criterios de respuesta
suboptima (n=5) o de fallo (n=5). Asi, la tasa global de respuesta inadecuada durante el
seguimiento del estudio fue del 44%. Se detectaron mutaciones en el dominio cinasa de
BCR/ABL en 4 pacientes (M244V, A412D, M351T, M351V), en dos de ellos

coincidiendo con el desarrollo de resistencia primaria.

En el momento del andlisis Unicamente dos pacientes habian fallecido, uno por
complicaciones relacionadas con el trasplante y otro por causas no relacionadas con la

LMC. Un total de 84 pacientes (80%) continuaban tratamiento con imatinib en el ultimo
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control, 18 de ellos con dosis de 600-800 mg/dia debido a la respuesta inadecuada a
imatinib con dosis estandar. Cinco enfermos recibieron un trasplante alogénico por
resistencia primaria, en tres casos tras evolucion a crisis blastica. Catorce pacientes
recibian tratamiento con inhibidores de tirosina cinasa de segunda generacion debido a
respuesta inadecuada (n=5) o intolerancia (n=9) a imatinib. Por altimo, un paciente
suspendio definitivamente el imatinib en situacién de respuesta molecular completa
debido a una aplasia medular grave de origen no clarificado, mientras en otro caso se

retirG por presencia de una segunda neoplasia.

Tiempo de Respuesta subdptima Fallo al tratamiento
evaluacién (n) (n)

3 meses 1 0

6 meses 1 3

12 meses 5 8

18 meses 25 11

Fin del estudio 30 16

Tabla 8. Frecuencia acumulada de respuesta subdptima y fallo al tratamiento con

imatinib
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3. INFLUENCIA DE LA VARIABILIDAD GENETICA EN LA

SUSCEPTIBILIDAD A DESARROLLAR UNA LMC.

Para el estudio de la influencia entre la variabilidad genética y la susceptibilidad
de desarrollar LMC se compararon las frecuencias de los genotipos en los genes
estudiados entre 190 casos de LMC (mediana de edad 47.5 afios, rango 15-75) y una

poblacion de 370 donantes sanos caucasicos (mediana de edad 39 afios).

Como muestra la tabla 9, el riesgo de desarrollar una LMC se asoci6 con la
expresion del alelo infrecuente en cuatro de los genes estudiados. En los genes ERCC5
y RPA2 podia objetivarse un efecto protector en aquellos individuos que presentaban el
alelo infrecuente de los SNPs candidatos, mientras que en los genes PTPN22 y
STATSB se objetivaba un discreto incremento del riesgo de LMC en los individuos que
bien

poseian el alelo infrecuente. Si la diferencia entre ambos grupos fue

estadisticamente significativa, la magnitud de las diferencias fue limitada

% sanos 0
SNP con alelo % LMC . OR
Gen Alelos infrecuente ‘Con alelo | Mejor Modelo Cl 95% p
infrecuente

XPCES8 rs2228000 CIT 0.29 0.33 Dominante 1.28 0.17
' ' (0.90-1.83) '

XPCE16 rs2228001 A/C 0.4 0.4 Sobredominante 1.35 0.098
' ' (0.95-1.92) '
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% sanos % LMC
Gen SNP Alelos conel alelo | Conalelo | Mejor Modelo | OR C195% p
infrecuente | infrecuente
ERCC5 . 0.66 o
(XPG) rs17655 G/C 0.28 0.21 Log aditivo (0.48-0.91) 0.01
ERCC2 . 1.27
(XPD) rs13181 A/C (T/G) 0.36 0.37 Recesivo (0.77-2.09) 0.34
. 1.12
XPA rs2808668 TIC 0.29 0.29 Recesivo (0.59-2.11) 0.74
. 1.14
RAD23B rs2147072 AIG 0.43 0.47 Log aditivo (0.88-1.47) 0.31
. 1.08
RPA1 rs2287321 | T/C (AIG) 0.43 0.45 Log aditivo (0.84-1.37) 0.55
" 0.71 -
RPA2 rs7356 AJG (T/C) 0.44 0.36 Log aditivo (0.55-0.92) 0.008
. 0.73
RPA3 rs6945447 G/A 0.38 0.37 Sobredominante (0.51-1.04) 0.078
ERCC3 . 1.22
(XPB) rs4662717 | C/T (G/A) 0.45 0.5 Log-aditivo (0.95-1.57) 0.12
ERCC4 . 0.72
(XPF) rs3136155 CIT 0.33 0.33 Sobredominante (0.50-1.03) 0.069
- 1.03
LIG1 rs251692 CIT (G/A) 0.46 0.47 Log-aditivo (0.82-1.31) 0.78
ERCCS8 . 0.70
(CKN1) rs3117 TIC (A/G) 0.41 0.39 Recesivo (0.42-1.19) 0.18
ERCC6 . 1.30
(CSB) rs3793784 | C/G (G/C) 0.39 0.42 Overdomiant (0.91-1.86) 0.15
. 1.15
PTPN1 rs941798 A/G 0.48 0.51 CoDominante (0.79-1.68) 0.59
XRCC1 rs25487 A/G 0.37 0.33 Recesivo 1 0.28
. 1.23
PTPN2 rs3737361 AIG 0.09 0.1 Recesivo (0.9-2.17) 0.59
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% sanos % LMC
Gen SNP Alelos con el alelo | con el alelo | Mejor Modelo | OR C195% p
infrecuente | infrecuente
PTPN13 rs10033029 GIT SNP no valorable (no se cumple el equilibrio Hardy Weinberg)
PTPN14 rs1135352 A/G 0.47 0.42 Dominante 0.84 0.38
' ' (0.57-1.23) '
PTPN22 rs2476601 CIT 1 0.98 Recesivo 1 0.013**
PPP2R2A rs2046226 A/G 0.67 0.62 Dominante 0.78 0.34
! ' (0.53-1.14) !
PTPRG 162620047 CIT 0.05 0.5 Recesivo 2.57 0.43
' : (0.23-28) '
rs243327 T/C 0.79 0.72 Recesivo 1 0.061
S0CS1 181582 cIT 0.35 032 |Sobredomi 0.86 0.48
rs1815 . . obredominante (0.58-1.20) .
rs768775 CIT 0.65 0.68 Sobredominante 1 0.38
SOCS2 0.76
rs3869308 T/C 0.41 0.34 Dominante (0.52-1.1) 0.15
STAT5B rs809451 /G 0.16 0.19 Recesivo 1 0.009**
IENG | rs2069705 cIT 0.43 038 |Sobredominante| . 0:82 0.32
' ' (0.56-1.21) '
SLCO1B3 rs7311358 AIG 0.48 0.45 Sobredominante (O.S?j.ZO) 0.28
. 1.8
SH2B3 rs3184504 CIT 0.17 0.24 CoDominante (1.02-3.2) 0.13
GSTP1 rs1695 A/G 0.33 0.34 Recesivo 1 0,4
GAB2 rs2373115 G/T (C/IA) 0.16 0.12 Recesivo 1 0,19

Tabla 9. Influencia de la variabilidad genética en la susceptibilidad a desarrollar

LMC
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Asimismo, se evaluo si las variaciones en el gen BCL2 suponian un factor
predisponente a desarrollar LMC. Los resultados no apoyaron una relacion entre los

SNPs candidatos y el riesgo de desarrollar LMC, tal y como se muestra en la siguiente

tabla[274].
BCL2 : Donantes . Mejor OR
SNP S sanos N (%) EAISIN () modelo | (95%Cl) P
AA | 126 (34%) | 59 (31.2%) 1.05
1s2279115| A/C | 166 (44.9%) | 87 (46%) A (ffsz)' 0.69
cic | 78(211%) | 43 (22.8%)
AA | 124 (33.5%) | 73 (38.6%) 0.88
151801018 | A/ | 166 (44.9%) | 82 (43.4%) A (f'ff)' 0.34
GIG | 80(21.6%) | 34 (18%)
GIG | 124 (33.5%) | 61 (32.5%) 1.11
13943258 | /A | 176 (47.6%) | 88 (46.8%) | R (f';g)' 0.66
AA | 70(18.9%) | 39 (20.7%)
GIG | 217 (58.6%) | 119 (62.6%) 0.76
51564483 | /A | 130 (35.1%) | 54 (284%) | © (ff;)' 0.18
AA | 236.2%) | 17 (8.9%)
Tabla 10. Andlisis univariante de asociacion entre los SNPS de BCL2 y la

susceptibilidad a desarrollar una LMC ajustados por sexo y edad.
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4. RELACION ENTRE LA VARIABILIDAD GENETICA Y LAS

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES

En el estudio de correlacion entre el patron de polimorfismos en los genes
candidatos y las principales caracteristicas clinicas de los pacientes al diagnostico de la
LMC. La Unica asociacion estadisticamente significativa fue la de los SNPs de BCL2

rs2279115 4777C>A y rs1801018 5735A>G con el indice de riesgo de Sokal[274].

Por lo que respecta al SNP 4777C>A, el mayor grado de significacion estadistica
se alcanzaba con el modelo dominante, donde los portadores del alelo C (CC/CA)
tenian un riesgo casi 3 veces mayor de ser diagnosticados con un indice de Sokal
intermedio o alto, comparados con los homocigotos para el alelo A (OR=2.80, P valor:
0.0024). Con respecto a 5735A>G SNP, el mejor modelo predictivo era el recesivo,
con el que los pacientes homocigotos para el alelo G tenian 3 veces menor riesgo de
presentar al diagndstico un indice de Sokal intermedio o alto que los portadores del

alelo A (AA/AG)(OR=0.34, P valor: 0.0098).
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35 (42.2%)

18 (20.7%)

48 (57.8%)

69 (79.3%)

2.80

(1.42-5.50)

62 (74.7%)

78 (89.7%)

21 (25.3%)

9 (10.3%)

0.34

(0.15-0.80)

GIG-AIA 47(58%) 46 (52.3%) 1.26
o 0.45
G/A 34 (42%) 42(47.7%) (0.69-2.32)
0 G/G-A/A 57 (68.7%) 67 (76.1%) 0.69
0.27
G/A 26 (31.3%) 21 (23.9%) (0.35-1.35)

Tabla 11. Asociacion entre SNPS de BCL2 e indice de Sokal

Ademas, el SNP en la region intronica 177978A>G (rs3943258) estaba

marginalmente asociado con la mayor probabilidad de ser diagnosticado de crisis

blastica inicial. Asi, en el modelo aditivo cada copia del alelo menor A conferia un

riesgo 4 veces mayor en comparacion al riesgo basal de los pacientes homocigotos para

el alelo G (OR =3.77, P valor: 0.031).
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Mejor : No CBI CBI OR
BCL2 SNP Genotipo P
modelo N (%) N (%) (95%Cl)
- 0, 0,
i R AIA-AIC | 141 (77%) | 5 (83.3%) 0.67 071
CIC 42 (22.9%) | 1(16.7%) | (0.08-5.91)
- 0, 0,
(s1801018 o A/A-G/G | 102 (55.7%) | 5 (83.3%) 0.25 0.16
AlG 81 (44.3%) | 1(16.7%) | (0.03-2.20)
rs3943258 G/G 61 (33.5%) 0 (0%) 3.77
177978A>G A G/A 85 (46.7%) | 3(50%) | (1.01-14.03) 0.031
A/A 36 (19.8%) | 3 (50%)
G/G-A/A | 133 (72.3%) | 3 (50%) 2.61
(51564483 © GIA 51(27.7%) | 3(50%) | (0.51-13.34) | %O
Tabla 12. Asociacion entre los SNPs del gen BCL2 y el riesgo de crisis blastica
El andlisis de haplotipos de los SNPs 4777 y 5735 reveld que los haplotipos mas
frecuentes eran 4777C-5735A (45%) y 4777A-5735G (39%). El test de asociacion de
haplotipos mostré que el haplotipo 4777A-5735G se asociaba a un menor riesgo de
desarrollar LMC con un Sokal intermedio o alto comparado con el 4777C-5735A
(OR=0.56, P valor: 0.016).
Haplotipos Frecuencia haplotipos (%)
rs2279115 | rs1801018 | Total casos Sokal 1 Sokal 2+3 OR (95% ClI) p
C A 44.9 39.1 50.3 1.00
0.56
A G 39.0 46.3 31.9 (0.35 - 0.89) 0.016
A A 15.2 13.9 16.3 0.90 0.73
' ' ' (0.48 - 1.67) '
1.23
@ G 1.0 0.7 1.4 (0.10 - 14.65) 0.87

Tabla 13. Resultados del analisis de asociacion de haplotipos del gen BCL2 con

el indice de Sokal al diagndstico de la LMC
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5. INFLUENCIA DE LA VARIABILIDAD GENETICA EN LA

RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON IMATINIB

Para el estudio de la influencia entre la variabilidad genética y la respuesta al
tratamiento con LMC, se estudiaron las frecuencias de los distintos genotipos en 105
pacientes con LMC de novo. En las tablas de resultados se muestra la frecuencia del
genotipo para cada gen, la OR objetivada y su significacion, con el P valor corregido

por Bonferroni marcado con * y el P valor marginal no corregido marcado con **.

e 5.1 Asociacién de los SNPs estudiados con la obtencién de RHC a

los 3 meses

Se observé una potencial influencia del genotipo de PTPN14 en la respuesta
hematoldgica (p no corregida de 0.024, modelo recesivo), pero dicha asociacién no
alcanzo la significacion estadistica tras el ajuste de la p por el método de Bonferroni.
Con todo, cabe decir que el analisis estuvo limitado por el reducido nimero de pacientes
sin RHC a los 3 meses, un unico paciente, por lo que los resultados obtenidos no

presentan valor alguno.
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o 0, o,
XPCES S C/C-T/T 53 (58.2%) 0 (0%) 1.00 i
t :
r$2228000 o 38 (41.8%) | 1(100%) NA (0.00-NA)
- [0) 0,
XPCE16 Sobredomi A/A-C/C 46 (50.5%) 0 (0%) 1.00 o
t :
rs2228001 e ac 45 (49.5%) | 1 (100%) NA (0.00-NA)
XRCCI G/G 40 (44.4%) | 1 (100%) 1.00
Dominante 0.2
rs25487 G/A-A/A 50 (55.6%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
XPD Sobredomi | /T-G/G 46 (51.1%) 0 (0%) 1.00 -
rs13181 nante T/G 44 (48.9%) | 1 (100%) NA (0.00-NA)
Dominante 0.35
rs17655 G/C-¢/C 32 (36%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
A/A-A/G 77 (85.6%) 0 (0%) 1.00
PTPN1 Recesivo 0.051
15941798 G/G 13 (14.4%) | 1 (100%) NA (0.00-NA)
= o) 0,
PTPN2 Cobredomi [AnE/E 43 (47.8%) 0 (0%) 1.00 o
13737361 nane e 47 (52.2%) | 1 (100%) NA (0.00-NA)
c/C 88 (85.4%) | 1 (100%) 1.00
PTPN22 0.58
rs2476601 c/T 15 (14.6%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
PPP2R2A Sor?;ictigml A/A-G/G | 44 (48.4%) 0 (0%) 1.00 0.25
rs2046226 A/G 47 (51.6%) | 1 (100%) NA (0.00-NA)
PTPN14 Recesivo |G/G-A/G 78 (92.9%) 0 (0%) 1.00
rs1135352 A/A 6 (7.1%) 1 (100%) NA (0.00-NA)
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PTPRG T/T 63 (71.6%) 1 (100%) 1.00
Dominante 0.42
r$62620047 C/T-C/C 25 (28.4%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
STATSB G/G 56 (81.2%) 1 (100%) 1.00
— 0.52
15809451 C/G 13 (18.8%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
T/T-T/C 68 (75.6%) 0 (0%) 1.00
S0CS1 i
Recesivo 0.095
1$243327 C/C 22 (24.4%) 1 (100%) NA (0.00-NA)
T/T 56 (61.5%) 1 (100%) 1.00
S0C52 Dominante 0.33
1S768775 T/C-C/C 35 (38.5%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
SOCS1 C/C 54 (65.1%) 1 (100%) 1.00
Dominante 0.36
rs181582 C/T-T/T 29 (34.9%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
T/T 52 (63.4%) 1 (100%) 1.00
S0¢s2 Dominante 0.34
rs3869308 T/C-C/C 30 (36.6%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
SH2B3 C/C 24 (30.4%) 1 (100%) 1.00
Dominante 0.12
(s3184504 C/T-T/T 55 (69.6%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
IFNG ) T/T-C/T 69 (86.2%) 0 (0%) 1.00 0.048**
Recesivo 0.56* (B)
rs2069705 C/C 11 (13.8%) 1 (100%) NA (0.00-NA) *
| AJA-G/G 45 (54.9%) 0 (0%) 1.00
SLCO1b3 Sog;ictlgml 0.21
rs7311358 G/A 37 (45.1%) 1 (100%) NA (0.00-NA)
A/A 42 (46.1% 1 (100% 1.00
GSTP1 Dominante / ( °) ( °) 0.22
rs1695 A/G-G/G 49 (53.9%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
C/C 66 (75%) 1 (100%) 1.00
GAB2 Dominante 0.45
1s2373115 C/A-A/A 22 (25%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)

Tabla 14. SNPs y probabilidad de obtener RHC a los 3 meses
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e 52 Asociacion de los SNPs candidatos con

la respuesta

citogenética completa.

Se observo una asociacion de los SNPs de PPP2R2A y SOCS1 con la respuesta
citogenética. Sin embargo, tras la correccién, solo mantuvo la significacion estadistica
la del SNP rs243327 (SOCS1), de forma que la homocigosis del alelo infrecuente C

conferia 7,5 veces mas riesgo de no alcanzar la RCC.

C/C-C/T 74 (90.2%) 6 (66.7%) 1.00
XPCES Recesivo 0.073
152228000 T/T 8 (9.8%) 3 (33.3%) | 4.62 (0.97-22.15)

- (o) (o)
XPCE16 Sobredomi A/A-C/C 39 (47.6%) 7 (77.8%) 1.00 0079
nante :
152228001 A/C 43 (52.4%) 2 (22.2%) 0.26 (0.05-1.32)
XRCC1 _ G/G-G/A 72 (88.9%) 9 (100%) 1.00
Recesivo 0.16

rs25487 A/A 9 (11.1%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)

T/T-G/G 44 (54.3% 2 (22.2% 1.00
XPD Sobredomi | 11 ( °) ( °) 0.061

nante o o ) ’
13181 T/G 37 (45.7%) 7 (77.8%) | 4.16 (0.81-21.26)
ERCCS . G/G-G/C 76 (95%) 9 (100%) 1.00
Recesivo 0.35

rs17655 C/C 4 (5%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)

A/A-A/G 69 (85.2%) 7 (77.8%) 1.00
PTPN1 Recesivo 0.58
1941798 G/G 12 (14.8%) 2 (22.2%) 1.64 (0.30-8.88)
PTPN2 Recesivo |T/T-T/C 73 (90.1%) 9 (100%) 1.00 0.18
1$3737361 C/C 8 (9.9%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
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c/C 80 (87.9%) | 3 (100%) 1.00
PTPN22 0.38
[0) o) _
rs2476601 c/T 11 (12.1%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
Dominante S
12046226 A/G-G/G 58 (70.7%) | 3 (33.3%) | 0.21 (0.05-0.90)
PTPN14 _ G/G-A/G 71 (92.2%) | 6 (85.7%) 1.00
Recesivo 0.58
rs1135352 A/A 6 (7.8%) 1 (14.3%) | 1.97 (0.20-19.19)
PTPRG _ T/T-C/T 77 (97.5%) | 8 (88.9%) 1.00
Recesivo 0.27
162620047 c/C 2 (2.5%) 1(11.1%) | 4.81 (0.39-59.13)
G/G 51 (82.3%) | 6 (85.7%) 1.00 0.82
STAT5B
rs809451 C/G 11 (17.7%) | 1(14.3%) | 0.77 (0.08-7.08)
T/T-T/C 64 (79%) 3 (33.3%) 1.00 0.0058%**
50c¢s1 Recesivo 0.03*(B)
rs243327 0 0 7.53 (1.70-
c/C 17 (21%) 6 (66.7%) 33.26)
SOCS2 T/T-T/C 78 (95.1%) | 9 (100%) 1.00
Recesivo 0.36
1s768775 c/C 4 (4.9%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
c/C 46 (62.2%) | 8 (88.9%) 1.00
061 Dominante 0.085
rs181582 C/T-T/T 28 (37.8%) | 1(11.1%) | 0.21 (0.02-1.73)
50CS2 T/T-T/C 69 (94.5%) | 9 (100%) 1.00
Recesivo 0.33
o, o) _
rs3869308 c/C 4 (5.5%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
C/C-C/T 56 (76.7%) | 6 (100%) 1.00
SH2B3 Recesivo 0.081
rs3184504 /T 17 (23.3%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
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IENG T/T-C/T 64 (87.7%) | 4 (57.1%) 1.00
Recesivo 0.059
rs2069705 ¢/C 9(12.3%) | 3(42.9%) | 5.33(1.02-27.81)
SLCO1b3 AJA 31 (41.3%) | 2 (28.6%) 1.00
Dominante 0.5
rs7311358 G/A-G/G 44 (58.7%) | 5(71.4%) | 1.76 (0.32-9.67)
GSTP1 A/A 38 (46.3%) | 5 (55.6%) 1.00
Dominante 0.6
151695 A/G-G/G 44 (53.7%) | 4 (44.4%) | 0.69 (0.17-2.76)
GAB2 C/C-C/A 78 (98.7%) | 9 (100%) 1.00 0.64
Recesivo
rs2373115 A/A 1 (1.3%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)

Tabla 15. SNPS y probabilidad de obtener RCC

e 5.3 Pacientes con pérdida de respuesta hematoldgica

En la tabla se muestran los resultados del andlisis, pero dado el reducido nimero

de pacientes que perdieron la RHC no pueden extraerse conclusiones definitivas.

c/C-C/T 78 (88.6%) | 3 (75%) 1.00
XPCES Recesivo oY 0.46
rs2228000 i MO (LA | 1 (25%) (0.25:27.45)
A/A-A/C 78 (88.6% 2 (50% 1.00
XPCE16 /AA/ ( ) (50%)
Recesivo - 0.066
c/C 10 (11.4%) | 2 (50%) :
(52228001 (0.99-61.67)
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- o) (o]
XRCC1 _ G/G-G/A 78 (89.7%) | 4 (100%) 1.00
Recesivo 0.36
(o) 0, _
rs25487 A/A 9 (10.3%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
XPD T/T-T/G 73 (83.9%) | 4 (100%) 1.00
Recesivo 0.24
rs13181 G/G 14 (16.1%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
- o) (o)
ERCC5 Sobredomi | ¢/G-¢/C | 60 (69.8%) | 2 (50%) 1.00 .
nante 231 :
rs17655 G/C 26 (30.2%) 2 (50%) (0.31-17.28)
A/A 34 (39.1%) 0 (0%) 1.00
PTPN Dominante 0.05
rs941798 A/G-G/G 53 (60.9%) | 4 (100%) NA (0.00-NA)
PTPN2 T/T-T/C 79 (90.8%) | 4 (100%) 1.00
Recesivo 0.39
(o) 0 _
(3737361 C/C 8 (9.2%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
c/C 86 (86.9%) 3 (60%) 1.00
PTPN22
4.41 0.15
13 (13.1%) 2 (40%)
edl (0.67-28.96)
rs2476601
PPP2R2A , A/A 27 (30.7%) | 4 (100%) 1.00 0.0026%*
Dominante R
152046226 A/G-G/G | 61(69.3%) | 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
G/G 35 (42.7%) | 2 (66.7%) 1.00
PTPN14 Dominante 037 0.41
r51135352 A/G'A/A 47 (57.30/0) 1 (33-30/0) (0.03_4.27)
PTPRG _ T/T 60 (70.6%) | 4 (100%) 1.00
Dominante 0.1
1$62620047 C/T-C/C 25 (29.4%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
STAT5B G/G 54 (80.6%) 3 (100%) 1.00 -
rs809451 C/G 13 (19.4%) | 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
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/T 22 (25.3%) | 0 (0%) 1.00
S0Cs1 Dominante 013
rs243327 T/C-C/C 65 (74.7%) | 4 (100%) NA (0.00-NA)
SOCS2 _ T/T-T/C 84 (95.5%) | 4 (100%) 1.00
Recesivo 0.55
rs768775 c/C 4 (4.5%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
c/C-C/T 77 (96.2%) | 4 (100%) 1.00
S0Cs1 Recesivo 0.58
rs181582 /T 3 (3.8%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
T/T-T/C 75 (94.9%) | 4 (100%) 1.00
S0€52 Recesivo 0.52
rs3869308 c/C 4 (5.1%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
o, (o)
SH2B3 _ C/C 23 (29.9%) | 2 (66.7%) 1.00
Dominante 021 0.2
o 0, 0, .
153184504 C/T-T/T 54 (70.1%) | 1 (33.3%) (0.02-2.47)
IENG N T/T-C/T 68 (87.2%) | 1 (33.3%) 1.00 0.03%*
13.60 0.21*(B)
rs2069705 c/c 10/(12.8%} || 2 (66.7%) (1.13-164.13)
SLCO1b3 A/A-G/A 68 (85%) 3 (100%) 1.00
Recesivo 0.33
rs7311358 G/G 12 (15%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
GSTP1 _ A/A-A/G 74 (84.1%) | 4 (100%) 1.00
Recesivo 0.24
rs1695 G/G 14 (15.9%) | 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
GAB2 ' c/C 63 (74.1%) | 4 (100%) 1.00
Dominante 0.13
- o) o) -
152373115 C/A-A/A | 22 (25.9%) | 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)

Tabla 16. SNPS y riesgo de pérdida de respuesta hematologica
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5.4 Pacientes con pérdida de respuesta citogenética

Cabe destacar, la asociacion estadisticamente significativa entre el polimorfismo

de ERCCS5 vy la estabilidad de la respuesta citogenética. Asi, los pacientes homocigotos

para el alelo variante CC en el modelo recesivo experimentaron un riesgo 38,5 mayor de

pérdida de respuesta citogenética.

71
c/C-C/T o 7 (77.8%) 1.00
XPCES Recesivo () 555 0.38
rs2228000 v OL2Y%) | 2 (22.2%) (0.40;12.56)
- 70 (o)
XPCEL6 _ A/A-A/C (87.5%) 7 (77.8%) 1.00
Recesivo 10 500 0.45
0 .
rs2228001 e (12.5%) 2 (22.2%) (0.36-11.01)
34
G/G o 6 (75%) 1.00
XRecl Dominante (4242 ) 0.25 0.075
- 0 .
(525487 CRER | sy ey || 2290 (0.05-1.30)
- 41 o,
XPD Sobredom T/T-G/G (51.9%) 4 (44.4%) 1.00 e
nante 38 o 1.35 '
rs13181 e (48.1%) | ° (Bl (0.34-5.40)
- 77 o,
ERCCS . G/G-G/C (98.7%) 6 (66.7%) 1.00 0.0013%*
Recesivo 38.50 0.01*(B)
o) (o) o .
517655 HE 1(1:3%) | 3(33:3%) | (345-429.03)
43
PTPNI Sobredomi A/A-G/G (54.4%) 4 (44.4%) 1.00 o
nante A/G 36 5 (55.6%) 1.49 '
rs941798 (45.6%) 70 (0.37-5.98)
71
T/T-T/C 9 (100%) 1.00
89.9%
PTPN2 Recesivo ( °) 0.18
3737361 c/C 8 (10.1%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
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79 o
e (87.8%) 8 (72.7%) 1.00
PTPN22 0.21
11 2.69
3 (27.3%)
=l {2-280) (0.62-11.70)
rs2476601
A/A-G/G 35 8 (88.9%) 1.00
PPP2R2A Sobredomi (43.8%) ’ ’ 0.0027**
nante e 45 1\ () 0.10 0.04*(B)
rs2046226 (56.2%) . (0.01-0.81)
- 71 o
PTPN14 _ G/G-A/G (94.7%) 6 (75%) 1.00
Recesivo 592 0.091
(o] o .
rs1135352 A/A v (B | 2 (25%) (0.89-39.20)
- 59 o)
PTPRG ST T/T-C/C (76.6%) 6 (66.7%) 1.00 o
nante 18 0 1.64 '
rs62620047 c4 (23.4%) | 3 (S0 (0.37-7.22)
47
G/G o 7 (100%) 1.00
STAT5B (781.§ %) N
(809451 C/G (21.7%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
63
- o)
_ T/T-T/C (79.8%) 5 (55.6%) 1.00
SOCS1 Recesivo 0.13
16 0 3.15
(5243327 ere (20.2%) | #444%) | g .76:13.00)
$0CS2 . T/T-T/C 76 (95%) | 9 (100%) 1.00
Recesivo 0.35
o) o, -
768775 c/C 4 (5%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
C/C-C/T 70 8 (100%) 1.00
SOCS1 ) (95.9%)
Recesivo 0.42
T/T 3 (4.1%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
rs181582
T/T-T/C o7 9 (100%) 1.00
sOCs2 ) (94.4%) .
Recesivo 0.32
(o] 0, -
153869308 c/C 4 (5.6%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
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56
C/C-C/T " 5 (100%) 1.00
SH2B3 Recesivo (761'; %) 500 0.11
o .
(53184504 W (23.3%) | 9(0%) (0.00-NA)
33
T/T " 1 (14.3%) 1.00
IFNG Dominante Gl 0.087
C/T-C/C &) 6 (85.7%) =0
(52069705 (54.2%) : (0.58-44.34)
62
A/A-G/A " 7 (100%) 1.00
.8%
SLCO1b3 Recesivo (8312 ) 0.12
0, -
rs7311358 G/G (16.2%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
(o) o)
GSTP1 A/A 36 (45%) 5 (55.6%) 1.00
Dominante 0.65 0.55
A/G-G/G 44 (55% 4 (44.4%% ;
51695 ey (55%) | 4( 2 (0.16-2.62)
56 )
GAB2 C/C (72.7%) 8 (88.9%) 1.00
Dominante 21 0.33 0.26
- o ]
(52373115 S o ey || A0 (0.04-2.83)

Tabla 17. SNPs y riesgo de pérdida de respuesta citogenética

5.5 Pacientes con pérdida de respuesta molecular mayor

Tras correccion de Bonferroni, se objetivd un mayor riesgo de pérdida de

respuesta molecular en aquellos pacientes portadores del alelo variante C del gen

ERCCS5. En el modelo logaritmico aditivo cada una de las copias del alelo infrecuente C

conferia 6.24 veces incremento del riesgo.
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C/C-C/T | 64 (85.3%) | 12 (100%) 1.00
XPCES Recesivo 0.061
152228000 T/T 11 (14.7%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
XPCE16 Sobredomi A/A-C/C | 38 (50.7%) | 5 (41.7%) 1.00
0.56
nante 1.44
1$2228001 A/C 37 (49.3%) | 7 (58.3%) (0.42-4.94)
XRCC1 G/G 29 (38.7%) | 9 (81.8%) 1.00 0.006**
Dominante . 0.14 0.07*(B)
1$25487 G/A-A/A | 46 (61.3%) | 2 (18.2%) (0.03-0.69)
XPD T/T-T/G 63 (84%) 9 (81.8%) 1.00
Recesivo 1.17 0.86
rs13181 G/G 12 (16%) 2 (18.2%) (0.22-6.09)
ERCCS Existe un incremento del 0.004% *
rs17655 Log-aditivo | riesgo por cada copia del alelo menor | 6.24 (2.05-18.98) 0'03*(3)
C :
PTPN1 A/A 30 (40.5%) 3 (25%) 1.00
Dominante 2.05 0.29
1s941798 A/G-G/G | 44 (59.5%) 9 (75%) (0.51-8.18)
PTPN2 T/T 30 (40.5%) | 4 (33.3%) 1.00
Dominante 136 0.63
= .59 7% ;
(<3737361 T/C-C/C | 44 (59.5%) | 8 (66.7%) (0.38-4.94)
C/C 76 (87.4%) | 10 (83.3%) 1.00
PTPN22
- 1.38 0.71
11 (12.6%) | 2 (16.7%)
cd (0.27-7.16)
rs2476601
PPP2R2A A/A-A/G | 67 (89.3%) | 7 (58.3%) 1.00 0.013%*
Nadahe 5.98 0.07*(B)
rs2046226 G/G Y A) |8 L) (1.53-23.35)
PTPN14 G/G 33 (47.8%) | 2 (16.7%) 1.00
4.00
(s1135352 | CoDominante A/G 33 (47.8%) | 8 (66.7%) (0.79-20.27) 0.066
A/A 3(4.3%) | 2 (16.7%) S LA

(1.12-108.49)
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- 0, 0,
PTPRG cobredomi | T/T-C/C | 56 (76.7%) | 7 (63.6%) 1.00 .
nante 1.88 :
(562620047 C/T L7 (23,20 | @ (0.a%) (0.49-7.21)
0, 0,
TATSE G/G 47 (82.5%) | 6 (75%) 1.00
= 0.62
0, 0, .
rs809451 e O @7eE) | 2 (2% (0.28-8.92)
T/T-T/C | 61 (82.4%) | 6 (50%) 1.00
S0Cs1 Recesivo 0.02%*
4.69 0.12*(B)
c/C 13 (17.6% 6 (50%
(s243327 / ety |- @ (509 (1.30-16.88)
socs2 ~|TTT/C | 72/(96%) | 11 (91.7%) 1.00
Recesivo 218 0.54
(5768775 c/C 3 (4%) - 2 (0.21-22.89)
C/C-C/T | 67 (95.7%) | 9 (100%) 1.00
SOCS1 S 0.39
181582 /T 3 (4.3%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
- 0, o
s0cs2 Sobredom; | T/T-C/C | 44 (64.7%) | 8 (80%) 1.00 o
nante 0.46 ’
53869308 T/C 24 (3513%)| 2 (20%) (0.09-2.33)
C/C-C/T | 50 (75.8%) | 9 (90%) 1.00
SH2B3 Recesivo — 0.28
(53184504 /T Lo (@2l | 1) (0.04-2.96)
T 29 (43.9%) | 5 (45.5% 1.00
NG / ( 0) ( 0)
Dominante 0.9 0.93
94
C/T-C/C | 37 (56.1%) | 6 (54.5%)
(52069705 (0.26-3.39)
- 0, 0,
qcotbs | Sobredomi |A/A-G/G | 38 (55.9%) | 7 (63.6%) 1.00 el
nante 0.72 '
7311358 G/A 30 (44.1%) | 4 (36.4%) e
A/A-G/G | 46 (61.3%) | 8 (66.7% 1.00
GSTP1 Sobredomi | ¢/ (61.3%) | 8 (66.7%) 0
nante |G 29 (38.7%) | 4 (33.3% 0.2 '
(51695 / (38.7%) | 4 (33.3%) | (9.22-2.87)
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GAB2 c/C 53 (72.6%) | 9 (81.8%) 1.00
Dominante 0.59 0.5
(2373115 C/A-A/A | 20 (27.4%) | 2 (18.2%) (0.12-2.96)
Tabla 18. SNPs y riesgo de pérdida de respuesta molecular
e 5.6 Pacientes con transformacion a fases avanzadas de la LMC
Ningin SNP se asocio de forma significativa con un mayor riesgo o
proteccion frente a la transformacion a estadios mas avanzados de la enfermedad.
XPCES _ C/C-C/T 78 (87.6%) | 3 (100%) 1.00
Recesivo 0.38
o, 0, =
(2928000 T/T 11 (12.4%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
A/A-A/C 79 (88.8%) | 1 (33.3%) 1.00
XPCE16 Recesivo 0.027**
c/C 10 (11.2%) | 2 (66.7%) 15.80 ALY
rs2228001 e 7o e (1.31-190.38)
RCCL G/G-G/A | 79 (89.8%) | 3 (100%) 1.00
Recesivo 0.43
A/A 9 (10.2% 0 (0% 0.00 (0.00-NA
rs25487 / (10.2%) (0%) ( )
T/T-T/G 74 (84.1%) | 3 (100%) 1.00
XPD ,
Recesivo 0.31
15.9% % . .00-NA
s13181 G/G 14 (15.9%) 0 (0%) 0.00 (0.00 )
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ERCC5 G/G-G/C 83 (95.4%) 3 (100%) 1.00
Recesivo 0.6
17655 C/C 4 (4.6%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
rs
A/A-A/G 75 (85.2%) | 2 (66.7%) 1.00
PTPNI Recesivo S 0.43
o) (0) *
5041798 G/G 13 (14.8%) | 1 (33.3%) (0.24-34.16)
- o) o)
PTPN2 Sobredomi T/T-C/C 43 (48.9%) 0 (0%) 1.00 0.047%*
X
3737361 nante ¢ 45 (51.1%) | 3 (100%) NA (0.00-NA) | 2:287%(B)
Cc/C 87 (87%) 2 (50%) 1.00
PTPN22
— 6.69 0.084
13 (13%) 2 (50%)
_ & (0.87-51.72)
rs
A/A 29 (32.6%) | 2 (66.7%) 1.00
PPPZR2A Dominante 024 0.24
1$2046226 A/G-G/G 60 (67.4%) | 1 (33.3%) (0.02-2.77)
G/G 35 (42.7%) | 2 (66.7%) 1.00
PTPN14 Dominante 037 0.41
rs1135352 A/G-A/A 47 (57.3%) | 1 (33.3%) (0.03-4.27)
PTPRG T/T 61 (70.9%) 3 (100%) 1.00
Dominante 0.16
1562620047 C/T-C/C 25 (29.1%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
- 0.53
2.29
1s809451 C/G 12 (17.9%) | 1 (33.3%) (0.19-27.38)
T/T 22 (25%) 0 (0%) 1.00
50Cs1 Dominante e
(5243307 T/C-C/C 66 (75%) 3 (100%) NA (0.00-NA)
T/T 54 (60.7%) 3 (100%) 1.00
5032 Dominante 0.087
(s768775 T/C-C/C 35 (39.3%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
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Resultados

SOCS1 . C/C-C/T 78 (96.3%) | 3 (100%) 1.00
Recesivo 0.64
rs181582 /T 3 (3.7%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
T/T 50 (62.5%) | 3 (100%) 1.00
S0632 Dominante 0.097
r$3869308 T/C-C/C | 30(37.5%) | 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
SH2B3 c/C 23 (29.9%) | 2 (66.7%) 1.00
Dominante 0.21 0.2
= 0, 0, .
r<3184504 C/T-T/T 54 (70.1%) | 1 (33.3%) (0.02-2.47)
IENG T/T-C/T 67 (85.9%) | 2 (66.7%) 1.00
Recesivo 3.05 0.41
rs2069705 = AL ol L EE) (0.25-36.50)
Recesivo 314 0.4
rs7311358 G/G L (580 | L (2520 (0.26-37.58)
GSTPI Sobredomi | A/A-G/G 56 (62.9%) | 1 (33.3%) 1.00 031
nante /G 33 (37.1%) | 2 (66.7%) | 3.39 (0.30-38.88)
rs1695
GAB2 c/C 64 (74.4%) | 3 (100%) 1.00
Dominante 0.19
rs2373115 C/A-A/A | 22 (25.6%) | 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)

Tabla 19. SNPs y riesgo de transformacion a fases avanzadas de la LMC

5.7 Asociacion de los SNPs candidatos con la respuesta suboptima

a los 12 meses

No se objetivaron resultados estadisticamente significativos para ninguno de los

SNPs estudiados en relacion a su efecto sobre la respuesta suboptima a los 12 meses de

seguimiento.
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Resultados

XPCES C/C-C/T 79 (89.8%) | 2 (50%) 1.00 L
Recesivo .
8.78 0.7*(B)
(52228000 /T Vo2 | 2 (50%) (1.10-70.10)
- o) (o)
XPCELS Sobredomi | A/A-C/C 42 (47.7%) | 4 (100%) 1.00 L
X
S nante 1./c 46 (52.3%) | 0 (0%) 0.00 (0.00-Np) | 2:22%(B)
XRCCI GG 41 (47.1%) 0 (0%) 1.00 e
Dominante 0 '33*(3)
1525487 G/A-A/A | 46 (52.9%) | 4 (100%) NA (0.00-NA) '
T/T-T/G 73 (83.9% 4 (100% 1.00
XPD Recesivo ANl ( °) ( °) 0.24
rs13181 &@ 14 (16.1%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
cc &@ 54 (62.8%) | 4 (100%) 1.00
ERCCS Dominante 0.057
(S17655 G/C-C/C 32 (37.2%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
PTONI A/A 31 (35.6%) | 3 (75%) 1.00
Dominante 0.18 0.12
A/G-G/G | 56 (64.4% 1 (25% '
rs941798 JerE) ( 2 23%) (0.02-1.85)
PTPN? T/T 32 (36.8%) | 3 (75%) 1.00
Dominante 0.19 0.13
T/C-C/C 55 (63.2% 1 (25% '
rs3737361 /e ( 0) (B (0.02-1.94)
84 (84.8%) | 5 (100%)
PTPN22 e 100 0.21
o) o,
o450 c/T B Eat) ) U 0.00 (0.00-NA)
A/A 28 (31.8%) | 3 (75%) 1.00
PPP2R2A
Dominante 0.16 0.084
(52046226 A/G-G/G | 60 (68.2%) | 1 (25%) (0.02-1.56)
PTPN14 G/G-A/G | 74 (91.4%) | 4 (100%) 1.00
Recesivo 0.4
rs1135352 A/A 7 (8.6%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
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Resultados

PTPRG T/T-C/T 83 (97.7%) | 3 (75%) 1.00
Recesivo 13.83 0.095
(o) (o) "
rs62620047 S 2 (e L (2570) (0.97-198.27)
STATSB G/G 56 (82.3%) | 1 (50%) 1.00
0.31
C/G 12 (17.6%) | 1 (50%) o7
rs809451 ' (0.27-79.95)
T/T-T/C 66 (75.9%) | 2 (50%) 1.00
50Cs1 i
Recesivo S 12 0.28
o) (o) *
rs243327 it 21 (el | 2 (B0 (0.42-23.71)
T/T-C/C 2% 1 (25% 1.
SOCS2 Sobredomi /T-¢/ &0 (35270 (EF) 00 0.084
nante 6.43 ’
o) (o) *
(s768775 e 2 (L) | 2 (78 (0.64-64.56)
S0CS1 c/C 52 (65%) 3 (75%) 1.00
Dominante 0.62 0.67
rs181582 ST 2 2] L (25%) (0.06-6.23)
$0CS2 Sobredomi | /T-C/C 56 (70.9%) | 1 (25%) 1.00 o
nante 7.30 '
rs3869308 e 28 e | 2 (78 (0.72-73.91)
SH2B3 Sobredomi | /S T/T 42 (54.5%) 0 (0%) 1.00 LRI
£ 3
184508 nante o 35 (45.5%) | 3 (100%) NA (0.00-NA) | 2:38% (B)
NG Sobredomi | /T-C/C 45 (58.4%) | 1 (25%) 1.00 o1
nante o r 32 (41.6%) | 3 (75% a2 '
(52069705 GiliE) || 2 (75%) (0.42-42.42)
$1CO1b3 A/A-G/A 68 (86.1%) | 3 (75%) 1.00
Recesivo .06 0.57
(57311358 e LB | (2 (0.20-21.63)
GSTP1 Sobredomi | A/A-G/G 54 (61.4%) | 3 (75%) 1.00
nante 0.53 0.57
o) (o) *
1695 A/G 34 (38.6%) | 1 (25%) (0.05-5.30)

150




Resultados

o o) (o)
GAB2 Sobredomi | /€ AA 66 (77.7%) | 2 (50%) 1.00
nante 3.47 0.24
rs2373115 C/A 19 (22.4%) | 2 (50%) (0.46-26.33)

Tabla 20. SNPS y probabilidad de respuesta suboptima a los 12 meses

e 5.8 Asociacion de los SNPs candidatos con el fallo al tratamiento

a los 12 meses

En este andlisis, el alelo variante C del gen IFNG para en el gen IFNG se asocio
a 13.4 veces mas riesgo de fallo para cada una de las copias del mismo, en el modelo de
logaritmo aditivo. Asimismo, el alelo variante C del SNP rs243327 de SOCS1 y el alelo
T del gen PTPN22 se asociaron de forma significativa con un mayor riesgo de fallo al

tratamiento a los 12 meses.

XPCES c/C 39 (44.8%) | 3 (60%) 1.00
Codominan 0.70
C/T 37 (42.5% 2 (40% i
rs2228000 te / ( °) (40%) (0.11-4.45) 0.48
/T 11 (12.6%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
XPCE16 A/A-A/C 77 (88.5%) 3 (60%) 1.00
Recesivo o o 5.13 0.12
rs2228001 c/c L (Lleatte) 2 (&lt) (0.76-34.55)
XRCC1 _ G/G-G/A 77 (89.5%) 5 (100%) 1.00
Recesivo 0.3
1s25487 A/A 9 (10.5%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
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Resultados

- (o) o
XPD Sobredomi | /T-6/C 45 (52.3%) 1 (20%) 1.00 L
nante 4.39 .
rs13161 e R I ) (0.47-40.90)
ERCCS _ G/G-G/C 81 (95.3%) | 5 (100%) 1.00
Recesivo 0.49
517655 c/c 4 (4.7%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
PTPN1 _ A/A 34 (39.5%) 0 (0%) 1.00 0.028%+
Dominante SR
15941798 A/G-G/G | 52(60.5%) | 5 (100%) NA (0.00-NA)
= (o) (o)
PTPN2 Sobredomi | /T-¢/C 42 (48.8%) | 1 (20%) 1.00
nante 3.82 0.19
53737361 T/C 44 (51.2%) | 4 (80%) (0.41.35.57)
c/C 86 (89.6%) | 3 (37.5%) 1.00
PTPN22
— 14.33 9,00E-04
/T 10 (10.4%) | 5 (62.5%)
(2.97-69.18)
rs2476601
PPP2R2A - |AMAAG 74 (85.1%) | 5 (100%) 1.00
Recesivo 0.21
rs2046226 G/G 13 (14.9%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
PTPN14 ~ |G/G-AG 75 (92.6%) | 3 (75%) 1.00
Recesivo YRS 0.3
(51135352 A/A 6 (7.4%) 1 (25%) (0.37.46.44)
PTPRG AR 81 (96.4%) | 5 (100%) 1.00
Recesivo 0.55
o, 0, _
562620047 L 3 (3.6%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
(o) (o)
STATSB G/G 52 (80%) 5 (100%) 1.00
0.14
C/G 13 (20%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
rs809451
T/T-T/C 67 (77.9%) 1 (20%) 1.00
50Cs1 Recesivo 0.0079%*
14.11 0.04*(B)
rs243327 e 18 (22, 0%) = () (1.49-133.80)
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T/T

52 (59.8%)

5 (100%)

1.00

50CS2 . 0.026**
Dominante 0.31*(B)
(s768775 T/C-C/C 35 (40.2%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
SOCS1 . C/C 51 (64.6%) 4 (80%) 1.00 046
Dominante 0.46
= 0, (o) "
1s181582 C/T-T/T 28 (35.4%) 1 (20%) (0.05-4.27)
Dominante . ) 0 '37*(3)
rs3869308 T/C-C/C 30 (38.5%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA) .
SH2B3 C/C 22 (28.9%) 3 (75%) 1.00
Dominante 0.14 0.064
= (0] o .
rs3184504 Sl 2 (7% b (2T0) (0.01-1.38)
IFNG e oachiie Existe un incremento del riesgo 13.44 (1.52-119) 0.0025**
9 por cada copia del alelo menor C ’ ’ 0.01*(B)
rs2069705
SLCO1b3 | Sobredomi A/A-G/G 44 (55.7%) 1 (25%) 1.00 092
nante 3.77 '
57311358 G/A 35 (#4.3%) | 3(75%) (0.38-37.85)
GSTP1 A/A 41 (47.1%) 2 (40%) 1.00
Dominante 1.34 0.76
= (0] o *
(<1695 A/G-G/G 46 (52.9%) 3 (60%) (0.21-8.40)
GAB2 C/C 62 (73.8%) 5 (100%) 1.00
Dominante g 55 2z 5 - - 0.087
rs2373115 C/A-A/ (26.2%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)

Tabla 21. SNPs y probabilidad de fallo a los 12 meses
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Resultados

5.9 Asociacion de los SNPs candidatos con la respuesta suboptima

y el fallo a los 12 meses

Cabe destacar, que el alelo variante C en homocigosis del SNP rs243327

del gen SOCSL1 se asocio6 con 7,65 veces mas riesgo de respuesta inadecuada a los

12 meses.

C/C-C/T 74 (89.2%) 7 (77.8%) 1.00
XPCES Recesivo 0.36
2.35
52228000 /T 9 (10:8%)1 ) 2 (22.2%]) (0.42-13.08)
- [0) o)
wocets | Sobredomi A/A-C/C 39 (47%) | 7 (77.8%) 1.00 -
nante 0.25 ’
(o) o) *
rs2228001 A/C 4 2 (22.2%) (0.05-1.29)
G/G-A/A 48 (58.5%) 2 (22.2%) 1.00
XRCC1 Sobredomi 0.035%*
nante G/A 34 (41.5%) 7 (77.8%) 4.94 HaE)
125487 ' ' (0.97-25.26)
T/T-T/G 68 (82.9%) 9 (100%) 1.00
XPD Recesivo 0.074
a11 G/G 14 (17.1%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
rs
ERCCS G/G-G/C 77 (95.1%) 9 (100%) 1.00
Recesivo 0.35
C/C 4 (4.9%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
rs17655
A/A-A/G 70 (85.4%) 7 (77.8%) 1.00
PTPN1 Recesivo 0.57
1.67
(5941798 G/G 12 (14.6%) 2 (22.2%) (0.31-9.00)
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PTPN2 _ T/T-T/C 74 (90.2%) 9 (100%) 1.00
Recesivo 0.19
(3737361 c/C 8 (9.8%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
c/C 81 (89%) 8 (61.5%) 1.00
PTPN22 0.019%*
5.06
/T 10 (11%) 5 (38.5%) 0.1*(B)
(1.38-18.51)
rs2476601
PPP2R2A A/A 25 (30.1%) 6 (66.7%) 1.00 0.033%*
Dominante :
0.22 0.19%(B)
= (0] (o)
2046226 A/G-G/G 58 (69.9%) | 3 (33.3%) (0.05-0.93)
PTPN14 ol G/G-A/A 39 (50.6%) | 5 (62.5%) 1.00 0.5
nante 0.62 ’
rs1135352 A/G 38 (49.4%) | 3 (37.5%) (0.14-2.76)
PTPRG . T/T-C/T 78 (97.5%) | 8 (88.9%) 1.00
Recesivo 2.88 0.26
o) (o) *
rs62620047 e 2 (2] L) (0.40-59.89
STAT5B G/G 51 (81%) 6 (85.7%) 1.00
—— 0.71 0.75
rs809451 C/G 12 (19.1%) 1 (14.3%) (0.08-6.45)
T/T-T/C 65 (79.3%) | 3 (33.3%) 1.00
e Recesivo 0.0054**
7.65 0.03* (B)
C/C 17 (20.7% 6 (66.7%
1s243327 / ( ) ( % (1.73-33.76)
SOCS2 . T/T-T/C 79 (95.2%) 9 (100%) 1.00
Recesivo 0.36
1768775 c/C 4 (4.8%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
SOCS1 C/C-C/T 72 (96%) 9 (100%) 1.00
Recesivo 0.41
rs181582 T/T 3 (4%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
50Cs2 T/T-T/C 70 (94.6%) 9 (100%) 1.00
Recesivo o o 0.33
rs3869308 C/C 4 (5.4%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
C/C-C/T 56 (76.7%) 7 (100%) 1.00
sH2B3 Recesivo 0.061
rs3184504 /T 17 (23.3%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
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Resultados

NG T/T 33 (45.2%) | 1 (12.5%) 1.00
Codominan 4.26
(52069705 te C/T b E2) | & () (0.45-40.22) 0.09
11.00
c/C 9 (12.3%) | 3 (37.5%) (1.02-118.88)
$LCO1b3 _ A/A-G/A 64 (85.3%) | 7 (87.5%) 1.00
Recesivo 0.83 0.87
(57311358 cie A ({127 | 1 (257) (0.09-7.43)
o (0] o,
GSTP1 Sobredomi | A/A-G/G 51 (61.5%) | 6 (66.7%) 1.00 e
nante 0 o 0.80 i
(1695 A/G 32 (38.5%) 3 (33.3%) (0.19-3.41)
GAB2 C/C-C/A 79 (98.8%) | 9 (100%) 1.00
Recesivo 0.64
(2373115 A/A 1 (1.2%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
Tabla 22. SNPs y probabilidad de respuesta suboptima y el fallo a los 12 meses
e 510 Asociacion de los SNPs candidatos con la respuesta
suboOptima a los 18 meses
En este analisis, no se objetivd ninguna correlacion entre los polimorfismos y la
respuesta suboptima a los 18 meses de seguimiento.
C/C-T/T 45 (66.2% 8 (33.3% 1.00
XPCES Sobredomi | /<1 ( ) ( °) 0.0051**
nante 3.91 0.06*(B)
(o) (o) "
rs2228000 ca 23 (33.8%) | 16 (66.7%) | (4 46-10.49)
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Resultados

A/A 28 (41.2%) 6 (25%) 1.00
XPCE16 Dominante 10 0.15
12228001 A/C-C/C 40 (58.8%) 18 (75%) (0.74-5.96)
XRCC1 _ G/G 33 (49.2%) 8 (33.3%) 1.00
Dominante 194 0.17
(525487 G/A-A/A 34 (50.8%) | 16 (66.7%) (0.73-5.14)
T/T-G/G 32 (47.1%) | 14 (60.9%) 1.00
XPD Sobredomi 0.25
nante T/G 36 (52.9%) 9 (39.1%) 0,57 .
rs13181 2o 70 (0.22-1.50)
| G/G-C/C 43 (65.2%) | 19 (79.2%) 1.00
ERCC5 Sobredomi 0.19
nante G/C 2 4.9% 20.8% 0,49 .
(517655 / 3(34.9%) | 5(20-8%) | (g 16-1.49)
PTPN1 _ A/A-A/G 59 (88.1%) 18 (75%) 1.00
Recesivo .46 0.14
rs941798 G/G 8 (11.9%) 6 (25%]) (0.75-8.02)
T/T-T/C 63 (92.7%) 20 (87%) 1.00
PTPN2 Recesivo 0.42
1.89
53737361 c/c 5 (7.3%) 3 (13%) (0.41-8.62)
c/C 68 (86.1%) 21 (84%) 1.00
PTPN22
— 1.18
/T 11 (13.9%) 4 (16%) 0.8
(0.34-4.09)
rs2476601
PPP2RIA . A/A-A/G 56 (82.3%) | 23 (95.8%) 1.00
Recesivo 0.20 0.071
(52046226 G 2 Lriet) L (G2t (0.02-1.65)
PTPN14 G/G-A/G 56 (90.3%) | 22 (95.7%) 1.00
Recesivo . . 0.42 0.4
51135352 A/A O] | L @) (0.05-3.73)
PTPRG T/T-C/T 63 (96.9%) | 23 (95.8%) 1.00
Recesivo . . 1.37 0.8
rs62620047 e 2 (&L1%) L&) (0.12-15.83)
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STAT5B G/G 44 (84.6%) | 13 (72.2%) 1.00
512 0.26
rs809451 C/G 8 (15.4%) 5 (27.8%) (0.59-7.59)
T/T-T/C 47 (70.2%) | 21 (87.5%) 1.00
S0CSs1
Dominante 0.34 0.077
C/C 20 (29.9%) 3 (12.5%)
(0.09-1.25)
rs243327
SOCS2 T/T-T/C 64 (94.1%) 24 (100%) 1.00
Recesivo 0.12
(s768775 C/C 4 (5.9%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
C/C-C/T 58 (95.1%) 23 (100%) 1.00
S0OCSs1 Recesivo 0.16
rs181582 T/T 3 (4.9%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
T/T-T/C 60 (93.8%) 19 (100%) 1.00
S0CS2 Recesivo 0.14
rs3869308 C/C 4 (6.2%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
SH2B3 C/C 16 (28.1%) 9 (39.1%) 1.00
Dominante C/T-T/T 41 (71.9% 14 (60.9% e 0.34
rs3184504 =T i) (BT (0.22-1.68)
IENG T/T-C/T 49 (83%) 20 (90.9%) 1.00
Recesivo 0.49 0.36
rs2069705 e 10/ (16.9%) | 2 (3.1%) (0.10-2.44)
SLCO1b3 A/A 25 (42.4%) 8 (33.3%) 1.00
Dominante 1.47 0.44
1s7311358 G/A-G/G 34 (57.6%) | 16 (66.7%) (0_54'_3.97)
GSTP1 A/A-A/G 59 (86.8%) | 19 (79.2%) 1.00
Recesivo 1.73 0.39
[o) [o) :
(1695 G/G 9 (13.2%) 5 (20.8%) (0.51-5.78)
GAB2 C/C-C/A 67 (100%) 21 (95.5%) 1.00
Recesivo 0.092
152373115 A/A 0 (0%) 1 (4.5%) NA (0.00-NA)

Tabla 23. SNPs y probabilidad de respuesta suboptima a los 18 meses
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Resultados

5.11 Asociacién de los SNPs candidatos con el fallo a los 18 meses

De forma llamativa, la homocigosidad para el alelo variante C del gen

SOCS1 (rs243327) conferia 6 veces mas riesgo de fallo a los 18 meses. A su vez,

se observo un aumento del riesgo de fallo para los portadores del alelo T en el SNP

del gen PTPN22.

- o o
XPCES recesive C/C-C/T 76 (90.5%) 5 (62.5%) 1.00 0.047%%
5.70 0.6*(B)
o) o
rs2228000 W (D5 B &7 3% (1.14-28.41)
|A/A-C/C 40 (47.6%) 6 (75%) 1.00
XPCE16 Sobredomi
0.13
nante e 44 (52.4% 2 (25% 010
rs2228001 / (BeAi) (@5 (0.06-1.59)
XRCCI ~ |G/G-G/A | 74(89.2%) | 8 (100%) 1.00
Recesivo 0.19
o o -
(25487 A/A 9 (10.8%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
XPD T/T-T/G 69 (83.1%) 8 (100%) 1.00
Recesivo 0.094
[0) o) =
rs13181 G/G 14 (16.9%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
- o o)
ERCCS _ G/G-G/C 78 (95.1%) 8 (100%) 1.00
Recesivo 0.38
o) o -
17655 c/C 4 (4.9%) 0(0%) | 0.00 (0.00-NA)
PTPN1 A/A 32 (38.5%) | 2 (25%) 1.00
Dominante 1.88 0.44
(5941798 A/G-G/G 51 (61.5%) 6 (75%) (0.36-9.90)
- o o)
nante 2.93 ’
rs3737361 T/C =2 (e o 7 (0.56-15.36)
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Resultados

C/C 83 (89.2%) 6 (54.5%) 1.00
PTPN22 0.0074**
. 6.92
C/T 10 (10.8%) 5 (45.5%) 0.04*(B)
(1.78-26.84)
rs2476601
PPP2R2A A/A 25 (29.8%) 6 (75%) 1.00 0.012%%
Dominante 0.14 0 '07*(3)
A/G-G/G 59 (70.2%) 2 (25%) ; .
rs2046226 (0.03-0.75)
- [0) (o)
PTPN14 Sobredomi G/G-A/A 40 (50.6%) 4 (66.7%) 1.00 044
nante 0.51 '
rs1135352 A/G 39 (49.4%) 2 (33.3%) (0.09-2.96)
T/T-C/T 79 (97.5%) 7 (87.5%) 1.00
PTPRG Recesivo 0.23
5.64
0, o
rs62620047 G 2 (Bl - (25 (0.45-70.26)
o, [o)
STATSB . G/G 51 (81%) 6 (85.7%) 1.00 075
0.71 '
1s809451 C/G 12 (19.1%) 1 (14.3%) (0.08-6.45)
T/T 28(30.1% 0(0
SOCs1 / ( 2 (0)
rs243327 s <0.001**
Aditivo | T/C 47(50.5%) 4(36.4%) 5.9 (1.8-19.2) 0.004*(B)
C/C 18(19.4%) 7(63.6%)
S0CS2 _ T/T-T/C 80 (95.2%) 8 (100%) 1.00
Recesivo 0.39
rs768775 C/C 4 (4.8%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
C/C 48 (63.2%) 7 (87.5%) 1.00
50051 Dominante 0.24 0.14
rs181582 C/T-T/T 28 (36.8%) 1(12.5%) (0.03'_2.10)
T/T-T/C 71 (94.7%) 8 (100%) 1.00
SOCS2 .
Recesivo 0.36
0, (o) -
(53860308 C/C 4 (5.3%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
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SH2B3 _ C/C-C/T 58 (77.3%) 5 (100%) 1.00
Recesivo 0.12
(o) 0, _
53184504 wr 17 (22.7%) | 0(0%) | 0.00 (0.00-NA)
- o) 0,
IFNG Recesive Ve 66 (88%) | 3 (50%) 1.00 50325
: c/C 9 (12%) 3 (50%) 7.33 0.38*(B)
152069705 ° ° (1.28-42.00)
SLCO1b3 A/A 31 (40.3%) | 2 (33.3%) 1.00
Dominante 3% 0.74
= (o) 0 -
(57311358 G/A-G/G 46 (59.7%) | 4 (66.7%) (0.237.81)
GSTP1 - |MAAG 71 (84.5%) | 7 (87.5%) 1.00
Recesivo 575 0.82
(o) 0 .
rs1695 G/G 13 (15.5%) | 1 (12.5%) (0.09-6.88)
C/C-C/A 80 (98.8%) | 8 (100%) 1.00
GAB2 _
Recesivo 0.66
o, 0, _
12373115 A/A 1(1.2%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)

Tabla 24. SNPS y probabilidad de fallo a los 18 meses

e 512 Asociacion de los SNPs candidatos con la respuesta

suboptima y el fallo a los 18 meses

No se objetivaron resultados estadisticamente significativos para ninguno de los

SNPs estudiados en relacion a su potencial influencia con la respuesta inadecuada a los

18 meses de seguimiento.
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XPCES N c/C 33 (55%) | 9 (28.1%) 1.00 0.012%*
ominante
3.12 0.15*(B)
- (o) (o)
(2228000 C/T-T/T 27 (45%) 23 (71.9%) (1.24-7.86)
A/A 24 (40%) | 10 (31.2%) 1.00
XPCE16
Dominante - 1.47 0.4
1$2228001 A/C-C/C 36 (60%) 22 (68.8%) (0.59-3.64)
A/C-C/C 36 (60%) | 22 (68.8%) © 519'_437 64)
- (o) o)
o Sobredomi | G/GA/A 37 (62.7%) | 13 (40.6%) 1.00 Y rE
nante .46 0.55*(B)
(<5487 G/A 22 (37.3%) | 19 (59.4%) (1.02-5.93)
= o) [o)
XPD Sobredomi | /T-6/G 30 (50%) | 16 (51.6%) 1.00 o8
nante 1/ 30 (50%) | 15 (48.4%) 0.94 '
rs13181 0 e (0.39-2.23)
G/G 34 (58.6%) | 24 (75%) 1.00
ERCCS Dominante — 0.11
(17655 G/C-C/C 24 (41.4%) | 8 (25%) (0.18-1.23)
PTONT . A/A-A/G 53 (89.8%) | 24 (75%) 1.00
Recesivo .94 0.067
o, [o) "
rs941798 e < (0.2 3 (@5%) (0.92-9.42)
/T 24 (40%) | 11 (35.5%) 1.00
PTPN2 Dominante ok 0.67
1s3737361 T/C-C/C 36 (60%) 20 (64.5%) (0.49.-2.98)
C/C 62 (91.2%) 27 (75%) 1.00
PTPN22
0.03**
S 0.17*(B)
C/T 6 (8.8%) 9 (25%)
(1.12-10.64)
rs2476601
PPPIRIA A/A-A/G 48 (80%) | 31 (96.9%) 1.00 o 014
Recesivo ’
0.13 0.08*(B)
G/G 12 (20% 1(3.1%
152046226 / (20%) (3.1%) (0.02-1.04)
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PTPN14 Sobredomi G/G-A/A 28 (50%) 16 (55.2%) 1.00 065
nante 0.81 ’
51135352 A/G 28 (B | 13 (aa.ee) (0.33-2.00)
PTPRG T/T-C/T 56 (98.2%) | 30 (93.8%) 1.00
Recesivo 3.73 0.27
162620047 c/c L (i) 2 (E2) (0.33-42.88)
STATSB G/G 38 (84.4%) 19 (76%) 1.00
0.39
1.71
rs809451 e 7 (e S (@) (0.51-5.82)
T/T-T/C 45 (76.3%) | 23 (71.9%) 1.00
50651 Recesivo '
16 0.65
(o) o) *
(5243307 C/C 14 (23.7%) 9 (28.1%) (0.47-3.34)
S0CS2 T/T-T/C 56 (93.3%) | 32 (100%) 1.00
Recesivo 0.061
($768775 C/C 4 (6.7%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
SOCS1 Cc/C 31 (58.5%) | 24 (77.4%) 1.00
Codominan 0.48
(5181582 te c/T 19 (35.9%) | 7 (22.6%) (0.17-1.32) 0.083
T/T 3 (5.7%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
T/T-T/C 52 (92.9%) | 27 (100%) 1.00
S0Cs2 Recesivo 0.072
rs3869308 C/C 4 (7.1%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
SH2B3 Cc/C 13 (25%) 12 (42.9%) 1.00
Dominante 0.44 0.1
- (o) (o) *
(3184504 C/T-T/T 39 (75%) 16 (57.1%) (0.17-1.18)
IENG T/T 25 (47.2%) 9 (32.1%) 1.00
Dominante 188 0.19
(2069705 C/T-C/C 28 (52.8%) | 19 (67.9%) (0.72-4.92)
A/A 23 (43.4%) | 10 (33.3%) 1.00
SLCO1b3 | pominante — 0.37
1s7311358 G/A-G/G 30 (56.6%) | 20 (66.7%) (0.66-3.90)
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GSTP1 _ A/A-A/G 52 (86.7%) | 26 (81.2%) 1.00
Recesivo =5 0.5
o) 0, .
rs1695 G/G 8 (13.3%) 6 (18.8%) (0.47-4.78)
GAB2 C/C-C/A 59 (100%) 29 (96.7%) 1.00
Recesivo 0.14
0, 0, _
(52373115 A/A 0 (0%) 1 (3.3%) NA (0.00-NA)

Tabla 25. SNPs y probabilidad de respuesta subdptimay fallo a los 18 meses

e 513 Asociacion con la respuesta suboptima en cualquier

momento del tratamiento

No se objetivo ninguna asociacion estadisticamente significativa entre el genotipo

de los SNP estudiados y la respuesta suboptima en cualquier momento del seguimiento.

- (o) (o)
XPCES Sobredomi C/C-T/T 42 (66.7%) | 11 (37.9%) 1.00 0.0096* *
nante 3.27 0.12*%(B)
152228000 C/T 21 (33.3%) | 18 (62.1%) (1.31-8.17)
XPCE16 . A/A 26 (41.3%) 8 (27.6%) 1.00
Dominante 184 0.2
1$2228001 A/C-C/C 37 (58.7%) | 21 (72.4%) (0.71-4.80)
XRCC1 G/G 29 (46.8%) | 12 (41.4%) 1.00
Dominante 124 0.63
G/A-A/A 33 (53.2% 17 (58.6% ’
(525487 /AN (53.2%) | 17.(58.6%) | (9.51-3,04)
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T-GE 29 (46%) | 17 (60.7%) 1.00
XPD Sobredomi 0.19
nante 0.55 ’
T/G 34 (54%) | 11 (39.3%) '
13181 (0.22-1.37)
ERCCS G/G 38 (62.3%) | 20 (69%) 1.00
Dominante 0.74 0.53
G/C-C/C 23 (37.7%) | 9 (31%) 0.29-1 91
rs17655 (0. 91)
PTEN A/A 26 (41.9%) | 8 (27.6%) 1.00
Dominante o 0.18
A/G-G/G 36 (58.1%) 21 (72.4%) 7 ’ 4.94
rs941798 (0.73-4.94)
T/T-T/C 58 (92.1%) | 25 (89.3%) 1.00
PTPN2 Recesivo 0.67
1.39
rs3737361 e 3 {708 8 (07) (0.31-6.28)
c/C 65 (87.8%) 24 (80%) 1.00
PTPN22 0.32
2476601 c/T 9 (12.2%) 6 (20%) 1.81 (0.58-5.61)
PPPIRIA |A/A-G/G 33 (52.4%) | 11 (37.9%) 1.00
Sobredomi 0.2
nante 1.80 ’
A/G 30 (47.6%) 18 (62.1%)
152046226 (0.73-4.42)
PTPN14 G/G-A/G 51 (89.5%) | 27 (96.4%) 1.00
Recesivo 0.31 0.24
rs1135352 A & (L) - (S (0.04-2.75)
T/T-C/T 59 (96.7%) | 27 (96.4%) 1.00
PTPRG Recesivo 109 0.94
0, 0, .
162620047 g % (a2 - (EREY) (0.09-12.58)
STATSE G/G 43 (86%) 14 (70%) 1.00
-- 5 @0 0.13
(o] (o] *
rs809451 e 7 () (%) (0.76-9.15)
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T/T-T/C 47 (70.2%) | 21 (87.5%) 1.00
SOCS1 Recesivo 0.077
(243327 C/C 20 (29.9%) 3 (12.5%) 0.34 (0.09-1.25)
SOCS2 . T/T 38 (60.3%) | 19 (65.5%) 1.00
Dominante 0.80 0.63
(s768775 T/C-C/C 25 (39.7%) | 10 (34.5%) (0.32-2.00)
SOCS1 . C/C-C/T 55 (94.8%) 26 (100%) 1.00
Recesivo 0.00 0.13
o) o) .
rs181582 W Dia.2%) o) (0.00-NA)
SOCS2 _ T/T 36 (60%) 17 (73.9%) 1.00
Dominante 0.53 0.23
13869308 T/C-C/C 24 (40%) 6 (26.1%) (0.18-1.53)
SH2B3 _ C/C 13 (25%) 12 (42.9%) 1.00
Dominante 0.44 0.1
- [0) [0) *
153184504 C/T-T/T 39 (75%) | 16 (57.1%) (0.17-1.18)
IENG T/T-C/T 45 (83.3%) | 24 (88.9%) 1.00
Recesivo 0.63 0.5
rs2069705 e o limzvey) 3 ) (0.15-2.53)
SLCO1b3 . A/A-G/A 48 (88.9%) | 23 (79.3%) 1.00
Recesivo .09 0.25
(57311358 G © (LA%)€ (267 %) (0.61-7.18)
GSTP1 . A/A-A/G 55 (87.3%) | 23 (79.3%) 1.00
Recesivo 179 0.33
o, o, *
(<1695 G/G 8 (12.7%) 6 (20.7%) (0.56-5.75)
GAB2 C/C-C/A 62 (100%) 26 (96.3%) 1.00
Recesivo NA 0.12
o, o,
rs2373115 A () L&) (0.00-NA)

Tabla 26. SNPS y probabilidad de

momento del tratamiento
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5.14 Asociacion de los SNPs candidatos con el fallo al tratamiento

en cualquier momento del seguimiento

El dnico SNP que mostrd una asociacion estadisticamente significativa (con

correccion de Bonferroni) con el fallo al tratamiento fue el rs243327 de SOCS1.

Asi, en el modelo recesivo se comprob6 que el alelo variante C en homocigosis

conferia un incremento 6,7 veces mayor del riesgo de fallo.

c/C-C/T 70 (89.7%) | 11 (78.6%) 1.00
XPCE8 Recesivo - 0.27
2.3
rs2228000 W ST | B ELA) (0.55-10.39)
- [0) [0)
XPCE16 A/A-A/C 68 (87.2%) 12 (85.7%) 1.00
Recesivo 113 0.88
C/C 10 (12.8% 2 (14.3% '
r$2228001 / ( 2 ( % (0.22-5.83)
G/G-G/A 69 (88.5%) 13 (100%) 1.00
XRCCI Recesivo o 0.087
(s25487 A/A 9 (11.5%) 0 (0%) (0.0b-NA)
T/T-T/G 64 (83.1%) 13 (92.9%) 1.00
XPD Recesivo 0.31
G/G 13 (16.9%) | 1 (7.1%) 0'381
rs13181 (0.05-3.15)
ERCC5 . - G/G-G/C 75 (98.7%) | 11 (78.6%) 1.00 (A
ecesivo
20.45 (1.95- 0.07*(B)
o, o,
(17655 C/C 1(1.3%) 3 (21.4%) 214.48)
A/A-G/G 41 (53.2%) 7 (50%) 1.00
PTPN1 Sobredomi 0.82
nante | 14 .
A/G 36 (46.8% 7 (50% ;
rs941798 / ( % S (0.36-3.56)

167



Resultados

T/T-T/C 69 (89.6%) | 14 (100%) 1.00
PTPN2 Recesivo 0.00 0.094
rs3737361 c/c S (Q0270) o) (0.00-NA)
c/C 78 (88.6%) | 11 (68.8%) 1.00
PTPN22 0.057
3.55
rs2476601 ca WIS | D (o290 (1.02-12.32)
ppparon | Sobredomi A/A-G/G 34 (43.6%) | 10 (71.4%) 1.00
r |
Cante : : T 0.052
(2046226 A/G 44 (56.4%) | 4 (28.6%) (0.09-1.07)
PTPN14 G/G-A/G 69 (94.5%) 9 (75%) 1.00
Recesivo 5 75 0.05
rs1135352 AR +(5:5%) 228 (1.10-29.95)
PTPRG T/T-C/T 73 (97.3%) | 13 (92.9%) 1.00
Recesivo 581 0.44
rs62620047 c/c 2 (2.0%) L7.1%) (0.24-33.26)
STATSB G/G 47 (81%) | 10 (83.3%) 1.00
— 0.85 0.85
rs809451 cie - (8 2 (1867%) (0.16-4.47)
T/T-T/C 63 (80.8%) | 5 (38.5%) 1.00 0.0024**
50Cs1 Recesivo
6.72 0.01*(B)
(o) o,
($243307 c/C 15 (19.2%) | 8 (61.5%) (1.92-23.48)
$0CS2 T/T-T/C 74 (94.9%) | 14 (100%) 1.00
Recesivo 0.00 0.24
o, (o) "
rs768775 e “ (B L) () (0.00-NA)
soCs1 c/C-C/T 68 (95.8%) | 13 (100%) 1.00
Recesivo 0.00 0.31
rs181582 7T & (2¥) 0 (0%) (0.00-NA)
T/T-T/C 65 (94.2%) | 14 (100%) 1.00
rs3869308 c/C 4 (5.8%) 0 (0%) (o.ob-NA)
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- (o) (o]
SH2B3 Cecociva C/C-C/T 54 (76.1%) 9 (100%) 1.00 R
0.00 0.38*(B)
T/T 17 (23.9% %
(53184504 / (23.9%) | 0(0%) (0.00-NA)
IENG T/T 32 (45.7%) 2 (18.2%) 1.00
Dominante 379 0.072
1s2069705 C/T-C/C 38 (54.3%) 9 (81.8%) (0.76-18.82)
A/A-G/A 62 (86.1% 9 (81.8% 1.00
SLCO1b3 /A-G/ ( °) ( 2
Recesivo o 0.71
G/G 10 (13.9%) 2 (18.2%) ;
(57311358 02728
GSTP1 _ A/A 35 (44.9%) 8 (57.1%) 1.00
Dominante 0.61 0.4
151695 A/G-G/G 43 (55.1%) 6 (42.9%) (0.19-1.93)
GAB2 . C/C 55 (73.3%) | 12 (85.7%) 1.00
Dominante 0.46 0.3
r$2373115 C/A-A/A 20 (26.7%) 2 (14.3%) (0.09-2.23)

Tabla 27. SNPS y probabilidad de fallo al tratamiento en cualquier

momento evolutivo

5.15 Asociacion de los SNPs candidatos con la respuesta

inadecuada en cualquier momento del seguimiento

Como refleja la tabla, el tnico SNP que se asoci6 con la respuesta inadecuada

(fallo + respuesta subdptima) fue rs243327. Asi, en el modelo aditivo, los pacientes que

presentaban el alelo variante C en homocigosis tuvieron un riesgo de respuesta

inadecuada casi nueve veces mayor que el resto de casos.
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XPCES T - C/C-T/T 34 (68%) 19 (45.2%) 1.00 0.027%*
nante 2.57 0.35*%(B)
rs2228000 C/T B2y | 22 (BT (1.10-6.02)
A/A 21 (42%) 13 (30.9%) 1.00
XPCEI6 Dominante 162 0.27
(52228001 A/C-C/C 2938 | 29 (80 (0.68-3.83)
XPD Sobredomi T/T-G/G 24 (48%) 22 (53.7%) 1.00
nante 0.80 e
513181 T/G 26 (52%) 19 (46.3%) (0.35-1.82)
XRCC1 G/G-G/A 44 (88%) 38 (92.7%) 1.00
Recesivo 0.58 0.45
o 0, "
rs25487 ATA S (2% 8 (7o) (0.14-2.47)
ERCCS _ G/G-G/C 48 (100%) | 38 (90.5%) 1.00 0.012%*
Recesivo 0.156*(B)
117655 c/C 0 (0%) 4 (9.5%) NA (0.00-NA) :
PTPN1 A/A 22 (44.9%) | 12 (28.6%) 1.00
Dominante >.04 0.11
- (o) (o) *
$941798 A/G-G/G 27 (55.1%) | 30 (71.4%) (0.85-4.89)
- (o) (o)
PTPNZ O — T/T-C/C 26 (52%) 17 (41.5%) 1.00 055
nante L. 24 (48%) | 24 (58.5% 1553 '
rs3737361 / () (5 5%) (0.66-3.52)
PPP2R2A A/A 15 (30%) 16 (38.1%) 1.00
Dominante 0.70 0.41
1$2046226 A/G-G/G 35 (70%) 26 (61.9%) (0.29-1.66)
c/C 54 (93.1%) | 35 (76.1%) 1.00 0.014%*
PTPN22
4.24 0.17*(B)
rs2476601 C/T 4 (6.9%) 111(23.9%6) (1.25-14.38)
PTPN14 G/G 22 (47.8%) 15 (38.5%) 1.00
Dominante 147 0.38
(s1135352 A/G-A/A 24 (52.2%) | 24 (61.5%) (0.62-3.49)
PTPRG T/T-C/T 47 (97.9%) | 39 (95.1%) 1.00
Recesivo > 41 0.46
(562620047 c/C Lizod%y | 2 (&.L0s) (0.21-27.59)
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STATSB . G/G 33 (84.6%) | 24 (77.4%) 1.00 044
1.60 '
1s809451 C/G 6 (15.4%) 7 (22.6%) (0.48-5.38)
T/T 22 (26.5%) 0 (0%) 8.87
0.0035**
50¢s1 Log aditivo | T/C 44 (53%) 2 (25%) (1.83-43.04)
rs243327 0.02*(B)
C/C ) 0
17 (20.5%) 6 (75%)
SOCS2 . T/T-T/C 47 (94%) 41 (97.6%) 1.00
Recesivo 038 0.38
rs768775 c/C 3 (6%) - (2 (0.04-3.82)
S0Cs1 C/C-C/T 43 (93.5%) 38 (100%)
Recesivo 1.00 0.054
T/T 28 (59.6%) | 25 (69.4%) 1.00
S0C52 Dominante 0.65 0.35
153869308 T/C-C/C 19 (40.4%) | 11 (30.6%) (0.26.-1.62)
Dominante 0.41 0.069
1$3184504 C/T-T/T 34 (77.3%) | 21 (58.3%) (0.16-1.08)
IENG T/T 21 (47.7%) | 13 (35.1%) 1.00
Dominante 1.69 0.25
- (o) (o) "
1s2069705 C/T-C/C 23 (52.3%) | 24 (64.9%) (0.69-4.14)
S1LCO1b3 _ A/A-G/A 39 (88.6%) 32 (82%) 1.00
Recesivo 171 0.39
(s7311358 G/G 5 (11.4%) 7 (17.9%) (0.49-5.89)
GSTP1 A/A-A/G 44 (88%) 34 (81%) 1.00
Recesivo 1.73 0.35
rs1695 G/G 6 (12%) 8 (19.1%) (© 55‘_5 45)
GAB2 C/C-C/A 49 (100%) 39 (97.5%) 1.00
Recesivo 0.2
rs2373115 A/A 0 (0%) 1 (2.5%) NA (0.00-NA)

Tabla 28. SNPS y probabilidad de respuesta inadecuada en cualquier

momento evolutivo
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6. ANALISIS DE HAPLOTIPOS Y ASOCIACIONES

A continuacion, se procedio al célculo del desequilibrio de ligamiento (linkage
desequilibrium, LD) entre los dos SNPs estudiados en el gen XPC (XPC499 rs2228000
y XPC939 rs2228001), comprobandose que presentaban un alto desequilibrio de
ligamiento entre ellos (D’=0,94). Asi, se realizd6 un analisis de haplotipos en los
individuos sanos y en los pacientes con LMC. Las frecuencias observadas de los
haplotipos del gen XPC en los donantes sanos fueron de 31%, 29,5% y 39,5% para las
variantes CA, TA y CC, respectivamente. El haplotipo constituido por los alelos
infrecuentes (499T-939C) se observd en menos de un 1% de los individuos. Por
consiguiente, para los analisis de asociacion con la respuesta a imatinib (6ptima vs no
Optima) Unicamente se consideraron 3 haplotipos: el haplotipo salvaje (499C939A) o
wild-type (CA), el 499T939A (TA) y el 499C-939C (CC). Los resultados se muestran

en la tabla siguiente:

XPC499 | XPC939 Total Resp 6ptima Resp subop/Fallo p
C A 0.30 0.39 0.18 0.005
C C 0.37 0.34 0.42 0.22
T A 0. 32 0.28 0.38 0.13
T C 0.008 0 0.017 NA

Tabla 29 Analisis de asociacion de haplotipos del gen XPC con la respuesta

a imatinib
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Por tanto, se observd que la frecuencia del haplotipo CA en el grupo de
pacientes con una respuesta optima a imatinib fue significativamente mayor que en
aquellos que no la alcanzaron (39% vs 18%, P valor: 0.0005). Los resultados del
analisis del riesgo relativo de respuesta subdptima/fallo asociado a cada uno de los

haplotipos en relacion al riesgo basal del haplotipo CA se muestra a continuacion:

Haplo base CA Haplo base CC Haplo base TA
XPC499 | XPC939| OR (95% CI) | - |or(9s%cry| - | or(es% cry | P~
valor valor valor
0.40 0.38
c A 1 NAT (0.18-0.86) | 0920 | (o0.18-0.81) | 2013
2.30 0.92
C C (1.07-4.93) 0.03 1.00 NA (0.45-1.91) 0.83
2.46 1.01
T A (1.15 - 5.27) 0.02 (0.48-2.13) 0.97 1.00 NA
T C - - - - - -
Global haplotype association p-valor 0.03

Tabla 30. Anélisis de asociacion de haplotipos del gen XPC vs respuesta a

imatinib

Adicionalmente, se realizaron analisis adicionales entre el genotipo de XPC vy la

respuesta a imatinib, considerando que el genotipo de cada paciente es la combinacion

de dos haplotipos. Debido a la baja frecuencia del haplotipo TC, es posible asignar cual

es el genotipo de cada paciente sin que existan indeterminaciones. En el andlisis de

regresion logaritmica (ver tabla siguiente) considerando todas las combinaciones de
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haplotipos, se objetiva que la combinacion formada por los haplotipos TA/CC fue més

prevalente en los pacientes con respuesta inadecuada que en los respondedores Optimos

(45% vs 15% P: 0.002 OR= 4.5 95% CI=1.7-12)

CA/CA |9 (17%) 2 (7,5%) 0,219|0,387 (0,098-1,538)
CA/CC |14 (26,4%) |4(10%) 0,063(0,302 (0,091-1,002)
CA/TA |9(17,31%)  |4(10%) 0,378(0,531(0,151-1,868)

TA/TA | 6(11%) 4(10%) 1[0,852 ( 0,223-3,247)
CC/TA |8(15%) 18 (45%) 0,002 (4,5 (1,70-11,96)

CC/CC  |6(11%) 6 (15%) 0,757(1,353 (0,40-4,561)

TA/TC | 0(0) 1(2,5%) -INA

Tabla 31. Analisis de regresion logaritmica considerando todas las

combinaciones de haplotipos de XPC

Cuando se evalué anicamente la influencia del haplotipo protector CA,

agrupando el resto de haplotipos (CC y TA) en una misma categoria (X) se obtuvieron

los siguientes resultados:

X/X 20 (38.5%) | 29 (72.5%) 1.00
Codom |ca/x 23 (44.2%) 8 (20%) 0'28' ég.)og- 0.0045
0.23 (0.06-
CA/CA | 9(17.3%) 3 (7.5%) 558
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X/X 20 (38.5%) 29 (72.5%) 1.00

Dominante CAIX 0.24 (0.10 0.001

- 0 0 . bl

CA/CA 32 (61.5%) 11 (27.5%) 0.58)
X/X-CA/X | 43 (82.7%) 37 (92.5%) 1.00

Recesivo 039 (0.10 0.16
CA/CA 9 (17.3%) 3 (7.5%) ) 1 §4) )
X/X- 29 (55.8%) 32 (80%) 1.00
CA/CA

Sobredom 032 (0.12- 0.013
CA/X 23 (44.2%) 8 (20%) ) 0 él)

Log-aditivo | --- 0.35 gg-)lf?' 0.0024

Tabla 32. Impacto del haplotipo CA en la respuesta al tratamiento con

Imatinib. *X=haplotipo CC 0 TA

El mejor modelo estadistico para describir dichas diferencias fue el modelo
dominante, en el que los portadores CA (tanto en homocigosis como en heterocigosis)
presentaron cuatro veces menor riesgo de alcanzar una respuesta suboptima o fallo al
tratamiento con imatinib que los no portadores (P valor: 0.001, OR =0.24 95% ClI=
0.10-0.58). La frecuencia de los individuos con una o dos copias del haplotipo CA es
mas de dos veces mayor en los pacientes con respuesta Optima a imatinib que en

aquellos con respuesta suboptima o fallo de tratamiento (61% vs 27.5%).

Por dltimo, se calculd la supervivencia libre de fallo (SLF) a los 5 afios en

funcién de la presencia del haplotipo CA del gen XPC. La SLF de los pacientes
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portadores de haplotipo CA fue significativamente mejor que la del resto (98% vs 73%,

P valor: 0.02), como se muestra en la figura siguiente:

Portadores de CA

Yoo
Yo b e e,

08 “

b b

Ll o b T T O SETTTEE +heeed

No portadores de CA

07t
06
0.5
04r
03}
02t

0.1 Meses

0 2 40 60 80 100 120
Supervivencia libre de fallo

Figura 14. Relacion entre genotipo de XPC y supervivencia

A continuacién se muestra una tabla resumen con los resultados de los
andlisis de asociacion entre los SNPs candidatos y la respuesta al tratamiento con

imatinib.
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Tabla 33. Resumen de la asociacion entre el genotipo y la respuesta a imatinib

Asociacion con la RCC SOCs1 rs243327 Recesivo T/T-TIC 64 (79%) | 3(33.3%) 1.00 0.0058 0.03(B)
Asociaci | A/A 27 (30.7%) | 4 (100%) 1.00
Seor‘é'lﬁgzg ‘;QOH”C"" PPP2R2A Dominante 0.0026 | 0.01(B)
P AIG-G/G 61 (69.3%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
rs2046226
G/G-G/C 77 (98.7%) | 6 (66.7%) 1.00
ERCC5 Recesivo 38.50 0.0013 0.01 (B)
CIC 1(1.3% 3(33.3% ,
Asociacion con la rs17655 (1.3%) (33.:3%) (3.45-429.03)
pérdida de RCC AA-GIG | 35(43.8%) | 8 (88.9%) 1.00
PPP2R2A |rs2046226 | Sobredominante 0.0067 0.04 (B
: AIG 45 (56.2%) | 1(L1%) | o 10001081 ®)
Asociacion con la . Existe un incremento del riesgo ) 0.04(B)*
pérdida de RMM ERCCS ~ORAGliE por cada copia del alelo menor C G2 (ISR, 0.0004** B ()
rs17655
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. Existe un incremento del riesgo 13.44 o
IFNG rs2069705 Log Aditivo oor cada copia del alelo menor C (1.52-119) 0.0025 0.01 (B)
T/T-TIC 67 (77.9%) | 1 (20%) 1.00
Asociacion con fallo a SOCs1 rs243327 Recesivo 411 0.0079 | 0.04 (B)
los 12 meses c/C 19 (22.1%) | 4 (80%) '
(1.49-133.80)
C/IC 86 (89.6%) | 3 (37.5%) 1.00
PTPN22 | rs2476601 1433 9,00E-04
CIT 10 (10.4% 5 (62.5% '
(104%) | 5(625%) | 5 5769 18)
Asociacion con T/T-T/C 65 (79.3%) 3 (33.3%) 1.00
respuesta inadecuada a SOCs1 rs243327 Recesivo 7.65 0.0054 | 0.03 (B)
CIC 17 (20.7%) | 6 (66.7% '
los 12 meses (20.7%) | 6.(66.7%) | ) 73,33 76)
T/T 28(30.1%) 0(0)
SOCSs1 rs243327 Aditivo 5.9 (1.8-19.2) <0.001 | 0.004 (B)
Asociacion con fallo a TiC 47(50.5%) | 4(36.4%)
los 18 meses CIC 18(19.4%) |[7(63.6%)
i CIC 83 (89.2%) |6 (54.5%)
PTPN22 | rs2476601 Dominante 6.9 (1.8-26.8) 0.007 0.04(B)
CIT 10 (10.8%) |5(45.5%)
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Asociacio fall T/T-TIC 63 (80.8%) | 5 (38.5%) 1.00
sociacion con fallo en .
cualquier momento SOCS1 rs243327 Recesivo = 0.0024 0.01 (B)
c/C 15 (19.2%) | 8 (61.5%)
(1.92-23.48)
TT 22 (26.5%) 0 (0%)

Asociacion con
respuesta inadecuada en | SOCS1 rs243327 | Log aditivo T/C 44 (53%) 2 (25%) | 8.87(1.83-43.04) | 0.0035 0.02 (B)
cualquier momento

c/c 17 (20.5%) | 6 (75%)
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7. ANALISIS MULTIVARIANTE DEL EFECTO DE LOS FACTORES
CLINICOS Y GENETICOS EN LOS RESULTADOS DEL TRATAMIENTO

CON IMATINIB

e 7.1. Analisis del riesgo de fallo a los 18 meses de

tratamiento con imatinib:

Como se ha visto anteriormente, s6lo dos SNPs candidatos se correlacionaron
con la variable fallo a los 18 meses de tratamiento: rs243327 del gen SOCS1 (OR: 5.9,
95% CI 1.8-19.2, P-valor ajustada: 0.004 en modelo aditivo) y rs2476601 del gen
PTPN22 (OR: 6.9, 95% CI: 1.8-26.8, P-valor ajustado: 0.04 en modelo dominante).
Estos SNPs se incluyeron en un analisis de regresion binario junto con las principales
caracteristicas clinicas de los pacientes al diagnostico de la LMC. Como puede verse en
la tabla 34, ambos SNPs mantuvieron la significacién estadistica en el andlisis
multivariado, mientras que ningun factor clinico basal mostr6 tener valor pronostico

independiente.
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Edad
< 60 afios 133% | 06 1
> 60 afos 10% 1.4 (0.3-7.1)
Sexo
Mujer 8.7% 0.75 1
Hombre 11.9% 1.4 (0.4-5.1)
Nivel de Hb
> 110 g/L 9.5% 0.43 1
<110 g/L 17.6% 1.7 (0.4-7.0)
indice de Sokal
0.19
0,
Bajo/Intermedio 8.9% !
Alto 25% 2.6 (0.6-11.0)
Evolucidn clonal
No 123% | 0 1
Si 0% 0.95 (0.9-1.0)
Genotipo PTPN22 1
0,
cic 6.7% 0.007 619 0.009
0 ' -
CIT 33.3% (1.8-26.8) 7.8 (1.7-37.0)
Genotipo SOCS1
31 702/0"/ <0.001 59 0.004 | 6.1(1.8-21.0)
. 0
cIC 28% (1.8-19.2)

Tabla 34. Andlisis de los factores asociados con el fallo al tratamiento con

imatinib a los 18 meses.
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e 7.2 Andlisis de la supervivencia libre de fallo al

tratamiento con imatinib:

A continuacion, se realizé un analisis multivariante incluyendo factores clinicos
y genéticos mediante el método de regresion de Cox. Como puede verse en la tabla
siguiente, los tres factores asociados de forma independiente con la SLF fueron el indice

de Sokal y el genotipo de SOCS1 (modelo aditivo) y PTPN22 (modelo dominante).

Univariante Multivariante

Edad
— 86.1% 1
< 60 anos 0.53
> 60 afos 85.7% 1.5 (0.4-5.2)
Sexo
- 91.2% 1
Mujer 0.42
Hombre 81.9% 1.5 (0.6-4.1)
Nivel de Hb
87.6% 1
>110g/L 0.21
<110g/L 79.2% 2.0 (0.7-5.7)
indice de Sokal 1
88.5% 0.04 ! 0.05 2.9 (1.0-8.3
Bajo/Intermedio ' ' 9 (1.0-8.3)
Alto 71.5% 3.0(1.1-8.8)
Evolucion clonal
86.5% 1
No 0.88
Si 75.0% 1.2 (0.2-8.9)
PTPN22 genotipo 1
89.2% 1
c/C 0.03 0.03 3.2 (1.1-9.1)
CIT 66.7% 3.0 (1.1-8.6)
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SOCS1 genotipo
TIT 100%

T/C 87.6%
c/iC 67.6%

3.4 (1.6-7.5)

0.002 3.4 (1.6-7.5)

Tabla 35. Andlisis de los factores clinicos y genéticos asociados con la

supervivencia libre de fallo al tratamiento con imatinib

En base a los resultados del analisis multivariante se pudo construir un modelo
predictivo para la SLF. Dado que no se objetivaron marcadas diferencias en el hazard
ratio de los 4 factores prondsticos estudiados, se asignd un valor de uno a cada uno de
ellos: 1 para el indice de Sokal de alto riesgo, 1 por ser portador del alelo menos
frecuente T en PTPTN22, y 1 para cada una de las copias del alelo infrecuente C del

SNPs del gen SOCS1.

Factores de riesgo Puntuacion
Sokal alto riesgo 1 pto
Portador de alelo T en PTPN22 1 pto
Copias de C en SOCS1 1 pto/copia

Tabla 36. Factores y grupos de riesgo del modelo predictivo de la supervivencia libre de

fallo
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Grupo de riesgo Fact de riesgo
Bajo riesgo 0-1

Riesgo intermedio 2

Alto riesgo 3-4

Tabla 36. Factores y grupos de riesgo del modelo predictivo de la supervivencia

libre de fallo

Con este modelo, se obtuvieron tres grupos de pacientes con diferencias
significativas en cuanto a la supervivencia: grupo de bajo riesgo (ninguno o uno de los
factores de riesgo: n=69), riesgo intermedio (dos factores de riesgo adverso: n=25) y
alto riesgo (tres o cuatro factores de riesgo: n=10). Asi, la supervivencia SLF a los 5
afios fue del 95%, 75% y 50% para los grupos de riesgo bajo, intermedio y alto
respectivamente (p<0.001). Utilizando el grupo de bajo riesgo como referencia, los
grupos de riesgo intermedio y alto riesgo poseian una hazard ratio para el fallo del

tratamiento de 3.5 (95% ClI: 1,1-11,4) y de 13,5 (95% CI: 4,1-44,9) respectivamente.

184



Resultados

1.0 I' i'__"ﬂ-l__ it - Riesgo bajo (n=69)
Probabilidad b | -
1
Yene
0.8 L_l ferrerstentsny  Riesgo intermedio (n=25)
| 4:.---4.--.-**-.-w-wuuw-‘.»-u-» ................... e o
|
|
|
0.6- l—l' Rjesgo alto (ll=10)
I
| N — e e e e o oy P <0.001
|
|
0.4 |
|
Supervivencia libre de fallo a los 5 aiios :
e s e e s s —_
~_| |Riesgo bajo 95% (95% CI. 90-100)
0.27 Riesgo intermedio /3% (95% CI. 58-92)
Riesgo alto 50% (95% CT. 19-81)
0.0 T T T T I I
0 20 40 60 80 100 120

Meses desde el inicio de Imatinib

Figura 15. Supervivencia libre de fallo segun el grupo de riesgo
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IV. DISCUSION

La introduccion en la practica clinica del imatinib y, mas recientemente, de los
nuevos inhibidores de BCR-ABL, ha modificado radicalmente la historia natural de la
LMC. En la actualidad, hasta un 85% de los pacientes con LMC estan vivos a los 10
afios del diagnostico, con una baja tasa de transformacion a fases avanzadas de la
enfermedad, lo que se aproxima cada vez mas a la esperanza de vida de la poblacion
general control [4]. Con todo, existe un subgrupo de pacientes con respuesta inadecuada
al tratamiento, bien por resistencia franca o respuesta subdptima, que presenta un
elevado riesgo de progresion a crisis blastica [154, 275]. Desafortunadamente, todavia
no es posible identificar con precision estos pacientes de alto riesgo antes de iniciar el
tratamiento, por lo que la monitorizacion estrecha durante los primeros afios resulta
crucial[276]. Por otro lado, la erradicacion completa de la clona leucémica se logra en
una minoria de enfermos, como demuestra el hecho de que la suspension del imatinib en
pacientes con respuesta molecular profunda, incluso en ausencia de transcritos de BCR-
ABL en sangre durante afios, se acompafia de recaida de la enfermedad en mas de la
mitad de los casos [277]. En los ultimos afios, se han dilucidado los mecanismos
implicados en el desarrollo de resistencia al tratamiento, como son la adquisicion de
mutaciones en el dominio cinasa de ABL, la amplificacién de BCR-ABL, la activacion
de vias de sefializacion alternativas, la variabilidad en la distribucién del farmaco hasta
su diana intracelular o la falta de adiccion oncogénica de las células madre leucémicas

quiescentes [66, 167]. Sin embargo, existe poca informacion acerca del posible papel de
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la variabilidad interindividual mediada por polimorfismos genéticos en la respuesta al

tratamiento de la LMC con inhibidores de BCR-ABL [278, 279].

La farmacogenomica estudia la forma en que las variaciones del genoma
influyen en la respuesta a los medicamentos [280]. Su objetivo es encontrar
biomarcadores que permitan optimizar la eleccion del tratamiento y su dosificacién en
cada caso, a fin de maximizar la eficacia terapéutica y minimizar los efectos toxicos.
Identificar de antemano en qué pacientes un determinado farmaco sera eficaz puede
tener gran relevancia clinica, de cara a evitar toxicidades innecesarias en los individuos
con poca probabilidad de respuesta, asi como demoras en la aplicacion de un
tratamiento mas efectivo. En el caso concreto de la LMC, donde se dispone de varios
farmacos activos junto con otras modalidades terapéuticas mas agresivas, como el
trasplante, este tipo de informacion podria ser Util a la hora de seleccionar el tratamiento
inicial de los pacientes. Por otro lado, otra contribucion importante de los estudios de
farmacogenémica es la posibilidad de identificar nuevas dianas moleculares
susceptibles de ser intervenidas con farmacos, lo que puede redundar en un progreso en
el conocimiento y tratamiento de la enfermedad. Por todo ello, esta disciplina permite
sentar las bases de una medicina mas personalizada, donde la informacion acerca de la
constitucion genética individual sea de utilidad en la eleccion de la terapia

farmacoldgica mas adecuada [280].
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En nuestro servicio hemos realizado durante los Gltimos afios diversos estudios
de farmacogendmica para valorar la posible asociacion entre SNPs de genes criticos en
las rutas de sefializacion de BCR-ABL y de reparacion del ADN vy la respuesta al
tratamiento de la LMC con imatinib [281, 282]. La mayoria de los SNPs seleccionados
no habian sido estudiados previamente en este contexto clinico, pero de algunos si
existia informacion publicada, generalmente pendiente de confirmacion en series
independientes [120, 186, 262, 267, 268, 271, 283, 284]. La presente tesis pretende
revisar el estado actual del tema, a partir de los datos de la bibliografia y las recientes
aportaciones de nuestro grupo. En conjunto, se puede afirmar que existen datos a favor
de la influencia de los polimorfismos genéticos en la respuesta al tratamiento de la
LMC, pero el grado de evidencia es aun insuficiente para tomar en consideracion esta

informacidn en la préactica clinica habitual.

En el andlisis de la respuesta al tratamiento con imatinib en los pacientes de
nuestra serie, el SNP (rs243327) del gen SOCS1 fue el Unico que presentd una
asociacion estadisticamente significativa con el grado de respuesta, de forma que la
homocigosis del alelo infrecuente C conferia 7,5 veces mas riesgo de no alcanzar la
RCC. De forma llamativa, no se registré ningln caso de resistencia primaria a imatinib
entre los 28 pacientes homocigotos para el alelo T de dicho SNP. A su vez, varios
polimorfismos se correlacionaron con la estabilidad de la respuesta. Asi, el SNP
rs2046226 del gen PPP2R2A se asocio con la pérdida de RHC y de RCC, mientras que

el SNP rs17655 del gen ERCC5 se asocio con la pérdida de RCC y de RMM.
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Sin embargo, en la actualidad se sabe que en el tratamiento de la LMC no s6lo es
relevante el hecho de alcanzar un determinado grado de respuesta, sino también la
cinética de obtencion de la misma. En este sentido, en el presente proyecto utilizamos
las definiciones de consenso de la ELN 2009 [162], que catalogan la respuesta al
tratamiento en Optima, subdptima o fallo en distintos momentos evolutivos. De acuerdo
a estas recomendaciones, los pacientes con fallo a imatinib eran candidatos a cambiar
de tratamiento, pues su supervivencia a largo plazo era inferior a la de aquellos con
respuesta 6ptima [285]. Con el tiempo se ha visto que el grupo de pacientes con
respuesta suboptima, como fue definido por la ELN 2009, era muy heterogéneo desde el
punto de vista pronostico. Asi, los enfermos con respuesta subdptima en los primeros 12
meses tienen en realidad una supervivencia libre de progresion superponible a la de los
pacientes con fallo en ese mismo periodo. En cambio, los respondedores sub6ptimos a
los 18 meses (enfermos en RCC, pero sin RMM) tienen un pronostico similar al de los
pacientes con respuesta Optima [286, 287]. Esta informacion ha motivado la reciente

publicacion de unas nuevas recomendaciones de manejo de la LMC [288].

En nuestro estudio, la probabilidad de fallo a los 12 meses fue significativamente
mayor en los pacientes portadores del alelo C del SNP rs2069705 del gen IFNG (riesgo
13 veces mayor por cada una de las copias del mismo), en los homocigotos para el alelo
infrecuente del gen SOCSL1 (rs243327) (riesgo 14 veces mayor) y en los portadores del
alelo T del gen PTPN22 (rs2476601) (riesgo 14 veces mayor). En el analisis de

respuesta a los 18 meses, la probabilidad de fallo al tratamiento fue mayor en los
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pacientes homocigotos para la variante C del SNP rs243327 del gen SOCS1 (riesgo 6
veces mayor) y en los portadores de la variante T del SNP rs2476601 del gen PTPN22
(riesgo 7 veces mayor). Por altimo, el SNP rs24342 del gen SOCSL1 se asocio de forma
significativa con el riesgo de fallo y de respuesta inadecuada en cualquier momento
evolutivo. Asi, la supervivencia libre de fallo a los 5 afios de los enfermos homocigotos
para la variante T de este SNP fue del 100%. Por el contrario, los portadores del alelo
menor en homocigosis (CC) tuvieron una tasa de fallo del 28% a los 18 meses de
tratamiento, con una supervivencia libre de fallo a los 5 afios del 68%. En nuestra serie
observamos una correlacion significativa entre los haplotipos de XPC (exones 8 y 16) y
la respuesta a imatinib, donde los pacientes portadores de una o dos copias del haplotipo
salvaje CA (grupo de buen prondstico) tenian un riesgo cuatro veces menor de respuesta

suboptima o fallo que el resto[266].

En un intento de trasladar la informacion mencionada anteriormente a la practica
clinica, disefiamos un indice de riesgo para la supervivencia libre de fallo al tratamiento
con imatinib en los pacientes con LMC en fase crénica inicial. Este modelo se baso en
los resultados de un estudio multivariante que confirm6 el impacto prondéstico adverso
de 4 factores independientes: el indice de Sokal de alto riesgo, el alelo T del SNP
rs2476601 de PTPN22 y la presencia de una o dos copias del alelo C del SNP rs243327
de SOCSL. Asi, a cada uno de estos factores se le asign6 un punto de cara a calcular el
indice de riesgo, quedando éste estratificado en tres grupos pronoésticos con diferente

supervivencia libre de fallo. Asi, el grupo de bajo riesgo (0-1 puntos), constituido por
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dos tercios de los pacientes, tenia una supervivencia libre de fallo a los 5 afios del 95%.
Es decir, el pronostico es excelente, por lo que en este subgrupo de pacientes podria
considerarse que imatinib es el farmaco de eleccion. Por el contrario, el grupo de alto
riesgo (3-4 puntos), constituido por un 10% de los pacientes, tenia una supervivencia
libre de fallo del 50% a los 5 afios. Por tanto, los resultados de imatinib en este Gltimo
subgrupo serian mejorables, lo que favoreceria el empleo preferente en estos pacientes
de inhibidores de tirosina cinasas de segunda generacion. Con todo, este modelo
pronostico debe ser validado en una serie independiente antes de poder ser aplicado en

la préactica clinica habitual, lo que a dia de hoy todavia no se ha producido.

Con los resultados obtenidos es posible constatar la potencial asociacion entre
las variaciones interindividuales mediadas por SNPs y la respuesta al tratamiento con
imatinib en la LMC. Cabe, no obstante, tratar de explicar los mecanismos bioldgicos
potencialmente implicados en dichas asociaciones. Para ello es necesario conocer el
papel fisiolégico de las proteinas implicadas y la influencia que pueden tener los

distintos polimorfismos en su funcionalismo.

La proteina SOCSL1 se ha involucrado en la regulacion negativa de las vias de
sefializacion intracelular por inhibicion directa de la fosforilacion de la cinasa JAK2, a
través de su dominio SH2, impidiendo la translocacion nuclear de las proteinas STAT.
Ademas, SOCS1 es capaz de frenar la sefializacion intracelular a través de la

focalizacién de proteinas asociadas a la degradacion del proteosoma. Para ello, recluta
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elongina BC que contiene el complejo E3 ubicuitina ligasa, hecho que promueve la
degradacion de las proteinas diana. SOCS1 es capaz de inhibir las sefiales proliferativas
iniciadas por las formas oncogénicas de KIT, JAK2 y ABL [289]. La activacion
desregulada de la via JAK/STAT esté presente en numerosas neoplasias humanas [68-
70], entre ellas la LMC. Asi, SOCS1 se encuentra frecuentemente silenciado por
hipermetilacion en el carcinoma hepatocelular y la restauracion de su actividad en lineas
celulares de hepatocarcinoma mediante transfeccion resulta en la supresion del
crecimiento tumoral. El silenciamiento de SOCS1 parece necesario para la progresion
tumoral en enfermedades como el mieloma mdltiple, donde la activacion de citocinas es
fundamental en su patogénesis. Asi, la pérdida de la funcionalidad de SOCS1 provoca
un aumento de la sefial de transduccion de IL-6 y con ello la supervivencia y expansion
de las células mielomatosas [290]. SOCSL1 se encuentra frecuentemente mutado en su
region codificante en linfomas y otros tumores [291, 292], lo que apoya su papel como
gen supresor tumoral. SOCS1 es capaz de inactivar STAT1 [293], ejerciendo un papel
inhibitorio en el desarrollo de metastasis tumorales. Por lo que respecta a la LMC, el
silenciamiento genético a través de la metilacion aberrante de SOCS1 ha sido
demostrado en pacientes con LMC en crisis blastica. Por el contrario, se ha objetivado
la sobreexpresion de SOCS1 en pacientes con LMC en fase crdnica resistentes a
interferén [83-85]. A fin de explicar estos hallazgos aparentemente paraddjicos, se ha
sugerido que la sobreexpresion de SOCS1 puede ser una consecuencia natural de la
activacion constitutiva de la via JAK-STAT en los progenitores leucémicos en fases

iniciales, mientras que la inactivacion epigenética de SOCS1 podria ser un evento mas
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tardio que podria contribuir a la progresion de la enfermedad. EI SNP rs243327 del gen
SOCS1 se localiza en la region 5° del promotor del gen (posicion -3969) y consiste en
una sustitucion del alelo ancestral T por C, lo que podria influir en la regulacion

transcripcional del gen 'y, con ello, en la expresion final de la proteina.

La proteina IFNG se produce en linfocitos activados por antigenos especificos o
mitdgenos. Es un potente activador de macrdfagos y posee actividad antiviral,
inmunoreguladora y antitumoral. La sefializacion de IFNG activa las células stem
hematopoyéticas latentes, tanto sanas como leucémicas, promoviendo su proliferacion,
lo que podria sensibilizarlas al efecto apoptotico de imatinib y de otros inhibidores de
tirosina cinasas. EI SNP rs2069705 de IFNG se localiza en la region promotora, lo que
sugiere su potencial influencia en la regulacion de la expresion del gen [267]. En un
estudio reciente, el genotipo de este SNP se correlaciond con la respuesta citogenética y

molecular al tratamiento con imatinib en una serie de 229 pacientes con LMC [267].

La proteina PTPN22 (LYP) es una fosfatasa implicada en la regulacién de la
sefializacion intracelular [294, 295]. EI SNP rs2476601 de PTPN22 se localiza en la
region codificante del gen, por lo que las variantes alélicas se traducen en un cambio
proteico. Asi, el cambio de posicién del nucleétido 1858 de C a T resulta en la
sustitucion de una arginina por triptéfano. Estudios experimentales han demostrado que
la variante proteica con triptéfano posee una mayor capacidad de inhibicion del receptor

de sefializacion de linfocitos T. Se ha propuesto que el mecanismo implicado en la
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predisposicion a desarrollar enfermedades autoinmunes en los portadores de la variante
infrecuente del SNP podria ser la persistencia de linfocitos T autorreactivos o el déficit
funcional de los linfocitos T reguladores. En este sentido, la influencia de las variantes
de PTPN22 en la respuesta a imatinib podria estar mediada por mecanismos inmunes o,
de forma alternativa, por el efecto directo de LYP en los niveles de fosforilacion

intracelular de BCR-ABL y sus sustratos [295].

La proteina PP2A es una fosfatasa heterotrimérica con actividad serina/treonina
involucrada en la regulacion del ciclo celular. Asimismo, PP2A participa en la
regulacién negativa de la reparacion del ADN tras rotura de doble cadena y en la
activacion del ciclo celular en respuesta a la irradiacion. Los distintos complejos de
PP2A modularian los diferentes pasos en el proceso de reparacion del ADN. PPP2R2A
es un efector critico de la reparacion de la recombinacion homdloga a través de la
modulacion de la fosforilacion de ATM. PPP2R2A esta infraexpresado en distintas
neoplasias sélidas, lo que podria resultar en una ineficiente reparacion del ADN en las
células tumorales. En el caso concreto de la LMC, se ha descrito la inactivacion
funcional de PP2A en la crisis blastica mieloide a través del efecto de BCR-ABL en la
expresion de SET. De hecho, el restablecimiento de la actividad normal de PP2A in
vitro e in vivo antagoniza la proliferacion celular derivada de la accion de BCR-ABL.
Por ello, existe un interés creciente en el desarrollo de farmacos capaces de aumentar la
actividad de PP2A para el tratamiento de los pacientes resistentes a inhibidores de BCR-

ABL o0 en fases avanzadas de la enfermedad. Con respecto al SNP rs2046226 del gen

197



Discusion

PPP2R2A, su ubicacion en una region intronica hace que se desconozca su potencial
efecto bioldgico, si bien se ha postulado que las variaciones alélicas podrian implicar un

cambio funcional a nivel de otro gen cercano [296, 297].

ERCCS interviene en la reparacion del ADN actuando como cofactor de la ADN
glicolasa que remueve las pirimidinas oxidadas del ADN. Juega un papel crucial en la
correccion de dimeros de ciclobutanopirimidina, fotoproductos y lesiones inducidas por
agentes quimicos [298]. EI SNP rs17655 del gen ERCCS5, localizado en una regién
exonica codificante, consiste en un cambio del alelo ancestral G por C, lo que resulta en
un aminoéacido distinto (aspartato por histamina). Con ello, se modifica la estructura de
la proteina resultante y su funcion reguladora [299], lo que puede afectar a su funcion

reparadora del dafio a nivel del ADN.

El complejo XPC es el primer factor de union a los sitios de dafio del ADN vy,
junto con XPA, RPA vy el complejo TFIIH, constituye el complejo de reconocimiento
inicial [237]. Los polimorfismos estudiados en el gen XPC estan involucrados en
cambios en la secuencia de la proteina, cuya influencia en el riesgo de desarrollar
neoplasias humanas ha sido descrita con anterioridad. Asi, los haplotipos TA y CC dan
lugar a variantes de proteinas que son menos activas en la reparacion del ADN que el
haplotipo salvaje (CA). Este hecho podria ser importante en la LMC, donde la
sobreexpresion de BCR-ABL facilita las roturas de doble cadena del ADN como

consecuencia del aumento en la generacion de radicales libres de oxigeno. Un déficit en
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la reparacion del ADN facilitaria la inestabilidad gendmica con acumulacion de
alteraciones genéticas en las células proliferantes de la LMC, lo que podria ser el origen

de resistencia al tratamiento con imatinib [282].

Hasta aqui se han repasado las asociaciones observadas en nuestra serie entre
SNPs y respuesta al tratamiento con imatinib, junto con las bases bioldgicas que podrian
estar involucradas en las mismas. Se constata, por tanto, una asociacion entre la
respuesta al tratamiento y determinados SNPs de genes reparadores del ADN (XPC),
reguladores de la proliferacion celular (SOCS1, PTPN22) y de genes implicados en la
via de sefializacién de IFN (IFNG). Sin embargo, nuestros resultados contrastan con
algunas de las asociaciones observadas por otros autores, hecho que, por otro lado, no

es infrecuente en este tipo de estudios.

Asi, por lo que respecta a genes implicados en la reparacién del ADN, Kong y
cols objetivaron una asociacion entre la homocigosidad para el alelo T del gen reparador
ERCC1 (rs11615) y una mayor probabilidad de alcanzar una respuesta citogenética o
molecular con imatinib [256], mientras que no se encontrd ninguna asociacién con el
resto de SNPs estudiados de los genes ERCC2, ERCC4, ERCC5, XRCC1, XRCC2,
XRCC4 y XRCC5. En cuanto a genes implicados en la sefializacion de BCR-ABL
Koyama y cols observaron que la actividad atenuada de PTPNL1, resultante de las
distintas variaciones interindividuales del gen, podria influir en el riesgo de resistencia a

imatinib [76], pero este efecto no se confirm6 en nuestra serie. ElI polimorfismo
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SLCO1B3 334T_G (gen que regula un transportador de influjo) se ha asociado con los
niveles leucocitarios de imatinib, asi como con la respuesta al tratamiento [261], pero
esto ultimo no se confirmd en nuestra serie. Nuestros resultados también discrepan con
la asociacion descrita entre los SNPs del gen IFNG (rs1861494, rs2069705) y la
probabilidad de obtener respuesta citogenética completa o respuesta molecular mayor

con imatinib [252].

Esta descrita en la bibliografia la relacion entre la distribucion de imatinib y la
respuesta al tratamiento [238-254]. Dos son los genes mas estudiados por diferentes
grupos a este respecto OCT-1 y ABCBL, genes implicados en el transporte de imatinib
y de su introduccion en la célula por parte de OCT-1 y de su expulsion por parte de

ABCBL1.

No ha sido objeto de esta tesis pero si estudiado por parte de los componentes de
nuestro grupo el papel de la actividad de OCT-1 con la respuesta a imatinib [186, 260]
si bien los datos resultantes son controvertidos respecto a algunos de los descritos
previamente. Asi en el estudio de Maffioli y cols [186] en el que participaron pacientes
de nuestra serie no se objetivd una asociacion estadisticamente significativa entre el
genotipo de rs628031 del gen hOCT1 y la respuesta a imatinib, si bien si se objetivd
asociacion entre la variabilidad genética del SNP rs6935207 y la respuesta inadecuada a
dicho tratamiento. Bazeos y cols [238] objetivaron en una cohorte de 132 pacientes

diagnosticados de LMC una asociacién estadisticamente significativa entre la RMM y el
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SNP rs34130495 con una mayor tasa de RMM (P valor: 0.0155), pero estos resultados
fueron criticados por White y cols, que no objetivaron en su serie de 136 pacientes
dicha asociacién; si bien, si objetivaron que la actividad de OCT-1 antes del

tratamiento estaba relacionada con la duracion de la respuesta [259] .

Con respecto a ABCBL los resultados también resultan controvertidos entre los
diferentes estudios existentes. En el estudio realizado por parte de los componentes de
nuestro grupo se objetivd que el ser portador del alelo T en rs2032582 de este gen
conferia proteccion frente al fallo inicial al tratamiento con imatinib. En otros estudios
realizados se objetivd la asociacion entre el genotipo TT y TA con mayor ratio de RMM
[262]. Por otra parte, Kim y cols no objetivaron asociacion entre la variacion genética
de rs2032582 y la respuesta a imatinib en las diferentes fases de la enfermedad en
cualquiera de las dosis del mismo 400, 600 y 800 mg diarios [284]. Esta descrito en la
bibliografia que los pacientes con genotipo TT tienen mayor actividad de ABCB1 en
estado estable [300], existiendo con ello una discrepancia entre nuestros resultados,
mostrando que los pacientes con genotipo TT evolucionan mejor, datos no confirmados
por Kim y cols que objetivan una asociacion entre el genotipo TT y la disminucion de la
supervivencia [284]. Serian necesarios por tanto mas estudios que confirmasen dichas

asociaciones dadas las diferencias entre los resultados obtenidos.

La segunda parte del proyecto se centré en evaluar el papel de los SNPs

candidatos en la predisposicion a desarrollar una LMC y en las caracteristicas clinicas
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de los pacientes al diagnostico. En nuestra serie, las variaciones interindividuales de los
genes ERCC5 (rs17655), RPA2 (rs7356), PTPN22 (rs2476601) y STAT5B (rs809451),
se asociaron al riesgo de desarrollar LMC, pero con un grado de significacion
estadistica muy limitado, por lo que requieren validacion en otras series. Por otro lado,
nuestros datos no confirman la asociacion previamente descrita [120] entre los SNPs
rs1801018 y rs2279115 del gen BCL2 y la predisposicion a desarrollar una LMC[274].
Por el contrario, en nuestra serie dichos SNPs se asociaron al indice de riesgo de Sokal
al diagnostico de la enfermedad. Asi, los pacientes portadores del alelo C del SNP
rs2279115 de BCL2 tuvieron tres veces mas riesgo de presentar un indice de Sokal
intermedio o alto que los pacientes homocigotos para el alelo A. En cambio, los
homocigotos para el alelo infrecuente G del SNP exo6nico rs1801018 tuvieron un riesgo
tres veces menor de ser diagnosticados con indice de Sokal intermedio o alto que los

portadores del alelo A[274].

Estos polimorfismos implican a genes cuya desregulacion se ha relacionado con
la oncogénesis humana. El papel funcional de las proteinas traducidas de ERCC5 vy de
PTPN22 ha sido comentado previamente en la Discusion. Por su parte, la Proteina de
replicacion A (RPA) es un complejo proteico que se une al ADN, especialmente de
hebra sencilla, donde interviene en la replicacion del ADN, en su reparacion y en los
procesos de la recombinacion genética. Al unirse al ADN durante la replicacion evita
que éste se pliegue sobre si mismo para formar estructuras secundarias, manteniendo el

ADN desenrollado para que la polimerasa pueda realizar su tarea. Por tanto,
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modificaciones en la actividad de este gen pueden resultar en alteraciones en la
replicacion y reparacion del ADN [301]. A su vez, la proteina codificada por el gen
STATS5B forma parte de la familia STAT de factores de transcripcion. En respuesta a
citocinas y factores de crecimiento, los miembros de la familia STAT son fosforilados
por los receptores asociados a cinasas y forman homo o heterodimeros que son
translocados al nucleo celular, actuando como activadores de la transcripcion. Esta via
de sefalizacion participa en numerosos procesos bioldgicos y su desregulacion se ha

implicado en diversas neoplasias [67, 68].

La proteina BCL-2 es una de los guardianes de la integridad de la membrana
mitocondrial durante periodos de estrés y estimulos que generan la apoptosis, como son
la exposicion a radiacién ionizante, el tratamiento con agentes quimioterapicos o el
dafio por isquemia/reperfusion, entre otros. Se trata por tanto de una proteina de
supervivencia celular, lo que significa que cuando hay niveles elevados de dicha
proteina, la célula detendrd el programa de muerte por apoptosis, aun cuando se
encuentre dafiada genéticamente. Asi, se puede decir que la sobreexpresién de BCL-2 es
un arma de doble filo, ya que no es deseable para un organismo mantener sus células
vivas a toda costa cuando contienen mutaciones que podrian ser perjudiciales. Si
ademas la célula dafada expresa algin oncogén importante que induzca proliferacion,
como BCR-ABL, la célula tendra el camino libre para proliferar sin morirse, puesto que
el tener niveles altos de BCL-2 previene la muerte. BCL-2 estd sobreexpresado en las

fases acelerada y blastica de la LMC con respecto a su expresiéon en FC [114, 115] lo
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que podria promover la supervivencia de clonas leucémicas con aberrancias genéticas

[116].

El intento de correlacionar el perfil genético individual con la predisposicion a
desarrollar enfermedades no es nuevo. De hecho, es bien conocido que la variabilidad
genética interindividual en determinados casos se correlaciona con la susceptibilidad a
desarrollar cancer en humanos [302, 303]. Sin embargo, con los datos disponibles no
puede afirmarse que exista ningin SNP de riesgo de contraer una LMC que haya sido
validado en series independientes. Con todo, cabe decir que la mayor parte de los
estudios publicados al respecto se centran en anélisis de asociacion seleccionando un
namero reducido de SNPs de genes candidatos, generalmente en base a su potencial
efecto bioldgico. Este tipo de estudios tienen una baja sensibilidad y la reproducibilidad
de los resultados es inferior al 10%. Ademas, debe tenerse en cuenta que generalmente
un determinado rasgo personal viene determinado por el efecto combinado de multiples

genes que interaccionan a su vez con factores ambientales.

Mas recientemente, los avances en la secuenciacién del ADN han permitido
implementar estudios de asociacion a gran escala (Genome Wide Association Studies o
GWAS) basados en el andlisis de las variaciones de miles de genes con el riesgo a
desarrollar enfermedades complejas. De forma Ilamativa, en este tipo de estudios la
mayoria de las variaciones alélicas que se han descrito en asociacion con enfermedades

humanas conciernen a SNPs localizados en regiones intrénicas. Por ello, resulta dificil
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conocer el mecanismo intimo mediante el cual pueden estar involucradas en la
patogénesis de las enfermedades complejas. Asimismo, falta informacion acerca del
modo en que las distintas variantes de un determinado gen afectan su actividad
transcripcional, la estructura o funcionalismo de la proteina resultante o interfieren con
la regulacion local de otros genes. Otra limitacion de estos estudios es la elevada
probabilidad de encontrar falsas asociaciones por azar (falsos positivos) debido al
andlisis simultdneo de miles de genes. Para evitar este error, se aplican métodos
estadisticos de correcciébn de comparaciones multiples, de manera que sélo se
consideren significativas las asociaciones con una p menor 107 o 10"-8. En
contrapartida, con estos métodos se reduce al mismo tiempo la potencia para detectar
SNPs asociados verdaderamente a la enfermedad, por lo que resulta imprescindible un
tamafio muestral adecuado o realizar metaanalisis de varios estudios similares. Por
ultimo, hay que tener en cuenta que factores ambientales o de exposicion pueden influir
en que un determinado SNP intensifique o no su potencial efecto fenotipico. Por todo lo
anterior, es comprensible que los estudios GWAS no hayan respondido tampoco a las
expectativas iniciales, de forma que en las enfermedades en las que se dispone de varios
GWAS el efecto combinado de todos los polimorfismos asociados suela explicar menos

del 5-10% del riesgo.

En el caso de la LMC, Unicamente existe un estudio en el catalogo de GWAS en
el que se identifican marcadores de susceptibilidad de desarrollar una LMC, no

existiendo estudios de valoracion de respuesta al tratamiento. Se trata del trabajo de
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Kim y cols [255] en el que se estudiaron un total de 2744 individuos, 671 casos y 2073
controles, y se evaluaron un total de 456,522 SNPs. El analisis reveld asociaciones
significativas en dos loci, localizados en 6925 y 17p11.1, con unos valores de p de
2.4x10-6 y 1.3"x10"-12 respectivamente. Ambas asociaciones fueron validadas en
series independientes de individuos de Corea y Canada. Con todo, el nimero de casos
de LMC incluido en este estudio (n=671) puede considerarse bajo para lo que suele

recomendarse en los estudios GWAS (n>1000).

Por tanto, se dispone cada vez de mas informacion acerca del papel de la
variabilidad genética interindividual en la susceptibilidad a desarrollar una LMC y en el
prondstico del tratamiento con inhibidores de tirosina cinasa, fundamentalmente
imatinib. En la presente tesis, se ha revisado la bibliografia del tema y se han expuesto
los resultados del andlisis de los pacientes de nuestra institucion. Es evidente que queda
mucho trabajo por hacer antes de que esta linea de investigacion pueda aplicarse
directamente a la préactica clinica. Para ello, serd primordial desarrollar estudios
adecuadamente dimensionados y con una metodologia apropiada que solo seran

posibles en un contexto de colaboracion multiinstitucional.
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V. CONCLUSIONES

-De los 105 pacientes diagnosticados de LMC en fase cronica tratados con
imatinib, 25 (24%) tuvieron una respuesta subéptima y 11 (10,5%) fueron resistentes a
imatinib de entrada. Durante el seguimiento posterior, 5 pacientes cumplieron los
criterios de respuesta suboptima o de fallo, respectivamente. Por tanto, la tasa global de
respuesta inadecuada a imatinib fue del 44%, similar a la observada en la mayoria de

estudios.

-En nuestra serie, el riesgo de desarrollar una LMC se asocio con el genotipo de
los polimorfismos de cuatro genes. Asi, el alelo infrecuente de los SNPs de los genes
ERCC5 y RPA2 se asocié a un menor riesgo de LMC, mientras que el de los genes
PTPN22 y STAT5B se acompafié de un discreto incremento del riesgo de LMC En
contraste con estudios previos, no se encontrd ninguna asociacion significativa entre los

SNPs de BCL2 y el riesgo de desarrollar LMC.

-En el estudio de la relacién entre el patron de polimorfismos en los genes
candidatos y las caracteristicas clinicas de los pacientes al diagnostico de la LMC, los
SNPs rs2279115 y rs1801018 de BCL2 se asociaron al indice de riesgo de Sokal. El test
de asociacion de haplotipos mostr6 que el haplotipo 4777A-5735G se asociaba a un
menor riesgo de presentacion con un indice de Sokal intermedio o alto comparado con

el del haplotipo 4777C-5735A.
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-En la evaluacion de la influencia de la variabilidad genética en la respuesta al
tratamiento se observd una asociacion estadisticamente significativa del SNP rs243327
de SOCS1 con la probabilidad de alcanzar una respuesta citogenética completa con
imatinib. A su vez, el SNP rs17655 de ERCCS5 se asocio a la estabilidad de la respuesta

citogenética y molecular.

-Cuando se evaluo la respuesta al tratamiento con imatinib de acuerdo a los
criterios de la European Leukemia Net 2009, la asociacion entre genotipo y respuesta
mas significativa fue la observada entre los SNPs rs243327 de SOCS1 y rs2476601 de

PTPN22 con la probabilidad de fallo a los 18 meses de tratamiento.

-En el anélisis multivariante mediante la prueba de regresion de Cox, los factores
independientes que se asociaron con la supervivencia libre de fallo a imatinib fueron el
indice de Sokal de alto riesgo, el SNP rs2476601 de PTPN22 (modelo dominante) y el
SNP rs243327 de SOCS1. Estos tres factores permitieron desarrollar un modelo

predictivo para la determinacién de la supervivencia libre de fallo.

-En conjunto, se puede afirmar que existen datos que apoyan la influencia de los
polimorfismos genéticos en la susceptibilidad a desarrollar LMC, en su perfil clinico al
diagndstico y en la respuesta al tratamiento, al menos con imatinib. Sin embargo, el

grado de evidencia es aun insuficiente para tomar en consideracion esta informacion en
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la préctica clinica habitual. Se requieren mas estudios antes de que esta herramienta

prondstica pueda ser aplicada a la préactica clinica.
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