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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

ADN = Acido desoxirribonucleico

ARN = Acido ribonucleico

CIR = Cumulative Incidence of Relapse

EMR = Enfermedad Minima Residual

FAB = Franco-Americano-Britanica

FISH = Fluorescence in situ Hybridization

ISCN = Sistema Internacional de Nomenclatura Cromosémica
pb = Pares de bases

LLA = Leucemia Linfoblastica Aguda

LLA-Ph* = Leucemia Linfoblastica Aguda con cromosoma Philadelphia
LLA-Ph™ = Leucemia Linfoblastica Aguda Philadelphia negativa
LMC = Leucemia Mieloide Cronica

MO = Médula Osea

MRC = Medical Research Council

NGS = Next-generation Sequencing

OMS = Organizacion Mundial de la Salud

PCR = Polymerase Chain Reaction

QT = Quimioterapia

RC = Remisién completa

SLR = Supervivencia Libre de Recaida

SG = Supervivencia Global

SP = Sangre Periférica

TPH = Trasplante de Progenitores Hematopoyéticos
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Introduccién

1.1. Concepto de LLA

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es una neoplasia caracterizada por la
proliferacion descontrolada de precursores linfoides o linfoblastos, que pueden ser de
estirpe Bo T.

El término empleado en la actual clasificacion de la WHO es “leucemia/linfoma
linfoblastico B o T”. El término “linfoma” se utiliza cuando el proceso queda limitado a
una masa, con nula o muy escasa infiltracion en sangre periférica o médula 6sea.
Cuando la infiltracién es evidente en médula 6sea, se prefiere hablar de leucemia

linfoblastica.

A diferencia de la leucemia mieloide aguda, no existe consenso sobre el
porcentaje de blastos requerido para establecer el diagnéstico de LLA, pero la mayoria

de protocolos fijan un minimo de 20% de infiltracion medular.

1.1.1. Epidemiologia

La incidencia mundial estimada de la LLA es de 1 a 4,75 casos por cada
100.000 personas por afio. En nuestro entorno, el registro de tumores de Castellén
informa en su estadistica de una tasa anual ajustada a la poblaciéon europea de 2,7
nuevos casos por 100.000 habitantes.

Es una enfermedad predominantemente infantil, ya que el 75% de los casos
ocurre en niflos menores de 6 afos. El registro de tumores infantiles de la Comunidad
Valenciana registra una tasa ajustada de 4,2 casos por 100.000 nifios de 0 a 14 afios,
con predominio en el sexo masculino (5,0 para los nifios y 3,3 para las nifias). En
adultos, este tipo de leucemia también predomina en los jévenes de sexo masculino
(edad media entre 25 y 30 afios), si bien en edades avanzadas estas diferencias entre

sexos se igualan. Tan solo un 10-15% de los pacientes superan los 50 afios.

1.1.2. Etiologia

En condiciones normales, los progenitores linfoides sufren un proceso de
reordenamiento clonal en los genes que codifican las inmunoglobulinas (/IGH) o los

receptores de célula T (TCR), segun su estirpe. Aquellas células que lo realizan
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correctamente, comienzan un proceso de proliferacion finamente regulado para dar
lugar a linfocitos B y T con las especificidades necesarias para desarrollar un sistema
inmune competente. Cuando un progenitor linfoide sufre alteraciones genéticas
somaticas que conllevan una proliferacion desregulada, ocurre una expansion clonal

que da lugar a la LLA.

Algunas de estas alteraciones pueden ser congénitas y las personas
portadoras tendrian una mayor susceptibilidad individual a desarrollar una LLA. Es el
caso de determinadas enfermedades congénitas, como el sindrome de Down o el
sindrome de Li-Fraumeni y de otros trastornos hereditarios del sistema inmunolégico
como el sindrome de Bloom,el sindrome de Wiskott-Aldrich o el sindrome ataxia-
telangiectasia, que confieren un riesgo aumentado de desarrollar este tipo de
leucemia. Sin embargo, se estima que estos trastornos tan sélo justifican ~ 5% de los
casos (Taylor & Birch, 1996).

Un caso particular es el frecuente hallazgo descrito recientemente de
mutaciones en mosaicismo en la linea germinal de TP53 en los nifios diagnosticados
de LLA con hipodiploidia baja (Muhlbacheret al, 2014). También se han descrito
mutaciones germinales no asociadas a sindromes congénitos conocidos que confieren
mayor susceptibilidad individual y familiar de desarrollar una LLA. Es el caso de
determinadas mutaciones en el gen PAX5, importante factor de transcripcién linfoide
B, que se encuentra frecuentemente alterado de manera adquirida en la LLA.
Mutaciones en este gen han sido descritas en varios casos familiares de LLA pre-B

con similares alteraciones genéticas adquiridas concomitantes (Shah et al, 2013).

Otras alteraciones genéticas que se han relacionado con el riesgo de
desarrollar una LLA son las variantes polimérficas o polimorfismos. La mayoria de
estas asociaciones son modestas, y algunas de ellas han mostrado resultados
contradictorios en distintos estudios. De entre los multiples polimorfismos descritos en
los estudios de asociacién genémica (genome-wide association studies, GWAS), cinco
destacan por haber sido repetidamente validados en diversas publicaciones y
confirmados en meta-analisis de genes “candidatos”™ ARID5B (10921.2), IKZF1
(7p12.2), CEBPE (14911.2), CDKN2A (9p21.3) y BMI1-PIP4K2A (10p12.31-12.2)
(Trevifio et al, 2009; Papaemmanuil et al, 2009; Sherborne et al, 2010; Xu et al, 2013).
Ademas, estos genes se encuentran frecuentemente implicados en la LLA mediante
alteraciones adquiridas, lo cual apoya su papel en la predisposicion a este tipo de

leucemia.
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La contribucion a la susceptibilidad de la LLA de los polimorfismos en genes de
vias de destoxificacién de xenobioticos, metabolismo de los folatos, o reparacion del
ADN se ha estudiado intensamente en las décadas pasadas mostrando resultados
inconsistentes. En una revision reciente, los polimorfismos en los genes CYP2ET1,
GSTM1, NQO1, NAT2, MDR1 y XRCC1se mostraron capaces de modificar el riesgo
de padecer LLA, especialmente si asociaban a exposiciones ambientales como

pesticidas, irradiaciones, consumo de tabaco o alcohol (Dirse et al, 2015).

Pese a la contribucibn en mayor o menor medida de estas variaciones
genéticas congénitas, la gran mayoria de las alteraciones genéticas halladas en la LLA
son adquiridas a lo largo de la vida y se detallan en el apartado 1.1.4 de esta tesis. Las
razones por las cuales éstas ocurren son casi siempre desconocidas, si bien algunos
agentes medioambientales son conocidos leucemogenos, como las radiaciones
ionizantes, la exposicién a solventes y pesticidas, algunas drogas quimioterapicas o

las infecciones por determinados virus.

Con todo ello, podriamos concluir que la LLA se origina de una interaccion
entre la susceptibilidad genética heredada y la exposicion medioambiental a diferentes
agentes infecciosos, téxicos, alimentarios, que conllevarian la adquisicién de nuevas
alteraciones genéticas en genes involucrados en la proliferacion y diferenciacion de los
linfocitos. Cabe destacar el hecho de que algunas translocaciones cromosémicas han
sido detectadas en neonatos mucho antes del desarrollo franco de la leucemia, en
ocasiones con tiempos de latencia superiores a diez afios. Por otro lado, en los raros
casos de gemelos univitelinos con la misma leucemia, se ha visto que éstas

comparten los mismos tipos de alteraciones genéticas.

1.1.3. Caracteristicas clinicas

Clinicamente, el paciente con LLA suele debutar con fiebre y/o astenia y/o
diatesis hemorragica, justificada por la neutropenia, anemia y trombocitopenia
secundarias al fallo medular. Los sintomas pueden preceder al diagnostico desde unos
pocos dias hasta varios meses. La infiltracion del torrente sanguineo por estas células
blasticas es casi la norma, aunque puede no encontrarse. Ademas, es frecuente la
afectacion extramedular, principalmente en sistema nervioso central, testiculos,

ganglios linfaticos, higado y bazo, entre otros.
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Clasicamente se han utilizado como factores pronostico parametros que hacian
referencia al estado general del paciente (edad, comorbilidades) o al grado de
infiltracion (cifra de leucocitos, masa mediastinica, hepatoesplenomegalia). Al
acercarnos mas al conocimiento de esta enfermedad y al conseguir identificar estos
cambios genéticos de una manera mas precisa, se ha intentado asignar también valor

pronostico a las alteraciones genéticas encontradas.

1.1.4. Alteraciones citogenéticas recurrentes

Alrededor del 75% de las LLA presentan anomalias cromosémicas en el
momento del diagnéstico. En la Figura 1 se muestran las principales alteraciones
cromosoémicas clasicas que afectan a los pacientes con LLA en el nifio y en el adulto.
Como se puede observar, éstas difieren en frecuencia entre los dos grupos de edad;
asi, por ejemplo, el cariotipo hiperdiploide es la anomalia mas frecuente de la LLA
infantil (30%), pero supone tan solo un 6% de la LLA del adulto; igualmente, la t(12;21)
es diez veces mas frecuente en nifios que en adultos; por el contrario, la t(9;22) es la
alteracion mas frecuente en LLA del adulto (25%), pero es mas bien rara en los nifios
(4%). Cabe destacar, que el porcentaje de pacientes en los que no se detectan
alteraciones cromosomicas es muy variable y que esta disminuyendo conforme
aumenta la precision en las técnicas diagnosticas y se implementa la deteccion
molecular en un mayor nimero de casos (Mancini, 2005). Otras alteraciones menos
frecuentes son las fusiones con MLL o t(11923), ya sea t(4;11), t(1;11) o t(11;19), las
translocaciones entre MYC e IG [t(8;14), t(2;8) o 1(8;22)], las translocaciones del
receptor de célula T (RCT) que incluyen a 7q35 y a 14q11, la t(17;19), la t(1;19), el

cariotipo hipodiploide/casi triploide y otras de porcentaje inferior al 1%.

Un gran namero de estas anomalias son recurrentes y se asocian con subtipos
morfolégicos o fenotipos especificos. En los ultimos afios, el extraordinario desarrollo
de las técnicas citogenéticas y moleculares, como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) o la hibridacion in situ fluorescente (FISH), ha permitido la
identificacion precisa de muchos de estos genes implicados en la leucemogénesis.
Incluso, apoyandose en estudios sobre patrones de expresidn génica en LLA, se
defiende la idea de que una translocacion especifica identifica un Unico subtipo de esta
enfermedad (Yeoh et al, 2002; Ferrando et al, 2002). Este hecho confirma que el
avance en el manejo de la LLA va ligado a una subclasificacion de la misma en base a

las lesiones génicas y a las rutas alteradas de la vida celular.

6
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No recurrent BCR-ABL Hyperdiploid
>50 chromosomes chromosomal ; >50 chromosomes
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chromosomal
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MYc
|G translocations
1(8;14), 1(2:8), 1(8;22)

E2A-PBX1 MLL fusions E2A-PBX1 2%
1(1;19) t(4;11), t(1:11), 4(11,19) t(1;19)  MLLfusions TEL-AML1
14:11) 1(12;21)
1% 1% t1;11)
E2A-HLF Near-haploid/ Y11;19)
1(17;19)  very hypodiploid
A <38 chromosomes B

Figura 1. Alteraciones genéticas de la leucemia linfoblastica aguda: distintas frecuencias en la edad
pediatrica (A) y la edad adulta (B).Los genes afectados por las translocaciones aparecen en negrita. TCR:
Receptor de Célula T. Tomada de Pui el al. (Pui et al, 1990).

Las alteraciones moleculares presentes en las leucemias agudas suelen
afectar a genes que desempefian un papel clave en la biologia de la célula, por estar
implicados en el control del ciclo celular, en la diferenciacion celular o en los
fendmenos de apoptosis. Los principales mecanismos por los cuales se producen

estas alteraciones en los genes se detallan a continuacion.

Anomalias balanceadas: translocaciones reciprocas e inversiones

Estas alteraciones genéticas, muy frecuentes en leucemias, consisten en la
transposicion unidireccional o reciproca de un fragmento de un cromosoma a otro
(translocacién cromosémica) o dentro del mismo cromosoma (inversién). En ellas no
existen pérdidas o ganancias netas de material, los puntos de rotura son especificos vy,
a menudo, tienen gran relevancia clinica. Estas anomalias inducen la desregulaciéon

gendmica mediante dos mecanismos:

— Activacién de un gen critico en los procesos celulares de supervivencia o ciclo
celular (protooncogén). La translocacidbn yuxtapone secuencias promotoras
procedentes de otro cromosoma al lado de dicho gen sin modificar su estructura

pero induciendo su activacion.

— Generacion de un gen hibrido. En este caso dos genes diferentes se fusionan
generando un gen hibrido funcionante capaz de ser transcrito a ARN y de generar
una nueva proteina. Estas proteinas contienen dominios estructurales y

7



Introduccién

funcionales que difieren de las proteinas originales. Las proteinas quiméricas
tienen propiedades oncogénicas porque mantienen dominios que les permiten
unirse al ADN y actuar como factores de transcripcién desequilibrando la actividad
del ciclo celular y el proceso de diferenciacion. Este es el mecanismo mas
frecuente implicado en las translocaciones que aparecen en la LLA: la
1(12;21)(p13922) produce la proteina de fusion TEL-AML1 (o ETV6-RUNX1), la
t(4;11)(g21923) produce MLL-AF4, la t(1;19)(q23p13) produce E2A-PBX1 vy la
t(9;22)(934;911) produce BCR-ABL.

Anomalias no balanceadas: deleciones, isocromosomas, cromosomas en

anillo.

Se produce una pérdida neta de material genético que conduce a la eliminacion
de genes criticos, generalmente genes supresores tumorales (por ejemplo: TP53), con
la consiguiente pérdida de su funcion. Dada la duplicidad del ADN, el alelo residual no
alterado seria capaz de mantener la funcidén normal del gen, por lo que para tener
efecto leucemogénico se necesita que la pérdida de material genético sea doble o se
asocie con otros mecanismos en el segundo alelo, tales como translocacion,
metilacion o mutacién puntual. Los puntos de rotura pueden variar de un paciente a
otro. En la leucemia linfoblastica aguda destacan las deleciones de 9p, 6qy 12p, en
las cuales se supone la presencia de genes supresores de tumores. Por ejemplo, el
gen CDKN2A y su homoélogo funcional CDKN2B, situados en el brazo corto del
cromosoma 9, codifican proteinas que regulan negativamente el ciclo celular
inhibiendo las quinasas dependientes de ciclina (CDK) 4 y 6 y evitando la progresion
del ciclo celular de la fase G1 a la fase de sintesis. La inactivacién de CDKN2A y
CDKNZ2B por delecion homocigota ha sido descrita en numerosos tipos de cancer,
sugiriendo su potencial papel como genes supresores de tumores (Nobori et al, 1994)

y es también frecuente en la LLA.

Alteraciones numéricas de los cromosomas.

Las aneuploidias, es decir, ganancias o pérdidas de cromosomas enteros, son
anomalias importantes en la LLA, tanto por su frecuencia como por su importancia

pronoéstica, especialmente en la infancia.

Las células de nuestro organismo poseen una dotacion cromosoémica diploide
(2n) con 23 pares de cromosomas, exceptuando los gametos que son haploides (n). Si

8
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hay ganancia cromosomica, hablaremos de hiperdiploidia, que puede llegar a ser
triploidia (3n) e incluso tetraploidia (4n). Si hay pérdida cromosémica, hablaremos de
hipodiploidia, que puede incluso aproximarse a un numero haploide. Puede ocurrir que
el numero de cromosomas total en la célula resulte 46, sin equivaler a 2n porque ha
habido ganancias y pérdidas cromosémicas que se han equilibrado (por ejemplo una
trisomia 8 junto con una monosomia 7); en este caso hablaremos de pseudodiploidia.

Dentro de las hiperdiploidias encontradas en la LLA se suele distinguir entre
baja y alta hiperdiploidia, segun el nimero de cromosomas sea inferior o superior a 50
respectivamente. La baja hiperdiploidia suele deberse a trisomias aisladas y
frecuentemente aparece acompafiada por otras anomalias estructurales
(translocaciones, por ejemplo). Muchos de estos casos cumplen los criterios que
definen el cariotipo monosoémico, recientemente estudiado en la LLA (Motllé et al.,
2014). La alta hiperdiploidia (50-65 cromosomas) también suele asociar otras
anomalias. A la hiperdiploidia, en general, se le confiere buen pronéstico, al menos en

la edad pediatrica.

Recientemente se ha descrito como entidad propia la “baja hipodiploidia/casi
triploidia”, ya que se cree que el mismo clon hipodiploide con 30-39 cromosomas, al
sufrir endorreduplicacién, se convierte en hiperdiploide cercano a la triploidia, por lo
que serian dos formas de expresion de una misma enfermedad (Charrin et al., 2004).
Esto se ha podido demostrar analizando el patron de ganancias y pérdidas
cromosémicas, que parece ser especifico, siendo los cromosomas 2, 3, 4, 7, 13, 15,
16, y 17 monosémicos en el clon hipodiploide y disémicos en el triploide, y los
cromosomas que conservaban su pareja en el clon hipodiploide, siendo tetraploides en
el clon hiperdiploide. Ademas, en el estudio de ADN mediante citometria de flujo se
observan dos picos aneuploides en la mayoria de pacientes. Esta entidad se
caracterizaria por tener fenotipo B, bajo recuento leucocitario al diagnéstico y un mal
pronéstico. El patrébn de ganancia/pérdida cromosdmica es lo que puede ayudar a
distinguir esta entidad de la hiperdiploidia cuando no se evidencian dos picos
aneuploides en el citbmetro, cuestién importante por la diferencia en cuanto a

pronéstico de estos dos subtipos de LLA.

La hipodiploidia se define estrictamente como un numero de cromosomas
inferior a 46. Lo mas frecuente es hallar 45 cromosomas, y un nimero inferior o igual a
44 es la definicion practica que se suele emplear. La casi haploidia es rara en la LLA.
A la hipodiploidia se le suele conferir un mal pronéstico en general.
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El mecanismo por el cual el desequilibrio genético creado por una aneuploidia
contribuye a la leucemogénesis no ha sido todavia satisfactoriamente explicado en el

ambito molecular.

Amplificacién de genes

Tales como “double minutes” (dm), que son regiones de ADN
extracromosomicas que incluyen amplificacion de oncogenes, por ejemplo, MLL. Otro
ejemplo son las amplificaciones intracromosémicas del cromosoma 21 (iAMP21), en
las que se encuentra la ganancia de al menos tres copias de amplias regiones del

cromosoma 21, incluyendo el gen RUNX1 (Harrison et al, 2013).

1.2. Clasificacion de la LLA

Se emplean principalmente tres clasificaciones segun la herramienta que se
utilice para realizar el diagnéstico. Asi, el grupo de trabajo Franco—Americano—
Britanico (FAB) propuso la clasificacion morfoldgica utilizando el microscopio y el
grupo europeo para la caracterizacion inmunolégica de las leucemias (EGIL) propuso
la clasificacion inmunofenotipica utilizando la citometria de flujo. Sin embargo, ha sido
la OMS la que, integrando estos datos junto con los aportados por el estudio
citogenético y de biologia molecular, ha propuesto una clasificaciéon separando los
subtipos de LLA que suponen entidades especificas con un pronoéstico caracteristico.
Esta ultima clasificacion es la que mejor atiende al concepto de LLA como entidad
heterogénea en la que se engloban diferentes enfermedades con distinta biopatologia
y comportamiento. A continuacién se detallan estas tres clasificaciones.

1.2.1. Clasificacion FAB

En 1976 el grupo de trabajo Franco—Americano—Britanico (FAB) propuso esta
clasificacién atendiendo a criterios citomorfologicos y citoquimicos (Bennett et al,
1976). Hoy en dia esta practicamente en desuso, si bien cabe destacar que ya
diferencié a la leucemia de Burkitt (LLA-L3), ya que ésta, ademas de caracteristicas
clinicas y genéticas propias, también posee una morfologia tipica. Brevemente, los

tres grupos que distinguen son:
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— LLA-L1: Los linfoblastos son pequefios, con escaso citoplasma, nucleolos no
visibles o de dificil visualizacion y médula ésea de aspecto monomorfo.

Constituye la variedad mas frecuente en el nifio.

— LLA-L2: La variedad L2 esta constituida por blastos grandes, con abundante
citoplasma y nucleolos visibles. Puede haber una doble poblacién celular en
médula ésea, coexistiendo linfoblastos pequefios del tipo L1 con los de tipo L2.

Es la variante mas frecuente en el adulto.

— LLA-L3: Las células se caracterizan por un citoplasma intensamente basoéfilo
con vacuolas prominentes. Las abundantes mitosis dibujan en la biopsia de
meédula dsea un “patrén de cielo estrellado”. Es una variante de LLA de células
B, caracterizada por la translocacién t(8;14) u otras variantes menos

frecuentes.

1.2.2. Clasificacién inmunolégica

La caracterizacion de las leucemias por su inmunofenotipo mediante el
citdmetro de flujo es crucial para conocer la estirpe celular (B o T) y su estadio
madurativo, ya que las células blasticas, al igual que las células linfoides normales,
expresan antigenos (tanto de superficie como intracitoplasmaticos) que van variando
segun el estadio madurativo en el que se encuentren. Las células blasticas de la LLA
suelen asemejarse mucho a su correspondiente célula no patolégica, expresando, el
momento en el que se ha producido el bloqueo madurativo. Sin embargo, el
inmunofenotipo de las células de una LLA tiene generalmente alguna caracteristica
inesperada para el estadio de maduracion que expresa, lo cual permite distinguirla de
la poblacion normal.

Para la caracterizacion del inmunofenotipo B o T en la LLA, los mejores
antigenos en cuanto a sensibilidad y especificidad son el CD19 y el CD3
citoplasmatico, respectivamente (McKenna, 2001). Las células linfoides B inmaduras
se pueden distinguir de las maduras por la expresion de CD34 y TdT, asi como
ausencia de CD20 y de inmunoglobulinas de superficie. Las células linfoides T
inmaduras se reconocen por la expresion de CD3, TdT o CD1a, asi como ausencia de
CD3 en superficie (Craig & Foon, 2008).

En 1995, el Grupo Europeo para la caracterizacion Inmunolégica de las
Leucemias (EGIL) definié cuatro subgrupos para la LLA-B y cuatro para la LLA-T
segun la expresion de unos pocos antigenos y es, aun hoy, la clasificacion

11



Introduccién

inmunoldgica que se sigue utilizando (Bene et al, 1995). Estos subgrupos se resumen

a continuacioén en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion inmunologica de la LLA segun el EGIL.

LLA-B
TdT CD10 CD19 CD20 Igu
Pro-B + - + - -
B Comun + A + - -
Pre-B +/- +/- + +/- +c
B madura - - T 1 +s
LLA-T
TdT CD1a CD2 CD3 CD4 CD8 CD5 CD7
Pro-T + - - +c - - - +
Pre-T + - +/- +c - +/- +/- +
T Cortical +/- + +/- +cls + + +/- +
T Madura +/- = + +s + + + +

Igu: cadena mu de las inmunoglobulinas, c: citoplasmatica, s: superficie.

1.2.3. Clasificacion de la OMS

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) edité en 2008 una nueva
clasificacion para las neoplasias hematologicas en la que dedica el capitulo 9 a estas
neoplasias que agrupa, como se ha dicho anteriormente, bajo el término
leucemias/linfomas linfoblasticos (Swerdllow et al, 2008). Estas neoplasias estarian
caracterizadas por la proliferacion de células inmaduras de estirpe linfoide con
similares caracteristicas clinicas y rasgos morfologicos, pero se pueden diferenciar
entidades con caracteristicas propias. Esta clasificacion es la Unica que integra una
aproximacién multidisciplinar de la leucemia, utilizando la morfologia, la citometria, la

citogenética y la biologia molecular para caracterizar a cada subtipo.

Las distintas categorias se detallan a continuacién y estan recogidas en la

Tabla 2:

- Leucemia/Linfoma linfoblastico con anomalias genéticas recurrentes:

a) LLA-B con 1(9;22)(q34;q11.2);BCR-ABL1: es una neoplasia de linfoblastos
B que suele tener inmunofenotipo de LLA-B comun (positividad para el TdT, CD10 y
CD19). Frecuentemente asocia la expresion de antigenos mieloides (CD33 y CD13).
Ademas de la t(9;22) (también llamado cromosoma Philadelphia) que produce el gen
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de fusion BCR-ABL1, pueden haber otras anomalias asociadas, aunque el mal
prondstico de este subgrupo parece atribuido a la t(9;22) propiamente.

b) LLA-B con t(v;11q23),reordenamiento MLL: muestra inmunofenotipo pro-B
frecuentemente. Puede haber una subpoblacién de monoblastos acompafiando a los
blastos linfoides. Este gen se puede fusionar con distintos genes, aunque el mas
frecuente es AF4 en el cromosoma 4qg21. Otras posibilidades son ENL en el
cromosoma 19p13 (frecuente en LLA-T) y AF9 en el cromosoma 9p22 (asociado
también a leucemia mieloide). Aquellos pacientes con deleciones de 11923 sin
reordenamientos no se incluyen en este grupo.

c) LLA-B con t(12;21)(p13;922); TEL-AML1(ETV6-RUNX1): en esta entidad,
los blastos tienen fenotipo pre-B o comun y suelen expresar ademas CD34 y
antigenos mieloides, especialmente CD13. Relacionada con prondstico favorable en la
infancia, especialmente si se asocia a otros factores de buen prondéstico.

d) LLA-B con hiperdiploidia: neoplasia linfoide de linea B en cuyos blastos se
encuentran mas de 50 cromosomas, y generalmente menos de 66, tipicamente sin
asociar otras alteraciones estructurales. Existe cierta controversia sobre si esta entidad
y su pronéstico viene definida por qué cromosomas se han adquirido mas que por el
numero de cromosomas ganados en total, de manera que aquellos con trisomia 4, 10
y 17 tendrian el mejor pronostico.

e) LLA-B con hipodiploidia: sus blastos poseen menos de 45 cromosomas,
hasta incluso cariotipos cercanos a la haploidia (23-29 cromosomas). El clon
leucémico puede sufrir endorreduplicacién, duplicando los cromosomas y resultando
en un cariotipo casi diploide o hiperdiploide. En estos casos, el indice de ADN hallado
por citometria y la FISH pueden ser de utilidad. Los cariotipos cercanos a la haploidia
podrian tener peor pronostico, aunque aun hay cierta controversia en este punto.

f) LLA-B con t(5;14)(q31;932);IL3-IGH: subtipo muy poco frecuente, tanto en
nifos como en adultos, que asocia una eosinofilia importante como poblaciéon reactiva.
Este dato debe hacernos sospechar esta enfermedad incluso ante la ausencia de
blastos en sangre periférica. Sus blastos son también de LLA-B comudn y la
translocacién conlleva una sobreexpresion de IL3, causante de la eosinofilia.

g) LLA-B con t(1;19)(q23;p13.3);E2A-PBX1(TCF3-PBX1): esta entidad tiene
fenotipo pre-B y caracteristicamente expresan CD9 de manera intensa, asi como
ausencia o muy poca expresion de CD34. Relativamente frecuente en nifios. El gen de
fusion reside en el cromosoma 19, y el cromosoma derivativo 1 se puede perder en

algunos casos, resultando en una translocacion no balanceada. Aunque se le conferia
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un pronéstico adverso, parece haber sido superado con los nuevos tratamientos mas
agresivos.

— Leucemial/Linfoma linfoblastico B no especificado de otro modo: en esta
categoria se incluyen todas las LLA que no demuestren alguna de las anomalias
genéticas anteriormente especificadas. Practicamente todas las LLA-B tienen
reordenamientos clonales de las regiones DJ del gen IGH, pero ademas también
pueden tener reordenamientos del receptor de células T (RCT). Otras anomalias
genéticas que se pueden encontrar son: del(9p), del (6q), del(12p), t(17;19)(E2A-HLF)
y amplificacion intracromosomica de RUNX1 (iIAMP21), entre otras.

— Leucemial/Linfoma linfoblastico T: estas neoplasias son mas frecuentes en
la adolescencia y en el sexo masculino. Tipicamente debutan con gran
hiperleucocitosis y, a menudo, con grandes masas mediastinicas o en ofra
localizacion. En cuanto al inmunofenotipo, se puede observar coexpresién de
antigenos mieloides como CD13 y CD33 hasta en un tercio de los casos, y menos
frecuentemente CD79a (antigeno de linea B). Practicamente siempre se demuestran
reordenamientos en el receptor de célula T (RCT), y, al igual que en la LLA-B, pueden
encontrarse simultaneamente reordenamientos del gen [/GH. Las anomalias
citogenéticas mas frecuentes son las que involucran a 14q11.2 (RCT alpha/delta),
7935 (RCT beta) y 7p14-15 (RCT gamma), con multitud de genes coparticipantes en la
translocacion como por ejemplo HOX11 (TLXT) en el locus 10924, HOX11L2 (TLX3)
en el locus 5935, MYC en el locus 89g24.1 y TAL7en el locus 1p32, entre otros.
Ademas de translocaciones también se pueden hallar deleciones, siendo la mas
importante del(9p), que provoca la pérdida del gen supresor de tumores CDKN2A. Su
pronostico es muy variable: parece tener mejor pronéstico que la LLA-B en el adulto y
peor en el nifio, si bien estos resultados se correlacionan probablemente con otros
factores prondsticos asociados a este tipo de leucemia.

— Leucemia de Burkitt: dentro de las neoplasias de célula B maduras (o
linfomas B) e incluido en el capitulo del linfoma de Burkitt, la OMS recoge en un
apartado la variante leucemia de Burkitt o leucemia linfocitica aguda-L3 segun la
clasificacion FAB. Se recoge en este apartado porque la concibe como una fase
leucémica en el contexto del linfoma Burkitt, con grandes masas linfomatosas, y que,
en aisladas ocasiones, puede debutar con enfermedad en médula y sangre periférica
exclusivamente. Suele tener afectacion del sistema nervioso central al diagnostico y su
gran quimiosensibilidad hace que se produzca frecuentemente sindrome de lisis
tumoral con el inicio de la terapia. Morfologicamente se caracteriza por células de

mediano tamafio con citoplasma intensamente basdfilo que contiene vacuolas lipidicas
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abundantes. Practicamente todos los casos muestran una translocacion del gen MYC
situado en el cromosoma 8qg24 con los genes de las cadenas de inmunoglobulinas, ya

sea en 14932 (el mas frecuente), 22q11 o 2p12.

Tabla 2. Clasificacion de la OMS de 2008 para las neoplasias de precursores linfoides con las

principales caracteristicas de los subtipos con anomalias genéticas recurrentes.

NEOPLASIAS DE PRECURSORES LINFOIDES

Leucemia/Linfoma linfoblastico B no especificado de otro modo

Leucemia/Linfoma linfoblastico B con anomalias genéticas recurrentes

IF Edad Pronéstico
1(9;22)(q34;q911.2) BCR-ABL B comudn adulto adverso
t(v;11923) MLL- pro-B <1afio/adulto adverso
t(12;21)(p13;922) TEL-AML1 pre-B/B-comun nifo favorable
Hiperdiploidia 50-65 cr. B comudn nifio favorable
Hipodiploidia <45 cr. - - adverso
t(5;14)(931;932 IL3-IGH B comun - -
t(1;19)(923;913.3) E2A-PBX1 pre-B nifo adverso

Leucemia/Linfoma Linfoblastico T

LEUCEMIA DE BURKITT

t(8;14)(q24;932) c-MYC-IGH B maduro - adverso

IF: inmunofenotipo; cr.: cromosomas.

1.2.4. Clasificaciones de riesgo citogenético

En la LLA del nifio, estas anomalias genéticas y moleculares son uno de los
mejores predictores de respuesta a la terapia actual y su valor ha quedado establecido
desde hace casi dos décadas (Pui et al, 1998). Hoy en dia resulta obligatoria la
realizacion de marcadores moleculares en cada nuevo caso tales como la ploidia de
las células blasticas, reordenamientos del gen MLL y expresion de proteinas de fusion
MLL-AF4, ETV6-RUNX1, E2A-PBX1 y BCR-ABL, que se corresponden con las
translocaciones t(4;11), t(12;21), t(1;19) y 1(9;22) respectivamente (Pui ef al, 2011). La
utilizacion de la citometria de flujo para el andlisis de las aneuploidias y de otras
técnicas como la hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) han agilizado mucho la
realizacion de estos analisis, a la vez que han ampliado el numero de resultados
validos al obtener informaciéon en casos donde no se obtienen metafases para el

analisis del cariotipo o éstas no son valorables.

En el caso de la LLA del adulto, la menor incidencia con respecto a la edad
pediatrica, sumado a la diversidad de hallazgos al estudiar su citogenética y biologia

molecular, complican el establecimiento de grupos de riesgo con terapia adaptada.
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Ademas, exceptuando el cromosoma Philadelphia, que viene a representar el 25% de
los casos, el resto de anomalias recurrentes representan cada una un porcentaje muy
pequefio del total. No obstante, el valor pronéstico de las alteraciones citogenéticas en
la LLA del adulto esta demostrado y debe incluirse en el algoritmo de tratamiento
(Pullarkat et al, 2007; Secker-Walker et al, 1997; Wetzler et al, 1999).

Tabla 3. Frecuencia de cada alteracién citogenética en las seis series de LLA mas
importantes.Se indica en la segunda fila el nUmero de pacientes valido con estudio citogenético
realizado. En algunos grupos, ciertos casos se clasificaron en dos grupos a la vez; por ejemplo:

cariotipo hiperdiploide con 1(9;22).

Grupo GFCH CALGB PETHEMA GIMEMA MRC/ECOG SWOG
n (%) 378 284 86 366 1003 130

(9;22) 127(29) 67 (29) 30 (35) 102 (28) 209 (21) 36 (26)
t(8;14) 21 (5) 12 (4) 16 (2)
t(4;11) 16 (4) 17 (7) 2(2) 24 (7) 54 (6) 5(4)
11923 33 (7) 2(2) 15 (2)
t(1;19) 11 (3) 7(2) 24 (2)
del (9p) 67 (15) 28 (12) 30 (8) 95 (10) 8 (6)
del (6q) 27 (6) 7 (3) 4 (5) 14(4) 61 (6) 12 (9)
Monosomia 7 14 (6) 3 (4) 62 (6) 4 (3)
Trisomia 8 23(10) 0 85 (9) 9 (6)
Miscelanea 7 (8) 41(11) 34 (24)
C. complejo 41 (4)
C.Normal 66(15) 79 (31) 26 (30) 86 (23) 207 (25) 31 (22)
Hiperdiploide

47-50 cr. 66(15)
> 50 cr. 30 (7) 5(2) 5(6) 25 (7) 106 (10)
Casi triploide 13 (3) 19 (2)
Casi tetraploide 9(2) 17 (2)
Pseudodiploide 37 (10)
Hipodiploide 7(8)

40-45 cr. 30 (7)

30-39 cr. 7(1) 6 (0,5)
Casi haploide 0

GFCH: grupo francés de citogenética hematolégica; CALGB: grupo americano “Cancer And
Leukemia Group B”; PETHEMA: Programa para el Estudio y Tratamiento de las Hemopatias
Malignas; GIMEMA: Grupo ltaliano Malattie Ematologiche dell’Adulto; MRC/ECOG: Medical
Research Council en colaboracion con el grupo americano Eastern Cooperative Oncology
Group; SWOG: grupo americano Southwest Oncology Group; C.: cariotipo; cr.: cromosomas.

Otros condicionantes que complican aun mas estos estudios son las conocidas
dificultades técnicas asociadas al estudio cromosdmico en la LLA, que a menudo
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ocasionan la obtencion de escasas metafases de pobre calidad morfologica, asi como
la coexistencia de mas de una alteracibn en un gran numero de casos, lo que

confunde el valor pronéstico de una sola anomalia.

La mayoria de los estudios publicados en el pasado se centraban en la
presencia o no de la t(9;22)/BCR-ABL o reunian escaso numero de pacientes como

para asignar valor pronéstico a las alteraciones cromosomicas menos frecuentes.

Varios grupos cooperativos han publicado sus series y la mayoria de ellas
reunen a un gran numero de pacientes (Charrinet al, 2004; Mancini et al, 2005; Ribera
et al, 2002; Moorman et al, 2007; Pullarkat et al, 2007; Wetleret al, 1999). Sin
embargo, sus casos proceden de ensayos clinicos que han seleccionado a pacientes,
excluyendo todas ellas a los mayores de 65 afos y con regular o mal estado general.
La frecuencia de las alteraciones en cada estudio se detalla en la Tabla 3.

El valor pronéstico de cada alteracion es controvertido entre las distintas series,
siendo una misma alteracion de buen pronéstico en unas y de mal pronéstico en otras
(Tabla 4). Ni siquiera la clasificacion propuesta por el MRC/ECOG, que es la serie de
adultos mas amplia publicada, se reprodujo en la serie de pacientes del SWOG

publicada el mismo afio.

Tabla 4. Valor pronéstico de cada alteracion citogenética en las seis series de LLA del adulto

mas importantes. “n” indica el numero de pacientes valido con estudio citogenético realizado.

GFCH CALGB PETHEMA  GIMEMA MRC/ECOG SWOG
Afo pub. 2004 1999 2002 2005 2007 2007
n 378 284 86 325 1003 130
Protocolo - 8461/8881 LAL-93 0496 2993 9400
. Hiperdip. ; : CN
e'zgrs]gca)r Tetrap. resto CN decl:(’;p) HdIZT(giFI)I)D
t(10;14) resto
. del(6q) 11923
. Rlesgo. resto CN resto Hiperdip. b -7
intermedio resto
resto +8
Hipoltrip. t(9;22) t(9;22) £(9:22) Hipoltrip.
Alto (9;22) t(4;11) 11923 t(4i11) t(9;22) t(4;11) 1(9:22)
riesgo t(4;11) -7 -7 (1 f19) t(8;14) ’
t(1;19) +8 +8 ’ cC

CN: cariotipo normal; CC: cariotipo complejo; -7: monosomia 7; +8: trisomia 8; Hiperdip.:
Hiperdiploidia; Tetrap.: tetraploidia; Hipo/trip.: baja hipodiploidia/casi triploidia; resto:
miscelanea de alteraciones no reflejadas en los grupos anteriores.
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Como se puede observar, tan solo la t(9;22) permanece constantemente en el
grupo de alto riesgo. Al resto de alteraciones se les confiere distinto prondstico segun
las series, probablemente por las diferencias en los tratamientos aplicados. En las
series de GIMEMA y SWOG los grupos de riesgo intermedio y favorable tuvieron
diferencias muy sutiles en la supervivencia, igualandose las curvas en los

seguimientos prolongados.

Un estudio poblacional mas reciente publicado por investigadores de Reino
Unido en pacientes no incluidos en ensayos clinicos revel6 que la edad y la
citogenética son factores pronésticos en la LLA, confirmando como alteraciones de
alto riesgo a la t(9;22), la t(4;11), la hipodiploidia/casi triploidia y el cariotipo complejo,
definido por la presencia de cinco o mas alteraciones en ausencia de las
translocaciones recurrentes (Moorman et al, 2009). En este sentido, nosotros también
hemos comprobado el valor pronéstico de la citogenética en la LLA sin la t(9;22) en
una serie no seleccionada de pacientes, encontrando que la t(4;11), la hipodiploidia y
la hiperdiploidia baja diferenciaron a un grupo con peor SG y SLR que los pacientes
con cariotipo normal u otras alteraciones clonales (Gémez-Segui et al, 2011). El grupo
espafiol PETHEMA ha mostrado sin embargo, resultados contrarios en el cariotipo
complejo y monosomico (Motlldé et al, 2014). El cariotipo monosémico ha sido
ampliamente estudiado en la LMA pero no en la LLA. Se define como aquel cariotipo
con dos monosomias en cromosomas autosémicos 0 una monosomia junto con

alteraciones estructurales.

Ademas, en los ultimos afios, la adaptacion de los tratamientos aplicados a la
LLA con t(9;22)/BCR-ABL con inhibidores de tirosin-cinasas y la realizacién de un
trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos en primera remisién completa,

ha mejorado notablemente el pronéstico de esta entidad (Brissot et al, 2014).

Con este preambulo, queda clara la necesidad de encontrar nuevos
marcadores moleculares de valor pronéstico valido en los pacientes que reciben los
tratamientos actuales, tanto en los pacientes pediatricos, para detectar aquellos que
recaeran pese a alteraciones citogenéticas favorables, como en adultos,

especialmente aquellos con ausencia de t(9;22)/BCR-ABL.
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1.3. Nuevas alteraciones moleculares

Son muchos los avances que se han producido en el conocimiento de la LLA
en la ultima década. La gran mayoria han sido gracias a la incorporacion de nuevas
tecnologias de alto rendimiento en el estudio del genoma leucémico,
fundamentalmente los microarrays de SNPs, los de expresién y la secuenciacion
masiva en sus distintas modalidades. En concreto, la aplicacion de los microarrays de
SNPs o arrays de genotipado al estudio de la LLA ha llevado a la descripcion de
evento frecuente en esta patologia: las microdeleciones intragénicas. Por ser motivo
de estudio de este trabajo de tesis doctoral, se detallaran en el apartado 1.3.1 de
manera mas extensa. El resto de alteraciones relevantes descubiertas recientemente

se detallan a continuacion.

LLA Ph-like

Los perfiles de expresion génica realizados mediante microarrays de expresion
mostraron el agrupamiento jerarquizado (hierarchical clustering) de diversos grupos de
pacientes con LLA que tenian similares genes y rutas celulares activadas o
infraexpresadas. Algunos de estos grupos se relacionan con alteraciones citogenéticas
recurrentes (como los reordenamientos de MLL o la t(1;19)/TCF3-PBX1), pero en otros
no se han encontrado las lesiones que los definen (Harvey et al, 2010). Especial
relevancia ha tenido un subgrupo con perfil de expresion similar al de los pacientes
con LLA-Ph+ pero sin el reordenamiento BCR-ABL (Mullighan et al, 2009; Boer et al,
2009). Se da en un 10-15% de los nifios con LLA de riesgo estandar y alto riesgo y en
mas del 25% de los pacientes adultos. En estos pacientes se ha demostrado
activacion tirosin-cinasa mediante otras lesiones, como sobreexpresiéon de CRLF2,
mutaciones de JAK1, JAK2 o reordenamientos de ABL (Roberts et al, 2014). Muy
frecuentemente asocian alteraciones de IKZF1 (80%) y también se les asigna un

pronéstico desfavorable (Boer et al, 2015a).

Sobreexpresion del gen CRLF2

La desregulacién del factor similar al receptor de citocina 2 (cytokine receptor-
like factor 2) o CRLF2 ocurre fundamentalmente por dos mecanismos:
reordenamientos de este gen con IGH o deleciones intersticiales en la region

pseudoautosomica PAR1 de los cromosomas sexuales que provocan la fusion del gen
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con P2RY8 (Russell et al, 2009). Esta alteracioén ocurre en practicamente la mitad de
las LLA-Ph-like, pero también en un 10% del resto y > 50% de las LLA con Sindrome
de Down. Se caracterizan por la activacion de la via JAK-STAT y por su asociacion a

un pronéstico desfavorable (Jia et al, 2015).

Delecion intragénica de ERG

Un pequefio grupo de leucemias (5% de las LLA pediatricas) presentan
deleciones focales intragénicas de ERG, un factor de transcripcion de la familia ETS y
asocia frecuentemente deleciones de /IKZF1. Aunque aun se conoce poco sobre este
subtipo de LLA, parecen tener buen pronéstico pese a asociar las deleciones de IKZF1
(Clappier et al, 2014).

Amplificacién introcromosoémica del cromosoma 21 (IAMP21)

Se trata de una alteracioén poco frecuente casi exclusiva de la edad pediatrica.
Se define como la ganancia de al menos tres copias de amplias regiones del
cromosoma 21, que incluyen siempre el gen RUNX1 (Harrison et al, 2013). Aunque en
un principio se les asign6é un mal pronéstico (Moorman et al, 2007b), éste parece
desaparecer cuando los pacientes reciben protocolos intensificados adaptados al
riesgo (Moorman et al, 2013).

Cariotipos hipodiploides

Estudios de secuenciacibn masiva han revelado el frecuente hallazgo de
mutaciones activadoras de la via RAS y alteraciones de IKZF3 en los raros casos
pediatricos de LLA con cariotipo casi haploide. Por el contrario, los casos con
hipodiploidia baja se caracterizan por alteraciones en IKZF2, TP53, CDKN2A/B y RB1
y activacion de las vias de sefalizacion PISK/mTOR y MEK-ERK (Holmfeldt et al,
2013). Este hecho demuestra la diferencia biolégica entre estas dos subentidades
hipodiploides. Particular importancia tiene la frecuencia de mutaciones germinales de
TP53 en mas de la mitad de estos casos, que desvela casos de sindrome de Li-

Fraumeni.
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LLA de fenotipo T

Ademas de los frecuentes (si bien poco recurrentes) reordenamientos de
factores de transcripcidon con los distintos loci del RCT, la LLA-T también se
caracteriza por mutaciones en genes que regulan la diferenciacién T y vias de
supresion de tumores. Dentro de las mas frecuentes destacan las mutaciones
activadoras de NOTCH1, que aparecen en el 50% de las LLA-T y, aunque es aun
controvertido, parecen asociar un pronéstico favorable (Natarajan et al, 2015; Asnafi et
al, 2009). También son frecuentes las mutaciones o deleciones de PHF6, gen
relacionado con la regulacion epigenética, en un 16 y 38% de las LLA-T del nifio y del
adulto, respectivamente (Van Vlierberghe et al, 2010). Otras alteraciones halladas con
menor frecuencia son las mutaciones o deleciones de PTEN, gen supresor de tumores
que inactiva la via de sefalizacion de PI3K-AKT, en un 5-10% de los casos,
mutaciones en el gen supresor de tumores CNOT3 en un 8% de adultos y de las
proteinas ribosomales RPL5 y RPL10 en el 10% de los nifios (De Keersmaecker et al,
2012).

Especial importancia ha tenido la descripcion de la LLA-T de precursor
inmaduro [early T-cell precursor (ETP)-ALL], definida como una neoplasia de célula
inmadura que carece de varios marcadores de célula T (CD1a, CD8 y CD5-/d)
ymuestra expresion aberrante de marcadores mieloides. Se caracteriza por un
espectro mutacional similar al de la leucemia mieloblastica aguda en adultos, con
afectacion de las vias JAK-STAT y el complejo PRC2, modulador epigenético (p.e.
DNMT3A, RUNX1, JAK1, FLT3y EZH2) (Zhang et al, 2012).

1.3.1. Microdeleciones intragénicas

Diversos estudios han escrutado el genoma de la LLA mediante arrays de
SNPs demostrando que las anomalias en el numero de copias (copy number
abnormalities, CNA) son alteraciones frecuentes en la LLA (Paulsson et al, 2008;
Mullighan et al, 2007; Kawamata et al, 2008). Las deleciones son mucho mas
frecuentes que las ganancias o las regiones con pérdida de heterocigosidad (LOH). La
gran mayoria de regiones comunmente delecionadas son <1Mb, lo que hace
necesario que se empleen técnicas de mayor resolucion que la citogenética
convencional para su estudio. Muchas de estas regiones delecionadas incluyen
escasos genes, de entre los cuales se han seleccionado aquellos candidatos
comunmente delecionados. De entre los genes involucrados mas frecuentes destacan
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los implicados en el desarrollo linfoide, en el ciclo celular y algunos genes supresores

de tumores (Mullighan et al, 2007), como se detallara a continuacion.

Se han hallado secuencias de reconocimiento RAG (Recombination Activating
Gene) adyacentes a los sitios de rotura de estas deleciones, por lo que se postula que
su origen se debe a una actividad anomala de las enzimas RAG1 y RAG2, encargadas
del reordenamiento de IGH y RCT durante el proceso de recombinacion VDJ
(Mullighan & Downing, 2009; Papaemmanuil et al, 2014).

Pese a que inicialmente se pensé que las microdeleciones génicas eran un
evento caracteristico de la de LLA-B pediatrica (Paulsson et al, 2010; Baughn et al,
2015; Bungaro et al, 2009; Mullighan et al, 2007; Kawamata et al, 2008), se ha visto
que éste es un fendbmeno también frecuente en la LLA-T (Karrman ef al, 2015) y que
aparece con inesperadas similitudes tanto en la LLA pediatrica como en la del adulto
(Okamoto et al, 2010; Dirse et al, 2015; Paulsson et al, 2008; Ribera et al, 2015;
Usvasalo et al, 2008).

1.3.1.1 Deleciones en genes de desarrollo linfoide B: PAX5, EBF1 y ETV6

El estudio de estas pequefas regiones delecionadas ha revelado que
involucran a genes clave en el desarrollo linfoide B. Una de las mas frecuentes son las
que incluyen al gen Paired Box Gene 5 (PAX5), localizado en 9p13. PAX5 codifica a
un factor de transcripcion fundamental en la diferenciacién linfoide hacia linaje B y en
el mantenimiento de la expresién de antigenos caracteristicos de linea (CD19, CD79A
y CD72). Se ha encontrado delecionado en un 30% de las LLA-B (Mullighan et al,
2009). Las deleciones pueden ser focales o abarcar regiones mas amplias, como el
brazo corto del cromosoma 9. PAX5 también puede alterarse en la LLA mediante
mutaciones deletéreas o en los dominios de unién al ADN y mediante reordenamientos

con distintos genes (Mullighan et al, 2007).

Otro de los genes frecuentemente delecionados es EBF1 (Early B Cell Factor
1), que codifica también un factor de transcripcion necesario en el desarrollo linfoide B
de manera que, en caso de estar ausente o en haploinsuficiencia, se produce un
bloqueo madurativo en el estadio pro-B. Este gen se localiza en 5933 y se ha
reportado delecionado en un 5% de las LLA-B (Mullighan et al, 2009).

ETV6 es un factor de transcripcion de la familia ETS, previamente conocido

como el oncogén TEL, necesario para la hematopoyesis y localizado en 12p13. Se
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encuentra delecionado en un 13% de las LLA-B pediatricas (Mullighan & Downing,
2009) y es mas conocido en esta patologia por encontrarse reordenado con diferentes

genes, el mas frecuente, RUNX1.

Mas genes implicados en el desarrollo y diferenciacién linfoide B se han visto
alterados con menor frecuencia mediante deleciones focales, como IKZF3 o Aiolos
(17921), LEF1 (Lymphoid Enhancer-Binding Factor 1, en 4q23-g25), TCF3
(Transcription Factor 3 0 E2A, en 19p13) o ERG (Ets Avian Erythroblastosis Virus E26)
localizado en 21922 (Mullighan et al, 2009; Paulsson et al, 2008; Mullighan et al,
2007).

1.3.1.2 Deleciones en genes del ciclo celular y apoptosis: CDKN2A, CDKN2B y
BTG1.

Las deleciones més frecuentes globalmente son las que ocurren en el brazo
corto del cromosoma 9, deleciones ya descritas previamente mediante citogenética
convencional. La alta resolucion de los microarrays de SNPs ha permitido definir con
precision la regidbn minimamente delecionada, apuntando a CDKN2A (Cyclin-
Dependent Kinase Inhibitor 2), localizado en 9p21, como gen candidato. Junto a él,
CDKN2B, a tan s6lo 7Kb de CDKNZ2A, también se encuentra delecionado de manera
recurrente. Las proteinas que codifican, p15 y p16, son conocidas supresores de
tumores capaces de inducir arresto en la fase G2 del ciclo celular y apoptosis,
actuando como regulador negativo de la proliferacion de las células normales.
Deleciones de estos genes se han comunicado en frecuencia del 40% al 70% de las
LLA (Mullighan et al, 2009). Ocurren tanto en las LLA de fenotipo B como en las de
fenotipo T, donde es mas frecuente que aparezcan como deleciones homocigotas y

casi siempre por mecanismos de pérdida de heterocigosidad (Karrman et al, 2015).

Las deleciones de BTG1 (B-Cell Translocation Gene 1), localizado en 12922,
ocurren con menor frecuencia (~10%). Este gen tiene funciones antiproliferativas, ya
que su expresion es mayor en fases G0/G1 del ciclo celular y menor cuando la célula
progresa a G1.

Otras deleciones menos frecuentes se han descrito en 3p14.2 apuntando al
gen supresor de tumores FHIT (Fragile Histidine Triad), implicado en la induccion a la

apoptosis 0 en 6921 incluyendo al gen CCNC (ciclina C), implicado en el inicio de la
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actividad transcripcional como miembro del complejo mediador mediante regulacion de

la ARN polimerasa.

1.3.1.3 Otras deleciones recurrentes

Otras deleciones se han encontrado en 13914, implicando al conocido gen
supresor de tumores del retinoblastoma (RB7) (Mullighan et al, 2009) o en la region
pseudoautosémica de los cromosomas sexuales (PAR-1), localizada en Xp22/Yp11,
que incluye a CRLF2 (Cytokine Receptor-Like Factor 2), implicado en la activacion de
la via JAK/STAT (Russell et al, 2009). También se han visto deleciones en 17q11.2
englobando al gen de la neurofibromatosis (NF1), entre otros.

1.3.2.lkaros Zinc Finger 1 (IKZF1)

IKZF1 (IKAROS family zinc finger 1) es un gen localizado en el brazo corto del
cromosoma 7 (7p12.2), que codifica a Ikaros, un factor de transcripcién perteneciente
a la familia de las proteinas con dedos de zinc “Krippel-like” implicadas en el
remodelado de la cromatina. Se expresa fundamentalmente en el tejido
hematopoyético, constituyendo un factor clave para la diferenciacion de las células
hematopoyéticas hacia estirpe linfoide (Georgopoulos et al, 1994). Se ha visto que
IKZF1 es un gen con un alto grado de conservacion en su estructura génica y en sus
niveles de expresion entre especies (fundamentalmente entre ratones y humanos).
Este hecho apoya su papel fundamental en la ontogenia del sistema linfopoyético

entre las especies (Molnar et al, 1996).

1.3.2.1 Estructura de IKZF1

El gen consta de 8 exones, siendo el primero no codificante. En las
publicaciones mas antiguas se enumeraban estos exones del 0 al 7, pero la
nomenclatura actual los enumera del 1 al 8 (NM_006060). Ikaros tiene la capacidad de
unirse al ADN mediante los cuatro dedos de zinc N-terminales codificados por los
exones 4 - 6 y también puede formar homodimeros o heterodimeros con otras
moléculas de la familia |karos gracias a los dos dedos de zinc C-terminales (exén 8)
(Georgopoulos, 2002; Sun et al, 1996; 1996).
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Figura 2. Distintas isoformas de IKAROS formadas en los progenitores

linfoides mediante splicing alternativo.

Se conocen varias isoformas de IKZF1 que se obtienen mediante splicing
alternativo de sus exones en condiciones normales (Figura 2). Las isoformas largas
(Ik1, Ik2 e 1k3) son las isoformas predominantes en sujetos sanos. Contienen al menos
3 dedos de zinc N-terminales y mantienen la capacidad de unién al ADN en sitios que
contienen las secuencias GGGGA o AGGAA. Las isoformas mas cortas (Ik4 a 1k10),
que carecen de los sitios de unién al ADN, pero mantienen los dedos de zinc C-
terminales, actian como inhibidores dominantes-negativos, ya que forman dimeros
con las isoformas que si pueden unirse al ADN (Georgopoulos et al, 1994; Nakayama
et al, 1999). Estas isoformas se expresan en baja cantidad en sujetos sanos como
parte del estrecho control de los mecanismos que regulan el splicing alternativo
(Kirstetter et al, 2002; Georgopoulos, 2002).

Las isoformas largas con gran afinidad al ADN tienen localizacién focal
pericentromérica en estado de proliferacion, mientras que en estado de reposo las
isoformas cortas generadas fisioldgicamente se encuentran distribuidas en el nucleo
de manera difusa. Sin embargo, las isoformas cortas, especialmente Ik6, tienen
localizacion citoplasmatica (Cobb et al, 2000; Ezzat et al, 2003). También los dominios
de dimerizacién parecen importantes para la localizacion pericentromérica, de manera
que determinadas mutaciones en estos dominios también provocarian localizacién
anomala de la proteina (Cobb et al, 2000).
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1.3.2.2 Funcién de IKZF1

Ikaros tiene actividad transcripcional del ADN y ha demostrado ser fundamental
para la correcta diferenciacion y proliferacion hematopoyética, particularmente, la
maduracion linfoide (Molnar et al, 1996; Georgopoulos et al, 1994; Rebollo & Schmitt,
2003; Hahm et al, 1994; Kirstetter et al, 2002; Westman et al, 2002), y mas
concretamente, la de estirpe B (Tonnelle, 2001). El raton con mutacion homocigota en
los dominios de unién al ADN carece no solo de linfocitos B, T y NK, sino también de
sus precursores mas indiferenciados. Sin embargo, las lineas mieloides y eritroides
permanecen intactas en estos ratones (Georgopoulos et al, 1994). También los
modelos murinos han demostrado que aquellos con expresién atenuada de Ikaros
muestran un bloqueo parcial de la maduracién linfoide B en el estadio celular pro-B
(Kirstetter et al, 2002). Del mismo modo, en los ratones portadores de una mutacion
heterocigota dominante-negativa en IKZF1 se desarrolla una enfermedad
hematopoyética agresiva de estirpe T (Winandy et al, 1995), por lo que |karos podria

tener un papel como protoncogén.

Cuando se sobreexpresan las isoformas dominantes-negativas disminuye la
expresion de las isoformas largas. Este hecho se ha comunicado en casos de LLAB y
T (Winandy et al, 1995; Sun et al, 1999b; 1999c), asi como en casos de crisis blasticas
de LMC (Nakayama et al, 1999) y en modelos experimentales (Tonnelle, 2001) lo que
sugiere ademas un papel de este gen como supresor de tumores en neoplasias

hematologicas de células B.

Ikaros se expresa también en el feto y en la glandula pituitaria, jugando un
papel directo en la regulacion de la sintesis de la hormona adrenocorticotropa (ACTH),
por lo que se le atribuye una funcién integradora ontogenética y filogenética del estrés
y del sistema inmune (Ezzat et al, 2005; Chrousos & Kino, 2005). Ikaros se ha visto
implicado ademas en la tumorigénesis de la glandula pituitaria humana (Ezzat et al,
2003).

1.3.2.3 Implicacién de IKZF1 en la LLA

Alteraciones en IKZF1 y el consecuente exceso de isoformas cortas se han
visto en células leucémicas de LLA B y T infantiles (Avet-Loiseau et al, 2000; Ruiz et
al, 2004; Sun et al, 1999a), LLA-B del adulto (Nishii et al, 2002), LMC en crisis blastica

(Nakayama et al, 1999), leucemia mielomonocitica y leucemia monocitica (Yagi, 2002),
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asi como en recaidas de LLA que no las presentaban previamente (Mullighan et al,
2008b). También estd descrita la implicacion de IKZF1 en la translocacion
t(3;7)(q27;p12) en casos de linfoma no Hodgkin de célula B, reordenado con BCL6
(Ichinohasama et al, 1998; Hosokawa et al, 2000).

Las alteraciones en este gen parecen ser muy raras en otros tipos de tumores
sélidos, tal y como lo indica el proyecto COSMIC (Bamford et al, 2004), probablemente
por su escaso papel en tejidos no hematopoyéticos ni endocrinos. Curiosamente, si se
han descrito anomalias de este gen similares a las halladas en la LLA en tumores de
la pituitaria (Ezzat ef al, 2003), tejido donde Ikaros también juega un papel importante

en su desarrollo.

La presencia de isoformas cortas de manera predominante es patoldgica y
condiciona una disfuncion de lkaros. En células normales se pueden encontrar
isoformas cortas dominantes-negativas, sin embargo, parece que la isoforma k6 se
halla exclusivamente en los blastos leucémicos (lacobucci et al, 2009) y otras células
tumorales (Ezzat et al, 2003). EI mecanismo por el cual esta isoforma aberrante
promueve la tumorigénesis parece ser el aumento de la supervivencia celular de
manera independiente de IL-3 por sobreexpresion de la proteina antiapoptotica Bel-XL
y activacion de la via JAK-STAT (Yagi, 2002; Kano et al, 2008).

La implicacién de IKZF1 en la patogénesis de la LLA ha cobrado importancia
por los hallazgos de dos grupos de investigadores independientes. Por un lado,
lacobucci y colaboradores describieron la presencia muy frecuente de isoformas
aberrantes (Ik6) en las LLA-Ph* y en las LMC en crisis blastica (80-90%),
atribuyéndolas a un mecanismo de splicing alternativo inducido por el transcrito BCR-
ABL (Klein et al, 2005; lacobucci et al, 2008b), hecho ya comunicado previamente a
menor escala (lacobucci et al, 2008b). Casi simultdneamente, Mullighan vy
colaboradores publicaron el hallazgo de microdeleciones intragénicas en la LLA infantil
en mas de una cuarta parte de los pacientes, siendo éstas las responsables de la
expresion anoémala del gen, incluyendo la expresion de Ik6 (Klein et al, 2005).
Posteriormente, el grupo italiano confirmé el hallazgo de deleciones intragénicas como
mecanismo de expresion de isoformas aberrantes en el 75% de las LLA-Ph" y en la
LMC en su progresion a crisis blastica (Mullighan et al, 2009).

Dos tipos de deleciones son las mas frecuentes, al menos en la LLA-Ph™: la
pérdida de los exones 4 al 7 que suponen un 70% de los casos con deleciones
parciales y la pérdida de los exones 2 al 7 en el 30% de estos casos. Ademas un
porcentaje no despreciable de casos desarrollan una pérdida completa del locus, en
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algunos debido a una monosomia siete, que provoca una haploinsuficiencia del gen
IKZF1 (lacobucci et al, 2009).

Aunque con menor frecuencia, se han descrito mutaciones en la secuencia de
IKZF1 en la LLA infantil (3-5%), lo que provoca una pérdida completa de la funcién de
Ikaros (mutaciones deletéreas) o isoformas aberrantes como la G158S que, al igual
que k6, actia de manera competitiva con la isoforma normal (Mullighan et al, 2009;
lacobucci et al, 2009). También se han descrito mutaciones como alteraciones
causantes de expresidon andémala en tumores de la glandula pituitaria (Olsson et al,
2015; Mullighan et al, 2009).

Cbébmo las alteraciones de IKZF1 contribuyen a la leucemogénesis ha sido
explicado por la incapacidad de union al ADN, ya que su inactivacion en linfocitos en
estadio pre-B temprano provoca un arresto en su diferenciacion, con activaciéon de las
vias de proliferacion y autorrenovacion y silenciamiento de las vias pre-BCR
necesarias para la diferenciacion (Ezzat et al, 2003). Ademas, estas alteraciones
parecen implicadas en la progresion y avance de la enfermedad, ya que aparecen
como evento adquirido en la evolucion a crisis blastica de la LMC (lacobucci et al,
2008) y en las recaidas de la LLA (lacobucci et al, 2008b; Nakayama et al, 1999).

1.3.2.4 Valor pronéstico de las alteraciones de IKZF1 en la LLA

La importancia del hallazgo de alteraciones en lkaros viene dada por su
asociacion a un peor pronéstico (Mullighan et al, 2008b), ya que estas alteraciones
ocurren en una proporcién no despreciable de nifios con LLA-Ph™ (40% de los
pacientes con cariotipo normal y LLA de alto riesgo y 23% de pacientes con
alteraciones miscelaneas y LLA de riesgo estandar) (Mullighan et al, 2009). Varios
estudios posteriores han confirmado este pronoéstico adverso en la LLA-B pediatrica,
incluyendo tanto la LLA-Ph™ (Yang et al, 2011; Chen et al, 2012; Olsson et al, 2013;
Asai et al, 2013; Waanders et al, 2011; Clappier et al, 2015) como la LLA-Ph*
(Volejnikova et al, 2012; van der Veer et al, 2013a).

En el caso de los adultos, la literatura es mucho mas escasa. El grupo mas
estudiado es la LLA-Ph’, donde estas alteraciones son mas frecuentes (Lana et al,
2015; van der Veer et al, 2013a), pero también en la LLA-Ph- (Martinelli et al, 2009).
Este subgrupo de pacientes con LLA-Ph" y deleciones de IKZF1 formaria parte de la
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recientemente descrita entidad “LLA-Ph-like” mencionada anteriormente y también se

ha asociado a un peor pronéstico (van der Veer et al, 2013; Boer et al, 2015).
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Hipotesis

La leucemia linfoblastica aguda se caracteriza por una gran diversidad de
anomalias genéticas. Estas alteraciones han contribuido a mejorar notablemente el
conocimiento sobre la leucemogénesis y se utilizan tanto con fines diagnoésticos, como
para establecer el pronostico, monitorizar la enfermedad residual, adaptar el
tratamiento al riesgo de recaida y disefiar dianas terapéuticas. En los ultimos afios se
ha visto que la adquisicion de microdeleciones génicas es un evento frecuente en los
pacientes con LLA y podrian tener implicacion prondstica, especialmente las que
afectan al gen IKZF1. Sin embargo, la relevancia y el significado clinico de estas

alteraciones no han sido suficientemente estudiadas.
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Objetivos

El objetivo general de esta tesis es el estudio de nuevas dianas moleculares en
una amplia serie de pacientes adultos y pediatricos diagnosticados de LLA. El fin es
llegar a comprender de manera mas profunda la evolucién de estas neoplasias, asi
como identificar nuevos marcadores genéticos con potencial prondstico y/o
terapéutico. Para ello, se analizard la presencia de microdeleciones intragénicas,
fendbmeno recientemente descrito en la patogenia de esta enfermedad, poniendo
especial interés en las que afectan al gen IKZF1. Este objetivo general se puede

desglosar en los siguientes objetivos concretos:

1. Caracterizacion clinico-bioldgica de la LLA mediante una combinacion apropiada
de la citomorfologia, citometria de flujo, citogenética convencional, FISH y

deteccion molecular de alteraciones génicas clasicas.

2. Estudio de las alteraciones del gen IKZF1, incluyendo el patrén de expresion de
isoformas, la presencia de microdeleciones y de mutaciones en los exones

codificantes.

3. Estudio de microdeleciones intragénicas en los genes CDKN2A, CDKNZ2B,
PAX5, ETV6, EBF1, BTG1, RB1 y la region pseudoautosémica del cromosoma
XY (PAR1).

4. Analizar el valor pronostico de las alteraciones citogenéticas y moleculares

anteriormente mencionadas en pacientes con LLA.
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Material y métodos

4.1. Pacientes

La serie analizada incluyd pacientes pediatricos (<14 afios) y adultos
diagnosticados de LLA entre los afios 1992 y 2012, de acuerdo a los criterios vigentes
en el momento del diagnostico, que se basaron en clasificacion FAB (Bennett et al,
1976) y la OMS 2001 (Jaffe et al, 2001) y 2008 (Swerdllow et al, 2008). Los pacientes
fueron diagnosticados en el Hospital Universitario y Politécnico La Fe de Valencia, el
Hospital Clinico Universitario de Valencia, el Hospital Universitario Doctor Peset de
Valencia, el Hospital General Universitario de Alicante, el Hospital Universitari
Germans Trias i Pujol de Badalona, Hospital General Universitario Morales Meseguer

de Murcia y Hospital Universitario Central de Asturias.

El criterio limitante para la inclusion en el estudio fue la disponibilidad de
muestra biolégica en el momento del diagnéstico. En el caso de los hospitales Doctor
Peset de Valencia y General de Alicante el estudio citogenético se centraliz6 en los
laboratorios de diagnostico del Hospital La Fe. Las muestras de médula osea
analizadas fueron obtenidas mediante puncién esternal o en cresta iliaca
posterosuperior y, en casos excepcionales, se emplearon muestras de sangre

periférica con elevado recuento de blastos leucémicos.

En todos los casos se realizé estudio citomorfolégico en extensiones de médula
Osea y sangre periférica con tinciéon May-Griinwald-Giemsa, asi como mieloperoxidasa
(MPO). En los pacientes en los que se consider6 oportuno, se realizaron ademas
tinciones citoquimicas de PAS, fosfatasa acida y alfa-naftil-acetatoesterasa. También
se realizd estudio inmunofenotipico con un panel minimo que incluyé los siguientes
marcadores: CD79a, CD3, IgM, TdT y MPO (citoplasma/nuclear), CD10, CD20, CD19,
CD33, CD13, CD117, CD22, CD45, CD66, CD8, CD4, CD3, CD5, CD7, CD38 y HLA-
DR. Cada paciente fue codificado segun la clasificacion inmunoldgica del EGIL
(Bennett et al, 1976). Asimismo, se realizé estudio citogenético y de biologia

molecular, como se detalla a continuacion.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Biomédica (CEIB)
del Hospital Universitario y Politécnico La Fe y todos los procedimientos se realizaron
de acuerdo a la Declaracion de Helsinki.
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4.2. Estudio citogenético
4.2.1. Citogenética convencional

El estudio de citogenética convencional consisti6 en el estudio de las
alteraciones cromosémicas en las metafases de las células leucémicas obtenidas tras
ser cultivadas in vitro durante 24 horas mediante métodos convencionales. Los
cromosomas se identificaron mediante el método de bandas G con tripsina-Giemsa.
Las metafases fueron analizadas usando el programa lkaros (Metasystems Inc.,
Alemania). Las anomalias cromosomicas se describieron de acuerdo al Sistema

Internacional de Nomenclatura Cromosoémica (ISCN, Shaffer et al, 2013).

Los casos con menos de 20 metafases analizadas en ausencia de un clon
andmalo se clasificaron como “no valorables”. Para hablar de cambio estructural o
ganancia cromosomica se precis6 su hallazgo en dos o mas metafases, y en tres de

ellas si se trataba de una pérdida cromosémica.

Los pacientes se clasificaron de acuerdo a la presencia de las siguientes

alteraciones cromosomicas y en este orden:
1. 14(9;22)(q34;911.2),
2. t(4;11)(921;923),
3. 1(11923) distintas de la anterior,
4. 1(1;19)(q32;p13.3),
5. 1(12;21)(p13;922),
6. t(14)(q11.2), t(7)(p14-15) o t(7)(q34-36),
7. del(9p),
8. del(6q),
9. Casi haploidia (< 30 cromosomas),
10. Hipodiploidia baja (30 - 41 cromosomas),
11. Hiperdiploidia alta (50 - 65 cromosomas),
12. Casi triploidia (65 — 80 cromosomas),

13. Casi tetraploidia (>80 cromosomas),
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14. Cariotipo complejo (presencia de 5 6 mas anomalias, siendo al menos una
de ellas estructural y excluyendo a los pacientes con alguna translocacion

recurrente),
15. Otras alteraciones numéricas no referidas en las categorias anteriores,
16. Otras alteraciones estructurales no referidas en las categorias anteriores, y

17. Cariotipo normal (20 metafases analizadas sin anomalias somaticas).

4.2.2.FISH

El estudio de los reordenamientos mas frecuentes en la LLA se llevé a cabo
mediante hibridacidon de sondas especificas en las extensiones preparadas tras los
cultivos celulares segun las recomendaciones de la casa comercial. Las sondas

utilizadas en los casos pediatricos fueron:
- LSI1(9;22) BCR/ABL ES Dual Color Dual Fusion (Vysis)
- LSI MLL Dual Color Break apart (Vysis)
-LSI1t(12;21) ETV6/RUNX1 ES Dual Color Dual Fusion (Vysis)
- LSI E2A Dual Color Break apart (Cytocell)

En los pacientes adultos se hibridaron las dos primeras sondas.

4.3. Estudio de las alteraciones moleculares

Extraccion de acidos nucleicos

Para la extraccion de DNA se utilizé el kit comercial QlIAamp® DNA Mini kit
(Quiagen, Hilden, Germany) siguiendo las instrucciones del fabricante. En algunos
casos se realizd a partir de células fijadas en Carnoy preparadas para los estudios
citogenéticos. En estos casos, se procedié realizando dos lavados con PBS antes de
seguir el procedimiento de extraccion con el kit anteriormente mencionado. La
cantidad y calidad del DNA se determind mediante espectrofotometria, medida como
absorbancia a una longitud de onda (A) de entre 260 nm y 280 nm (NanoDrop

ND1000®), y mediante la migracién en gel de agarosa al 0.8% tefiido con GelRed™
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(Biotium). Se seleccionaron aquellas muestras con ratios de absorbancia 260/280 de

alrededor de 1.8 y sin degradacion en el gel.

Para los estudios de secuenciacion, se realizd6 una amplificacion completa del
DNA genémico mediante el kit REPLI-g MIDI de QIAGEN®, siguiendo las
instrucciones del fabricante y partiendo de una cantidad de DNA gendomico 30 ng
suspendido en tampoén Tris-EDTA (TE). EI DNA amplificado se diluyé en TE a una

concentracion 1:100 y se usé de forma general 3 pl del DNA diluido para cada PCR.

Para la extraccion del RNA se utilizé el kit comercial MagNa Pure LC mRNA
HS, utilizando el robot MagNa Pure (Roche Diagnostics) siguiendo las instrucciones
del fabricante. La pureza de las muestras se determind igualmente mediante

espectrofotometria siendo el valor 6ptimo del cociente A260/A280 de 1.8 — 2.0.

Posteriormente, se realizd la transcripcién reversa para obtener cDNA a partir
0,5 ug de RNA total en un volumen final de 25 pL empleando los reactivos y siguiendo
las instrucciones del kit TagMan® Gold RT-PCR Kit (Applied Biosystems). La
integridad del RNA se confirmd mediante amplificacién por PCR del mRNA de los

genes de expresion constitutiva GUS o ABL.

4.3.1. Estudio de reordenamientos clasicos

Se estudiaron los principales genes de fusion en la LLA, que son BCR-ABL,
MLL-AF4 y TEL-AML1 en los casos pediatricos y los dos primeros en los adultos. El
estudio se realiz6 mediante PCR en tiempo real en un equipo LightCycler (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany). Para la deteccion del transcrito BCR-
ABL se sigui6 el método de Gabert et al., utilizando los cebadores ENF402 y ENR561
y la sonda marcada ENP541 situada sobre el gen ABL. En el caso de la determinacion
de TEL-AML1 se utilizaron las combinaciones de cebadores TEL2 y AML1-R3 (M1) o
TEL2 y X2AML (M2) de Satake N et al. En ambos casos, los resultados de expresion
se normalizaron con la expresion del gen constitutivo GUS. La determinacion del
reordenamiento MLL-AF4 se realiz6 mediante RT-PCR convencional con dos parejas
de cebadores especificos segun el método de Van Dongen JJM et al. y su producto se

migroé sobre gel de agarosa al 1.5%.
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4.3.2. Estudio de la expresion cualitativa de las isoformas del gen IKZF1

Se realiz6 una RT-PCR con cebadores en el exén 2 y el exon 8 del gen IKZF1,
de manera que se amplificaran todas las isoformas de este gen y se pudieran
discriminar segun su tamafio molecular. Para ello, se utilizaron los cebadores descritos
por lacobucci et al 5-ATGGATGCTGATGAGGGTCAAGAC-3’ y 5-
GATGGCTTGGTCC ATCACGTGG-3’

Para la PCR se utilizaron 2,5 puL de cDNA, 2,5 pL de Amplitag Buffer Il (10x,
Applied Biosystems, Foster City, CA), 2,5 yL de Amplitag MgCl, (25 mM, Applied
Biosystems), 0,5 pL de dNTP (2,5 mM, GE Healthcare, Little Chalfont, United
Kingdom), 25 pmol de cada cebador, 0,25 pL de AmpliTag Gold (5 U/uL, Applied
Biosystems) y agua bidestilada hasta un volumen final de 25 pL. Las condiciones de la
PCR fueron 94°C durante 10 minutos para la desnaturalizacion, seguido de 45 ciclos
alternando 94°C durante 30 segundos, 60°C durante 30 segundos y 72°C durante 90
segundos, y extension final de 10 minutos a 72°C. El producto de la RT-PCR se migro
en un gel de agarosa al 2% junto con el marcador de peso molecular Marker VI (0,15 —
2,1 kbp, Roche, Indianapolis USA).

4.3.3. Estudio de microdeleciones intragénicas mediante MLPA

La Amplificacion Mdltiple Ligada a Sonda o MLPA (del inglés, Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification) es un método de PCR multiple que detecta
alteraciones en el numero de copias de hasta 50 /oci en un solo experimento.

1. Desnaturalizacién e hibridacién 3. PCR con los cebadores universalesX e Y
Cebador de PCR “X” Cebador de PCR Y Amplificacion exponencial sélo de las sandas alineadas
> X Y
/"/ bt
\ —— = Secuencia variable ———————
e
Hibridacion de los cebadores con los secuencias de diferente longitud 1

h.-&a/
3. Analisisde fragmentos

2. Alineamientoy union

D L. ,Immilf'lf*'f'r".*'.'"'f'

Figura 3. Esquema de las reacciones de la técnica de MLPA (adaptado de MRC Holland ®).

45



Material y métodos

Lo caracteristico de este método es que no se amplifican las secuencias diana
del DNA testado, sino las sondas de MLPA que han hibridado con esas secuencias
diana. Cada sonda de MLPA consiste en un par de oligonucle6tidos complementarios
a regiones adyacentes a la secuencia diana. Tras unirse a ellas, ambos
oligonucledtidos son ligados y se convierten en una Unica molécula que sera
amplificada exponencialmente durante la reaccion de PCR (Figura 3). Este método
permite el uso de un unico par de cebadores comun para todas las sondas, lo que
permite que se puedan generar hasta 50 amplicones en una sola reaccion. Estos
amplicones son posteriormente separados y cuantificados mediante electroforesis

capilar y comparados con los amplicones generados por un DNA de referencia.

El kit utilizado fue el SALSA MLPA kit P335-A1/B1 (MRC Holland, Amsterdam,
The Netherlands), que incluye sondas para cada uno de los 8 exones del gen IKZF1,
ademas de otros genes que se encuentran comunmente delecionados en la LLA:
CDKNZ2A/B (3 sondas), PAX5 (6 sondas), EBF1 (4 sondas), ETV6 (6 sondas), BTG1 (4
sondas), RB1 (5 sondas), y la region PAR1: CRLF2, CSF2RA, IL3RA (1 sonda cada
uno). Cada una de las sondas incluidas en el kit se detalla en la Tabla 5.

Tabla 5. Tamario de las sondas incluidas en el kit de MLPA.

Tamano de fragmento (pb) Region diana  Tamano de fragmento (pb) Region diana

EBF1 (5q33.3) CDKN2A/B (9p21.3)
226 Exén 1 238 Exén 2
371 Exén 10 251 Exén 2a
436 Exén 14 308 Exén 5
462 Exén 16 ETV6 (12p13.2)

IKZF1 (7p12.2) 301 Exon 1
269 Exén 1 386 Exén 1
208 Exén 2 400 Exén 2
379 Exén 3 244 Exén 3
263 Exén 4 484 Exén 5
142 Exén 5 196 Exon 8
470 Exon 6 BTG1 (12q22.33)
343 Exén 7 178 BTG1-Area
288 Exén 8 409 BTG1-Area

PAXS5 (9p13.2) 232 Exon 1
393 Exén 10 330 Exon 2
274 Exén 8 RB1 (13q14.2)
337 Exoén 7 220 Exoén 6
202 Exoén 6 315 Exoén 14
282 Exon 5 358 Exén 19
172 Exon 2 418 Exon 24
160 Exon 1 445 Exon 26
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Se llevo a cabo el protocolo siguiendo las instrucciones del kit, que se resumen
a continuaciéon: Se desnaturalizaron 100 ng de DNA de cada paciente en un volumen
de 5 uL a 98 °C durante 5 minutos y posteriormente se hibridé con las sondas del kit
durante toda la noche (16h); a continuacion se realizé la reaccion de ligacion, seguida
de la PCR. Las muestras se procesaron en grupos de 15 — 20, siempre junto a 4 6 5
muestras control. Como controles normales se utilizaron muestras de donantes sanos

proporcionadas por el Biobanco La Fe.

El producto de esta PCR contiene fragmentos marcados con Cy5.0 de 130 a
480 nucleotidos de longitud (Tabla 5), que se analizaron mediante electroforesis
capilar en un secuenciador ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, CA) (Figura 4). El marcador de peso molecular utilizado para establecer el

tamario de cada uno de los fragmentos fue el 500 LIZ Size Standard.

Los resultados obtenidos en el secuenciador se analizaron con los programas

informaticos GeneScan® y GeneMapper® version 4.0.

: ms
= ot
25000 +
: T4 51 g TS
- E&'K 053] %2332 25
20000 T O a2 26 74
Bls sou
I~ e Y wg s =s
r 2R 2201
- 2 -
| CE:
15000 T B0 MW
R w14 128 51.19 | anad w o
L - Das bosx . 0%
L 58 e sl.2 43459
L of 16 el | * w7
10000 1+ @
: 48 pren
5000 + |‘
il MHNHIN JUH Ub
0 MMJ“I WAL AN v UU
50 100 150 200 250 300 350 400

Sze (nt)

Figura 4. Patrén de electroforesis capilar de una muestra control analizada con el
SALSA MLPA probemix P335-B1 ALL-IKZF1.

Se normalizaron los datos exportando las areas de pico de cada uno de los
fragmentos amplificados en cada caso (Ejemplo en Figura 5). Para obtener el area
relativa de cada pico (Ag;) y evitar las diferencias en el rendimiento de la PCR en cada
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caso individual, se realiz6 una normalizaciéon de las areas intra-muestra, dividiendo

cada area (A)) por la suma de todas las areas.

Ari = Ai/ (A+Ax+.. +Ag)

El nimero de copias (NC) relativo se obtuvo normalizando cada area relativa

con la media de las areas relativas de sus controles (Ejemplo en Figura 6).

NC = Ag;/ y(ARiC1'" Agic2*...+Agicn)

XPAR
SHOX X-PAR CDKN2B

CSF2RA exon2
PAXS CDKN2A PAXS
PAXS ‘ exon6 exon184 exon8&65

XPAR
CRLF2

J | | i
Caso 200 200

LU

Figura 5. Electroforesis capilar de los productos amplificados mediante MLPA. El area

exond

| | =00

Control

bajo los picos se compara con el control para valorar la presencia de anomalias en el
nimero de copias de cada uno de los loci. En este caso se observa delecion
heterocigota en PAX5 y la region PAR1 y delecién homocigota en los genes CDKN2A/B.

Se consider6 dotacion diploide (NC= 2) en aquellos casos con un area relativa
entre 0,7 y 1,3. Los valores <0,7 se interpretaron como delecién heterocigota (NC= 1)
y los valores <0,3 como delecion homocigota (NC= 0). Valores >1,3 indicaron

ganancias.
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Figura 6. Representacion grafica de las areas proporcionales bajo los picos de
amplificacion. El caso representado muestra una delecién heterocigota en las
sondas especificas para los exones del gen IKZF1 y homocigota para las del gen
CDKNZ2A/B.

4.3.4. Estudio de mutaciones en IKZF1

El estudio de mutaciones se realiz6é en los 7 exones codificantes del gen IKZF1
(exones del 2 al 8). Los exones 2 — 7 son exones de pequefio y mediano tamarfio que
permitieron el empleo de la técnica de curvas de disociacién de alta resolucion o High
Resolution Melting (HRM) como método de cribado de mutaciones. Sin embargo, en el
caso del exdn 8, que es de gran tamario, se optd por emplear secuenciacion clasica
tipo Sanger. Se emple6 DNA amplificado en ambos procedimientos, que se detallan a

continuacion.

4.3.4.1 Técnica de curvas de disociaciéon de alta resoluciéon (High Resolution
Melting)

El HRM (High Resolution Melting) es una técnica simple, rapida y de relativo
bajo coste que se usa como método de cribado para la identificacion de variaciones en

las secuencias de nucleotidos que conforman el DNA.
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Figura 7. Temperatura de fusion (Tm).

La técnica de HRM se basa en la amplificacién de la region de interés mediante
PCR, asociando intercalantes fluorescentes que se unen especificamente a la doble
cadena de DNA. Tras ello, se produce un calentamiento gradual de la muestra y, a
medida que las dos hebras se separan, se mide la fluorescencia emitida en la
disociacion. Esta medicidbn genera una curva y un valor concreto de temperatura de
fusion o de melting (Tm), definida como la temperatura a la que se ha desnaturalizado
la mitad del DNA (Figura 7). Estas curvas son especificas para cada secuencia y

permiten distinguir variaciones de un unico nucleétido en la secuencia estudiada.

Se disefiaron cebadores especificos para cada exén que amplificaran un
fragmento con un tamafio de 150 a 400 pb (Tabla 6). La temperatura de anillamiento
de cada una de las parejas de cebadores se estudi® mediante un gradiente de
temperatura en PCR convencional de 54°C a 62°C, seleccionando en cada caso la
mas especifica. Se utilizd6 DNA amplificado de donantes sanos para poner a punto las

reacciones.

La amplificacion por PCR y el posterior analisis de las curvas de fusion fue
llevada a cabo en un equipo LightCycler 480® con un sistema de placas de 96 pocillos.
Para ello, se empled el reactivo LightCycler 480° High Resolution Melting Master (5
pL), los cebadores especificos en cada caso (4 — 8 pmol de cada uno), MgCl, entre 2 y
2,5 mM, 1,5 uL del DNA amplificado y agua bidestilada hasta completar un volumen
final de 10 yL. Los amplificados obtenidos de las muestras control se corrieron en un
gel de agarosa al 2% para comprobar que el fragmento amplificado tuviera el tamafio
esperado vy, por ultimo, se contrastd que era el adecuado mediante secuenciacion
Sanger.
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Tabla 6. Secuencia de los distintos cebadores utilizados para HRM.

Exoén Secuencia de los cebadores

CAAGTATGTGAGGAGGAAAATGC
IKZF1_exon 2

TCATGAACTTCCCACACAGC

CAGGCACCTTGACCATGAC
IKZF1_exén 3

AGGTTTCACAGGCACAGAGG

ATGACACTGAGTGGCCTCCT
IKZF1_exo6n 4

TCTCCAGGCCACTAAAGGAA

CGTAGCATCGTCCTCATGTC
IKZF1_exén 5

CAGAGTGGAGGAATCCCG

ATTGCATGCATTCCCCTTAC
IKZF1_exén 6

CTCTGCTCCTAAGGCTGCAT

GCCTGTCTGGAAGTGTTGCT
IKZF1_exén 7

CCCTTTCTTCCACCCTCAAC

Todas las muestras fueron analizadas por duplicado en cada ensayo, junto con

muestras de DNA sano, como control negativo.

Tabla 7. Condiciones especificas de PCR de cada amplicén.

p Ayfa Temperatura

Exoén Amplicén (pb) de anillamiento MgCl,
IKZF1_exo6n 2 233 62°C 2,0 mM
IKZF1_exoén 3 211 60°C 2,0 mM
IKZF1_exo6n 4 336 62°C 2,5mM
IKZF1_ex6n 5 292 60°C 2,0 mM
IKZF1_ex6n 6 290 60°C 2,5mM
IKZF1_exon 7 379 62°C 2,0 mM

El analisis de los datos de amplificacién y la especificidad del producto se

realizaron con el programa LightCycler 480° Software, version 1.5 (Roche Instrument
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Center, Rotkreuz, Switzerland). El experimento se consider6 valido cuando las curvas

de amplificacién tuvieron un valor de Cp< 30 y con una eficiencia = 2.
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Figura 8. Analisis de las curvas de disociacion HRM

mediante ‘Gene Scanning’.

El andlisis de las curvas de disociacion se llevd a cabo mediante el software
Gene Scanning, version 1.2 (LightCycler 480° Software). Tras normalizar los valores
de fluorescencia inicial y final de todas las muestras, se establecié el punto en el cual
el DNA estaba totalmente desnaturalizado y se gener6 un grafico dénde las muestras
quedaron agrupadas en funcion de sus curvas de disociacion. Las muestras que
presentaron diferencias en las curvas de fusion se seleccionaron para ser estudiadas

por secuenciacion de Sanger.

4.3.4.2 Amplificacién por PCR convencional

El ex6n 8 del gen IKZF1 fue amplificado mediante PCR convencional. Se
disefiaron cebadores especificos para amplificar toda la region codificante de este
exon: 5- TCCCCGGTTGTAGATTTCAG -3 y 5-TCCAGTCCAGTCTATGCTGCT-3'.
El fragmento amplificado fue de 892 pb. Para la PCR se utilizaron 2,5 pL de Amplitaq
Buffer Il (10x, Applied Biosystems, Foster City, CA), 2 yL de Amplitag MgCl, (25 mM,
Applied Biosystems), 0,5 yL de dNTP (2,5mM, GE Healthcare, Little Chalfont, United
Kingdom), 25pmol de cada cebador, 0,25uL de AmpliTag Gold (5U/uL, Applied
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Biosystems), 3uL de DNA amplificado y agua bidestilada hasta un volumen final de
25uL. Las condiciones de la PCR fueron 94°C durante 10 minutos para la
desnaturalizacion, seguido de 35 ciclos alternando 94°C durante 30 segundos, 62°C
durante 45 segundos y 72°C durante 60 segundos, y extension final de 10 minutos a
72°C. Se comprobé que la PCR habia funcionado migrando el producto en un gel de
agarosa al 2% junto con el marcador de peso molecular Marker VI (0,15 — 2,1kbp,
Roche, Indianapolis USA). Posteriormente, se realiz6 la reaccion de secuenciacion tipo

Sanger que se detalla a continuacion.

4.3.4.3 Secuenciacion tipo Sanger

Se secuenciaron todas aquellas muestras con curvas de fusién diferentes por
HRM vy todos los productos de PCR de amplificacién del exdn 8 de IKZF1. Para ello, el
producto de PCR de cada una de las muestras se traté con la enzima ExoSAP-IT
(USB Corporation, Cleveland, Ohio, USA), incubando 8 pL del producto de PCR con
3,2 uL de ExoSAP-IT durante 15 minutos a 37 °C, seguido de otros 15 minutos a 80 °C
para inactivar la enzima. A continuacion se realizé la PCR de secuenciacion, utilizando
3,2 pmol del cebador directo o reverso, 1uL de la enzima BigDye® Terminator v1.1
Ready Reaction Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA), 3 yL del Buffer 5x del kit
BigDye® Terminator v1.1 y 5 pL del producto de la reaccion con ExoSAP-IT. Esta
primera fase se llevd a cabo en el termociclador 2720-Thermal Cycler, siguiendo el
siguiente programa: 94 °C durante 3 minutos, seguido de 25 ciclos que alternaron 96
°C durante 10 segundos, 50 °C durante 6 segundos vy finalizando con 60° C durante 4
minutos. El producto de esta PCR se purifico mediante las columnas de filtracion en
gel Performa® DTR de Edge Biosystems (Genycell Biotech Espafia, S.L.) o el
QIlAquick PCR Purification kit para placa de 96 pocillos (QIAGEN, Hilden, Germany).

Finalmente, el producto de la reaccion fue resuspendido en 15 pL de
formamida y se analizd en el secuenciador ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems). El analisis de la secuencia se correlacioné con el nimero de
GeneBank NM_006060 y con los controles negativos de donantes sanos mediante el
programa MEGA 4.1.
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4.4. Esquemas de tratamiento

Los esquemas de tratamiento empleados en este estudio han ido
modificandose a lo largo de los afios en base a los resultados obtenidos en los
estudios anteriores de los grupos SHOP y PETHEMA y a la incorporacién de nuevos
marcadores de riesgo de recaida, como las alteraciones citogenéticas y la deteccion
de EMR en diversos momentos del tratamiento. Todos ellos consisten en esquemas
con poliquimioterapia mas o menos intensificados segun el riesgo de recaida
establecido y divididos en tres partes fundamentales: la induccién a la remision,
seguida de uno o varios ciclos de consolidacién (con o sin TPH autélogo e
intensificacion) y el tratamiento de mantenimiento, hasta completar los dos afios del
diagnostico. En los pacientes de alto riesgo de recaida se contempla también la

realizacion de TPH alogénico.

Una breve descripciéon de cada uno de ellos, asi como las diferencias mas

relevantes, se describe a continuacion.

4.4.1. Tratamiento de pacientes pediatricos

Todos los pacientes pediatricos incluidos en este estudio fueron tratados con
los protocolos del grupo SHOP (Sociedades de Hematologia y Oncologia Pediatrica).

Los pacientes mayores de un afio recibieron tratamiento segun los protocolos

SHOP-LLA-99 y -2005 segun la siguiente estratificacion del riesgo de recidiva:

— Riesgo estandar: cuando el paciente reuni6 todos los criterios
siguientes: edad entre 1 y 9 afios, inmunofenotipo B-comun, leucocitos
<20 x109/L, ausencia de citogenética desfavorable (Tabla 8), ausencia
de afectacion extramedular y presencia de <5% de blastos en médula
6sea en dia +14 de tratamiento. En el SHOP-2005, se exigi6 ademas

EMR < 0,1% al finalizar la induccion.

— Alfo riesgo: cuando el paciente cumplié al menos uno de estos criterios:
edad = 10 afios, inmunofenotipo distinto al B-comun, leucocitos 20-200
x10%/L, citogenética desfavorable, afectacién extramedular o pertenecer
al grupo de riesgo estandar y presentar = 5% de blastos en MO el dia
+14 de tratamiento o, en el protocolo SHOP-2005, EMR 20,1% al

finalizar la induccion.
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— Muy alto riesgo: cuando el paciente tuvo leucocitos >200 x10%L,

presencia de t(9;22) o BCR/ABL, t(4;11) o MLL, casi haploidia (24-29
cromosomas) o indice DNA <0,6 y aquellos pertenecientes al grupo de
alto riesgo con >5% de blastos en MO el dia +14 de tratamiento o, en el
protocolo SHOP-2005, EMR =0,1% al finalizar la induccion.

Tabla 8. Grupos de riesgo citogenético utilizados en el protocolo SHOP 99 y 2005.

Grupo de riesgo Alteraciones citogenéticas

- Hiperdiploidia (51-81 cromosomas o indice DNA: >1,16)

Favorable - 1(12;21)/TEL-AMLA

- Cariotipo normal

Desfavorable

- Hiperdiploidia (47-50 cromosomas) o indice DNA: 1-1,16
- Hipodiploidia (30-45 cromosomas) o indice DNA: 0,6-0,99
- Casi tetraploidia (82-94 cromosomas)

- Alteraciones estructurales no incluidas en los otros grupos

- Casi haploidia (23-28 cromosomas) o indice DNA: <0,6

Muy desfavorable - t(9;22)/ BCR-ABL

- (4;11)/ MLL

A continuacién se detalla el tratamiento empleado para los distintos grupos de

riesgo en el protocolo SHOP-99:

En grupo de riesgo estandar se administré6 quimioterapia de induccion
(Daunorrubicina 120 mg/m? dias +1 y +2, Vincristina 1,5 mg/m? dias +1,
+8, +15 y +22, Prednisona 60 mg/m2 los dias +1 a +28, Ciclofosfamida
1.000 mg/m2 en el dia +15, Asparraginasa 10.000 U/m? los dias +16 al
+20 y +23 al +27 y triple intratecal los dias +1 y +15), seguido de la
quimioterapia de consolidacién (Metotrexato 3 g/m? los dias +36, +50 y
+64, Arabinosido de Citosina 1 g/m?12 horas los dias +78 y +79 y
Mercaptopurina 60 mg/m? los dias +36 al +78 y triple intratecal los dias
+36, +50, +64 y +78). A continuacion se inicié el tratamiento de
mantenimiento con Metotrexato 20 mg/m? semanal y Mercaptopurina 60
mg/m?%dia hasta completar los dos afios de tratamiento desde el
diagnostico, asociando reinducciones mensuales con Asparraginasa
20.000 U/m? alternado con Ciclofosfamida 600 mg/m? durante los
primeros 6 meses y con Prednisona 40 mg/m?/dia durante 7 dias mas
Vincristina 1,5 mg/m? hasta el afios de tratamiento. Se administré triple
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intratecal mensual durante los cuatro primeros meses del
mantenimiento.

— En el grupo de alto riesgo se intensificd la quimioterapia de induccion
(una dosis mas de Ciclofosfamida y una dosis afiadida de Metotrexato),
seguido del tratamiento de consolidacién similar al del grupo de riesgo
estandar. A continuacién se administr6 la quimioterapia de
intensificacion, que consistié en una combinacion similar a la induccién,
con los siguientes cambios: una dosis menos de Ciclofosfamida, cambio
de Prednisona por Dexametasona 10 mg/m%dia durante 14 dias,
cambio de Daunorrubicina por Epiadriamicina 25 mg/m?/dia por tres
dosis y adicién de 5 dosis de Arabinésido de Citosina 200 mg/m2/dia.
El mantenimiento se realizd de igual manera que en el grupo de riesgo
estandar, salvo que las reinducciones con Asparraginasa vy
Ciclofosfamida alternadas se alargaron hasta los primeros 9 meses de
mantenimiento. Ademas de la profilaxis intratecal, los pacientes con
afectacion del SNC o > 3 afios y alto riesgo de recaida en SNC
(leucocitos >100x10%L en las LLA-B o >50x10%L en las LLA-T)
recibieron radioterapia holocraneal.

— En el grupo de muy alto riesgo, se administrd6 una quimioterapia de
induccién y consolidacion similar al grupo de alto riesgo. A continuacion,
se intensificé el tratamiento con tres bloques mas de quimioterapia,
llamados bloques A, B y C, consistentes en Dexametasona 20
mg/m?%dia x 6 dias, Asparraginasa 25.000 U/m? y una dosis de triple
intratecal, ademas de otros quimioterapicos segun el bloque: Vincristina
1,5 mg/m?/dia x 2 dias, Metotrexato 3 g/m? y Arabinosido de Citosina 1
g/m?/12 horas x 4 dosis en el bloque A, Vincristina y Metotrexato a las
mismas dosis, Daunorrubicina 60 mg/m2 y Ciclofosfamida 200
mg/m?/dia x 5 dias en el bloque B, y Arabinésido de Citosina 1 g/m%12
horas x 4 dosis y Etopdsico 100 mg/m?12 horas en el bloque C. Los
pacientes recibieron los bloques A, B y C antes del alo-TPH y los
bloques A, B, C, Ay B, antes del TPH autélogo.

El protocolo SHOP-2005 incluyé algunas modificaciones que se detallan a
continuacion:
— En el grupo de riesgo estandar, se redujo a la mitad la dosis de

Asparraginasa en la induccién, aumenté a 5 gr/m® la dosis de
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Metotrexato y disminuy6 a la mitad la dosis de Mercaptopurina en la
consolidacion y se simplificaron las reinducciones del mantenimiento,
que se administraron durante s6lo 6 meses y con Prednisona y
Vincristina exclusivamente.

— En el grupo de alto riesgo, se retir6 el Metotrexato y se redujo un tercio
la dosis de Asparraginasa en la induccion. En la consolidacion se
realizaron los mismos cambios que del grupo de riesgo estandar. En la
intensificacion se retirdé una dosis de Epiadriamicina, se reducen las
dosis de Dexametasona un 20% vy la de Asparraginasa un 33%, vy se
aumenta el Metotrexato a 5 gr/m? E|l mantenimiento se administro sin
cambios salvo la dosis de Asparraginasa que se redujo a la mitad.

— En el grupo de muy alto riesgo, se administré la misma induccién que
en el grupo de alto riesgo. Ademas, en los pacientes con t(9;22)/BCR-
ABL, se administré Imatinib desde el dia +15 de la fase de induccién en
dosis de 260 mg/m?/dia (dosis maxima 400 mg). La consolidacion fue
igual que en los anteriores grupos de riesgo. A continuacion se
administraron los bloques de consolidacién A, B y C, que se modificaron
aumentando la dosis de Metotrexato a 5 g/m2 y disminuyendo la

Asparraginasa al 40%.

Tanto en el protocolo SHOP-99 como en el SHOP-2005, los paciente con
t(9;22)/BCR-ABL o t(4;11)/MLL-AF4 recibieron en todos los casos alo-TPH, bien de
hermano HLA-idéntico si disponian de él o de donante no emparentado en caso
contrario. En el protocolo SHOP-2005 recibieron igual tratamiento los pacientes del
grupo de muy alto riesgo con ERM 20,1% tras los tres primeros bloques de
intensificacion. El resto de pacientes del grupo de muy alto riesgo recibieron alo-TPH

en caso de disponer de hermano HLA-idéntico y TPH autoélogo en el caso contrario.

En el protocolo SHOP-LLA-LACTANTES-2002 se incluyeron los pacientes
menores de un afio de edad. El esquema empleado en este subgrupo de pacientes se
caracterizé por utilizar menores dosis de corticoides y Asparraginasa y asociar el uso
de Arabinésido de Citarabina. En los pacientes con donante familiar HLA idéntico se
indicé TPH alogénico y en el resto se realiz6 TPH autélogo. En los pacientes de alto
riesgo [t(4;11) o reordenamiento MLL asociado a hiperleucocitosis >100.000/mm?,
afectacion del SNC o inmunofenotipo pro-B sin donante familiar, se realiz6 TPH

alogénico de donante no emparentado (DNE) o de sangre de cordon umbilical (SCU).

57



Material y métodos

4.4.2. Tratamiento de pacientes adultos

Los pacientes adultos fueron tratados, en su mayoria, con protocolos del grupo

PETHEMA (Programa para el Estudio de la Terapéutica en Hemopatia Maligna).

4.4.2.1 Tratamiento de los pacientes de riesgo intermedio

Se trataron con el protocolo PETHEMA-LLA de Riesgo Intermedio-96 los
pacientes que cumplieron los siguientes criterios: edad inferior a 30 afios, leucocitos <
25 x10°%L, ausencia de t(9;22)/BCR-ABL, t(4;11), t(1;19), cariotipo hipodiploide o casi
haploide y ausencia de marcadores mieloides. También se incluyeron los mayores de
50 afios sin t(9;22)/BCR-ABL. El esquema de tratamiento fue similar a los protocolos

pediatricos descritos mas arriba, con las siguientes modificaciones:

— Quimioterapia de induccién similar a la del SHOP-99 de riesgo
estandar, con reduccién de la dosis total de Daunorubicina a la mitad y
prescindiendo de la L-Asparraginasa y la Ciclofosfamida en los mayores
de 50 afios.

— Quimioterapia de consolidacion similar a la del SHOP-99 de riesgo
estandar, afiadiendo VM-26 150 mg/m?%12h durante dos dias. En los
pacientes mayores de 50 afios se redujo la dosis de Metotrexate a la

mitad.

— Quimioterapia de reinducciéon o consolidacién-2, similar a la induccion
con las siguientes modificaciones: una dosis menos de Vincristina,
sustitucion de Prednisona por Dexametasona, incremento a 600 mg/m?

de Ciclofosfamida y tres dosis menos de L-Asparraginasa.

— Quimioterapia de mantenimiento continuada con Metotrexate y
Mercaptopurina hasta completar dos afios de tratamiento y siete
reinducciones mensuales con Vincristina, L-Asparraginasa, Prednisona

y triple intratecal durante el primer afio.

En el protocolo PETHEMA-LLA de Riesgo Intermedio-08 se incluyeron también
aquellos pacientes con edad inferior a 30 afos, leucocitos <25 x10%L y ausencia de
t(9;22)/BCR-ABL y t(4;11)/MLL. El tratamiento quimioterapico fue practicamente igual
al protocolo RI-96, con las siguientes pequefias modificaciones:
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— En la induccion se afiadié una dosis de L-Asparraginasa y se redujo un

tercio la dosis de Ciclofosfamida,
— Enla consolidacion se cambié el VM-26 por el VP-16,
— Enla reinduccion se afiadieron dos dosis de L-Asparraginasa.

— Ademas, este protocolo incluyé la deteccion de pacientes con respuesta
lenta al tratamiento, como son aquellos con un recuento de blastos
210% en el aspirado medular del dia +14, aquellos con EMR 20.05%
tras la consolidaciéon o tras la cuarta reinduccion del mantenimiento.
Estos pacientes pasaron a recibir el protocolo de alto riesgo (AR-03).
Del mismo modo, los pacientes con EMR <0.01% tras la cuarta

reinduccion del mantenimiento no recibieron mas reinducciones.

4.4.2.2 Tratamiento de los pacientes de alto riesgo

Los pacientes con edad >30 afios, leucocitos >25 x10%L o presencia de
t(9;22)/BCR-ABL o t(4;11)/MLL (o presencia de marcadores mieloides en el protocolo
AR-93) fueron considerados de alto riesgo y se trataron con protocolos AR-93.
Posteriormente, estos pacientes de alto riesgo y también aquellos que presentaron
respuesta lenta al tratamiento de induccion (>10% blastos en el AMO del dia +14 de
induccién), ERM >0,1% al final de la induccion, o >0,05%, al final de la consolidacion,
fueron tratados con los protocolos AR-03 y AR-2011. En estos ultimos, las LLA con
t(9;22)/BCR-ABL se trataron con protocolos especificos que se describiran después.

El protocolo AR-93 intensificé el tratamiento con respecto al RI-96 con las

siguientes modificaciones:

— En la induccion, se afiadié una dosis adicional de L-Asparraginasa y se

increment6 en 50% la dosis de Ciclofosfamida.

— En la consolidacion, se acentud el tratamiento quimioterapico, que se
distribuy6 en tres bloques, de manera similar a los bloques de
consolidacion A, B y C de la rama para pacientes de muy alto riesgo
del protocolo SHOP99, con las siguientes modificaciones: en el bloque
A se afiadi6 Mercaptopurina 100 mg/m? durante cinco dias; en el bloque

B se cambi6 la antraciclina (Daunorubicina en vez de Mitoxantrone) y se
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incremento la dosis de Ciclofosfamida a 200 mg/m?; en el bloque C se

sustituyé el Tenipésido por Etopésido.

— A continuacién se realiz6 TPH alogénico si se disponia de hermano
HLA-idéntico y se realizé aleatorizacién para recibir TPH autologo o
quimioterapia de intensificacion si no disponia de él. La intensificacion
consisti6 en los 3 bloques de consolidacién, y se continué el
mantenimiento con Mercaptopurina y Metotrexate hasta completar dos

anos de tratamiento.

En el protocolo AR-03 se introdujo un nuevo marcador de riesgo, que fue la
respuesta a la quimioterapia evaluada en el dia +14. La quimioterapia de induccién
consisti6 en Prednisona, Vincristina y Daunorubicina, y se afiadié Ciclofosfamida y
Ara-C en aquellos pacientes con respuesta lenta. La consolidacion fue idéntica al
protocolo AR-93. A continuacioén, se realiz6 TPH alogénico en aquellos pacientes con
respuesta lenta a la quimioterapia y sin criterios de exclusion para TPH. En el resto de
pacientes se sigui6 tratamiento de intensificacién y mantenimiento, igual que en el
protocolo AR-93.

En el protocolo AR-2011 se introdujo la EMR positiva como marcador de riesgo
para la toma de decisiones terapéuticas (>0,1% al final de la induccioén, o >0,01% al
final de la consolidacion). Se utilizé la Asparraginasa pegilada en los centros con
disponibilidad. Con respecto al protocolo anterior, en la quimioterapia de induccion se
redujo la dosis de antraciclinicos (reduccién de Daunorubicina de 60 a 45 mg/m?y
retirada de Mitoxantrone) y no se administré Citarabina. Los pacientes con EMR
negativa continuaron con los tres bloques de consolidacion, en los que se
administraron solo los citostaticos mas relevantes: Dexametasona, Vincristina,
Asparraginasa, y Metotrexate en los bloques 1y 3 (con aumento de dosis a 5 g/m? en
las LAL-T y reduccién a la mitad en >50 afios) y Citarabina en el bloque 2. Se realizé
TPH alogénico en aquellos pacientes con EMR positiva y sin criterios de exclusion
para TPH. En el resto de pacientes se siguié tratamiento de intensificacion y

mantenimiento, igual que en el protocolo AR-03.

4.4.2.3 Tratamiento de los pacientes con LLA-Ph*

A partir del afio 2000, los pacientes con LLA con 1(9;22)/BCR-ABL fueron

tratados con protocolos especificos.
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En el protocolo LLA-Ph 2000 se administr6 induccion similar a la del protocolo
AR-03. Los pacientes con respuesta lenta a la induccion (= 5% de blastos en el
aspirado medular del dia +14) recibieron Mitoxantrone 12 mg/m? (3 dosis) y Citarabina
1.000 mg/m? (4 dosis) en la segunda tanda de induccion. A continuacion se administrd
la quimioterapia de consolidacién 1 y 2, que fue similar a la del protocolo RI-96, pero
con la mitad de dosis de Metotrexate en la consolidacion 1 y eliminando la L-
Asparraginasa en la consolidacion 2. Tras la consolidacion 1 6 2 se realizé alo-TPH (a
partir de donante emparentado o no relacionado) o autélogo (si no pudo efectuarse el
alo-TPH).

En el protocolo LLA-Ph 2003, se asoci6 Imatinib (Glivec®) al protocolo LAL-Ph
2000, a dosis de 400mg/dia desde el diagnéstico y hasta después del TPH.

En el protocolo LLA-Ph 2008, se modificaron las siguientes pautas con
respecto al protocolo anterior: la dosis de Imatinib fue de 600 mg/dia, no se intensifico
la inducciébn en los pacientes con respuesta lenta a la quimioterapia, en la
consolidacion 1 se duplicé la dosis de Citarabina y se sustituyé el Tenipésido por
Etopésido. Se suprimidé la consolidacién 2. En los pacientes que recibieron TPH
autélogo se administré Imatinib tras el TPH, junto con la Mercaptopurina y el
Metotrexate de mantenimiento hasta completar dos afios de tratamiento. En los
pacientes que recibieron TPH alogénico se administré Imatinib cuando se evidencio

recidiva molecular.

4.4.2.4 Tratamiento de los pacientes mayores y/o fragiles

Con anterioridad al afio 2007 los pacientes con comorbilidades o edad
avanzada recibieron tratamientos atenuados a juicio del meédico prescriptor. En
muchos casos, se empled el protocolo LAL-RI96 por ser este protocolo menos
agresivo que los empleados en la LLA de alto riesgo. En el afio 2007 se empezé a
tratar a los pacientes >55 afios con los protocolos LAL-070LD, LAL-07FRA y LAL-
070PH.

El protocolo LAL-070LD se baso en el LAL-RI96, con atenuacion de las dosis
que provocaban mayor toxicidad en la induccién (supresion de la L-Asparraginasa y de
la Ciclofosfamida al final de la induccién). A continuacién se administraron 6 bloques
de consolidaciones cada 4-6 semanas, las pares consistentes en Metotrexate y L-

Asparraginasa y las impares en Citarabina. En los pacientes >70 afios se redujo la
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dosis de farmacos al 50%. Se completd el esquema de tratamiento con mantenimiento
de Metotrexate semanal y Mercaptopurina oral diaria y reinducciones con
Dexametasona y Vincristina adicional cada 2-3 meses, hasta completar un total de dos

afios de tratamiento.

En aquellos pacientes considerados “fragiles” (indice de comorbilidad de
Charlson >3) se indic6 el protocolo LAL-07FRA, que consisti6 en una induccién
atenuada con administraciéon exclusiva de Vincristina y Dexametasona, seguida de un
dos afios de mantenimiento con Metotrexate y Mercaptopurina, con pequenas

reinducciones trimestrales de Vincristina y Dexametasona el primer afio.

El protocolo LAL-070PH, indicado en pacientes > 55 afios con LLA y
t(9;22)/BCR-ABL, consistié en la adicion de Imatinib al protocolo LAL-07FRA seguido
de un tercer afio de Imatinib en monoterapia. En los casos de intolerancia o progresion

molecular con Imatinib, se administré Dasatinib.

4.5. Definiciones

- Respuesta lenta al tratamiento de induccion: Presencia de 210% blastos en el
examen morfolégico convencional del aspirado medular al dia 14 del
tratamiento de induccion. En los casos pediatricos, tratados con los protocolos
SHOP, el umbral fue 2 5% blastos.

- Respuesta estandar al tratamiento de induccién: Presencia de <10% blastos en
el examen morfoldégico convencional del aspirado medular al dia 14 del
tratamiento de induccién. En los casos con médula hipocelular o acelular al dia
14 se consideraron como respuesta estandar. En los casos pediatricos,
tratados con los protocolos SHOP, el umbral fue < 5% blastos.

- Remisién completa (RC): Desaparicion de las manifestaciones clinicas
atribuibles a la LLA, Hb >10 g/dL, granulocitos >1,5 x10°/L, plaguetas >150
x10%L y médula 6sea normocelular, con menos de un 5% de blastos y sin
blastos en el LCR.

- Resistencia: Persistencia de >5% de blastos en el mielograma del dia +35 (o
posterior).

- Recaida: Reapariciéon de la enfermedad después de haber alcanzado RC.
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- Supervivencia libre de recaida (SLR): Representa la probabilidad de estar sin
leucemia en un momento determinado. Se calcula desde que el paciente
alcanza RC hasta que se documenta la reaparicion de la enfermedad segun los

criterios previamente descritos.

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

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

- Incidencia acumulada de recaida (cumulative incidence of relapse, CIR): Se
calcul6 desde la obtencion de la RC hasta la recaida de la enfermedad. Como
evento competitivo se considero la muerte en RC.

4.6. Analisis estadistico

En primer lugar se realiz6 un andlisis estadistico descriptivo de la serie. Los
resultados se expresaron como porcentajes en las variables categoricas y como
medianas (extremos) para las variables continuas. El estudio de la comparacion de la
distribucion de las variables en los distintos subgrupos de pacientes se realizod
mediante el test de t-student cuando se estudiaban variables continuas y Chi-cuadrado
de Pearson para las variables categoricas. Se incluyeron en el estudio datos
demograficos basicos (edad y sexo), parametros hematologicos (nivel de
hemoglobina, recuento de leucocitos, y plaquetas, porcentaje de blastos en médula
Osea), parametros clinicos (cifra de creatinina al diagnoéstico, elevacion de la LDH) y
respuesta al tratamiento. También se estudiaron otros datos clinicos en los que se
pudo disponer de informacion en menos del 90% de los pacientes [presencia de masa
mediastinica (n= 85; 25%), hepatomegalia (n= 224; 65%), esplenomegalia (n= 225;
66%), adenopatias (n= 225; 66%) o infiltracion del SNC (n= 273; 80%)]. Dada su
relevancia en la patologia a estudio, se han mantenido en los analisis de asociaciones

y univariantes.

La estimacion de la SG y SLR se realizd6 mediante el método de Kaplan-Meier
(Kaplan, 1958) y para comparaciones, las pruebas de log-rank (Mantel, 1966). La

probabilidad de recaida se calculé6 mediante los métodos de Kaplan-Meier y el método
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de incidencia acumulativa (riesgo competitivo, Gooley TA et al., 1999). Para el andlisis

de la CIR, se consider6 evento competitivo la muerte sin recaida.

El analisis de supervivencia se completd con un analisis multivariante mediante
un modelo de riesgos proporcionales (regresién multiple) de Cox (Cox, 1972) o el
método de Fine and Gray para la incidencia acumulativa (Fine y Gray, 1999). Todas
las variables con un valor de P inferior a 0,1 en el analisis univariante fueron
trasladadas al analisis multivariante. Las variables en las que el numero de casos

perdidos era mayor al 10% fueron excluidas del estudio multivariante.

En todos los casos el nivel de significacion estadistica se establecié con un
valor de P inferior a 0,05. Todos los estudios estadisticos se llevaron a cabo con el
paquete estadistico SPSS en su version 20.0 y el lenguaje y entorno de programacion
R con el programa EZRv1.3 de “The Comprehensive R Archive Network (CRAN)” con
el paquete "RemdrPlugin.EZR" (Kanda, 2012).
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Resultados

5.1. Caracteristicas generales de la serie

Se incluyeron un total de 342 pacientes, 168 nifios y 174 adultos. El nimero de

pacientes incluidos segun el centro hospitalario esta detallado en la Tabla 9.

Tabla 9. Relacién de pacientes incluidos en el estudio y periodo de diagndstico segun el centro

de referencia.

Centro de diagnéstico n P_eriot’io .de
diagnéstico

Pacientes pediatricos (n= 168)
Hospital Universitario y Politécnico La Fe (Valencia) 104 2003 - 2009
Hospital Clinico Universitario (Valencia) 56 2000 - 2009
Hospital Universitario Central de Asturias 8 2009 - 2012

Pacientes adultos (n= 174)

Hospital Universitario y Politécnico La Fe (Valencia) 81 1999 - 2012
Hospital Clinico Universitario (Valencia) 24 1993 - 2010
Hospital Universitario Doctor Peset (Valencia) 8 2003 - 2010
Hospital General Universitario (Alicante) 17 2007 - 2009
Hospital Universitari Germans Trias i Pujol (Badalona) 1 2007 - 2010
Hospital General Universitario Morales Meseguer (Murcia) 21 2007 - 2012
Hospital Universitario Central de Asturias 12 2009 - 2013
Total 342 1993 - 2013

5.1.1. Caracteristicas demograficas y clinicas

Las caracteristicas principales de la serie se recogen en la Tabla 10, donde

ademas se han especificado los pacientes con datos disponibles para cada una de las

variables.
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Tabla 10. Principales caracteristicas demograficas y clinicas

de la serie global.

Caracteristicas Pacientes
n= 342 (%)
Sexo 342 (100)
masculino 193 (56)
Edad (afios) 342 (100)
mediana 15
rango 0,3-85
Grupos de edad 342 (100)
<1 afio 8(2)
> 1y <10 afios 139 (41)
210y < 14 afios 21 (6)
> 14 y < 31 afios 66 (19)
231y <65 afios 87 (26)
> 65 afos 21 (6)
Leucocitos (x10%/L) 340 (99)
mediana 11,8
rango 0,2 -675
Hemoglobina g/dL 333 (97)
mediana 8,6
rango 3,5-16,8
Plaquetas (x1 09/L) 332 (97)
mediana 50
rango 0-504
Blastos en MO (%) 313 (92)
mediana 92
rango 20 - 100
Creatinina (mg/dL) 325 (95)
mediana 0,60
rango 0,04 -7,53
LDH (UI/L) 320 (94)
elevada 250 (77)
Acido urico 282 (82)
elevado 50 (18)
Infiltracion del SNC 273 (80)
presente 8 (2)
Masa mediastinica 85 (25)
presente 10 (3)
Adenopatias 225 (66)
presentes 57 (17)
Hepatomegalia 224 (65)
presente 64 (19)
Esplenomegalia 225 (66)
presente 72 (21)
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Los pacientes de edad pediatrica presentaron caracteristica diferentes con
respecto a los pacientes de edad adulta (jError! La autoreferencia al marcador no es
valida.). Fundamentalmente, los pacientes pediatricos debutaron con mayor grado de
anemia, mayor infiltracion medular y hepatoesplenomegalia con mas frecuencia. Por
el contrario, los pacientes adultos presentaron insuficiencia renal con mayor

frecuencia.

Tabla 11. Comparacion de las variables estudiadas en los

pacientes de edad pediatrica o adulta.

Ninos Adultos p
n=168 (%) n=174 (%)
Sexo
masculino 100 (60) 93 (53) 0,143
Leucocitos (x10%/L) 47,7 40,7 0,463
>10 88 (52) 94 (55) 0,378
> 30 44 (26) 50 (29) 0,319
> 100 19 (11) 19(11) 0,538
Hemoglobina (g/dL) 8,1 9,4 < 0,001
<8 88 (52) 50 (30) < 0,001
<10 127 (76) 101 (61) 0,003
<12 153 (91) 133 (81) 0,005
Plaquetas (x10%L) 84 88 0,632
<50 81 (48) 88 (53) 0,221
<75 56 (33) 67 (41) 0,111
<100 46 (27) 53 (30) 0,332
Blastos en MO (%) 91 82 <0,001
> 50 148 (98) 146 (90) 0,003
>75 138 (91) 125 (77) < 0,001
> 90 100 (66) 70 (43) < 0,001
Creatinina (mg/dL) 0,47 0,98 < 0,001
> 1,2 mg/dL 3(2) 23 (14) < 0,001
LDH elevada 127 (80) 123 (75) 0,180
Acido trico elevado 23 (46) 27 (54) 0,360
Infiltracion del SNC 3(3) 5(3) 0,553
Masa mediastinica 0 (0) 10 (12) 0,684
Adenopatias 9 (15) 48(29) 0,058
Hepatomegalia 33 (56) 31 (19) <0,001
Esplenomegalia 35 (59) 37 (22) < 0,001
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5.1.2. Inmunofenotipo

Segun la clasificacion EGIL, 292 (85%) de los casos fueron de linea B y 42

(12%) de linea T. La clasificacion inmunolégica de la serie se detalla en la Tabla 12.

Tabla 12. Clasificacion de los casos estudiados segun sus

caracteristicas inmunofenotipicas.

Inmunofenotipo n (%)
Fenotipo B 292 (85)
Pro-B o B nula 35(10)
B comun 200 (58)
Pre-B 57 (17)
B sin definir 3(1)
Fenotipo T 42 (12)
Pro-T (pretimocito) 4 (1)
Pre-T (supracortical) 10 (3)
T cortical (comun) 21 (6)
T madura 5(2)
T sin definir 2 (0,6)
Fenotipo no disponible 5(2)

Las asociaciones encontradas entre el inmunofenotipo B o T de las leucemias y
las diferentes caracteristicas clinico-biolégicas al diagnoéstico se detallan en la Tabla
13. En resumen, los pacientes con inmunofenotipo T mostraron con mayor frecuencia
las siguientes caracteristicas: sexo masculino, edad en rango de adolescente y adulto
(>10 y < 65 afos), hiperleucocitosis, menor grado de infiltracion medular, anemia y
trombopenia, mayor frecuencia de afectacién renal y presentacion linfomatosa (con

adenopatias y masa mediastinica).

Tabla 13. Comparacion de las distintas variables en los

pacientes con inmunofenotipo de célula B o T en la serie global.

Fenotipo B Fenotipo T P
n= 292 (%) n= 42 (%)
Sexo
masculino 160 (54) 31 (74) 0,012
Edad (afios) 22,5 23,1 0,846
<1 5(71) 2 (29) 0,213
>1y<10 131 (94) 8 (6) 0,001
>10y <14 15 (75) 5 (25) 0,088
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Fenotipo B Fenotipo T

n= 292 (%) n= 42 (%) P
214y <31 54 (82) 12 (18) 0,090
231y<65 69 (82) 15 (18) 0,065
=65 21 (100) 0(0) 0,056
Leucocitos (x10°/L) 36,1 88,1 0,015
>10 145 (50) 32 (76) 0,001
>30 71 (24) 18 (43) 0,011
> 100 25 (8) 11 (26) 0,002
Hemoglobina (g/dL) 8,4 11,4 <0,001
<8 133 (46) 3(7) < 0,001
<10 215 (75) 10 (24) < 0,001
<12 262 (92) 21 (50) < 0,001
Plaquetas (x10%/L) 77 143 0,002
<50 147 (52) 14 (33) 0,020
<75 188 (66) 18 (43) 0,004
<100 211 (74) 22 (52) 0,004
Blastos en MO (%) 87 79 0,036
> 50 260 (95) 31 (86) 0,045
>75 233 (85) 27 (75) 0,092
>90 154 (56) 14 (39) 0,071
Creatinina (mg/dL) 0,70 0,81 0,142
> 1,2 mg/dL 17 (6) 8 (20) 0,006
LDH elevada 215 (77) 30(75) 0,439
Acido urico elevado 38 (16) 12 (34) 0,014
Infiltracion del SNC 6 (3) 2 (5) 0,303
Masa mediastinica 1(1) 9 (56) <0,001
Adenopatias 39 (20) 17 (56) <0,001
Hepatomegalia 13 (43) 50 (26) 0,089
Esplenomegalia 61 (32) 10 (33) 0,516

5.1.3. Respuesta al tratamiento y supervivencia

De los 342 pacientes, 340 fueron tratados con quimioterapia intensiva segun
los protocolos vigentes en el momento del diagnostico en cada centro. Dos pacientes
no recibieron tratamiento por edad avanzada (> 80 afios) y no han sido incluidos en el
analisis de supervivencia. El resto de pacientes recibieron tratamiento con intencion
curativa, tal y como se detalla en la Tabla 14, y han sido incluidos en dicho analisis. La
gran mayoria de ellos fueron tratados con protocolos de las sociedades SHOP (n=
171; 51%) y PETHEMA (n= 161; 47 %). La mediana de seguimiento de los pacientes

vivos fue de 44,8 meses (rango 1 — 221).
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Tabla 14. Esquemas de tratamiento empleados en los pacientes.

Protocolos de tratamiento n %
Protocolos SHOP 171 51
SHOP-LLA-LACTANTES-2002 6 2
SHOP-LLA-99 69 20
SHOP-LLA-2005 96 28
Protocolos PETHEMA 161 47
PETHEMA LLA-RI-92 1 0
PETHEMA LLA-RI-96 13 4
PETHEMA LAL-RI-08 16 5
PETHEMA LLA-AR-93 16 5
PETHEMA LLA-AR-03 75 22
PETHEMA LLA-AR-2011 1 0
PETHEMA LLA-PHI-2000 1 0
PETHEMA LLA-PHI-2003 4 1
PETHEMA LLA-PHI-2008 17 5
PETHEMA LLA-OLD-2007 8 3
PETHEMA LLA-OLD-PHI-2007 6 2
PETHEMA LLA FRAIL-2007 4 1
Otros protocolos 7 2
MD ANDERSON-HyperCVAD/AM 7 2
Total 340 100

Los pacientes mayores de 65 afios fueron tratados con los protocolos
especificos para pacientes “fragiles” o con los protocolos vigentes en el momento con
dosis atenuadas de algunos farmacos en los casos en los que fue considerado
necesario a criterio médico individualizado. Tres pacientes de 15 afios recibieron

tratamiento segun esquema pediatrico SHOP-LLA-2005.

Se analizé la influencia de cada una de las variables demograficas y clinicas
con el resultado tras la quimioterapia de induccion (Tabla 15) y la supervivencia (Tabla
16). La edad al diagnostico influyé notablemente en el pronéstico de los pacientes, de
manera que tanto la SLR y la SG fueron en descenso en cada grupo de edad, con la
excepcion de los pacientes lactantes (< 1 afio) que mostraron supervivencias similares
a la media global. Los nifios de entre 1 y 10 afios fueron los que mostraron mejor
pronéstico, con supervivencia global >90% a los tres afios, ausencia de mortalidad en
la induccion, bajo porcentaje de respuesta lenta a la quimioterapia (10%) y la menor

tasa de recidiva (19%).
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Tabla 15. Respuesta a la quimioterapia de induccion de la serie global.

. Respuesta lenta* Resistencia Mortalidad
Serie global P n=298) (n= 323) (n= 340)
n (%) 2 n (%) [? n (%) 2

Serie global (n=340) 67 (22) 15 (5) 17 (5)
Sexo

masculino 40 (23) 0,816 0,89 9 (5) 0,998
Edad (afios)

<1 2 (29) 0,492 1(12) 0,319 0 (0) 0,661

>1y<10 14 (10) < 0,001 0(0) 0,002 2(1) 0,024

210y <14 6 (30) 0,279 1(5) 0,625 1(5) 0,717

214y <31 19 (36) 0,010 2(3) 0,412 3(5) 0,574

231y<65 23 (31) 0,071 9 (11) 0,005 3(3) 0,327

265 3 (33) 0,328 2 (18) 0,087 8(42) <0,001
Leucocitos (x10%/L)

>10 36 (22) 0,480 7 (4) 0,952 6(3) 0,288

>30 23 (27) 0,118 4 (4) 0,573 4 (4) 0,571

> 100 9 (27) 0,33 2 (5) 0,509 0 (0) 0,181
Hemaoglobina (g/dL)

<8 18 (14) 0,012 4(3) 0,635 9 (6) 0,342

<10 39 (19) 0,146 9 (4) 0,602 13 (6) 0,317

<12 52(21) 0,144 12 (4) 0,532 14 (5) 0,612
Plaquetas (x10%/L)

<50 29 (20) 0,290 7(4) 0,474 9 (5) 0,593

<75 40 (22) 0,533 9 (5) 0,420 12 (6) 0,356

<100 45 (22) 0,503 9 (4) 0,354 13 (5) 0,387
Blastos en MO (%)

> 50 57 (22) 0,375 10 (4) 0,132 13 (4) 0,212

>75 53 (23) 0,321 10 (4) 0,463 11(4) 0,338

>90 33 (21) 0,876 5(3) 0,465 4(2) 0,049
Creatinina =1,2 mg/dL 7 (30) 0,207 1(4) 0,595 3(12) 0,099
LDH elevada 48 (21) 0,221 9 (4) 0,180 9 (4) 0,337
Acido rico elevado 12 (27) 0,411 3 (6) 0,236 4 (8) 0,154
Infiltracion del SNC 3 (50) 0,159 0(0) 0,636 1(12) 0,328
Masa mediastinica 4 (50) 0,258 1(10) 0,349 0(0) 0,341
Adenopatias 20 (41) 0,024 5(9) 0,185 1(2) 0,112
Hepatomegalia 13 (23) 0,159 5(8) 0,469 1(2) 0,071
Esplenomegalia 18 (28) 0,525 5(7) 0,358 2(3) 0,204
Inmunofenotipo
Fenotipo B 49 (20) 0,017 10 (4) 0,084 14 (5) 0,545

Pro-B o B nula 4 (15) 0,229 1(3) 0,428 4(12) 0,077

B comun 35 (20) 0,170 6 (3) 0,547 10 (5) 0,594

Pre-B 8 (15) 0,167 2 (3) 0,102 0(0) 0,059
Fenotipo T 14 (38) 0,017 4 (10) 0,084 2 (5) 0,545

Pre-T (supracortical) 4 (44) 0,119 2 (22) 0,060 1(10) 0,368

T cortical (comun) 4 (24) 0,557 1(5) 0,622 0(0) 0,375

T madura 4 (80) 0,010 0 (0) 0,774 1 (20) 0,204

*210% blastos en MO en el dia +14 de quimioterapia.
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Tabla 16. Analisis de supervivencia y riesgo de recaida en la serie global.

Serie global SG a los 3 ainos SLR a los 3 afios CIR a los 3 aios
(n=340) (n=308) (n=308)
% P % P % [P

Serie global (n=340) 66 69 29
Sexo

masculino 69 0,259 70 0,819 27 0,928
Edad (afios)

<1 63 0,419 64 0,91 28 0,862

>1y<10 91 < 0,001 82 < 0,001 17 < 0,001

210y <14 66 0,620 72 0,83 24 0,756

214y<31 61 0,136 62 0,082 34 0,070

231y<65 38 < 0,001 54 < 0,001 38 0,003

265 7 < 0,001 22 < 0,001 31 0,903
Leucocitos (x1 09/L)

>10 64 0,802 67 0,182 29 0,279

> 30 57 0,138 61 0,046 35 0,080

> 100 55 0,050 49 0,003 42 0,018
Hemoglobina (g/dL)

<8 79 0,007 80 0,022 34 0,049

<10 71 0,085 72 0,048 35 0,060

<12 69 0,174 72 0,019 41 0,017
Plaquetas (x10°/L)

<50 66 0,590 72 0,488 27 0,664

<75 65 0,178 70 0,815 27 0,565

<100 64 0,113 68 0,177 25 0,377
Blastos en MO (%)

> 50 66 0,13 70 0,905 25 0,576

>75 66 0,417 70 0,600 26 0,686

> 90 72 0,006 73 0,307 28 0,216
Creatinina = 1,2 mg/dL 69 0,055 73 0,855 27 0,910
LDH elevada 65 0,777 67 0,510 28 0,759
Acido urico elevado 44 < 0,001 54 0,006 37 0,066
Infiltracion del SNC 75 0,643 85 0,727 13 0,823
Masa mediastinica 30 0,464 22 0,010 80 < 0,001
Adenopatias 58 0,810 55 0,533 44 0,013
Hepatomegalia 66 0,098 68 0,438 31 0,269
Esplenomegalia 66 0,069 70 0,092 28 0,807
Inmunofenotipo
Fenotipo B 70 0,021 71 0,019 41 0,040

Pro-B o B nula 54 0,109 69 0,840 25 0,736

B comun 74 0,018 75 0,047 22 0,041

Pre-B 66 0,589 63 0,871 &5 0,520
Fenotipo T 49 0,021 56 0,019 54 0,040

Pre-T (supracortical) 33 0,074 43 0,009 n.a. 0,002

T cortical (comun) 53 0,474 60 0,174 39 0,107

T madura 60 0,586 67 0,928 20 0,654
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Los pacientes pediatricos mayores de 10 afios mostraron peor SG que los
menores de 10 afios y similar a los adultos jévenes (> 14 y < 30 afios) en la
comparacion por pares (P= 0,023 y 0,315, respectivamente). Aunque la tendencia fue
la misma para la SLR, las diferencias no alcanzaron significacion estadistica en la
comparacion por pares (P= 0,225y 0,392, respectivamente). También aumento la tasa
de recidiva (26%) y de respuesta lenta a la quimioterapia (30%) con respecto a los
nifos < 10 afios y fue mas parecida a la de los adultos jovenes. Los pacientes > 65
afos mostraron una alta tasa de mortalidad en la induccién (42%), con supervivencias
inferiores al 10% a los tres afios y una tasa de recidiva del 45%. Los pacientes con
hiperleucocitosis también mostraron SG y SLR inferiores, especialmente aquellos con
leucocitosis > 100 x10%L. Aquellos con mayor grado de anemia y de infiltracion
blastica mostraron mejor prondstico, probablemente por la asociacion de estas
variables a la edad pediatrica. Con respecto al inmunofenotipo, los pacientes con
fenotipo B comun fueron los que mostraron el mejor pronédstico. Los pacientes con LLA

de estirpe T tuvieron en general peor SG y también SLR.

Dado que los pacientes recibieron distintos tratamientos a lo largo del periodo
de estudio y en diferentes centros hospitalarios, se analizaron las posibles diferencias
que pudieran existir en cuanto a supervivencia tanto en nifios como en adultos. No se
observaron diferencias significativas en la supervivencia de los pacientes pediatricos
tratados con los protocolos SHOP-99 vs. SHOP-05 (SG a los tres afios 88% vs. 87%,
P= 0,655; SLR a los tres afios 82% vs. 76%, P= 0,449). Tampoco en los pacientes
adultos diagnosticados antes y después de 2008 (SG a los tres afios 44% vs. 42%, P=
0,909; SLR a los tres afios 55% vs. 54%; P= 0,894). No hubo diferencias significativas

segun el centro donde se diagnostico y se trato el paciente.

5.1.4. Pacientes con estudio genético

En 245 (71%) pacientes se pudieron realizar todos las determinaciones
planteadas en este trabajo. En el resto de pacientes se realizaron sélo los estudios

para los que se disponia muestra, tal y como se refleja en la Tabla 17.
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Tabla 17. Numero de pacientes estudiados para cada una

de las determinaciones planteadas en este estudio.

Pacientes con muestra disponible N= 342 (%)
Estudio citogenético 332 (97)
Estudio de microdeleciones 294 (86)
Estudio de expresion 319 (93)
Estudio de mutaciones 267 (78)
Todos los estudios 245 (72)

5.2. Alteraciones citogenéticas

Se realiz6 estudio citogenético en 332 (97%) pacientes. Dicho resultado fue no
valorable en 86 (26%) de los casos por ausencia de mitosis en las células cultivadas u
obtencion de metafases de mala calidad y/o numero insuficiente para su analisis. Sin
embargo, 14 de ellos mostraron un resultado positivo para los reordenamientos
estudiados mediante FISH o técnicas de biologia molecular, por lo que un total de 260

(78%) casos mostraron un resultado valorable tras el estudio citogenético (Tabla 18).

Tabla 18. Numero de casos con estudio citogenético realizado mediante

cariotipo y técnicas adicionales de FISH y PCR con sondas especificas.

Analisis citogenético realizado n=332 (%)

Cariotipo valorable 246 (74)

Cariotipo no valorable 86 (26)
Estudio mediante FISH o RT-PCR no realizado 39
Estudio mediante FISH o RT-PCR negativo 33
Estudio mediante FISH o RT-PCR positivo 14

*RT-PCR para los reordenamientos de MLL, BCR-ABL y ETV6- RUNX1.

Dicho resultado se clasifico segun las alteraciones encontradas en las
categorias que se muestran en la Tabla 19 y se representan en la Figura 9.

76



Resultados

Otras  cariotipo
numeéricas  Complejo

Tetraploidia \
Triploidia Otras Cariotipo
estructurales Normal

Hiperdiploidia
alta
t(12;21)
(4;11)

1(11923)

t(14q11)
del(9p)  t(14q32)

%(1;19)

Figura 9. Representacion proporcional de los hallazgos citogenéticos

en los pacientes estudiados.

Tabla 19. Resultado del estudio citogenético realizado en los

pacientes de la serie global con muestra disponible para ello.

Hallazgos citogenéticos n=260 (%)
Cariotipo normal 44 (17)
Translocaciones recurrentes 99 (38)
t(9;22)(934;911) 36 (14)
t(4;11)(921;923) 9(3)
Otras t(11q23) 10 (4)
t(12;21)(p13;922) 34 (13)
t(1;19)(923;p13) 3(1)
t(14)(932) 5(2)
t(14)(q11) 2(1)
Oftras alteraciones estructurales conocidas 7 (3)
del(9p) 5(2)
del(6q) 2(1)
Aneuploidias 56 (21)
Haploidia (< 30 cromosomas) 0(0)
Hipodiploidia (30 - 41 cromosomas) 2(1)
Hiperdiploidia alta (> 50 cromosomas) 50 (19)
Triploidia (65 - 80 cromosomas) 3(1)
Tetraploidia (> 81 cromosomas) 1(0,5)
Otras anomalias 54 (21)
Otras alteraciones estructurales 32 (12)
Otras alteraciones numéricas 16 (6)
Cariotipo complejo (= 3 alteraciones) 6 (2,5)
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El hallazgo mas frecuente fue la hiperdiploidia alta (19%), seguida del cariotipo
normal (17%), la t(9;22) (14%) y la t(12;21) (13%). Un 18% de los casos mostro
alteraciones no encuadrables en ninguna categoria (32 y 16 casos con otras

alteraciones estructurales y numéricas).

5.2.1. Alteraciones estructurales

Las alteraciones estructurales mas frecuentes fueron las translocaciones
(n=124), estando 99 (80%) de ellas entre las ftranslocaciones recurrentes

especificadas en la Tabla 19.

La 1(9;22)/BCR-ABL, la t(12;21)/ETV6-RUNX1 y los reordenamientos de
11923/MLL se detectaron en algunos casos tan sélo mediante FISH o RT-PCR, bien
por ser reordenamientos cripticos en el cariotipo (3%, 78% y 6% de los casos,

respectivamente) o por ser casos con cariotipo no valorable (Tabla 20).

Tabla 20. Métodos de deteccion de los reordenamientos clasicos y numero de casos cripticos

en el cariotipo.

. Al t(9;22 t(11923 t(12;21
Reordenamientos clasicos BC(R-A%L (MI(.‘L ) ETV(6-RUN)X1

Método de deteccion

Cariotipo 31 15 6

FISH 4 4 25

RT-PCR 1 0 3
Casos detectados por FISH o RT-PCR

Alteracion criptica por cariotipo 1 1 22

Cariotipo no valorable 4 S 6
Total 36 19 34

Los reordenamientos de 11g23/MLL distintos de la t(4;11) no pudieron ser
identificados en la mayoria de casos, con la excepciéon de dos de ellos con la
t(11;19)(923;p13.3)/MLL-ENL.

El resto de translocaciones (n= 25; 20%) fueron translocaciones no recurrentes
y los puntos de rotura se han sefializado en la Figura 10. Cabe destacar que tres de
ellas afectaron a 9934, donde se ubica el gen ABL [dos casos con t(1;9)(q21;q34) y

uno con {(7;9) (p15;934)]. Uno de los casos con la t(1;9) formaba parte de un subclon
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evolucionado de la clasica t(9;22), pero en los otros dos se descart6 el reordenamiento
BCR-ABL mediante FISH y/o RT-PCR.

Ofras alteraciones estructurales encontradas fueron:

— Presencia de material cromosémico adicional de origen desconocido (add,
n=31): se encontraron dos casos en la region 14q32/IGH, por lo que fueron
clasificados como t(14)(q32) aunque la pareja translocada no se pudiera
identificar. En otros dos casos, la adicion de material se localizdé en 11923,

pero la implicacion de MLL se descarté por FISH.

— Inversiones (inv, n=3): se encontraron una inversion pericentromérica del
cromosoma 2 y dos casos con inv(14)(q11g32) de inmunofenotipo B. Estos
ultimos fueron clasificados dentro de los reordenamientos de 14g32.

— Isocromosomas (i, n=5): se encontraron dos casos con i(9q), un caso con

i(Xp), un caso con i(7q) y un caso con i(8q).

— Deleciones (del, n=31): las mas frecuentes fueron las del(6q) (n= 7),
seguidas de las del(9p) (n= 6) y las del(11q) (n= 3). Dos de ellas finalizaron
en 11g23: en una de ellas [del11(q13-23)] se hall6 11923/MLL reordenado

y en la otra no.
— Duplicaciones (dupp, n=2): ambas implicando el brazo largo del cromosoma
1 (921-qg44).

En la Figura 10 se representan, junto con las translocaciones, los casos de add
e inv, ya que todas ellas conllevan reordenamientos génicos, mientras que en la Figura
11 se representan las dup y del, asi como los isocromosomas, ya que suponen

ganancia o pérdida de material cromosémico.
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Figura 10. Puntos de rotura cromosémica de los reordenamientos no establecidos hallados en
la serie global. Los asteriscos verdes muestran los puntos de rotura de las translocaciones (n=
50 puntos de rotura de 25 translocaciones). Los naranjas, los puntos donde se hall6 material
adicional no identificable (add; n=31). Los morados, los puntos de corte de la inversién (inv;
n=3). En seis casos no se especifico la banda implicada en el reordenamiento, por lo que el

asterisco se ha colocado en la base del cromosoma.
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Figura 11. Localizacion de las ganancias y pérdidas de material observadas en el estudio del
cariotipo de la serie global. En rojo aparecen las deleciones a la derecha del cromosoma
afectado. En azul y a la izquierda, las ganancias. Los cinco isocromosomas hallados en la serie
se han representado a la izquierda del cromosoma implicado como una barra en rojo en el

brazo perdido y en azul en el brazo duplicado.

5.2.2. Alteraciones numeéricas

La distribucion de los pacientes seguin el nUmero de cromosomas mostrd una
agrupacion bimodal: una mayoria de pacientes en torno a los 45 -48 cromosomas y
otro grupo de pacientes en torno a 55 cromosomas (Figura 12). La hiperdiploidia alta

fue la alteraciébn numérica mas frecuente (n=50; 19%).
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Figura 12. Representaciéon del nimero de cromosomas hallado en los casos con citogenética
valorable de la serie global. Agrupacion bimodal con mayoria de cariotipos en torno a la

diploidia (46 cromosomas) y la hiperdiploidia alta (55 cromosomas).

No se halld ningun caso con cariotipo haploide. En cuanto al resto de
aneuploidias, también fueron poco frecuentes (Tabla 19), si bien algunos casos mas

se clasificaron en base a las translocaciones recurrentes coexistentes.

El grupo con oftras alteraciones numéricas incluyd aquellos con numero de
cromosomas comprendido entre 42 — 45 (hipodiploidia alta, n= 5), 47 — 49
(hiperdiploidia baja, n= 9) y también aquellos con ganancias y pérdidas cromosémicas
pero con numero final de cromosomas de 46 (pseudodiploidias, n= 2). Dieciséis
pacientes mas asociaron otras alteraciones estructurales no recurrentes [hipodiploidia
alta (n= 7), hiperdiploidia baja (n= 7) y pseudodiploidia (n= 2)] y se clasificaron en
dicho grupo. Once (4,2%) de estos pacientes cumplieron los criterios de cariotipo

monosomico.

Los cromosomas mas frecuentemente ganados fueron X, 4, 6, 8, 10, 14, 17, 18
y 21 (Figura 13). El cromosoma 21 se hall6 en tetraploidia en 31 casos y en
pentaploidia en tres casos.

82



Resultados

Htrisomia  tetrasomia M pentasomia

50 n

X Gy Gl (2 (03 4 (o5 6 (o7 (8 (n9 (10 Ol Cr12 (r13 €4 (15 (16 (17 18 €19 €20 el .22

Figura 13. Cromosomas adicionales hallados en el estudio de citogenética convencional en la

serie global.

Las pérdidas cromosomicas fueron menos frecuentes que las ganancias (n=55
vs. 347, respectivamente). Los cromosomas monosémicos hallados con mayor

frecuencia fueron los sexuales junto con el 9, el 13 y el 20 (Figura 14).

-
<

@ B N W oA ;N XD

X CrY €r1 Cr.2 €r.3 Cr.4 Cr.5 Cr6 Cr.7 Cr8 Cr.9 Cr10Cr.11Cr12Cr.13Cr.14Cr. 15Cr. 16Cr. 17Cr. 18Cr. 19 Cr. 20Cr. 21Cr. 22

Figura 14. Monosomias halladas en el estudio de citogenética convencional en la serie global.

5.2.3. Concurrencia de alteraciones

Algunos pacientes presentaron de manera concurrente mas de una de las
alteraciones enumeradas en la Tabla 19. En la Figura 15 se muestra el nimero de
casos de cada una de las concurrencias encontradas, pero ninguna mostré una
asociacion estadisticamente significativa. Se han indicado aquellos casos con = 5
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alteraciones y presencia de translocaciones recurrentes en la linea de cariotipo

complejo, motivo por el cual aparecen sombreados.

Cariotipo
(9;22) 36 t(411)
t(4;11) 9

(11q23)

(12;21)
t(1;19)

1(14932)

t(14q11)
del(9p)
del(6q)
Hipod.

Hiperdip.

[
b

t(1;19)
3
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Trip.
Estruct.
0 36
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Tetrap.
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Figura 15. Concurrencia de distintas alteraciones en un mismo caso. Hipod: hipodiploidia;
Hiperdip: hiperdiploidia; Trip: Triploidia; Tetrap: tetraploidia; Estruct: otras alteraciones

estructurales; Num: otras alteraciones numéricas; CC: cariotipo complejo.

5.2.4. Asociacién de cada uno de los hallazgos citogenéticos con las

caracteristicas clinico-biolégicas

Se compararon las variables estudiadas con cada subgrupo citogenético que
albergd un minimo de cinco pacientes, y se encuentran recogidas en las Tablas
Suplementarias (Tabla Suplementaria 1 -Tabla Suplementaria 12). A continuacion se

detallan los hallazgos mas relevantes.

Los pacientes con fenotipo T mostraron un cariotipo no valorable con mayor

frecuencia que el resto de pacientes (38% vs. 19% respectivamente; P= 0,007).

La edad de los pacientes se asoci6 significativamente con los hallazgos

citogenéticos (Figura 16).
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Figura 16. Representacion proporcional de los hallazgos citogenéticos segun la edad.

Las asociaciones con mayor significacion estadistica fueron:

los reordenamientos de MLL y la edad < 1 afio (57% vs. 1% en el resto

de pacientes; P=0,001),

la t(9;22) que aument6 de manera proporcional a la edad (3% de los
casos pediatricos, 6% de los adultos jovenes, 33% de los adultos de 30
a 65 afos y 40% de los mayores de 65 afios; P< 0,001),

— la t(12;21) y la hiperdiploidia alta, que se presentaron de manera
exclusiva o predominante en la edad pediatrica (100% y 76%,

respectivamente; P< 0,001) y

el cariotipo complejo que soélo se dio en adultos y predominantemente

adultos jévenes (67% de los casos, P=0,011).

Otras diferencias relevantes fueron la mayor frecuencia de hiperleucocitosis en
los pacientes con reordenamientos de MLL (58% con leucocitos >100x10%L vs. 8% en
el resto de pacientes, respectivamente; P< 0,001) y también mayor frecuencia de
hepatoesplenomegalia (60% vs. 27% en el resto de pacientes; P= 0,009).

El fenotipo inmunolégico se asoci6 a algunas alteraciones citogenéticas

concretas (Figura 17).
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Figura 17. Representacion proporcional de la frecuencia del subtipo
inmunofenotipico de cada uno de los hallazgos citogenéticos. CN: cariotipo
normal; Hiperdip: Hiperdiploidia alta; O. estr.: Otras alteraciones estructurales;

O. num.: Otras alteraciones numéricas; CC: cariotipo complejo.

En concreto, el 42% de los pacientes con fenotipo T mostraron un cariotipo
normal, frente al 14% de los pacientes con fenotipo B (P= 0,001). Los pacientes con
t(9;22), 1(12;21), hiperdiploidia alta y reordenamientos de 1432 mostraron con mayor
frecuencia fenotipo B-comun (72%, 78%, 79% y 100%; P= 0,045, P= 0,005, P= 0,003
y P= 0,064, respectivamente). Por el contrario, los pacientes con reordenamientos de
11923 mostraron fenotipo pro-B en un 74% de los casos vs. 7% del resto de pacientes
(P<0,001).

Los pacientes con t(12;21) y con hiperdiploidia alta destacaron claramente por
su mejor pronostico (para la t(12;21), SG a los 3 afios del 100% y SLR del 93% vs.
60% y 66% en el resto de pacientes; P< 0,001 y P=0,005, respectivamente; y para la
hiperdiploidia alta, SG a los 3 afios del 80% y SLR del 87% vs. 63% y 66% en el resto
de pacientes; P= 0,034 y P=0,017, respectivamente). Los pacientes con 1(9;22)
mostraron peores supervivencias en comparacion con el resto de pacientes (SG a los
3 afios del 42% y SLR del 47% vs. 70% y 71% en el resto de pacientes; P= 0,009 y
P=0,017, respectivamente), pero no con respecto a los pacientes con cariotipo normal
(67% y 63%; P= 0,233 y P= 0,320, respectivamente). Los pacientes con t(4;11)
mostraron peor pronoéstico que el resto de pacientes (SG a los 3 afios del 33% y SLR
del 50% vs. 66% y 70%; P= 0,020 y P= 0,093, respectivamente), y no lo hicieron los
demas pacientes con otros reordenamientos de MLL (89% y 63%; P= 0,219 y P=

0,447, respectivamente). Los pacientes con cariotipo complejo también mostraron una
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SG a los 3 afios inferior al resto de pacientes (20% vs. 67%, respectivamente; P=
0,003).

5.2.5. Grupos de riesgo citogenético

En funcion de las alteraciones encontradas, los pacientes se estratificaron en
grupos de riesgo citogenético. La edad influyé significativamente en la presencia de
algunas alteraciones y la proporcion de pacientes con alteraciones consideradas de
alto riesgo, riesgo intermedio o riesgo estandar (Figura 18). La edad también influyé
notablemente en la supervivencia y la respuesta al tratamiento (Tabla 15 y Tabla 16).
Por ello, se emplearon estratificaciones diferentes para los pacientes en edad

pediatrica y en edad adulta.

100% -
90% -
80% -
70% -
60% 1 m AR
50% -
40% A ERI
30% - = RE
20% -
10%

0%

<lafio >1-9 10-14 15-30 31-64 265

anos anos anos anos anos
Figura 18. Relacion de grupos de riesgo citogenético del MRC en funcion de la
edad. AR: alto riesgo; RI: riesgo intermedio; RE: riesgo estandar. La unica
diferencia entre la estratificacion de riesgo del grupo SHOP y del MRC es la
asignacion de riesgo estandar/favorable al cariotipo normal en el grupo SHOP y

riesgo intermedio en el MRC.

Para los pacientes pediatricos se utilizé la clasificacion empleada por el grupo
SHOP, especificada en la seccion de Material y Métodos en la Tabla 8. Esta
clasificacion separo tres grupos de pacientes: los de riesgo estandar (n=88, 53%), los
de riesgo intermedio (n= 65, 39%) y los de alto riesgo (n=14, 8%). Los tres grupos

mostraron diferencias para la supervivencia global (SG a los tres afios 94%, 83% vy

87



Resultados

57%, respectivamente; P< 0,001) y para la probabilidad de recaida (SLR a los tres
afios 89%, 73% y 39%, respectivamente; P< 0,001) (Figura 19).
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Figura 19. Curvas de supervivencia de los pacientes pediatricos segun los grupos

de riesgo citogenético del SHOP.

Para los pacientes en edad adulta se utilizé la clasificacién propuesta por el
MRC (Tabla 4), por ser esta la serie mas amplia estudiada en la edad adulta. Sin
embargo, no se hallaron diferencias significativas entre los tres grupos (Figura 20), ni

tampoco para el grupo de alto riesgo individualmente. Al seleccionar los pacientes

adultos < 65 afios siguiod sin reproducirse la estratificacion prondéstica propuesta.

" — Riesgoestindar L | = Rissgosstindsr
i‘ == RiesgoIntermedio == Riesgolntemedia
‘i\ = ito Riesgo — o Riesgo
084 L \
_\‘t e
B! N
08 1{‘" 057 ‘L "} . =
3 P
ey
o T: —~—— . 04
0 ! o
or] Fens oo P=ns.
1 T T T T T T T T T
[] ) 10 15 m % 0 10 " m

$6

Figura 20. Curvas de supervivencia de los pacientes adultos segun los grupos

de riesgo citogenético del MRC. No se observaron diferencias estadisticamente

significativas para ningunos de los grupos, ni en la SG ni en la SLR.
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Al excluir a los pacientes con la 1(9;22) y a los mayores de 65 afios, si se

consigui6 diferenciar al grupo de alto riesgo [t(4;11), hipodiploidia/casi tetraploidia y

cariotipo complejo] del resto de pacientes (riesgo intermedio y estandar) para la SG

(Figura 21). Sin embargo, tampoco en esta poblacién se reprodujo la estratificacion del

MRC para la SLR (54% a los tres afios en el grupo de riesgo estandar e intermedio vs.
58% en el de alto riesgo; P= 0,530) o la CIR (33% vs. 40%, respectivamente; P=

0,641).
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Figura 21. Curvas de SG y SLR en los pacientes adultos <65 afios con LLA

Philadelphia negativa segun los grupos de riesgo citogenético del MRC.

Cuando se testd esta estratificacion en los pacientes que no recibieron un

trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos en primera remision completa,

si se pudieron distinguir los diferentes grupos de riesgo para la SLR (100% vs. 57% vs.

25% de SLR a los 3 afios para los pacientes de riesgo estandar vs. intermedio vs. alto;
P=0,001) y CIR (0% vs. 33% vs. 70%, respectivamente; P= 0,002), pero no para la

SG (Figura 22).
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Figura 22. Curvas de SLR y SG para los grupos de riesgo citogenético del MRC

en los pacientes que no recibieron TPH en RC1.

5.3. Alteraciones en IKZF1

En todos los pacientes con muestra disponible se estudi6 la expresion (n=319,
93%), las deleciones intragénicas (n=294, 86%) y la presencia de mutaciones en el

gen IKZF1 (n=267, 78%), tal y como se muestra a continuacion.

Ademas de los controles sanos pertinentes, también se estudié este gen en la
linea celular RCH-ACV, de fenotipo pre-B y con la t(1;19)(g23;p13) y +8 en el estudio
citogenético. El patron de expresion de esta linea celular fue normal y no se hallaron ni

deleciones intragénicas ni mutaciones.

5.3.1. Patrén de isoformas

Se estudiaron un total de 319 (93%) pacientes. En ellos, se consiguieron
discriminar con claridad las siguientes isoformas de IKZF1 en el gel de agarosa: La
isoforma Ik1, que genera una banda a la altura de 945pb con los cebadores utilizados;
la isoforma k2, de 684pb; la isoforma Ik4, de 558pb y la isoforma mas corta, 1k6, de
255pb, que de hallarse como isoforma predominante, se consideré patolégica.

En algunos casos, la expresion de Ik6 se encontrd junto con expresion tenue
de las isoformas largas. Este hecho se ha relacionado con el porcentaje de blastos
hallado en MO (lacobucci, Blood 2008), por lo que se consideraron positivos aquellos
casos con expresion mayoritaria de la isoforma |k6, aunque pudieran apreciarse

isoformas largas en escasa cuantia (Figura 23).
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En 36 (11%) pacientes se encontro la expresion mayoritaria de la isoforma Ik6.
En 3 (1%) casos se hall6 ausencia de la expresion de cualquier isoforma, pese a la
correcta amplificacion del gen control (ABL). En el resto de pacientes (280; 88%) se
hallé un patréon normal de coexpresion de isoformas con predominio claro de isoformas

largas.

LC 1 ¢2 ¢3 c4 <5 c6 c7 +

[

‘ ) 1K1 (045 ph)
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653 pb - (684 ph)
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Figura 23. Gel de agarosa con los productos de PCR tras amplificaciéon del cDNA con primers
especificos para amplificar las diferentes isoformas del gen IKZF1. M: marcador de peso
molecular; B: blanco, producto de PCR sin cDNA; LC: linea celular RCH-ACV que muestra un
patron de isoformas normal, con predominio de isoformas largas, c1, c3, c4 y c7: casos con
expresion de isoformas normales; c2: caso con ausencia de expresion de IKZF1, que se
correlacion6é con delecion homocigota del gen completo; c5 y c6: casos con expresion de la
isoforma corta k6 de manera exclusiva o mayoritaria, respectivamente; +: control positivo; -:

control negativo.

La expresion andmala de IKZF1 se hall6 s6lo en casos de fenotipo B y se
asoci6é con la 1(9;22) en el cariotipo [15 (43%) casos con la 1(9;22) vs. 24 (9%) con
resto de alteraciones; P< 0.001]. Estos pacientes con expresion anomala de IKZF1 se
asociaron también a edad avanzada, ademas de presentar con mayor frecuencia una

respuesta lenta al tratamiento de induccion y supervivencias mas cortas (Tabla 21).

Tabla 21. Asociacion de la expresion de isoformas de IKZF1 con las variables estudiadas.

Expresion anémala* Expresion

Expresion del gen IKZF1 n (%) normal n (%) P
n=319 39 (12) 281 (88)
Caracteristicas demograficas
sexo masculino 24 (63) 157 (56) 0,499
edad (afios), media 34 21 < 0,001
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Expresion anémala* Expresién

Expresion del gen IKZF1 n (%) normal n (%) 2
<1 afio 0(0) 7(3) 0,408
>1 -9 afios 4 (10) 131 (46) < 0,001
10 - 14 afios 3(8) 17 (6) 0,434
15 - 30 afios 13 (34) 44 (16) 0,010
31 - 64 afios 12 (32) 69 (24) 0,462
2 65 arfios 7 (18) 12 (4) 0,004
Caracteristicas clinico-biolégicas
Leucocitos (x1 09/L), media 58,2 41,8 0,278
Hemoglobina (g/dL), media 9,5 8,7 0,095
Plaquetas (x10%/L), media 85 86 0,939
Blastos en MO (%), media 84 87 0,344
Creatinina 2 1,2 mg/dL 4 (11) 19 (7) 0,299
Acido urico elevado 8 (27) 40 (17) 0,154
LDH elevada 30 (79) 205 (78) 0,857
Infiltracion del SNC 0 (0) 7(3) 0,359
Masa mediastinica 0 (0) 5(9) 0,237
Adenopatias 9 (28) 39(22) 0,635
Hepatomegalia 6 (19) 52 (30) 0,137
Esplenomegalia 5(16) 60 (64) 0,057
Inmunofenotipo B 39 (100) 240 (87) 0,006
Pro-B o B nula 5(13) 28 (10) 0,354
B comun 22 (58) 168 (60) 0,963
Pre-B 9 (24) 44 (16) 0,310
Citogenética
No valorable 6 (16) 59 (21) 0,594
Cariotipo Normal 6 (16) 35 (12) 0,359
1(9;22) 15 (38) 20 (7) < 0,001
t(11923) 1(3) 17 (6) 0,342
t(12;21) 0(0) 33 (12) 0,012
Hiperdiploide 4 (10) 43 (15) 0,592
Otras alt. numéricas 2 (5) 18 (6) 0,566
Otras alt. estructurales 5 (16) 30 (14) 0,496
Cariotipo Complejo 0 (0) 6 (2) 0,464
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 12 (39) 51 (20) 0,023
Tasa de RC 32 (89) 254 (96) 0,073
Resistencia 4(11) 10 (4) 0,073
Mortalidad 3(8) 14 (5) 0,349
Supervivencia
SG a los 3 afios 46% 70% 0,003
SLR a los 3 afios 47% 73% 0,026
CIR a los 3 afios 37% 26% 0,444

*Expresién de 1k6 (n=36) o ausencia de expresion (n=3)
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5.3.2. Deleciones intragénicas

Se estudiaron un total de 294 (86%) pacientes. Sesenta y nueve (24%)
pacientes mostraron deleciones del gen IKZF1, siendo ocho de ellas (12%)
homocigotas y el resto heterocigotas (Tabla 22 y Figura 24). Ademas, se hallaron 3
casos con ganancias correspondientes a casos con hiperdiploidia alta en el estudio del

cariotipo (n=2) o cariotipo no valorable (n=1).

Dominios de unidn al ADN Dominios de dimerizacidn
Pt Exones de IKZF1
ffffffff e G il
1 2 3 4 5 6 7 8

l

tExén no codificante

Figura 24. Representacion grafica de la estructura del gen IKZF1 que muestra la extension de
cada una de las deleciones halladas en la serie global. El asterisco marca los casos con
reordenamiento BCR-ABL. Las barras abarcan la extensién de la delecion en cada uno de los
casos. En azul se representan los casos con expresion normal; en verde los casos con
expresion de la isoforma ik6 de manera mayoritaria; en rosa aquellas con ausencia de
expresion; en gris aquellas sin datos de expresion. Ademas, se han coloreado en oscuro las

deleciones homocigotas.
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Se encontraron dos tipos de deleciones: las que abarcaron todos o
practicamente todos los exones del gen (mas de cinco exones seguidos) (n=26; 38%)
y las parciales, que comprendieron de dos a cinco exones contiguos (n=43, 62%). La
delecién mas frecuente fue la de los exones 4 al 7, que se hallé en 30 (43%) casos
(tres junto con delecidon completa en el otro alelo y una con delecién discontinua del
exoén 1), seguida de ocho (12%) casos con delecién completa de todo el gen. Dos

casos mostraron deleciones discontinuas (exones 1,4-7 y 1,4-8).

Tabla 22. Casos hallados con deleciéon en dos o mas exones del gen.

Exones delecionados hgteelreocc:ic;ﬁ: s hg;':é?;;sa s Total (%)
Deleciones completas o casi completas
1-8 8 0 12
1-7 3 0 4
1-6 1 0 1
2-8 3 1 4
4-7/2-8 B 5 4
2-7 8 3 12
Total 26 7 38
Deleciones parciales
4-7 29 1 42
1,4-7 1 0 1
4-8 6 0 9
1,4-8 1 0 1
2-3 2 0 3
6-7 2 0 3
2-5 1 0 1
6-8 1 0 1
Total 43 1 62
Total 69 8 100

En la Tabla 23 se muestran las caracteristicas principales de los pacientes con
y sin delecion en el gen IKZF1. Los pacientes con delecidon fueron significativamente
mas mayores y ninguno presentdé masa mediastinica al diagnéstico. Todos ellos
mostraron fenotipo B y se asociaron a la t(9;22) [20 (61%) pacientes con 1(9;22) y 46
(17%) con otras alteraciones; P< 0,001]. Ademas, mostraron con mayor frecuencia
una respuesta lenta al tratamiento de induccion y supervivencias mas cortas (Figura
25).
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Tabla 23. Caracteristicas principales de los pacientes con delecion de IKZF1

en la serie global.

Delecionado No delecionado

Delecion de IKZF1 n (%) n (%) P
n=294 69 (20) 228 (81)
Caracteristicas demograficas
Sexo masculino 40 (61) 132 (58) 0,801
Edad (afios), media 36 21 < 0,001
<1 afio 0(0) 7 (3) 0,165
>1-9 afios 9 (14) 103 (45) < 0,001
10 - 14 afios 2 (5) 2 (3) 0,499
15 - 30 afios 20 (30) 40 (18) 0,036
31 - 64 afios 27 (41) 56 (25) 0,015
> 65 afos 10 (12) 11 (5) 0,039
Caracteristicas clinico-biologicas
Leucocitos (x1 09/L), media 411 48,3 0,556
Hemoglobina (g/dL), media 9,3 8,6 0,058
Plaquetas (x1 09/L), media 74 89 0,165
Blastos en MO (%), media 86 86 0,898
Creatinina = 1,2 mg/dL 6 (9) 17 (8) 0,429
Acido urico elevado 12 (23) 33 (18) 0,229
LDH elevada 51 (80) 164 (77) 0,419
Infiltracion del SNC 0(0) 8 (4) 0,109
Masa mediastinica 0 (0) 9 (20) 0,010
Adenopatias 10 (16) 41 (28) 0,086
Hepatomegalia 10 (17) 48 (33) 0,027
Esplenomegalia 12 (20) 54 (37) 0,009
Inmunofenotipo B 69 (100) 184 (82) < 0,001
Pro-B o B nula 6 (9) 26 (11) 0,759
B comun 52 (77) 116 (51) < 0,001
Pre-B 8 (12) 40 (17) 0,389
Citogenética
No valorable 14 (21) 43 (19) 0,395
Cariotipo Normal 9 (14) 30 (13) 0,531
t(9;22) 20 (30) 13 (6) < 0,001
t(11923) 0(0) 18 (8) 0,009
t(12;21) 1(1) 30 (13) 0,013
Hiperdiploide 5(8) 34 (15) 0,180
Otras alt. numéricas 3(4) 8 (3) 0,465
Otras alt. estructurales 11 (17) 19 (8) 0,082
Cariotipo Complejo 0 (0) 6 (3) 0,214
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 19 (36) 40 (20) 0,025
Tasade RC 56 (92) 207 (96) 0,172
Resistencia 5(8) 9(4) 0,172
Mortalidad 5(8) 10 (4) 0,233
Supervivencia
SG a los 3 afios 41% 69% < 0,001
SLR a los 3 afios 45% 73% < 0,001
CIR a los 3 afios 41% 24% 0,003
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Figura 25. Curvas de supervivencia de los pacientes con y sin delecion de IKZF1 en la

serie global.

5.3.3. Mutaciones exénicas

Se realizd estudio de mutaciones en los siete exones codificantes del gen
IKZF1 en 267 (78%) pacientes. Seis pacientes tenian mutaciones (2%): tres en el exé6n
5 (una mutacion puntual y dos mutaciones con cambio en la pauta de lectura) y tres en
el exé6n 8 (una mutacion sin sentido y dos mutaciones puntuales, una sinénima y otra
no sinénima) Las principales caracteristicas de los pacientes, asi como la
nomenclatura y localizacién de cada una de ellas se detallan en la Tabla 24 y en la
Figura 26).

Tabla 24. Principales caracteristicas de los pacientes con mutaciones en IKZF1.

Mutacién Edad IF Cariotipo SG (m) Evolucion
c.474_491del; 45,XX,-15[3)/ Muerte por
p.N159fs 18 ProB 46 XX[17] 34 toxicidad
¢.570delC; B .
p.G190fs 23 comun 46,XX[20] 11,7 Recaida
.575T>C; 46,XY,1(9;22)(q34;911
c 51  Pro-B (9:22)(q34;911) 18,6 Muerte por
p.L192P [10]/46,XY[10] infeccion
c. 972 _973CG>GT; 46,XX,add(9)(p22)[19)/ ) )
p.A324A E325* 68 Pre-B 46 XX[1] 4,27 Resistencia
c.1240C>T; 45,XX,-8,der(9) Muerte por
p.L414L 24 PreB y8.9)q13:p21)[15] e toxicidad
c.1540C>T; p.H514Y 60 B, n.d. 4.1 Resistencia
comun

IF: inmunofenotipo; n.d.: no disponible.
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Figura 26. Localizacion de las mutaciones halladas en la serie global. Los cuadrados

grises representan los dominios C2H2 de la proteina. La extension de los exones 5y 8

se han sombreado en gris.

Ninguna de las mutaciones coincidié con las descritas previamente en LLA por
otros autores, ni con las publicadas en COSMIC v74 (Catalogue Of Somatic Mutations
In Cancer) pero se localizaron en las mismas regiones del gen (dominios de dedos de

zinc, exones 5 y 8) que las descritas por otros autores.

En el caso de la mutacion G190fs, la hebra mutada fue amplificada
mayoritariamente, apareciendo como una mutacién en homocigosis y la escasa
proporcién de alelo normal se atribuy6 a la infiltracion no leucémica de la muestra
(86% de blastos). En los casos de las mutaciones N159fs y E325% los pacientes
presentaron de manera concomitante delecion de los exones 4 al 7. En el primer caso,
dado que la mutacion se hallé en el exén 5 y uno de los alelos estaba delecionado,
probablemente el clon mutado fuera un subclén del clon mayoritario portador de la
delecioén. En el caso de la mutacién E325*, localizada en el exén 8, deducimos que la
mutacion se hallaba en el alelo no delecionado, ya que se encontré expresion de la

isoforma k6. En el resto de casos, las mutaciones se mostraron en heterocigosis.

Como hallazgo adicional al estudio mutacional, se encontraron algunos SNPs

descritos previamente que vienen detallados en la Tabla 25.
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Tabla 25. Caracteristicas de los SNPs hallados en el estudio mutacional en la serie global.

. L. . Cambio SNP
SNP Tipo de variacion Localizacién de base Casos database
rs61731355  sinonimo (p.P334p) 20400089 o n gov(30.3%)  14,9%
(exdn 8)
rs61731356  sinénimo (p.N392N) 7:(52;2105?3 c>T 12 (4,5%) 5,9%
o 7:50382722
(7789106 intrénico ionsg  TC 6 (2,3%) 3,8%

*Ocho casos mostraron el SNP en homocigosis.

Estos SNPs se hallaron en frecuencia similar a la descrita en repositorios
publicos, con la excepcion del SNP rs61731355 que se encontr6 con mayor
frecuencia, si bien este estudio no ha sido disefiado para analizar variaciones

poblacionales. Ninguno de ellos ha sido relacionado con susceptibilidad a LLA.

Al no disponer de las muestras necesarias, no se han podido realizar estudios
para averiguar los cambios proteicos derivados de las mutaciones encontradas. Sin
embargo, se podria predecir que las mutaciones con cambio en el marco de lectura y
codédn stop conllevarian la formacion de proteinas anémalas (la N159fs y la G190fs sin
capacidad de unién al ADN y la E325* sin dominios de dimerizacién) y las mutaciones
puntuales halladas en los dedos de zinc (L192P y H514Y) provocarian disfuncién en la
unién al ADN o una localizacién anémala de la proteina en la célula. Por ello estas
mutaciones se han tenido en cuenta a la hora de analizar aquellos pacientes con
IKZF1 alterado.

Por el contrario, las variaciones intronicas o sinbnimas no se han tenido en

cuenta en los analisis por no producir anomalias esperables en el transcrito del gen.

5.3.4.Correlacion de las diferentes alteraciones en IKZF1

En total 78 (26%) pacientes de aquellos evaluables (n= 300; 294 con todos los
estudios mas 6 con expresion de 1k6 sin muestra de DNA) presentaron una alteracion
en IKZF1 (Tabla 26). En 11 de ellos se detecté una anomalia en los dos alelos del gen,
provocando una ausencia total de proteina normofuncionante. En los otros 67 casos,
s6lo uno de los alelos se hall6 alterado, y fue la expresién de la isoforma dominante
negativa Ik6é (n=34) o un probable mecanismo de haploinsuficiencia (n= 33) lo que
provoco un fenotipo anémalo (Tabla 26).
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Tabla 26. Correlacién de las distintas alteraciones encontradas en el estudio del gen IKZF1y el

fenotipo anémalo esperable provocado por las mismas.

D Mutacion Expresion Fenotipo anémalo esperable n= 300
(exones)
Alteracion heterocigota 67 (22%)
1,4-7 k6 isoforma dominante negativa 1
1,4-8 normal haploinsuficiencia 1
1-6 normal haploinsuficiencia 1
1-7 normal haploinsuficiencia 3
1-8 normal haploinsuficiencia 8
2-3 normal haploinsuficiencia 2
2-5 normal haploinsuficiencia 1
2-7 normal haploinsuficiencia 5
2-8 normal haploinsuficiencia 2
4-7 k6 isoforma dominante negativa 26
4-8 normal haploinsuficiencia 6
6-7 normal haploinsuficiencia 2
6-8 normal haploinsuficiencia 1
0 p.L192P normal haploinsuficiencia 1
0 p.H514Y normal haploinsuficiencia 1
- k6 isoforma dominante negativa 6
Alteracion homocigota 11 (4%)
2-7 ausencia/normal® ausencia de proteina 3
2-8 ausencia ausencia de proteina 1
4-7 p-E3257 Ik6 neggg\jg;?:pﬁo?rgﬂﬁgfncia 1
ol B 1% neglsﬁigzrr?:pﬁcggﬂt?gfncia !
4-7 k6 isoforma dominante negativa 1
e Ik6/ausencia’ neglsgig;?:pﬁgrrgﬂfai‘;:eencia &
0 p.G190fs normal® ausencia de proteina 1
Total 78 (26%)

TEn un caso se hallo expresién mayoritaria de Ik6, en otro ausencia de expresion y en otro no
se pudo analizar la expresion.
* Probable expresion normal de la poblacion no tumoral de la muestra.

5.3.5. Asociacion con las caracteristicas clinico-biologicas y el pronostico

Las principales caracteristicas de los pacientes con alteraciones en IKZF1 se
comparan con el resto de pacientes en la Tabla 27. También se han analizado las
diferencias entre los pacientes con alteraciones homocigotas y heterocigotas en la
Tabla 28.
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Tabla 27. Principales caracteristicas de los pacientes con y sin alteraciones en IKZF1.

IKZF1 IKZF1
alterado no alterado P
n= 300 n=78 (26%) n=222 (74%)
Caracteristicas demograficas
sexo masculino 45 (58) 131 (59) 0,945
edad (afhos), media 36 20 <0,001
<1 afio 0(0) 7 (3) 0,119
>1-9 arios 11 (14) 103 (46) <0,001
10 - 14 afios 4 (5) 11 (5) 0,578
15 - 30 afios 23 (29) 38 (17) 0,030
31 - 64 afios 29 (37) 54 (24) 0,042
> 65 afos 11 (14) 9 (4) 0,005
Caracteristicas clinico-biologicas
Leucocitos (x10%/L), media 46,4 48,1 0,884
Hemoglobina (g/dL), media 9,3 8,6 0,044
Plaquetas (x10%/L), media 81 88 0,549
Blastos en MO (%), media 85 86 0,658
Creatinina = 1,2 mg/dL 6 (8) 17 (8) 0,994
Acido urico elevado 14 (23) 33 (18) 0,367
LDH elevada 59 (80) 162 (78) 0,741
Infiltracion del SNC 0(0) 8 (5) 0,074
masa mediastinica 0 (0) 9 (21) 0,005
Adenopatias 14 (21) 39 (28) 0,366
Hepatomegalia 10 (15) 48 (34) 0,008
Esplenomegalia 13 (20) 53 (38) 0,013
Inmunofenotipo B 78 (100) 178 (82) <0,001
Pro-B o B nula 7(9) 25 (11) 0,727
B comun 57 (73) 113 (51) 0,001
Pre-B 12 (15) 39 (17) 0,790
Citogenética
No valorable 16 (20) 43 (19) 0,472
Cariotipo Normal 10 (13) 29 (13) 0,956
t(9;22) 25 (32) 10 (4) <0,001
t(11923) 1(1) 17 (8) 0,029
t(12;21) 1(1) 30 (14) 0,005
Hiperdiploide 6 (8) 34 (15) 0,131
Otras alt. Numéricas 4 (5) 8 (4) 0,799
Otras alt. estructurales 11 (14) 19 (8) 0,120
Cariotipo Complejo 0(0) 6 (3) 0,161
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 21 (34) 38 (19) 0,030
Tasa de RC 66 (90) 203 (97) 0,041
Resistencia 7 (10) 7 (3) 0,041
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IKZF1 IKZF1

alterado no alterado P
Mortalidad 5 (6) 10 (4) 0,351
Supervivencia
SG a los 3 afios 43% 70% <0,001
SLR alos 3 afios 45% 74% <0,001
CIR a los 3 arfios 41% 23% 0,004

La frecuencia de estas alteraciones aumentd progresivamente con la edad de
manera significativa, e incluso esta asociacion se detect6 mas en el caso de las
alteraciones heterocigotas, que no se hallaron en ningun paciente <10 afios (Figura
27). Se encontrd una asociacién significativa con la t(9;22), que estuvo presente en un
tercio de los casos (P< 0.001). Todos los casos fueron de fenotipo B, frecuentemente

B-comdun.

45

20 30 30

‘10 ==

<1afio >1-9afios 10-14afios 15-30afios 31-64aflos =265 afios

W% IKZF1 en homocigosis % IKZF1 en heterocigosis % IKZF1 no alterado

Figura 27. Frecuencia de las alteraciones de IKZF1 segun la

edad. Porcentajes mostrados en las barras (P< 0.001).

Tabla 28. Principales caracteristicas de los pacientes con alteraciones homocigotas y

heterocigotas en IKZF1.

Alteracion IKZF1 Alteracion IKZF1 p
homocigota heterocigota
n=78 n=11 (4%) n= 67 (22%)
Caracteristicas demograficas
sexo masculino 7 (64) 38 (57) 0,465
edad (afios), media 40 85 0,549
<1 afio 0(0) 0(0) -
>1-9 afos 0(0) 11 (16) 0,165
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Alteracion IKZF1 Alteracion IKZF1 p
homocigota heterocigota
10 - 14 afios 1(9) 3(4) 0,463
15 - 30 afios 4 (36) 19 (28) 0,414
31 - 64 afios 4 (36) 25 (37) 0,616
> 65 arfios 2(18) 9 (13) 0,484
Caracteristicas clinico-biolégicas
Leucocitos (x10%/L), media 27,5 49,5 0,387
Hemoglobina (g/dL), media 8,8 9,4 0,508
Plaquetas (x10%/L), media 35 88 < 0,001
Blastos en MO (%), media 84 86 0,709
Creatinina = 1,2 mg/dL 1(10) 5(8) 0,595
Acido Urico elevado 2 (25) 12 (23) 0,605
LDH elevada 6 (55) 53 (84) 0,035
Infiltracion del SNC 0(0) 0(0) -
Masa mediastinica 0 (0) 0 (0) -
Adenopatias 1(9) 13 (23) 0,272
Hepatomegalia 0 (0) 10 (18) 0,139
Esplenomegalia 0(0) 13 (23) 0,074
Inmunofenotipo B 11 (100) 67 (100) -
Pro-B o B nula 2(18) 5(8) 0,255
B comin 7 (64) 50 (75) 0,334
Pre-B 2(18) 10 (15) 0,536
Citogenética
No valorable 0(0) 16 (24) 0,065
Cariotipo Normal 2 (18) 8 (12) 0,429
t(9;22) 6 (55) 19 (28) 0,087
t(11923) 0 (0) 1(1) 0,859
t(12;21) 0(0) 1(1) 0,859
Hiperdiploide 0(0) 6 (9) 0,389
Otras alt. Numéricas 1(9) 34) 0,463
Otras alt. Estructurales 2(18) 9(13) 0,484
Cariotipo Complejo 0 (0) 0(0) -
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 4 (57) 17 (31) 0,168
Tasa de RC 9 (82) 57 (92) 0,283
Resistencia 2(18) 5(8) 0,283
Mortalidad 0(0) 5(7) 0,457
Supervivencia
SG a los 3 afios 46% 32% 0,174
SLR alos 3 afios 50% 45% 0,608
CIR a los 3 afios n.a. 41% 0,771

n.a.: no alcanza.
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Las alteraciones de IKZF1 y los reordenamientos de MLL o la t(12;21) fueron
mutuamente excluyentes. La asociacion observada con la cifra de hemoglobina es
probablemente debida a la asociacion con edades mas avanzadas (en adultos se vio
menor grado de anemia) y la ausencia de masa mediastinica y hepatoesplenomegalia
con el fenotipo B. Los pacientes con IKZF1 alterado mostraron mayor tasa de
resistencia a la quimioterapia, respuesta lenta al tratamiento de induccién con mas
frecuencia, y peores supervivencias que el resto de pacientes (Tabla 27 y Tabla 28).
Este mal pronéstico parecid6 acentuarse en los pacientes con alteraciones en

homocigosis (P no significativas) (Figura 28).
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Figura 28. Curvas de supervivencia de los pacientes con o sin alteraciones en IKZF1 (en la fila

superior) y de los pacientes con alteraciones en IKZF1 heterocigotas u homocigotas.
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Este efecto se mantuvo al separar a los pacientes segun su edad pediatrica o
adulta, aunque con menor potencia estadistica. En el caso de los nifios, las
alteraciones en IKZF1 influyeron significativamente en la SLR (57% vs. 83% de SLR a
los tres afos; P= 0,046) y se hallé una tendencia hacia la significacion en el caso de la
SG (83% vs. 86% de SG a los tres afios; P=0,096) (Tabla 29).

Tabla 29. Influencia de las diferentes alteraciones de /IKZF1 en los pacientes pediatricos de la

serie estudiada.

. oL Mortalidad en SGalos 3 SLRalos 3 CIRalos 3
Pacientes pediatricos

induccion anos anos afios
Anomalias en IKZF1 n (%) P % P % P % P
Delecion de IKZF1 0 (0) 0,84 86 0,741 75 0433 25 0422
IKZF1 monoalélica 0(0) 0,985 86 0672 74 0369 26 0,368
IKZF1 bialélica 0 (0) 0,853 100 0,753 100 0,730 n.a. 0,739
Expresion andémala 0 (0) 0,874 83 0,078 43 0,099 57 0,084
IKZF1 alterado 0 (0) 0,789 83 0,096 57 0,046 43 0,033
Alteracion monoalélica 0 (0) 0,803 83 0,077 57 0,035 43 0,026
Alteracion bialélica 0 (0) 0,985 100 0,746 100 0,725 n.a. 0,739

En el caso de los pacientes adultos, las deleciones de IKZF1 mostraron una
tendencia a empeorar la SLR tanto en la serie global como en los pacientes sin la
t(9;22). Esta tendencia alcanzé significacion estadistica cuando se estudié tan sélo la
poblacion que no recibié un trasplante alogénico en primera remision completa (Tabla
30). También alcanz6 significacion estadistica al evaluar su papel en los pacientes de
riesgo citogenético estandar e intermedio segun el MRC (SG a los tres afios de 27%
vs. 52% para los pacientes con y sin alteraciones de IKZF1, P= 0,042; SLR 31% vs.
61%, respectivamente; P= 0,051) (Figura 29).
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Tabla 30. Influencia de las diferentes alteraciones de /IKZF1 en los pacientes adultos.

. Mortalidad en SGalos3 SLRalos3 CIRalos3
Pacientes adultos

induccion afios afnos afos

Anomalias en IKZF1 (n=174) n (%) P % P % P % P

Delecion de IKZF1 5(9) 0,481 31 0,230 34 0,062 45 0,150
IKZF1 monoalélica 5(10) 0,401 35 0,361 35 0,140 44 0,300
IKZF1 bialélica 0(0) 0546 36 0976 50 0,752 n.a. 0,591

Expresion anémala 3(9) 0,584 37 0,657 53 0,703 31 0,408

IKZF1 alterado 5(8) 0,610 32 0,247 41 0,186 41 0,452
Alteracion monoalélica 5(9) 0428 35 0513 35 0,140 41 0,513
Alteracion bialélica 0(0) 0422 25 0,263 43 0,396 n.a. 0,602

Pacientes adultos Phi negativos (n= 142)

Delecion de IKZF1 4(11) 0,443 28 0,138 25 0,070 49 0,169
IKZF1 monoalélica 4(11) 0,418 31 0,222 33 0,253 45 0,362
IKZF1 bialélica 0 (0) 0822 50 085 0 0259 n.a. 0,645

Expresién anémala 2 (10) 0650 35 0679 62 0616 24 0,170

IKZF1 alterado 4 (10) 0,552 30 0,186 36 0,223 42 0,560
Alteracion monoalélica 4(11) 0,429 33 0431 39 0476 42 0,545
Alteracion bialélica 0(0) 0614 20 0,120 0 0,050 n.a. 0,679

Pacientes adultos no trasplantados en RC1 (n=120)

Delecion de IKZF1 5 (15) 0,397 18 0,037 11 0,004 50 0,094
IKZF1 monoalélica 5(15) 0,397 29 0,196 18 0,040 47 0,273
IKZF1 bialélica 0(0) 0675 0 0,363 33 0427 n.a. 0,166

Expresién anémala 3(15) 0,540 26 0,336 41 0,634 31 0,298

IKZF1 alterado 5(12) 0,586 25 0,080 25 0,040 44 0,315
Alteracion monoalélica 5(14) 0,408 31 0,388 26 0,133 44 0412
Alteracion bialélica 0(0) 0458 0 0,035 25 0,149 n.a. 0,254

'; T IKZF1no alterado

b i IKZF1no alteraco
ot 0,4 1
IKZF 1alterado
L | IKZF1 alterado o o
7 P=0,042 00 P=0,051
o Ry 180 150 200 250 [ E) 1% 1% 2%
sSG SLR

Figura 29. SG y SLR de los pacientes adultos de riesgo citogenético
estandar e intermedio segun la clasificacién del MRC con y sin alteraciones
de IKZF1.
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Los 36 pacientes con la 1(9;22) en los que se realizé estudio de alteraciones en
IKZF1 no mostraron diferencias significativas en la probabilidad de recaida (CIR a los
3 afios 46% en los pacientes con alteraciones de IKZF1 vs. 18% en los que no las
presentaron; P= 0,349) ni en la supervivencia global (29% vs. 54%, respectivamente;
P=0,897).

5.4. Deleciones intragénicas en otros genes implicados en la LLA

Se estudio la presencia de deleciones en los genes CDKN2A/B, PAX5, ETVG,
EBF1, BTG1, RB1 y la region pseudoautosémica de los cromosomas sexuales
(PART1). Con la técnica empleada, también se detectaron ganancias en el nimero de

copias de las regiones estudiadas.

5.4.1. Frecuencia de deleciones intragénicas

La frecuencia de cada una de las deleciones y ganancias, asi como su estado

homocigoto o heterocigoto, se detallan en la Tabla 31.

Tabla 31. Resultado del estudio de variacion en el nimero de copias

(ganancias y deleciones) en las regiones estudiadas.

i : Deleciones
Genes . Deleciones Deleciones

estudiados ~ Canancias homocigotas heterocigotas tztz’l/oe)s
CDKN2A 2 43 46 89 (30)
CDKN2B 2 41 39 80 (27)
RB1 2 9 22 31 (11)
BTG1 1 2 22 24 (8)

Total 55 97 238 335

Se encontraron un total de 335 deleciones, que junto con las deleciones en

IKZF1 detalladas en el apartado anterior, dieron un total de 413 deleciones (108
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homocigotas y 305 heterocigotas) en 183 (63%) pacientes, con una mediana de 2
deleciones por caso (rango 1 — 6). El 41% de los pacientes presentd = 2 deleciones, el
21%, 23 deleciones y el 10%, 24 deleciones. El resto de pacientes (n= 110, 37%) no
mostraron ninguna delecién en las regiones estudiadas. Las ganancias en las regiones
estudiadas fueron menos frecuentes (55 vs. 335) y la mas frecuente fue la ganancia en

la regién PAR1, reflejo de trisomias X en el contexto de cariotipos hiperdiploides.

Los pacientes pediatricos mostraron similar porcentaje de deleciones (62% de
los pacientes pediatricos con deleciones vs. 63% de los adultos; P= 0,799) y similar
frecuencia en el nimero de alteraciones por caso (media de 2,1 en los nifios vs. 2,3 en
los adultos; P= 0,347). La frecuencia de deleciones en cada uno de los genes también
fue similar, salvo para los genes ETV6 (15% en nifios vs 6% en adultos; P= 0,011) y
EBF1 (1% en nifios vs 6% en adultos; P= 0,022) (Figura 30).

Los pacientes con y sin deleciones mostraron caracteristicas clinico-biol6gicas
similares, salvo mayor frecuencia de elevacion de la LDH y menor frecuencia de
infiltracion del SNC al diagnoéstico (Tabla 32).

mnifios ®adultos = Total
100

90 -
80

70 -
60 P< o 001
50 -
40 -

= P—uozz

20 -

10

5 ' . | L n. B . o N

LLA-B LLA-T PAX5 CDKNZACDKNZB IKZF1 ETV6 EBF1 BTG1 PAR1  Total

P‘0011

Figura 30. Porcentaje de deleciones en cada uno de los genes estudiados en nifios, en adultos
y en el total de pacientes. Los dos primeros grupos de barras muestran un porcentaje similar de
LLA-B y LLA-T en cada grupo de edad. Las diferencias que fueron significativas se han

marcado con el nivel de significacion de la P.

Los pacientes con reordenamientos de MLL presentaron menos deleciones que
el resto de pacientes (27%; P= 0.002), y por el contrario, los pacientes con anomalias
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estructurales distintas a los reordenamientos clasicos y aquellos con cariotipo
complejo, las mostraron con mayor frecuencia (78 y 100%; P= 0.023 y 0.058,
respectivamente). Los pacientes con y sin deleciones mostraron la misma frecuencia
de inmunofenotipo B y T y no hubo diferencias en cuanto a supervivencia o respuesta

al tratamiento.

Tabla 32. Principales caracteristicas de los pacientes con y sin hallazgo de deleciones en los

genes estudiados.

21 delecion Sin deleciones P
n=294 n= 183 (63%) n= 110 (37%)
Caracteristicas demograficas
Sexo masculino 106 (57) 66 (60) 0,779
Edad (afos), media 25 24 0,757
<1 afio 2 (1) 5 (4) 0,071
> 1 -9 afios 72 (39) 40 (36) 0,727
10 - 14 afios 7(4) 6 (5) 0,348
15 - 30 afios 38 (21) 22 (20) 0,893
31 - 64 afios 51 (28) 32 (29) 0,905
2 65 afos 14 (8) 5(4) 0,430
Caracteristicas clinico-biolégicas
Leucocitos (x10%/L), media 45,3 49,1 0,722
Hemoglobina (g/dL), media 8,7 8,8 0,804
Plaquetas (x10%L), media 80 95 0,186
Blastos en MO (%), media 87 85 0,468
Creatinina 2 1,2 mg/dL 16 (9) 7(7) 0,323
Acido trico elevado 33 (22) 12 (14) 0,167
LDH elevada 145(83) 70 (70) 0,014
Infiltracion del SNC 1(1) 7 (8) 0,007
Masa mediastinica 6 (13) 3(12) 0,645
Adenopatias 28 (21) 23 (31) 0,143
Hepatomegalia 35 (27) 23 (31) 0,614
Esplenomegalia 42 (32) 24 (32) 0,999
Inmunofenotipo
Fenotipo B 157 (86) 93 (86) 0,971
Pro-B o B nula 16 (9) 16 (14) 0,172
B comun 106 (58) 61 (56) 0,811
Pre-B 33 (18) 15 (14) 0,423
Fenotipo T 27 (14) 17 (14) 0,971
Pre-T (supracortical) 3(2) 6 (5) 0,070
T cortical (comtn) 15 (8) 5(4) 0,343
T madura 3(2) 2(2) 0,619
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21 delecion Sin deleciones P
Citogenética
No valorable 36 (20) 21 (19) 0,921
Cariotipo Normal 21 (11) 18 (16) 0,301
t(9;22) 24 (13) 9(8) 0,277
t(11923) 5(3) 13(12) 0,002
t(12;21) 20 (11) 11 (10) 0,969
Hiperdiploide 24 (13) 15 (14) 0,885
Otras alt. numéricas 7 (4) 9(8) 0,182
Otras alt. estructurales 29 (20) 8(9) 0,023
Cariotipo Complejo 3 (3) 0 (0) 0,058
Respuesta al tratamiento de inducciéon
Respuesta lenta 33 (21) 26 (27) 0,304
Tasa de RC 163 (94) 100 (96) 0,668
Resistencia 10 (6) 4 (4) 0,668
Mortalidad 10 (5) 5(5) 0,957
Supervivencia
SG alos 3 afos 59% 71% 0,184
SLR a los 3 afios 68% 69% 0,644
CIR a los 3 afios 27% 28% 0,568

5.4.2. Patrén de concurrencias

El patron de deleciones halladas simultaneamente en el mismo paciente se

detalla en la Figura 31 y se representa en la Figura 32.
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79 (89)
P< 0,001
35 (40) 34 (42)
P< 0,001 | P<0,001
21 (24) 20 (25) 19 (34)
P=n.s. P=n.s. | P=0,027
10 (11) 8 (10) 8 (14) 9 (14)
P=n.s. P=n.s. P=n.s. P=n.s.
2(2) 2(2) 3(5) 6 (9) 0(0)
P=n.s. P=n.s. P=ns. | P=0,010 | P=n.s.
10 (11) 10 (12) 6 (11) 9 (14) 2(7) 3 (30)
P=n.s. P=n.s. P=n.s. P=n.s. P=n.s. | P=ns.
7 (8) 6 (7) 7 (13) 12 (18) 5(17) 0(0) 8 (26)
P=n.s. P=n.s. P=ns. [ P=0,002 | P=n.s. | P=n.s. | P=0,001
9 (10) 8 (10) 3(5) 3(5) 3(10) 1(11) 2(7) 2(8)
P=n.s. P=n.s. P=n.s. P=n.s. P=ns. | P=ns. | P=ns. P=n.s.

Figura 31. Patron de concomitancia de las deleciones intragénica halladas en los diferentes

genes en la serie global. Se han resaltado en negrita y con la casilla sombreada aquellas

asociaciones estadisticamente significativas.

Las deleciones en CDKN2A se dieron casi siempre junto con las de CDKN2B

(89% de los casos) y también con mayor frecuencia con las de PAX5 (en el 40 y 42%

de los casos, respectivamente). Los tres genes se localizan en el brazo corto del

cromosoma 9. Las deleciones en IKZF1 se dieron mas frecuentemente de manera
significativa junto con deleciones en PAX5, EBF1 y BTG1 (34%, 60% y 50%,
respectivamente). Por ultimo, un tercio de los pacientes con delecion en BTG1 asocid
delecion en RB1 (P=0,001).
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CDKN2A

Figura 32. Diagrama “circos” mostrando las concomitancias de las distintas
deleciones de los genes estudiados en la serie global. El grosor de cada arco
es proporcional al porcentaje de casos concomitantes. Destacan las
asociaciones de CDKN2A y CDKN2B con PAX5, asi como las de IKZF1 con
PAX5, EBF1y BTG1

5.4.3. Asociacion con variables demograficas y clinicas

Se han analizado las asociaciones de cada una de las deleciones con las
distintas variables clinico-biolégicas y el pronédstico (Tabla Suplementaria 13 - Tabla
Suplementaria 23). Las principales diferencias encontradas se detallan a continuacion.

Las LLA-T mostraron deleciones de CDKN2A/B con mayor frecuencia que las B
(52% vs. 26%; P= 0,001), especialmente deleciones homocigotas (68% vs. 42%; P=
0,032). La presencia de estas deleciones también se asocid a elevaciéon de creatinina,
LDH y &cido urico, presencia de masa mediastinica e hiperleucocitosis, parametros

relacionados con el fenotipo T (Tabla 13).

Los pacientes con deleciones en PAX5 mostraron significativamente mayor
trombopenia al diagnéstico que el resto de pacientes (61 vs. 91 x10%L; P= 0,008) y
fueron mas frecuentemente de inmunofenotipo pre-B (25% vs. 14%; P= 0,026).
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Las deleciones de ETV6 se hallaron fundamentalmente en nifios <10 afios
(62% vs. 36% en los pacientes sin delecion; P= 0,005) y el 83% de los casos

mostraron fenotipo B comun (P= 0,006).

Los pacientes con delecion del gen RB7 mostraron con mayor frecuencia
hiperleucocitosis al diagnostico (23,1 vs. 49,5 x10°/L; P= 0,004) y fenotipo T cortical
(16% vs. 6%; P= 0,046). Ademas, las deleciones homocigotas se hallaron en
pacientes mas mayores, encontrandose el 88% en pacientes adultos (media de edad
de 43 afos vs. 23 en pacientes con delecibn homocigota vs. heterocigota,

respectivamente; P= 0,004).

Por ultimo, las deleciones de BTG1 se hallaron exclusivamente en pacientes

con fenotipo B (100% vs. 85% en el resto de pacientes; P= 0,024).

5.4.4. Asociacién con la citogenética

Las deleciones halladas en cada una de los subgrupos citogenéticos se han
representado en la Figura 33. Algunas de estas deleciones ya habian sido detectadas

en el cariotipo y fueron confirmadas mediante MLPA (n=21):

— Una delecion heterocigota completa de IKZF1 en un cariotipo con

monosomia 7.

— Cuatro casos con del(9p), dos con monosomia 9 y dos con isocromosoma 9
en el cariotipo se confirmaron como deleciones de CDKN2A/B (n= 8) y uno
de ellos (monosomia 9) con PAX5 adicionalmente. Sin embargo, tres de

ellas aparecieron como homocigotas en el estudio mediante MLPA.

— Un caso con delecién de ETV6 y del(12)(p13).
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— Tres casos con delecion de RB1 y monosomia 13 (n= 2) o del(13q) en el

cariotipo.

— Seis casos con delecion de la region PAR1 y monosomia X (n=4) o pérdida

del cromosoma Y (n=2).

Sin embargo, otras deleciones informadas en el analisis citogenético no se

confirmaron en el estudio mediante MLPA (n=15):
— Una monosomia 7 sin delecion apreciable de IKZF1.

— Tres casos con monosomia 9 y dos con del(9p) no mostraron delecién de
CDKN2A/B ni PAXS.

— Un caso con del(12)(p13) y ausencia de delecion detectable en ETV6
mediante MLPA.

— Tres casos con monosomia 13 y sin delecién detectable en RB71 mediante
MLPA.

— Cuatro casos con pérdida del cromosoma Y y un caso con un subclén con

monosomia X en los que no se detecto delecion de la region PAR1.

— Se hallé una asociacion entre las deleciones homocigotas de CDKN2A/B y
los cariotipos con anomalias estructurales no encuadrables en ninguna
categoria (39% vs. 14%; P= 0,001). También se hallaron con frecuencia en
pacientes con cariotipo complejo (60% vs. 35% en el resto de casos, P=
0,049).

— Las deleciones de PAX5 y los reordenamientos de MLL fueron mutuamente
excluyentes (P= 0,021), como también lo fueron las deleciones de BTG1 y el
cariotipo normal (0% vs. 14%; P= 0.028). Practicamente la mitad de las
deleciones de ETV6 se hallaron en casos con la t(12;21) (48% vs. 6% en el
resto de los casos, P< 0,001). Los pacientes con cariotipo complejo
asociaron frecuentemente deleciones de RB1 (10% vs. 1% en el resto de
pacientes, P= 0,017), todas ellas homocigotas, y también deleciones de la
region PAR1 (12% vs. 1% en el resto de pacientes; P= 0,042). Las
deleciones de EBF1 y la regibn PAR1 se asociaron a cariotipos con
alteraciones estructurales distintas a las translocaciones recurrentes (40% y
29% vs. 12% y 11% en el resto de pacientes; P= 0,026 y P= 0,044,

respectivamente).
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CDKN2A CDKN2B PAX5 IKZF1 ETV6 RB1 BTG1 EBF1 XPAR
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Figura 33. Mapa de las alteraciones en el numero de copias halladas en la serie global
(n=294). Los pacientes se han agrupado en funciéon de los hallazgos citogenéticos e
inmunofenotipo y posteriormente por frecuencia de las distintas deleciones. En la barra
izquierda se agrupan las categorias: cariotipo normal (CN), t(9;22), reordenamientos de
MLL (MLL), hiperdiploidia alta (HIPERDIP.), t(12;21), cariotipo complejo (C), miscelanea
(OTROS) y fenotipo T.

5.4.5. Asociacién con el pronéstico

Las deleciones de CDKNZ2A/B heterocigotas se asociaron a mayor tasa de
mortalidad en induccion (13% vs. 4%; P= 0,037) y las deleciones de PAX5 a mayor
frecuencia de resistencia a la quimioterapia de induccion (12% vs. 3%; P= 0,024). Los
pacientes con deleciones de BTG7 mostraron respuesta lenta a la induccién en un

42% de los casos frente al 21% de los casos sin deleciones (P= 0,048). Sin embargo,

114



Resultados

el porcentaje de resistencias no fue significativamente mayor en estos pacientes (12%
vs. 4% en los pacientes sin deleciones; P= 0,110). El resto de deleciones no mostraron
diferencias significativas en la serie global. Los pacientes con 3 6 mas deleciones
mostraron similar respuesta a la quimioterapia de induccién, pero peor SG que
aquellos con menos de 3 deleciones (50% vs. 67% a los tres afios, respectivamente;
P=0,017). Lo mismo ocurrié con los pacientes con 4 6 mas deleciones (40% vs. 66%
a los tres afios, respectivamente; P= 0,013), que mostraron también una tendencia a
peor SLR que los pacientes con menos de 4 deleciones (54% vs. 70% a los tres afios,
respectivamente; P= 0,065).

Al diferenciar la influencia de las deleciones en el pronéstico de nifios y adultos,
se observaron algunas diferencias (Tabla 33 y Tabla 34). En los nifios ninguna de
estas deleciones influyd significativamente en la probabilidad de muerte durante la
quimioterapia de induccion ni en el prondstico. Tampoco lo hizo el numero de

deleciones halladas por caso (nicon =2, 23 6 =4 deleciones).

Tabla 33. Supervivencia y mortalidad en la quimioterapia de induccion para los pacientes

pediatricos con cada una de las distintas deleciones génicas estudiadas.

Pacientes pediatricos Mortalidad en SGalos 3 SLR alos 3 CIRalos 3

induccion anos anos afos
Deleciones intragénicas  n (%) [Z % P % P % P
Delecion CDKN2A 0(0) 0,470 89 0515 86 0928 13 0,893
CDKN2A monoalélica 0 (0) 0,730 88 0560 87 0665 11 0,445
CDKNZ2A bialélica 0(0) 0,717 88 0971 84 0,534 16 0,539
Delecion CDKN2B 0 (0) 0,470 89 0515 86 0928 13 0,893
CDKN2B monoalélica 0(0) 0,730 88 0560 87 0665 12 0,614
CDKNZ2B bialélica 0 (0) 0,691 89 0,797 86 0,768 16 0,763
Delecion PAX5 0 (0) 0,654 96 0,089 91 0,218 9 0,226
Delecion ETV6 0 (0) 0,717 100 0,163 93 0454 7 0,450
Deleciéon BTG1 0(0) 0,825 100 0,147 87 0,772 13 0,778
Delecion EBF1 0 (0) 0,985 100 0,689 100 0,625 O 0,603
Delecion RB1 0(0) 0,797 84 0815 84 0490 16 0,489
RB1 monoalélica 0 (0) 0,811 82 0922 83 0,365 17 0,370
RB1 bialélica 0(0) 0,895 100 0,653 100 0593 O 0,579
Delecion PAR1 0 (0) 0,910 83 0,190 67 0,960 28 0,924

En los adultos, las deleciones de CDKN2A y CDKN2B condicionaron peor SG
(mediana de 13 vs. 45 meses para los pacientes con deleciones de CDKN2A y para el
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resto de pacientes respectivamente, P= 0,005; mediana de 12 vs. 30 meses para los
pacientes con deleciones de CDKN2B y para el resto de pacientes respectivamente,
P=0,001) (Figura 34), en parte debido a mayor mortalidad en induccion (17% vs. 4%
para los pacientes con y sin deleciones de CDKNZ2A respectivamente, P= 0,014; 15%
vs. 6% para los pacientes con y sin deleciones de CDKNZ2B respectivamente, P=
0,066). Los pacientes con deleciones de ETV6 mostraron también una peor SG
(mediana de 12 vs. 24 meses en el resto de pacientes, P= 0,008), y peor SLR
(mediana de 4 vs. 45 meses en el resto de pacientes, P< 0,001) y CIR (mediana de 4
vs. n.a. en el resto de pacientes; P< 0,001) (Figura 35).

Tabla 34. Supervivencia y mortalidad en la quimioterapia de induccion para los pacientes

adultos con cada una de las distintas deleciones génicas estudiadas.

Pacientes adultos Mortalidad en SGalos3 SLR alos 3 CIRalos 3

induccion afos anos afos
Deleciones intragénicas  n (%) P % P % P % P
Delecion CDKN2A 8 (17) 0,014 25 0,005 46 0,644 43 0,813
CDKN2A monoalélica 6 (24) 0,007 36 0,382 58 0,546 37 0,693
CDKNZ2A bialélica 2 (8) 0,586 14 0,005 35 0,176 47 0,516
Delecion CDKN2B 6 (15) 0,066 20 0,001 37 0,184 47 0,488
CDKN2B monoalélica 5 (25) 0,013 28 0,072 34 0,366 54 0,357
CDKN2B bialélica 1(5) 0,522 16 0,015 40 0,385 41 0,983
Delecion PAX5 4 (14) 0,190 37 0,605 53 0,460 37 0,469
Delecion ETV6 1(11) 0,546 11 0,008 0 <0,001 n.a. <0,001
Delecion BTG1 0 (0) 0,348 19 0,312 43 0,573 44 0,786
Delecion EBF1 1(11) 0,543 52 0,780 57 0,724 37 0,646
Delecion RB1 0(0) 0,240 33 0,950 66 0,396 31 0,547
RB1 monoalélica 0 (0) 0,457 33 0,601 57 0,708 39 0,882
RB1 bialélica 0 (0) 0,536 26 0,567 83 0,394 17 0,436
Delecion PAR1 0 (0) 0,376 22 0475 67 0,354 21 0,726

Ademas, el aumento en el nimero de deleciones por paciente influyd
significativamente en la SG de manera progresiva (SG a los tres afios 34% para los
pacientes con = 1 delecién, 30% para aquellos con = 2, 22% para aquellos con = 3 y
11% para aquellos con = 4), pero en la comparacién por pares se observd que el
numero mas discriminatorio fue = 3 deleciones, con SG a los tres afios de 22% vs.
49% en el resto de pacientes (P= 0,004) (Figura 34). En la SLR tan so6lo los pacientes
con = 4 deleciones mostraron peor SLR que los demas (17% vs. 55%
respectivamente, P= 0,013) (Figura 35) y la CIR mostré una tendencia hacia la
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significacion estadistica (CIR a los tres afios 59% vs. 39% para los pacientes con = 4
deleciones vs. <4, respectivamente; P= 0,073). Cabe destacar la asociacion
encontrada entre los pacientes con = 3 deleciones y leucocitos >50 x10%/L (41% vs.
16% en el resto de pacientes, P= 0,001) y con la presencia de un cariotipo complejo
(10% vs. 2% en el resto de pacientes, P= 0,033).
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Figura 34. SG para los pacientes adultos con con = 3 deleciones y para aquellos con
deleciones de CDKN2B.
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Figura 35. SLR de los pacientes adultos con = 4 deleciones y aquellos con delecion de ETV6.
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5.5. Analisis multivariante de los factores prondstico

Dadas las diferencias biolégicas de la poblacion pediatrica y adulta se han
analizado por separado los factores pronostico en las dos poblaciones. El valor
pronostico de cada una de las variables estudiadas en este trabajo se encuentra
detallado en la seccion de Tablas Suplementarias tanto para la serie de pacientes
pediatricos (Tabla Suplementaria 24) como para la de pacientes adultos (Tabla
Suplementaria 25).

5.5.1. Pacientes pediatricos

Las variables que mostraron significacién estadistica en el andlisis univariante
para la supervivencia global de la poblacién pediatrica se recogen en la Tabla 35. Las
variables que retuvieron significacion estadistica fueron la respuesta lenta a la

quimioterapia de induccién y la estratificacion citogenética usada por el grupo SHOP.

Tabla 35. Variables incluidas en el analisis multivariante para la

supervivencia global en los pacientes pediatricos.

Analisis univariante

Variables SG a los 3 afios (%) P
Edad <1y > 10 afios 65 vs. 90 0,001
Leucocitos > 30 x10%/L 76 vs. 90 0,034
Hemoglobina < 8 g/dL 79 vs. 93 0,100
Fenotipo B comun 92 vs. 77 0,046
Citogenética (SHOP) 57 vs. 83 vs. 94 < 0,001
Alteraciones de IKZF1 84 vs. 86 0,096
Deleciones de PAX5 96 vs. 84 0,089
Respuesta lenta a la induccion® 71 vs. 92 0,004

Analisis multivariante

Variable HR (IC 95%) P
Respuesta lenta a la induccion* 3,4 (1,3-9,2) 0,016
Citogenética (SHOP) 2,8 (1,4-5,8) 0,004

*Blastos en MO 2 5% en el dia +14 de induccion
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Para la SLR, la unica variable que retuvo significacion estadistica en el analisis
multivariante fue la citogenética, clasificada en los grupos de riesgo definidos por el
SHOP (Tabla 36).

Tabla 36. Variables incluidas en el analisis multivariante
para la supervivencia libre de recaida en los pacientes
pediatricos.

Edad <1y > 10 afios 82 vs. 67 0,136
Sexo masculino 76 vs. 86 0,036
Leucocitos > 100 x10%/L 53 vs. 83 0,001

Inmunofenotipo B vs. T 81 vs. 64 0,012
Fenotipo B comun 87 vs. 68 0,012
Citogenética (SHOP) 39vs. 73vs. 89 <0,001
Alteraciones de IKZF1 57 vs. 83 0,046

Citogenética (SHOP) 2,9(1,6-56) 0,001

En el caso de la CIR, también la estratificacion pronéstica empleada por el

SHOP fue la Unica que retuvo significacion estadistica (Tabla 37).

Tabla 37. Variables incluidas en el analisis multivariante

para la incidencia acumulada de riesgo de recaida en los

pacientes pediatricos.

Sexo masculino 24 vs. 13 0,024
Leucocitos > 100 x10%/L 40 vs. 17 0,010
Acido drico elevado 37 vs. 17 0,018
Inmunofenotipo B vs. T 18 vs. 34 0,026
Fenotipo B comun 13 vs. 31 0,018
Citogenética (SHOP) 11 vs. 26 vs. 54 0,003
Alteraciones de IKZF1 43 vs. 18 0,040

Citogenética (SHOP) 2,42 (145-4,02) <0,001
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5.5.2. Pacientes adultos

Las variables que mostraron significacion estadistica en el analisis univariante
para la supervivencia global de la poblacién adulta se recogen en la Tabla 38. Las
variables que retuvieron significacion estadistica fueron la presencia de deleciones en
el gen CDKN2B (HR 2,2, 1.C. 95%: 1,2 - 3,9; P= 0,011) y ETV6 (HR 3,3, I.C. 95%:1,3 -
8,5; P=0,014).

Tabla 38. Variables incluidas en el analisis multivariante para

la supervivencia global en los pacientes adultos.

Analisis univariante

SG, mediana

Variables (meses) P

Edad (<30, 30-64, >65 afios) 4vs.22vs. 50 <0,001
Acido urico elevado 14 vs. 24 0,030
Cariotipo complejo 12 vs. 24 0,089
Deleciones de CDKN2A 13 vs. 45 0,005
Deleciones de CDKN2B 12 vs. 30 0,001
Deleciones de ETV6 12 vs. 24 0,008
Numero de deleciones = 3 13 vs. 31 0,004
Respuesta lenta a la induccion*® 15 vs. 45 0,010

Analisis multivariante

Variables HR (IC 95%) P

Deleciones de CDKN2B 22(1,2-3,9) 0,011
Deleciones de ETV6 3,3(1,3-8,5) 0,014

*Blastos en MO = 10% en el dia +14 de induccién

En el andlisis de la SLR, las variables tenidas en cuenta en la ecuacién se
recogen en la Tabla 39. La presencia de deleciones en ETV6 y la edad > 65 afios
fueron las variables que retuvieron significacién estadistica. En el caso de la CIR,
también la delecion de ETV6 fue la Unica que retuvo significacion estadistica (Tabla
40). Cuando se analizaron tan so6lo aquellos pacientes que no recibieron un TPH en
primera remisidon completa, ademas de las deleciones de ETV6, otras variables como
la cifra de leucocitos al diagnéstico y la clasificacion de riesgo citogenético del MRC
alcanzaron significacion estadistica (Tabla 41).
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Tabla 39. Variables incluidas en el analisis multivariante para la

supervivencia libre de recaida en los pacientes adultos.

Edad > 65 afios 11 vs. 76 0,042
Leucocitos > 50 x10%/L 16 vs. 76 0,078
Deleciones de IKZF1 16 vs. 76 0,062
Deleciones de ETV6 4 vs. 45 < 0,001
Ndmero de deleciones = 4 9vs. 45 0,013

Respuesta lenta a la induccion 20 vs. n.a. 0,095

Deleciones de ETV6 6,1(2,1-17,9) 0,001
Edad > 65 afios 34(1,1-11,4) 0,047

Tabla 40. Variables incluidas en el andlisis multivariante para la

incidencia acumulada de riesgo de recaida en los pacientes

adultos.

Sexo F vs. M 46 vs. 35 0,070
Edad > 65 afios n.a. vs. 38 0,066
Plaquetas < 100 x10%/L 45 vs. 39 0,056
Deleciones de ETV6 n.a. vs. 40 < 0,001
Numero de deleciones = 4 59 vs. 37 0,073

Deleciones de ETV6 12,3 (5,9 - 25,9) <0,001

Numero de deleciones = 4 2,8(1,3-6,1) <0,001
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Tabla 41. Variables incluidas en el analisis multivariante para la
incidencia acumulada de riesgo de recaida en los pacientes

adultos que no recibieron un TPH en primera remisién completa.

Edad > 65 afos n.a. vs. 39 0,051
Leucos > 50 x10%/L 77 vs. 35 0,006
t(9;22)/BCR-ABL 71 vs. 38 0,030
Riesgo citogenético MRC 0 vs. 37vs. 71 0,001
Alteraciones de IKZF1 58 vs. 34 0,097
Deleciones de ETV6 n.a. vs. 40 < 0,001
Numero de deleciones 2 4 n.a. vs. 37 0,011
Deleciones de ETV6 6,6 (2,5-17,0) <0,001
Riesgo citogenético MRC 3,2(1,6-6,2) <0,001
Numero de deleciones 2 4 35(1,6-7,2) 0,001
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Discusion

En esta Tesis Doctoral se analiza la presencia de anomalias cromosomicas,
alteraciones en el gen IKZF1 y microdeleciones intragénicas en los genes CDKN2A,
CDKN2B, PAX5, ETV6, EBF1, BTG1, RB1 y la regién PAR1 en la LLA. Se ha
estudiado una serie de 342 pacientes diagnosticados de LLA en edad pediatrica y

adulta.

6.1. Limitaciones del estudio

Existen varias limitaciones intrinsecas a este estudio que hay que tener en
cuenta a la hora de interpretar los resultados. En primer lugar, se trata de un estudio
retrospectivo que reune pacientes diagnosticados en un largo periodo de tiempo (1993
— 2013) y que han recibido tratamientos diferentes en funcién del riesgo de recaida
asignado en el momento del diagnostico. Durante estos afios el manejo de los
pacientes ha ido perfeccionandose y se han incorporado mejoras y adaptaciones a los
tratamientos. Ademas, los pacientes han sido tratados en siete centros diferentes.
Todo ello puede haber influido en la evaluacion del pronéstico de las variables
estudiadas pese a que no se encontraron diferencias significativas en la supervivencia

entre los pacientes tratados en distintos periodos o centros hospitalarios.

En segundo lugar, en este estudio se han incluido pacientes con disponibilidad
de muestra biologica para la realizacion de los estudios citogenéticos y moleculares.
Es por ello que la distribuciéon de los pacientes a lo largo del periodo de estudio no es
homogénea, siendo el 82% de los pacientes diagnosticados a partir de 2003. Esta
limitacibn de muestras biolégicas ha sido la que ha condicionado que el estudio
completo de todas las alteraciones planteadas en este trabajo se haya realizado en

245 pacientes.

Por otro lado, se han incluido pacientes pediatricos y adultos. Las diferencias
entre la LLA infantil y del adulto son evidentes tanto en las caracteristicas clinicas al
diagnostico y la respuesta al tratamiento, como en las alteraciones genéticas
encontradas. En esta serie, los pacientes pediatricos fueron diagnosticados con mayor
grado de anemia, de trombopenia, de infiliracion medular y de presencia de
visceromegalia, probablemente reflejo de la mejor tolerancia de los nifios a estos
cambios. Sin embargo, los adultos presentaron con mayor frecuencia insuficiencia
renal, quizas por un mayor deterioro de los érganos en la edad adulta. La respuesta a

la quimioterapia y la supervivencia fue radicalmente distinta entre pacientes pediatricos
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y adultos, incrementandose el porcentaje de resistencia al tratamiento y la tasa de
recidiva de la enfermedad a partir de los 30 afios. El grupo de nifios entre 1 y 10 afios
fue el de mejor prondstico, con ausencia de resistencia al tratamiento, casi nula tasa
de mortalidad en la induccién y supervivencias >90% a los tres afios del diagndstico.
De forma contraria, en los pacientes mayores de 65 afios hubo mayor mortalidad tanto

en la induccién como durante el tratamiento.

En esta tesis se ha dividido a los pacientes por su edad pediatrica o adulta a
partir de los 14 afios. Este punto de corte es puramente administrativo, ya que es el
utilizado en nuestro pais para ser asignado a unidades de pediatria. En esta serie no
hubo diferencias significativas en la SG y la SLR entre los pacientes de 10 a 14 afios y
los de 15 a 30 afios, y si las hubo en la SG entre los nifios <10 afios y los de 10 a 14
afios. Ademas, de los 10 a los 30 afios de edad se observa un periodo de transicion
biol6gica, donde ocurren la gran mayoria de LLA-T, una disminucion progresiva de las
translocaciones t(12;21) y un aumento incipiente de LLA-Ph*. Por otro lado, en los
lactantes se observan LLA muy agresivas, frecuentemente con reordenamientos de
MLL de origen intrautero. Esta alteracién tiene un corto periodo de latencia y necesita
muy pocas alteraciones adicionales para el desarrollo de la leucemia. En linea con
esta teoria, en este estudio hemos visto la baja frecuencia de microdeleciones
ocurridas en este tipo de leucemias. Con todo esto, vemos que la transicion bioldgica
de la LLA es dinamica y es dificil establecer un claro punto de corte, pero
probablemente seria mas apropiado establecerlo en 10 afios, ya que es el tiempo
limite de latencia de una posible translocacion silente que requiere la sumacién de
otras alteraciones para su desarrollo. Apoyando estas observaciones, recientemente
se ha descrito un grupo especifico de edad que comprende a los adolescentes y
adultos jovenes (AYAs, del inglés Adolescents and Young Adults) y en los que se ha
visto que obtienen mayores tasas de curacion cuando reciben tratamientos similares a
los pediatricos (Curran et al, 2015). De hecho, los protocolos de tratamiento en los que
se incluyen estos pacientes actualmente (SHOP alto riesgo en pacientes pediatricos y
PETHEMA riesgo estandar en pacientes adultos) son muy similares. Por todos estos
factores, en el presente trabajo se han mantenido cinco grupos de edad (< 1 afio, 1 - 9
afos, 10 — 14 afos, 15 — 30 afios, 30 — 64 afios y > 65 afios) para la comparacion de

las variables.
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6.2. Hallazgos en el estudio citogenético

En el 83% de los pacientes se encontraron alteraciones citogenéticas, de las
cuales el 57% corresponden a las subentidades especificas definidas en la
clasificacion de la OMS. Cabe destacar la alta frecuencia que hemos encontrado de
cariotipos no valorables (26%), lo que lo convierte en el hallazgo mas frecuente de
nuestra serie. Esto se debi6 tanto a la ausencia de mitosis de los blastos leucémicos
como a la obtencion de metafases de mala calidad. Es conocido el bajo indice mitético
in vitro de los blastos leucémicos linfoides, siendo nuestro porcentaje coherente con el
reportado por otras series [27% (Secker-Walker et al, 1997), 42% (Wetzler et al, 1999),
25% (Mancini, 2005), 19% (Moorman et al, 2009)]. Esto parece deberse a un problema
metodolégico y no a las caracteristicas de la célula leucémica, ya que no hubo
diferencias demograficas ni clinicas entre los pacientes con cariotipo valorable o no
valorable. De hecho, se encontraron diferencias significativas entre el porcentaje de

cariotipos no valorables realizados antes y después de 2008 (33% vs. 23%; P=0,037).
Alteraciones estructurales

El 80% de las translocaciones halladas fueron translocaciones recurrentes en
la LLA [t(9;22), t(11923), t(12;21), t(1;19), t(14932) y t(14q11)], en proporciones
parecidas a las reportadas por la literatura y con similar distribucion en los grupos de
edad (Pui et al, 1990). El otro 20% representd a translocaciones de menor frecuencia y
cuyos genes implicados fueron desconocidos. Cabe destacar la implicacion recurrente
de 9934, banda donde se localiza el gen ABL. Pudiera ser que estos casos albergaran
reordenamientos activadores de tirosin-cinasa, de manera analoga al reordenamiento
BCR-ABL, y formaran parte del grupo de LLA-Ph-like descrito en los ultimos afios
(Roberts et al, 2012; Roberts & Mullighan, 2015). A favor de esta hipdtesis esta el
hecho de que en los tres casos de esta serie se demostré una delecién intragénica de

IKZF1, anomalia frecuentemente asociada a este subgrupo de LLA.

Otros reordenamientos se detectaron en forma de alteraciones estructurales
como inversiones o presencia de material adicional, en los que la literatura ha
demostrado que se establecen translocaciones. Algunos ejemplos de ellos son
inv(2)(p239g13), en el que se fusionan RANBP2-ALK y que ha sido descrito en
neoplasias hematoldgicas (Maesako et al, 2013; Lee et al, 2014) y otros tumores (Li et
al, 2013; Chen & Lee, 2008), inv(14)(q11932) en LLA-B que provoca el
reordenamiento IGH/CEBPE (Huret, 2011), o los casos de add(14g32) en los que
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ocurren reordenamientos de I/GH, ampliamente descritos en sindromes
linfoproliferativos (Gozzetti et al, 2002) y mielomas (Avet-Loiseau et al, 2000). Esta
tesis doctoral no ha centrado sus esfuerzos en la caracterizacion de nuevos
reordenamientos de baja frecuencia. Sin embargo, se sabe que no ocurren de manera
casual, sino que provocan alteraciéon en el funcionamiento de diferentes rutas celulares
(Jabbour et al, 2015; Harrison, 2013). El estudio de estos reordenamientos de menor
frecuencia permitira clasificarlos en el futuro en funcién de la ruta celular alterada y no

tan sélo del gen implicado.

Encontramos la presencia de isocromosomas en un bajo porcentaje (2%).
Estos hallazgos son coherentes con la literatura (Pui et al, 1992), en la que los i(9q) se
asocian a fenotipo B y edad <10 afios (Shippey et al, 1989), los i(8q) se han visto
como evento secundario a la t(9;22) (Mossafa et al, 1994), como es el caso de esta
serie, y los i(7q) e i(Xp) son raros pero existentes en neoplasias hematolégicas
(Adeyinka et al, 2007).

En cuanto a las deleciones, las mas frecuentes fueron las localizadas en 9p y
en 6q, regiones frecuentemente implicadas en LLA (Sarhadi et al, 2013; Heerema et
al, 2000). En el caso de las del(9p), la regiobn comunmente delecionada implica a los
genes supresores de tumores CDKN2A y CDKNZ2B, que en otros casos también se
ven alterados por pérdida de heterocigosidad o metilacion del promotor (Sarhadi et al,
2013). Sin embargo, la patogenia de las del(6q) no es tan conocida debido a la mayor

variabilidad de la region implicada (Thelander et al, 2008; Heerema et al, 2000).

Alteraciones numéricas

La hiperdiploidia alta fue la alteracion numérica mas frecuente, afectando
principalmente a los cromosomas pares junto con el X, el 17 y el 21. Otros autores han
mostrado el mejor pronoéstico de las hiperdiploidias mas altas en los paciente
pediatricos (58 — 66 cromosomas) (Paulsson et al, 2010; Dastugue et al, 2013). En
nuestra serie también se observé esta asociacion, pero las diferencias no fueron
estadisticamente significativas, probablemente por el escaso numero de pacientes (SG
y SLR a los tres afios de 100% en los pacientes con >58 cromosomas vs. 89% en
aquellos con <58 cromosomas). En los diez casos con hiperdiploidia de pacientes
adultos no se observé mejor pronéstico que en el resto de pacientes, probablemente

por su edad mas avanzada.
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Los cariotipos hipodiploides fueron poco frecuentes. Se hallaron dos casos con
baja hipodiploidia y tres con casi ftriploidia. Estos pacientes representan
probablemente dos caras de un mismo grupo de LLA, en las que el clon hipodiploide
sufre endorreplicacién y muestra un nimero de cromosomas cercano a la triploidia
(Harrison et al, 2004; Muhlbacher et al, 2014).

Mencién especial merecen los cariotipos con hiperdiploidia baja (47 - 49
cromosomas) e hipodiploidia alta (42 — 45 cromosomas). Diversos autores han
intentado otorgar valor prondstico a estas entidades sin encontrar resultados
consistentes, debido a la gran heterogeneidad de ambos grupos. Un ejemplo serian
los cariotipos monosémicos (Motlld et al, 2014) y la hiperdiploidia baja (Gomez-Segui
et al, 2011). La hipodiploidia alta también ha sido estudiada, diferenciandola de las
hipodiploidias bajas y haploidias que tienen un pronoéstico claramente peor (Harrison et
al, 2004). Probablemente, este efecto sea debido a que es frecuente que las
monosomias o trisomias en escaso nuUmero se asocien a anomalias estructurales,
edades mas avanzadas y cariotipos complejos. En la LLA se ha definido cariotipo
complejo como aquel que contiene cinco o mas alteraciones, siendo al menos una de
ella estructural y excluyendo aquellos cariotipos con alteraciones recurrentes en la LLA
(Moorman et al, 2007; Moorman et al, 2009). En otras neoplasias hematologicas
mieloides, se habla de cariotipo complejo a partir de tres alteraciones que conllevan
frecuentemente monosomia o delecién de los cromosomas 7/7q y 5/5q (Bowen et al,
2008; Haase et al, 2007). No es asi en la LLA (los cromosomas monosémicos mas
frecuentes fueron los sexuales junto con el 9, el 13 y el 20). Por lo tanto, estos casos
estarian a mitad de camino entre la gran inestabilidad genémica de los cariotipos
complejos con cinco o mas alteraciones y el resto de anomalias citogenéticas con
alteraciones mas definidas. El conocimiento adquirido en los ultimos afios sobre la
repercusion molecular de estas alteraciones apoya esta hipotesis, caracterizando a la
hipodiploidia baja por el hallazgo de mutaciones germinales de TP53 (Muhlbacher et
al, 2014) y activacion de las vias de sefializacion PI3BK/mTOR y MEK-ERK (Holmfeldt
et al, 2013). Es probable que el estudio de estas LLA “perieuploides” mediante
tecnologias de alta resoluciéon permita una mejor comprensién de sus mecanismos

leucemogénicos.

Valor prondstico de las alteraciones citogenéticas

Las alteraciones citogenéticas encontradas en nifios y adultos fueron

diferentes: el 63% de los nifios <10 afios presento6 alteraciones citogenéticas de buen
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pronostico (hiperdiploidia y t(12;21)/ETV6-RUNX1), mientras que las de mal pronéstico
se incrementaron proporcionalmente con la edad (cariotipo complejo y 1(9;22)/BCR-
ABL). Este hecho abre el debate sobre si la LLA pediatrica tiene mejor pronéstico que
la del adulto por las caracteristicas de la enfermedad o por el peor estado general de
los pacientes adultos. En nuestra serie, los pacientes pediatricos con cariotipo normal
mostraron una mayor SG a los tres afios que los pacientes adultos con cariotipo
normal (90% vs. 46%; P= 0,009) pero sin diferencias en la probabilidad de recaida
(CIR a los tres afios 25% vs. 33%; P= 0,586), apoyando una mayor mortalidad de los
adultos por caracteristicas intrinsecas a la edad. Sin embargo, los pacientes adultos
con hiperdiploidia alta mostraron peor supervivencia y mayor tasa de recaida que los
ninos (SG 89% vs. 37%, P< 0,001; CIR 9% vs. n.a., P= 0,043), indicando mayor
agresividad en la edad adulta de este subtipo de leucemia. Por ultimo, los pacientes
con 1(9;22)/BCR-ABL o t(11923)/MLL presentaron similar pronéstico tanto en nifios
como en adultos [SG 50% vs. 41%; P= 0,633 y CIR n.a. vs. 34%; P=0,638 para la
t(9;22) y SG 67% vs. 56%; P= 0,427; CIR 33%. vs. 44%; P=0,433 para t(11923)].
Sumando todos estos datos, se podria concluir que ciertamente existe una alteracion
biolégica mas agresiva de la enfermedad en la edad adulta que en la pediatrica, con
mayor representacion de los subtipos de peor pronostico (no se hallé ningun caso de

paciente adulto con t(12;21) ni paciente pediatrico con cariotipo complejo).

De forma general, las alteraciones citogenéticas encontradas en nuestros
pacientes reprodujeron los subtipos de LLA con caracteristicas clinicas concretas

definidos en la clasificacion de la OMS (Swerdllow et al, 2008).

En los pacientes pediatricos, los hallazgos en el cariotipo permitieron definir
tres grupos con diferente riesgo de muerte y/o recaida. Cabria destacar sin embargo,
que mas del 80% de las recaidas ocurrieron en los grupos de riesgo intermedio y
riesgo favorable (n=15, 44% y n=13, 38%; respectivamente). Esto ha impulsado a
muchos grupos a buscar otros marcadores predictores de recidiva, como la cinética de
aclaramiento de la EMR en diferentes puntos del tratamiento o nuevas alteraciones
moleculares. En este sentido, tanto el grupo SHOP como otros grupos internacionales
ya han incluido en el algoritmo de tratamiento la determinacién de la EMR en varios
momentos del tratamiento, rescatando asi a pacientes con alto riesgo de recaida no
detectados al diagnostico (Bader et al, 2009; Borowitz et al, 2008). En cuanto a los
nuevos marcadores moleculares, se han descrito numerosas alteraciones como las de

IKZF1, que han sido objeto de estudio de esta tesis y se especificaran mas adelante,
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pero también alteraciones activadoras de cinasas (reordenamientos de ABL, CSF1R,
EPOR, JAK2, PDGFRB) (Dirse et al, 2015) o mutaciones de TP53 (Hof et al, 2011).

En los pacientes adultos, las alteraciones citogenéticas no mostraron un valor
pronostico claro en nuestra serie estratificandolas en los tres grupos de riesgo
propuestos por el MRC. De forma similar, el grupo SWOG comunicé la separacion de
tan so6lo dos grupos de riesgo, incluyendo en el alto riesgo a la 1(9;22) y aquellos con
t(4;11), hipodiploidia y cariotipo complejo (Pullarkat et al, 2007) y el grupo PETHEMA
ha comunicado recientemente la ausencia de prondstico adverso en los pacientes

adultos con LLA y cariotipo complejo (Motll6 et al, 2014).

Existen diversos motivos que podrian explicar la ausencia de reproducibilidad
de la estratificacion pronostica del MRC en nuestra serie:

— En primer lugar, el factor que mas influye en el pronéstico de los pacientes
es el tratamiento aplicado. Asi, la t(1;19) que se asocid6 a un riesgo
desfavorable con los tratamientos de los afios 80 - 90 (Crist et al, 1990), ha
perdido el mal pronéstico con los tratamientos mas intensivos aplicados en
los ultimos afios (Moorman et al, 2010). Esto mismo ha ocurrido con la
t(8;14) en la leucemia de Burkitt (Oriol et al, 2008; Thomas et al, 1999). De
este modo se explicaria, que si la 1(9;22) ha sido tratada de manera mas
intensiva, con inhibidores de tirosin-cinasas y TPH en primera remision
completa, se justificaria en nuestra serie unas supervivencias similares al
resto de pacientes con LLA en la edad adulta. Este hecho ha sido

comunicado por otros autores (Brissot et al, 2014).

— Otra posibilidad seria la inclusién en nuestra serie de pacientes mayores de
65 afios, edad limitante en la mayoria de ensayos clinicos. Estos pacientes
reciben ademas frecuentemente tratamientos atenuados por la mala
tolerancia al mismo y/o las comorbilidades asociadas. Sin embargo, en
nuestra serie, la clasificacion de riesgo citogenético tampoco se reprodujo
en los pacientes < 65 afios, por lo que éste no ha sido, al menos en gran

medida, un factor determinante.

— Por otro lado, una de las limitaciones de este estudio ha sido la ausencia de

medicion de EMR al final de la induccién o consolidacién en la gran
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mayoria de casos, por lo que no se ha podido tener en cuenta en los

analisis.

— Por ultimo, al excluir en nuestra serie a los pacientes adultos que no
recibieron un TPH alogénico en primera remision completa si se
reprodujeron los tres grupos de riesgo citogenético del MRC. Esto indica
que en los pacientes en los que se realiza TPH se reduce la probabilidad
inicial de recaida.

Teniendo en cuenta todos estos datos, podriamos concluir que la aplicacién de
tratamientos adaptados al riesgo de recaida, tal y como se realiza en los protocolos del
grupo PETHEMA utilizados en el 96% de esta serie, matiza el prondstico adverso
asignado a alteraciones citogenéticas de alto riesgo tratadas con otros esquemas
terapéuticos.

6.3. Alteraciones de IKZF1

En esta tesis se ha estudiado la expresion, las mutaciones y las deleciones del
gen IKZF1. El abordaje integral de las principales alteraciones descritas en este gen
en la LLA nos ha permitido correlacionar los diferentes hallazgos y establecer un

fenotipo final patolégico para este gen en cada caso.

IKZF1 se halld alterado en un alto porcentaje de casos (26%) y de manera
exclusiva en pacientes con LLA-B. En total, el 31% de los pacientes con LLA-B
mostraron alteraciones de Ikaros: 13% expresaron la isoforma dominante-negativa Ik6,
un 1% mostrdé ausencia completa de expresion, el 27% mostré deleciones (24%
intragénicas y 3% del gen completo) y un 2% presentd mutaciones exdnicas con
cambio de sentido. Llama la atencién que ninguno de los pacientes estudiados con
LLA de fenotipo T mostré alteraciones de este gen con la metodologia empleada pese
a que en los estudios murinos las anomalias de IKZF1 desarrollan una neoplasia T
(Winandy et al, 1995).

Hallazgo de alteraciones en IKZF1 y sus implicaciones fisiopatologicas

Todos los casos con expresion de la isoforma |k6 mostraron delecion de los

exones 4 — 7. Estos hallazgos son coherentes con los reportados en los ultimos afios
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(Mullighan et al, 2009) y discrepa con la hipotesis inicial de algunos autores que
comunicaron un mecanismo de splicing alternativo como causante de la expresiéon de
esta isoforma (Sun et al, 1999b; lacobucci et al, 2008b). Este fendmeno, de ocurrir en
la LLA, debe ser de muy baja frecuencia. No hemos detectado expresién de otras
isoformas cortas k9 e k10 reportadas por otros autores en el caso de deleciones de
los exones 3 — 7 o0 2 — 7, respectivamente (Mullighan et al, 2008a; Tokunaga et al,
2013). Sin embargo, el 12% de las microdeleciones halladas en nuestra serie
abarcaron los exones 2 — 7. Es cierto que la metodologia empleada (RT-PCR) es
menos sensible que otras técnicas como la electroforesis capilar para la discriminacion
de isoformas, si bien algunos estudios que han utilizado este método tampoco han
encontrado las isoformas k9 o Ik10 (lacobucci et al, 2008a). El 31% de las deleciones
encontradas mostraron pérdida de exones distintos a 4 — 7 6 2 — 7. Estas deleciones
también han mostrado causar haploinsuficiencia o localizacion anémala y se asocian a

un peor pronéstico de manera similar al resto de deleciones (Lana et al, 2015).

Otro hallazgo a destacar en nuestra serie es la ausencia de expresion de
isoformas normales en los casos con expresion de k6. Tan so6lo en algunos casos se
encontré coexpresion con isoformas largas en muy escasa cuantia. Otros autores han
encontrado que este hallazgo se correlaciona con el porcentaje de infiltracion no
tumoral en la muestra (lacobucci et al, 2008b). En ratones portadores heterocigotos de
una delecién causante de expresion de k6 se ha visto que al mes de crecimiento
existe expresion de ambos alelos (isoformas largas y cortas), pero a los tres meses
hay expresion exclusiva de la isoforma 1k6, momento en el que se desarrolla un cuadro
de LLA franco (Winandy et al, 1995). Los mecanismos por los que se anula la
expresion del alelo no mutado permanecen desconocidos, pero podrian estar
inducidos por la propia isoforma Ik6, ya que el cambio de expresién ocurre en un corto
periodo de latencia y sin ningun otro evento leucemogénico concomitante (Winandy et
al, 1995). De hecho, la expresion de isoformas dominantes-negativas de IKZF1 es el
mecanismo fisiolégico de regulacion de este factor de transcripcién (Rebollo & Schmitt,
2003). En este sentido, se ha visto que la coexpresion de k2 e Ik6 localiza a ambas
proteinas en el citoplasma (Yagi, 2002), localizacion anémala para Ik2 que posee los

dominios de union al ADN.

El 43% de los pacientes con delecion de IKZF1 mostrd un patron de isoformas
normal. En estos casos se ha postulado un mecanismo de haploinsuficiencia del gen
por la pérdida de uno de los alelos. Este estudio no ha podido determinar una
expresion disminuida del gen al no realizar técnicas de expresion cuantitativas, pero
existe evidencia de este mecanismo en la LLA. En estudios con ratones, aquellos con
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expresion atenuada de /IKZF1 muestran un bloqueo parcial de la maduracion linfoide B
(Kirstetter et al, 2002). Ademas, la haploinsuficiencia de IKZF1 por delecion de uno de
sus alelos contribuye al desarrollo de una LLA en modelos experimentales con
expresion de BCR-ABL (Collins-Underwood, 2010; Virely et al, 2010). Mas
recientemente se han descrito deleciones heterocigotas de la linea germinal en IKZF1
como causantes de inmunodeficiencia comun variable. Estos autores han demostrado
que existe haploinsuficiencia del gen en estos pacientes e incluso describen el
desarrollo de una LLA en uno de los miembros de la familia afecta (Kumanovics et al,
2012).

Por dltimo, también hemos encontrado mutaciones con cambio de sentido en la
region codificante del gen en 5 (2%) pacientes. La técnica de HRM es una técnica que
ofrece mayor sensibilidad que la secuenciacién convencional tipo Sanger, por lo que
es poco probable que algunas mutaciones representadas en clones minoritarios no
hubieran sido detectadas, al menos en los exones 3, 4, 5, 6 y 7, en los que se realizd
cribado con esta tecnologia. Los trabajos que analizan la presencia de mutaciones en
IKZF1 son escasos y han comunicado porcentajes muy variables que incluyen desde
ausencia de mutaciones en poblacion asiatica (Yang et al, 2011; Tokunaga et al,
2013), hasta 5,7% (Olsson et al, 2015) 6 12,2% en poblacion pediatrica (Lana et al,
2015). Este ultimo estudio empled técnicas de NGS, mas sensibles para la detecciéon
de mutaciones, lo que podria justificar el elevado porcentaje que comunican. Las
mutaciones que hemos encontrado se localizan en los exones 5 y 8
fundamentalmente. En la LLA se han hallado mutaciones de todo tipo y a lo largo de
todo el gen. El efecto oncogénico de estas mutaciones podria ser de tres tipos: las
mutaciones con cambio de sentido en los dominios de union al ADN provocarian un
efecto similar a la isoforma 1k6 (Mullighan et al, 2009; Lana et al, 2015), las mutaciones
con cambio en el marco de lectura provocarian haploinsuficiencia por ausencia de uno
de los alelos afectados (Lana et al, 2015), y aquellas mutaciones en los dominios de
dimerizacién, también provocarian una actividad andmala por localizacion
citoplasmatica de la proteina (Cobb et al, 2000). Es cierto que el valor pronostico que
pudieran conferir las mutaciones podria ser diferente al de las deleciones del gen. Sin
embargo, a la vista de que la repercusion celular es similar, la mayoria de autores
asemejan su valor (Olsson et al, 2015; Mullighan et al, 2009), e incluso se ha
publicado recientemente evidencia del mal pronéstico que confieren similar al de las

deleciones (Lana et al, 2015).
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Otros mecanismos no estudiados en esta tesis podrian afectar a la correcta
funcién de IKZF1. Por ejemplo, IKZF1 se encuentra desmetilado en el feto y
desmetilado o con bajos grados de metilacion en tejido hematopoyético en la edad
adulta y en la glandula pituitaria. En este sentido, existe escasa evidencia con respecto
a la regulacion epigenética de IKZF1 en la LLA. Su metilacién en la isla CpG de la
region promotora que precede al exén 1 no codificante es el mecanismo de regulacién
natural que provoca la ausencia de expresion en tejidos humanos del adulto diferentes
al hematopoyético y la glandula pituitaria (Ezzat et al, 2005). Algunos adenomas de la
glandula pituitaria muestran metilacion de la isla CpG por encima del 30% lo que
conlleva ausencia de expresion de IKZF1 (Zhu et al, 2007). También en este tipo de
tumores se halla expresion aberrante de la isoforma dominante-negativa Ik6 (Ezzat et
al, 2003). Todo ello hace posible que también en tumores hematopoyéticos pudiera
existir expresion andmala de IKZF1 por mecanismos de hipermetilacion. En este
estudio demostramos que todos los casos con ausencia de expresion de IKZF1
presentan alteracion homocigota del gen, ya sea por delecién o por mutacion. Por
tanto, la ausencia de expresion de IKZF1 en la LLA debida a metilacion aberrante
debe ser poco frecuente. Sin embargo, no se sabe por qué las deleciones
heterocigotas de los exones 4-7 provocan expresion exclusiva de la isoforma [k6 sin
expresion de isoformas normofuncionantes codificadas por el alelo no delecionado. En
nuestra serie, dos pacientes mostraron delecion homocigota de /IKZF1 de los exones 4
al 7 en un alelo y de los exones 2 al 7 en el otro alelo. Uno de ellos mostrdé ausencia
de expresion del gen y el otro, expresion unica de la isoforma Ik6. Estos casos podrian

explicarse por la metilacién de uno de los alelos.

Correlacion clinica y pronostica de las alteraciones de IKZF1

En nuestra serie, el porcentaje de pacientes con alteraciones de IKZF1 fue
aumentando progresivamente con la edad, de manera analoga al fendbmeno que se
observa en los pacientes con la 1(9;22). El fenotipo B comun fue el mas frecuente, que
es el fenotipo asociado también a la LLA-Ph*. En modelos experimentales con IKZF1
anulado o en pacientes con ausencia de uno de los alelos o expresion de la isoforma
Ik6 se desarrolla una leucemia pre-B con un bloqueo de la maduracién en este estadio
(Collins-Underwood, 2010; Virely et al, 2010; Joshi et al, 2014). En ratones con
ausencia de expresion del gen se observa un bloqueo en el estadio pro-B con
imposibilidad de expresar IgM en la superficie (Kirstetter ef al, 2002). Es probable que
una de las causas de la variabilidad en el grado de maduracién entre pre-B y pro-B
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sea debido al tipo de alteracién del propio gen IKZF1 y, quizas en mayor grado, al

resto de alteraciones acompafantes al clon leucémico.

En un tercio de los casos las alteraciones de IKZF1 se asociaron a la t(9;22),
pero es destacable que dos tercios de ellas se hallaron en casos de LLA-Ph". Estos
pacientes no asociaron otros factores de mal pronéstico, como mayor cifra de
leucocitos u otras alteraciones citogenéticas de alto riesgo (cariotipo complejo,
reordenamientos de MLL), que de hecho fueron menos frecuentes. Sin embargo,
mostraron mayor tasa de resistencia a la quimioterapia, una respuesta lenta al
tratamiento de induccion con mas frecuencia, y peores supervivencias que el resto de
pacientes, efecto que pareci6 acentuarse en los pacientes con alteraciones en
homocigosis. El peor pronostico de las alteraciones de /KZF1 en homocigosis no ha

sido comunicado previamente, por lo que debera ser validado en otras series.

Nuestros resultados confirman la asociacion de las alteraciones de IKZF1 al
prondstico adverso mostrada también en otras series, tanto pediatricas (Yang et al,
2011; Volejnikova et al, 2012; Olsson et al, 2013; Asai et al, 2013; Feng & Tang, 2013;
Waanders et al, 2011; van der Veer et al, 2013a; Clappier et al, 2015) como de adultos
(Martinelli et al, 2009; Ribera et al, 2015), donde la evidencia es mucho menor. Son
escasos los estudios que no han mostrado asociacién con alto riesgo o no han
encontrado deleciones o expresion aberrante del gen, lo que nos hace pensar en
diferencias importantes en el tipo de pacientes o en la metodologia de estudio (Qazi &
Uckun, 2013; Palmi et al, 2013; Qazi et al, 2013).

En la serie pediatrica, aunque el nimero de pacientes ha sido insuficiente para
alcanzar significacion estadistica, se ha visto una tendencia a un peor pronéstico.
Cabe destacar que el 80% de las alteraciones de IKZF1 se encontraron en pacientes
asignados al grupo de riesgo citogenético favorable o intermedio del grupo SHOP, y

una tercera parte de ellos recayé pese al tratamiento.

En los pacientes adultos, en los que ya se ha argumentado la influencia de los
tratamientos adaptados al riesgo aplicados en esta serie y la ausencia de valor
prondstico de la citogenética, si se ha hallado un valor pronéstico para las alteraciones
de IKZF1, especialmente en aquellos pacientes de riesgo citogenético estandar e
intermedio y en aquellos pacientes que no son sometidos a TPH en primera remision

completa, lo que hace muy util su introduccion en el algoritmo terapéutico. De hecho,
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ya existe evidencia de que tratamientos especificos intensificados disminuyen el riesgo
de recaida en estos pacientes (Lana et al, 2015; Clappier et al, 2015).

Algunos autores han reportado peores supervivencias en los pacientes con
LLA-Ph* y alteraciones de IKZF1 (Martinelli et al, 2009; van der Veer et al, 2013),
efecto que no hemos podido demostrar en nuestra serie en la que la LLA- Ph* tuvo un
comportamiento similar al del resto de pacientes.

6.4. Microdeleciones intragénicas

Estudios en muestras tumorales de pacientes pediatricos con LLA mediante
microarrays de SNPs han mostrado deleciones recurrentes de diferentes regiones
cromosémicas de pequefio tamafio, a menudo, fragmentos intragénicos que abarcan
tan so6lo una parte del gen (Paulsson et al, 2008; Mullighan et al, 2007; Kawamata et
al, 2008). Estas regiones delecionadas albergan genes importantes en el desarrollo
linfoide B, en la regulacion del ciclo celular y apoptosis y algunos genes supresores de
tumores (Mullighan et al, 2007). En esta tesis hemos querido analizar la frecuencia y
caracteristicas de estasmicrodeleciones en los genes implicados con mayor frecuencia

en la LLA segun estos estudios previos.
Hallazgo de microdeleciones en la LLA

El método de MLPA tiene un limite de resolucion en torno al 20-30%, por lo que
clones pequefios o infiltraciones tumorales bajas de la muestra podrian dar falsos
negativos como resultado. Sin embargo, el porcentaje de deleciones encontradas se
encuentra en el rango reportado por otras técnicas de mas alta resolucion, por ejemplo
18% de deleciones en PAX5 (en otras series 18 — 33%), 30% de deleciones en
CDKN2A (11 — 47%), 24% de deleciones en IKZF1 (7 — 35%), 10% de deleciones en
ETV6 (7 — 28%) y 11% de deleciones en RB1 (4 — 15%) (Okamoto et al, 2010; Baughn
et al, 2015; Mullighan et al, 2009; Paulsson et al, 2008; Ribera et al, 2015). Ademas,
esta técnica también presenta dificultades en la normalizacién de los resultados de
casos con grandes aneuploidias en el cariotipo. Sin embargo, el MLPA ya ha sido
utilizado y validado en la LLA por otros autores previamente, mostrando una buena
correlacién al comparar sus resultados con FISH y PCR gendmica cuantitativa (gQ-

PCR) (Schwab et al, 2010). En nuestra serie, hubo concordancia entre los hallazgos
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del cariotipo y el estudio mediante MLPA. Los pocos casos en los que no se
confirmaron los hallazgos cromosémicos detectados mediante citogenética
convencional podrian explicarse por cariotipos de pobre calidad morfolégica en los que
haya errores en la asignacién de banda cromosémica, presencia de cromosomas

marcadores o reordenamientos no balanceados asumidos como balanceados.

El porcentaje de pacientes en los que se hallaron deleciones fue alto (63%), lo
que confirma que la ocurrencia de microdeleciones en la LLA es un evento muy
frecuente. Otros estudios realizados con arrays de SNPs o CGH (hibridacién gendmica
comparada) han reportado presencia de anomalias en el nimero de copias (CNA) en
practicamente el 80 — 90% de los casos. Aunque la literatura ha profundizado mas en
la ocurrencia de este fenobmeno en la LLA-B pediatrica, nosotros y otros autores
hemos comprobado que es igualmente frecuente en la LLA-T (62%) (Dirse et al, 2015;
Karrman et al, 2015) y en la LLA del adulto (63%) (Okamoto et al, 2010; Paulsson et
al, 2008; Ribera et al, 2015).

En nuestra serie, las deleciones mas frecuentes se hallaron en los genes
PAX5, CDKN2A y CDKN2B e IKZF1, que ademas aparecieron frecuentemente de
manera concomitante. Las deleciones fueron especificas para algunos subtipos de
LLA. Por ejemplo, los reordenamientos de MLL y la presencia de microdeleciones
fueron eventos mutuamente exclusivos, hecho ya descrito por otros autores (Mullighan
et al, 2009). Esto sugiere la poca necesidad de lesiones cooperadoras en este tipo de
leucemias, que se origina intralitero y se desencadena en los lactantes. Por el
contrario, leucemias con otros reordenamientos como BCR-ABL o ETV6-RUNX1
presentaron frecuentemente mas de dos deleciones por caso, indicando la necesidad
de lesiones adicionales multiples en su leucemogénesis. Las deleciones de ETV6
mostraron una fuerte asociacidon con la t(12;21). Estudios mediante FISH han
mostrado que la delecién ocurre en el alelo no reordenado (Forestier et al, 2007;
Baughn et al, 2015). Por el contrario, las deleciones de PAX5 aparecieron
frecuentemente en LLA pre-B, sin asociarse a ningun subtipo especifico, lo que apunta
a su importancia global en la leucemogénesis de estirpe B. Otros genes involucrados
en la diferenciacion linfoide B como EBF1y BTG1 se hallaron de manera exclusiva en
leucemias de fenotipo B. Curiosamente, cinco (9%) pacientes con deleciones de PAX5
mostraron fenotipo T, indicando que quizas este gen también pueda tener un papel en
el desarrollo linfoide T.
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Correlacién clinica y prondstica de las microdeleciones

Las deleciones en CDKN2A y CDKN2B se asociaron a una menor
supervivencia globalen la edad adulta, en parte debido a altas tasas de mortalidad
durante la quimioterapia de induccion. Aproximadamente la mitad de los casos se
hallaron en homocigosis. Algunas series han reportado porcentajes incluso mas altos
(Bungaro et al, 2009; Karrman et al, 2015; Usvasalo et al, 2008) y otras han hallado
también una asociacion con peor pronéstico en pacientes adultos (Ribera et al, 2015).
En nuestra serie, las deleciones en estos genes se asociaron a fenotipo T, presencia
de masa mediastinica, LDH y &cido urico elevados, todos ellos factores de riesgo para
la muerte en induccion. La mayor frecuencia en LLA de estirpe T ha sido previamente
reportada (Karrman et al, 2015; Kawamata et al, 2008) y asociada ademas a

hiperleucocitosis y edad méas avanzada.

Las deleciones de RB7 se han asociado también a fenotipo T, edad adulta y
pronostico adverso en otros estudios (Dirse et al, 2015; Paulsson et al, 2008). En
nuestra serie, las deleciones de RB7 se hallaron en homocigosis en el 4% de los
pacientes, y estos casos se asociaron a edad mas avanzada, cariotipos complejos,
cifras elevadas de leucocitos y concomitancia de otras deleciones.

Las deleciones de ETV6 en los nifios no tuvieron valor pronéstico; sin embargo,
en los pacientes adultos aparecieron junto con otras deleciones y en el seno de
cariotipos complejos, por lo que mostraron supervivencias significativamente mas

cortas al resto de pacientes.

Por otro lado, en consonancia con otros articulos, también hemos observado
un detrimento en la supervivencia con el acumulo de deleciones halladas en un mismo
paciente (Ribera et al, 2015). Todos estos hallazgos apoyan la existencia de un
subgrupo de LLA con mayor inestabilidad gendémica, caracterizado por la presencia de
multiples alteraciones cromosémicas y subcromosomicas, edades mas avanzadas e
hiperleucocitosis, y que asociarian un peor pronéstico. Sin embargo, se debera

profundizar mas en el estudio de estos pacientes para confirmar esta hipoétesis.
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6.5. Valor pronostico de las alteraciones estudiadas
Valor pronéstico en pacientes pediatricos

En los pacientes pediatricos el factor predictor de recaida mas potente fue la
estratificacion citogenética, hallazgo bien conocido en esta enfermedad (Pui et al,
2011; Pui et al, 2006). También mostr6 relevancia pronostica la respuesta lenta a la
quimioterapia de induccion. Esta serie tiene la limitacion de no disponer de los datos
de aclaramiento de la enfermedad mediante monitorizacion de la EMR, por lo que la
cinética post-tratamiento de induccién, que se ha mostrado fundamental en el manejo
actual de la LLA, no se ha podido valorar. Otras alteraciones asociadas en el analisis
univariante no retuvieron su valor pronostico en el andlisis multivariante. Este es el
caso de las alteraciones de IKZF1, cuyo valor pronostico ha sido demostrado en otras
series pediatricas (Volejnikova et al, 2012; Roberts & Mullighan, 2015; Mullighan et al,
2009). Quizés estos hallazgos en nuestra serie se deban al escaso numero de
pacientes afectados en la edad pediatrica.

Valor prondstico en pacientes adultos

En los pacientes adultos, las deleciones de CDKN2B se asociaron a
supervivencias mas cortas. Esta asociacién parecié deberse, al menos en parte, a la
hiperleucocitosis y fallo renal asociado al fenotipo T, que conlleva mayor riesgo de
muerte en induccién. Otras series han comunicado recientemente peores
supervivencias libres de recaida en los pacientes con deleciones de este gen (Ribera
et al, 2015). También parecieron asociar un fuerte valor pronostico las deleciones de
ETV6. Sin embargo, estos resultados hay que interpretarlos con cautela, ya que en la
edad adulta tan s6lo nueve pacientes mostraron delecion de ETV6. Ademas, todos
ellos presentaron de manera concomitante otros genes delecionados, frecuentemente
IKZF1. No tenemos conocimiento de otras series que hayan comunicado resultados
similares, si bien es cierto que son muy pocos los estudio de microdeleciones en la
LLA del adulto.

Otro hallazgo destacable es la asociacién de la presencia de cuatro o mas
alteraciones con el riesgo de recaida. De modo analogo a los cariotipos complejos, un
mayor numero de alteraciones se asociaria a una leucemia mas agresiva. También
otros autores han descrito este fenébmeno con las microdeleciones en la LLA (Ribera et
al, 2015). Futuros estudios con series mas amplias de pacientes y tratados de manera

homogénea deberan confirmar o no estos resultados.
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Por ultimo, el mal pronostico de las alteraciones de IKZF1 observado en el
analisis univariante no retuvo significacion estadistica al competir con otras variables.
La gran mayoria de estudios publicados hasta la fecha si han demostrado peores
supervivencias en los pacientes con estas alteraciones, algunos subrogandolas al
estado de la EMR (Volejnikova et al, 2012; Waanders et al, 2011) o a la
presencia/ausencia de otras alteraciones moleculares como alteracion de ERG
(Clappier et al, 2014) o sobreexpresion de CRLF2 (Chen et al, 2012; van der Veer et
al, 2013). Por ello, nuestros resultados deberian interpretarse teniendo en cuenta las
particularidades comentadas de esta serie de pacientes que muestra ausencia de mal
pronostico en las LLA-Ph* y escasa reproducibilidad de los factores de riesgo
habituales en la LLA del adulto.
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Conclusiones

1.

En relacion con las alteraciones citogenéticas, hemos observado que la gran
mayoria de los pacientes con LLA muestran anomalias en el cariotipo (83%),

cuyas caracteristicas mas destacables fueron:

a. Los reordenamientos de MLL se asocian a la edad < 1 afio e

hiperleucocitosis.

b. La t(9;22) aumenta de manera proporcional a la edad y la t(12;21) y la

hiperdiploidia alta son casi exclusivas de la edad pediatrica.

c. El cariotipo complejo se halla en adultos y, predominantemente, en

adultos jovenes.

En relacién con las alteraciones del gen IKZF1, hemos encontrado que son

frecuentes en la LLA (26%) y muestran las siguientes asociaciones:

a. Solo se han encontrado alteraciones de IKZF1 en la LLA de estirpe B y

su frecuencia aumenta progresivamente con la edad.

b. Casi la totalidad (97%) de las alteraciones de IKZF1 son
microdeleciones intragénicas, siendo mutaciones las restantes

alteraciones encontradas.

c. La microdelecion mas frecuente es la que afecta a los exones del 4 y al
7, resultando en la expresion de la isoforma patologica k6. En el resto
de casos con microdeleciones observamos ausencia completa de

expresion o un patron normal de isoformas.

d. Las alteraciones de IKZF1 ocurren con mayor frecuencia en la LLA-Ph

positiva (71%) que en el resto (20%).

En relacion con las microdeleciones intragénicas, hemos visto que son eventos
igualmente frecuentes en la LLA-B (63%) y la LLA-T (62%), tanto pediatricas
(62%) como de adulto (63%), destacando las siguientes particularidades:

a. Ademas de las microdeleciones en [IKZF1, los genes mas
frecuentemente involucrados son CDKN2A (30%), CDKN2B (28%),
PAX5 (18%) y ETV6 (10%), que se hallan de manera concomitante en

muchos de los casos.
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b. Las deleciones que involucran a CDKN2A y CDKN2B son mas
frecuentes en las LLA-T, mientras que en las de BTG1 y EBF1 ocurren

exclusivamente en las LLA-B.

4. En relacién con el valor pronéstico de las alteraciones estudiadas podemos

concluir lo siguiente:

a. En los pacientes pediatricos, la estratificacion de riesgo citogenético ha
sido el factor que mas influye en la supervivencia y en la probabilidad de

recaida.

b. En los pacientes adultos, las microdeleciones de CDKN2A/B y las de
ETV6 han mostrado tener valor pronéstico independiente para la
supervivencia global, mientras que para la probabilidad de recaida lo

han sido las deleciones de ETV6 y la concurrencia de = 4 deleciones.

c. Las alteraciones de IKZF1 se han asociado a un pronéstico adverso, si
bien el tamafio muestral y la heterogeneidad de los tratamientos pueden
haber condicionado la ausencia de significacion estadistica en el

analisis multivariante.
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9.TABLAS SUPLEMENTARIAS






Tablas Suplementarias

Tabla Suplementaria 1. Asociacion de los pacientes con cariotipo valorable y no valorable con

las diferentes variables y el pronoéstico.

Cariotipo valorable

Cariotipo no valorable

n (%) n (%) i
Cariotipo realizado (n=332) n= 260 n=72
Caracteristicas demograficas
sexo masculino 142 (55) 46 (64) 0,101
edad (anos), media 23 23 0,960
<1 afo 7(3) 1(1) 0,453
> 1 -9 afos 109 (42) 24 (33) 0,118
10 - 14 afios 12 (5) 9(12) 0,020
15 - 30 afios 47 (18) 17 (24) 0,187
31 - 64 afios 70 (27) 15 (21) 0,186
> 65 afos 15 (6) 6 (8) 0,291
Caracteristicas clinico-biolégicas
Leucocitos (x10%L), media 47,7 36,1 0,251
Hemoglobina (g/dL), media 8,8 8,9 0,840
Plaquetas (x109/L), media 88 84 0,745
Blastos en MO (%), media 86 86 0,808
Creatinina 2 1,2 mg/dL 15 (6) 10 (15) 0,022
LDH elevada 194 (78) 50 (74) 0,253
Infiltracion del SNC 5(2) 3 (5) 0,269
masa mediastinica 6 (10) 4 (17) 0,273
Adenopatias 46 (26) 11 (25) 0,523
Hepatomegalia 47 (27) 16 (36) 0,145
Esplenomegalia 53 (30) 17 (39) 0,182
Inmunofenotipo
Fenotipo B 230 (90) 55 (78) 0,007
Pro-B o B nula 31 (12) 3(4) 0,037
B comun 151 (58) 40 (56) 0,401
Pre-B 45 (17) 12 (17) 0,528
Fenotipo T 26 (10) 16 (22) 0,007
Pre-T (supracortical) 5(2) 5(7) 0,043
T cortical (comun) 12 (5) 9 (13) 0,020
T madura 4 (2) 1(1) 0,703
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 49 (21) 18 (28) 0,332
Tasa de RC 344 (96) 64 (94) 0,391
Resistencia 11 (4) 4 (6) 0,391
Mortalidad 13 (5) 4 (6) 0,502
Supervivencia
SG a los 3 afios 66% 66% 0,921
SLR a los 3 afios 1% 65% 0,678
CIR a los 3 afios 25% 35% 0,253
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Tablas Suplementarias

Tabla Suplementaria 2. Asociacién de los pacientes con cariotipo normal con las diferentes

variables y el pronéstico.

Cariotipo normal O EE

n (%) ancr)‘r?;I)laS P
Cariotipo valorable (n=260) n= 44 (100%) n=216 (100%)
Caracteristicas demograficas
Sexo masculino 27 (61) 115 (53) 0,206
Edad (afos), media 27 22 0,130
<1 afio 1(2) 6 (3) 0,663
>1 -9 afios 11 (25) 98 (45) 0,009
10 - 14 afios 2 (5) 10 (4) 0,669
15 - 30 afios 12 (27) 35 (16) 0,068
31 - 64 afios 17 (39) 53 (25) 0,044
> 65 afios 1(2) 14 (7) 0,243
Caracteristicas clinico-biolégicas
Leucocitos (x10%/L), media 35,2 50,3 0,365
Hemoglobina (g/dL), media 9,8 8,6 0,010
Plaquetas (x10%/L), media 133 78 0,003
Blastos en MO (%), media 82 87 0,107
Creatinina = 1,2 mg/dL 3(7) 12 (6) 0,494
LDH elevada 32 (74) 162 (79) 0,315
Infiltracion del SNC 3(8) 2(1) 0,052
Masa mediastinica 2 (12) 4 (9) 0,540
Adenopatias 11 (34) 35 (24) 0,170
Hepatomegalia 8 (25) 39 (27) 0,492
Esplenomegalia 7(22) 46 (32) 0,182
Inmunofenotipo
Fenotipo B 32(74) 198 (93) 0,001
Pro-B o B nula 6 (14) 25 (12) 0,432
B comun 20 (46) 131 (61) 0,046
Pre-B 4(9) 41 (19) 0,081
Fenotipo T 11 (26) 15 (7) 0,001
Pre-T (supracortical) 2 (5) 3(1) 0,200
T cortical (comun) 5(11) 7 (3) 0,035
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 10 (27) 37 (20) 0,215
Tasa de RC 40 (98) 196 (96) 0,481
Resistencia 1(2) 9 (5) 0,481
Mortalidad 3(7) 9 (4) 0,335
Supervivencia
SG alos 3 afios 61% 67% 0,428
SLR a los 3 afios 63% 70% 0,541
CIR a los 3 afios 30% 27% 0,710
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Tablas Suplementarias

Tabla Suplementaria 3. Asociacion de los pacientes con la t(9;22) con las diferentes variables

y el pronostico.

t(9;22)/ Resto de P Cariotipo P
BCR-ABL casos normal
Cariotipo valorable (n=260) n=36 n=224 n=44
Caracteristicas demograficas
Sexo masculino 18 (50) 124 (55) 0,337 27 (61) 0,428
Edad (afios), media 46 19 < 0,001 27 < 0,001
<1 afio 0(0) 7 (3) 0,348 1(2) 0,550
> 1 -9 afos 2 (6) 107 (48) <0,001 11 (25) 0,041
10 - 14 afos 2 (6) 10 (5) 0,515 2 (5) 0,613
15 - 30 afios 3(8) 44 (20) 0,073 12 (27) 0,061
31 - 64 afios 23 (64) 47 (21)  <0,001 17 (39) 0,043
> 65 arios 6 (17) 9 (4) < 0,001 1(2) 0,030
Caracteristicas clinico-biolégicas
Leucocitos (x10%L), media 53,9 46,7 0,677 35,2 0,404
Hemoglobina (g/dL), media 9,8 8,6 0,018 9,8 0,972
Plaquetas (x10%L), media 90 88 0,874 133 0,051
Blastos en MO (%), media 81 87 0,115 82 0,820
Creatinina 2 1,2 mg/dL 4 (11) 11 (5) 0,141 3(7) 0,385
LDH elevada 26 (75) 168 (79) 0,340 32 (74) 0,989
Infiltracién del SNC 0(0) 5(3) 0,412 3(8) 0,159
Masa mediastinica 0(0) 6 (13) 0,221 2(12) 0,313
Adenopatias 4 (13) 42 (29) 0,038 11 (34) 0,037
Hepatomegalia 3(10) 44(31) 0,011 8 (25) 0,101
Esplenomegalia 5(16) 48 (33) 0,035 7(22) 0,375
Inmunofenotipo
Fenotipo B 35 (100) 195(88) 0,018 32(74) 0,001
Pro-B o B nula 3(8) 28 (13) 0,347 6 (14) 0,352
B comun 26 (72) 125 (56) 0,045 20 (46) 0,029
Pre-B 5(14) 40 (18) 0,378 4(9) 0,372
Fenotipo T 0(0) 26 (12) 0,018 11 (26) 0,001
Pre-T (supracortical) 0(0) 5(2) 0,472 2(5) 0,299
T cortical (comun) 0(0) 12 (5) 0,160 5(11) 0,045
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 6 (21) 41 (21) 0,544 37 (20) 0,820
Tasa de RC 33 (94) 203 (96) 0,429 196 (96) 0,440
Resistencia 2 (6) 8 (4) 0,429 9 (5) 0,440
Mortalidad 1(3) 11 (5) 0,481 9 (4) 0,387
Supervivencia
SG alos 3 afios 42% 70% 0,009 67% 0,233
SLR a los 3 afios 46% 71% 0,017 63% 0,320
CIR a los 3 arios 41% 26% 0,096 30% 0,257
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Tablas Suplementarias

Tabla Suplementaria 4. Asociacion de los pacientes con reordenamientos de MLL con las

diferentes variables y el pronéstico.

t(11923)/MLL Resto de casos CN

n (%) n (%) P nw P
Cariotipo valorable (n=260) n=19 n= 241 n=44
Caracteristicas demograficas
Sexo masculino 8 (42) 134 (56) 0,184 27(61) 0,256
Edad (afios), media 25 23 0,698 27 0,719
<1 afio 4(21) 3(1) 0,001 1(2) 0,026
>1 -9 afios 4(21) 105 (44) 0,044 11 (25) 0,503
10 - 14 afios 1(5) 11 (5) 0,606 2(5) 0,666
15 - 30 afios 3 (16) 44 (18) 0,539 12 (27) 0,260
31 - 64 afios 6 (32) 64 (27) 0,405 17 (39) 0,406
> 65 arios 1(5) 14 (6) 0,699 1(2) 0,516
Caracteristicas clinico-biolégicas
Leucocitos (x10%/L), media 208,5 34,9 < 0,001 35,2 < 0,001
Hemoglobina (g/dL), media 7,7 8,9 0,101 9,8 0,010
Plaquetas (x10%/L), media 55) 90 0,016 133 < 0,001
Blastos en MO (%), media 91 86 0,086 82 0,025
Creatinina = 1,2 mg/dL 1(6) 14 (6) 0,640 3(7) 0,705
LDH elevada 14 (87) 180 (78) 0,281 32(74) 0,240
Infiltracion del SNC 0(0) 5(3) 0,777 3(8) 0,504
Masa mediastinica 0(0) 6 (11) 0,654 2(12) 0,648
Adenopatias 3(19) 43 (27) 0,356 11 (34) 0,218
Hepatomegalia 8 (47) 39 (25) 0,050 8 (25) 0,212
Esplenomegalia 10 (60) 43 (27) 0,009 7(22) 0,012
Inmunofenotipo
Fenotipo B 18 (100) 212 (89) 0,136  32(74) 0,014
Pro-B o B nula 14 (74) 17 (7) <0,001 6(14) <0,001
B comun 1(5) 150 (62) <0,001 20 (46) 0,001
Pre-B 3(16) 42 (17) 0,576 4(9) 0,353
Fenotipo T 0(0) 26 (11) 0,136 11 (26) 0,014
Pre-T (supracortical) 0(0) 5(2) 0,682 2 (5) 0,484
T cortical (comun) 0 (0) 12 (5) 0,394 5(11) 0,155
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 2 (13) 45 (21) 0,317 37 (20) 0,215
Tasa de RC 17 (94) 219 (96) 0,539 196 (96) 0,521
Resistencia 1(6) 9(4) 0,539 9 (5) 0,521
Mortalidad 0(0) 12 (5) 0,412 9(4) 0,350
Supervivencia
SG alos 3 afios 61% 66% 0,560 67% 0,961
SLR a los 3 afios 56% 70% 0,084 63% 0,405
CIR a los 3 afios 39% 27% 0,120 30% 0,345
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Tablas Suplementarias

Tabla Suplementaria 5. Asociacion de los pacientes con la t(12;21) con las diferentes

variables y el pronéstico.

t(12;21) n Resto de casos CN

(%) n (%) Ponew P
Cariotipo valorable (n=260) n= 34 n= 226 n=44
Caracteristicas demograficas
Sexo masculino 21 (62) 121 (54) 0,239 27(61) 0,579
Edad (afios), media 4 26 < 0,001 27 <0,001
<1 afio 0(0) 7 (3) 0,370 1(2) 0,564
> 1 -9 afos 31 (91) 78 (35) <0,001 11 (25) <0,001
10 - 14 afios 3(9) 9 (4) 0,197 2 (5) 0,378
15 - 30 afios 0(0) 47 (21) 0,001 12 (27) 0,003
31 - 64 afios 0(0) 70 (31) <0,001 17 (39) <0,001
= 65 afios 0(0) 15 (7) 0,115 1(2) 0,564
Caracteristicas clinico-biologicas
Leucocitos (x10%/L), media 28,3 50,7 0,047 35,2 0,701
Hemoglobina (g/dL), media 7,3 9 < 0,001 9,8 < 0,001
Plaquetas (x10%/L), media 55) 93 0,002 133 <0,001
Blastos en MO (%), media 95 85 < 0,001 82 < 0,001
Creatinina 2 1,2 mg/dL 0(0) 15 (7) 0,112 3(7) 0,176
LDH elevada 27 (87) 167 (77) 0,147 32 (74) 0,296
Infiltracion del SNC 1(4) 4(2) 0,482 3(8) 0,500
Masa mediastinica 0 (0) 6 (10) n.c. 2(12) n.c.
Adenopatias 2 (20) 44 (27) 0,489 11(34) 0,330
Hepatomegalia 3 (30) 44 (27) 0,533 8(25) 0,524
Esplenomegalia 4 (40) 49 (30) 0,351 7(22) 0,229
Inmunofenotipo
Fenotipo B 34 (100) 196 (88) 0,020 32(74) 0,001
Pro-B o B nula 0(0) 31 (14) 0,010 6 (14) 0,027
B comun 27 (79) 124 (55) 0,005 20 (46) 0,002
Pre-B 7(21) 38 (17) 0,369 4(9) 0,132
Fenotipo T 0(0) 26 (12) 0,020 11(26) 0,001
Pre-T (supracortical) 0 (0) 5(2) 0,493 2 (5) 0,315
T cortical (comun) 0 (0) 12 (5) 0,179 5(11) 0,051
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 6 (18) 41 (21) 0,804 37 (20) 0,255
Tasa de RC 34 (100) 202 (95) 0,219 196 (96) 0,547
Resistencia 0(0) 10 (5) 0,219 9 (5) 0,547
Mortalidad 0 (0) 12 (5) 0176 9(4) 0,174
Supervivencia
SG alos 3 afios 100% 60% <0,001 67% <0,001
SLR alos 3 afios 93% 66% 0,005 63% 0,004
IRC a los 3 afios 7% 30% 0,013 30% 0,023
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Tablas Suplementarias

Tabla Suplementaria 6. Asociaciéon de los pacientes con hiperdiploidia alta con las diferentes

variables y el pronéstico.

Hiperdiploidia alta Resto de casos CN

n (%) n (%) P onew P
Cariotipo valorable (n=260) n= 50 n=210 n=44
Caracteristicas demograficas
Sexo masculino 31 (62) 11 (53) 0,313 27 (61) 0,559
Edad (afios), media 12 25 < 0,001 27 <0,001
<1 afio 1(2) 6 (3) 0,597 1(2) 0,720
> 1 -9 afos 38 (76) 71 (34) <0,001 11(25) <0,001
10 - 14 afios 1(2) 11 (5) 0,291 2 (5) 0,452
15 - 30 afios 4 (8) 43 (20) 0,063 12 (27) 0,027
31 - 64 afios 3(6) 67 (32) <0,001 17 (39) <0,001
= 65 afios 3 (6) 12 (6) 0,578 1(2) 0,358
Caracteristicas clinico-biologicas
Leucocitos (x10%/L), media 13,2 55,9 <0,001 352 0,167
Hemoglobina (g/dL), media 7,9 9 0,010 9,8 <0,001
Plaquetas (x10%/L), media 60 95 0,005 133 <0,001
Blastos en MO (%), media 91 85 0,034 82 0,016
Creatinina = 1,2 mg/dL 0 (0) 15 (8) 0,032 3(7) 0,095
LDH elevada 34 (71) 160 (80) 0,235 32(74) 0,442
Infiltracion del SNC 0 (0) 5(3) 0,788 3(8) 0,189
Masa mediastinica 0 (0) 6 (11) 0,522 2(12) 0,538
Adenopatias 8 (29) 38 (26) 0,932 11(34) 0,838
Hepatomegalia 14 (50) 33 (22) 0,005 8(25) 0,041
Esplenomegalia 13 (46) 40 (27) 0,036 7(22) 0,041
Inmunofenotipo
Fenotipo B 50 (100) 180 (87) 0,017 32(74) <0,001
Pro-B o B nula 3(6) 28 (13) 0,232 6(14) 0,183
B comun 39 (78) 112 (53) 0,003 20 (46) 0,002
Pre-B 8 (16) 37 (18) 0,949  4(9) 0,246
Fenotipo T 0 (0) 23 (13) 0,017 11 (26) <0,001
Pre-T (supracortical) 0(0) 5(2) 0,341 2 (5) 0,216
T cortical (comun) 0 (0) 12 (6) 0,072 5(11) 0,020
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 7 (16) 40 (22) 0,455 37 (20) 0,158
Tasa de RC 46 (98) 190 (95) 0,399 196 (96) 0,718
Resistencia 1(2) 9 (5) 0,399 9 (5) 0,718
Mortalidad 3(6) 9 (4) 0,421 9 (4) 0,598
Supervivencia
SG alos 3 afios 80% 63% 0,034 67% 0,057
SLR alos 3 afios 87% 66% 0,017 63% 0,024
CIR a los 3 afios 12% 30% 0,019 30% 0,054
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Tablas Suplementarias

Tabla Suplementaria 7. Asociacion de los pacientes con del(9p) con las diferentes variables y

el pronéstico.

del(9p) Resto P CN P
n (%) n (%) n (%)
Cariotipo valorable (n=260) n=5 n= 255 n=44
Caracteristicas demograficas
Sexo masculino 1(20) 141 (55) 0,133 27 (61) 0,099
Edad (afios), media 10 23 0,182 27 0,065
<1 afo 0(0) 7(3) 0,872 1(2) 0,898
>1-9 afios 4 (80) 105 (41) 0,100 11 (25) 0,026
10 - 14 afios 0(0) 12 (5) 0,788 2 (5) 0,804
15 - 30 afios 0 (0) 47 (18) 0,366 12 (27) 0,229
31 - 64 afios 1(29) 69 (27) 0,592 17 (39) 0,386
> 65 afos 0 (0) 15 (6) 0,741 1(2) 0,898
Caracteristicas clinico-biolégicas
Leucocitos (x10%/L), media 74,6 47,2 0,512 35,2 0,404
Hemoglobina (g/dL), media 8 8,8 0,480 9,8 0,158
Plaquetas (x109/L), media 55 89 0,414 133 0,136
Blastos en MO (%), media 80 86 0,406 82 0,853
Creatinina 2 1,2 mg/dL 0 (0) 15 (6) 0,732 3(7) 0,714
LDH elevada 5(100) 189 (78) 0,290 32 (74) 0,255
Infiltracion del SNC 0 (0) 5(3) 0,883 3(8) 0,696
Masa mediastinica 0(0) 6 (10) 0,902 2(12) 0,899
Adenopatias 1(50) 45 (26) 0,456 11 (34) 0,588
Hepatomegalia 0(0) 47 (27) 0,534 8 (25) 0,579
Esplenomegalia 1 (50) 52 (30) 0,513 7(22) 0,421
Inmunofenotipo
Fenotipo B 5 (100) 225 (90) 0,583 32(74) 0,255
Pro-B o B nula 0 (0) 31(12) 0,527 6 (14) 0,505
B comun 3 (60) 148 (58) 0,650 20 (46) 0,440
Pre-B 2 (40) 43 (17) 0,208 4(9) 0,107
Fenotipo T 0 (0) 26 (10) 0,583 11 (26) 0,255
Pre-T (supracortical) 0(0) 5(2) 0,907 2 (5) 0,804
T cortical (comun) 0 (0) 12 (5) 0,788 5(11) 0,570
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 0 (0) 47 (21) 0,31 37 (20) 0,237
Tasa de RC 5(100) 231(96) 0,811 196 (96) 0,891
Resistencia 0 (0) 10 (4) 0,811 9 (5) 0,891
Mortalidad 0 (0) 12 (5) 0,787 9 (4) 0,719
Supervivencia
SG alos 3 afios 80% 66% 0,372 67% 0,319
SLR alos 3 afios 80% 69% 0,465 63% 0,465
CIR a los 3 afios 20% 27% 0,574 30% 0,541
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Tablas Suplementarias

Tabla Suplementaria 8. Asociacion de los pacientes con reordenamientos de 14932 con las

diferentes variables y el pronéstico.

t(14)(q32)

Resto de casos

CN

n (%) n (%) P newm P
Cariotipo valorable (n=260) n=5 n= 256 n=44
Caracteristicas demograficas
Sexo masculino 2 (40) 140 (55) 0,413 27 (61) 0,325
Edad (afios), media 25 23 0,841 27 0,807
<1 afio 0(0) 7 (3) 0,872 1(2) 0,898
> 1 -9 afios 1(29) 108 (42) 0,302 11(25) 0,644
10 - 14 afos 0(0) 12 (5) 0,788 2 (5) 0,804
15 - 30 afios 2 (40) 45 (18) 0,223 12(27) 0,445
31 - 64 afios 2 (40) 68 (27) 0,408 17 (39) 0,652
= 65 arios 0 (0) 15 (6) 0,741 1(2) 0,898
Caracteristicas clinico-biolégicas
Leucocitos (x10%/L), media 29,3 48,1 0,654 o2 0,900
Hemoglobina (g/dL), media 9,3 8,8 0,687 9,8 0,683
Plaquetas (x10%/L), media 82 88 0,891 133 0,076
Blastos en MO (%), media 90 86 0,591 82 0,339
Creatinina = 1,2 mg/dL 1(20) 14 (6) 0,268 3(7) 0,366
LDH elevada 5(100) 189 (78) 0,290 32(74) 0,255
Infiltracion del SNC 0(0) 5(3) 0,928 3(8) 0,801
Masa mediastinica 0 (0) 6 (10) 0,811 2(12) 0,795
Adenopatias 1(20) 45 (26) 0,609 11(34) 0,470
Hepatomegalia 1(20) 47 (27) 0,593 8 (25) 0,648
Esplenomegalia 1(20) 52 (30) 0,525 7(22) 0,708
Inmunofenotipo
Fenotipo B 5(100) 225 (90) 0,583  32(74) 0,255
Pro-B o B nula 0(0) 31(12) 0,527 6 (14) 0,505
B comun 5 (100) 146 (57) 0,064 20 (46) 0,028
Pre-B 0(0) 45 (18) 0,384 4(9) 0,641
Fenotipo T 0(0) 26 (10) 0,583 11(26) 0,255
Pre-T (supracortical) 0 (0) 5(2) 0,907 2 (5) 0,804
T cortical (comun) 0 (0) 12 (5) 0,788 5(11) 0,570
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 2 (50) 45 (20) 0,190 37 (20) 0,332
Tasa de RC 4 (80) 232 (96) 0,232 196 (96) 0,208
Resistencia 1(20) 9 (4) 0,232 9 (5) 0,208
Mortalidad 0(0) 12 (5) 0,787 9 (4) 0,719
Supervivencia
SG alos 3 afios 50% 66% 0,77 67% 0,981
SLR a los 3 afios 50% 70% 0,079 63% 0,232
CIR a los 3 afios 40% 27% 0,229 30% 0,380
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Tablas Suplementarias

Tabla Suplementaria 9. Asociacion de las diferentes variables y el pronéstico con los

pacientes con cariotipo complejo.

Cariotirfo Resto de CN
complejo casos P n (%) P
n (%) n (%)
Cariotipo valorable (n=260) n=6 n= 254 n=44
Caracteristicas demograficas
Sexo masculino 3 (50) 139 (55) 0,567 27 (61) 0,456
Edad (afios), media 34 23 0,226 27 0,473
<1 afio 0(0) 7(3) 0,848 1(2) 0,880
> 1 -9 afios 0(0) 109 (43) 0,037 11 (25) 0,205
10 - 14 afios 0 (0) 12 (5) 0,751 2 (5) 0,772
15 - 30 afios 4 (67) 43 (17) 0,011 12 (27) 0,074
31 - 64 afios 1(16) 69 (27) 0,487 17 (39) 0,285
> 65 arfios 1(17) 14 (6) 0,302 1(2) 0,228
Caracteristicas clinico-biolégicas
Leucocitos (x10°/L), media 62 47,4 0,702 35,2 0,544
Hemoglobina (g/dL), media 8,9 8,8 0,951 9,8 0,443
Plaquetas (x10%/L), media 65 88 0,079 133 0,001
Blastos en MO (%), media 79 86 0,294 82 0,743
Creatinina = 1,2 mg/dL 1(17) 14 (6) 0,313 3(7) 0,418
LDH elevada 5 (83) 189 (78) 0,611 32 (74) 0,540
Infiltracion del SNC 0(0) 5(3) 0,883 3(8) 0,696
masa mediastinica 0 (0) 6 (10) 0,729 2 (12) 0,716
Adenopatias 2 (33) 44 (26) 0,495 11 (34) 0,672
Hepatomegalia 2 (33) 45 (27) 0,512 8 (25) 0,508
Esplenomegalia 1(17) 52 (31) 0,415 7(22) 0,628
Inmunofenotipo
Fenotipo B 4 (67) 226 (90) 0,115 32(74) 0,510
Pro-B o B nula 0(0) 31 (12) 0,463 6 (14) 0,444
B comun 3 (50) 148 (58) 0,496 20 (46) 0,585
Pre-B 1(16) 44 (17) 0,722 4(9) 0,487
Fenotipo T 2 (33) 24 (10) 0,115 11 (26) 0,510
Pre-T (supracortical) 0 (0) 5(2) 0,889 2 (5) 0,772
T cortical (comun) 1(17) 11 (4) 0,249 5(11) 0,556
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 1 (20) 46 (21) 0,724 37 (20) 0,607
Tasa de RC 5 (100) 231 (96) 0,811 196 (96) 0,891
Resistencia 0(0) 10 (4) 0,811 9 (5) 0,891
Mortalidad 0(0) 12 (5) 0,787 9 (4) 0,719
Supervivencia
SG alos 3 afios 20% 67% 0,003 67% 0,031
SLR alos 3 afios 67% 70% 0,698 63% 0,732
CIR a los 3 afios n.a. 27% 0,868 30% 0,884
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Tablas Suplementarias

Tabla Suplementaria 10. Asociacion de los pacientes con otras anomalias numéricas y las

diferentes variables y el pronéstico.

Otras alt. Numéricas Resto de casos p CN p
n (%) n (%) n (%)
Cariotipo valorable (n=260) n=22 (%) n=238 (%) n=44 (%)
Caracteristicas demograficas
Sexo masculino 9 (41) 133 (56) 0,130 27 (61) 0,190
Edad (afios), media 29 22 0,188 27 0,771
<1 afio 0(0) 7(3) 0,534 1(2) 0,667
>1 -9 afos 6 (27) 103 (43) 0,108 11(25) 0,533
10 - 14 afios 3(14) 9 (4) 0,070 2(5) 0,202
15 - 30 afios 17 (77) 196 (82) 0,363 12 (27) 0,921
31 - 64 afios 6 (27) 64 (27) 0,571 17 (39) 0,523
= 65 afios 2(9) 13 (6) 0,368 1(2) 0,256
Caracteristicas clinico-biologicas
Leucocitos (x10%/L), media 19,3 50,2 0,003 352 0,493
Hemoglobina (g/dL), media 10,3 8,7 0,010 9,8 0,463
Plaquetas (x10%L), media 133 84 0,022 133 0,978
Blastos en MO (%), media 79 87 0,054 82 0,626
Creatinina 2 1,2 mg/dL 2 (10) 13 (6) 0,342 3(7) 0,512
LDH elevada 15 (71) 179 (79) 0,293 32(74) 0,512
Infiltracion del SNC 0(0) 5(3) 0,579 3(8) 0,275
Masa mediastinica 2 (29) 4.(7) 0,136 2(12) 0,328
Adenopatias 3(21) 43 (26) 0,478 11(34) 0,304
Hepatomegalia 1(7) 46 (29) 0,069 8(25) 0,437
Esplenomegalia 2 (14) 51 (32) 0,148 7(22) 0,159
Inmunofenotipo
Fenotipo B 21 (96) 209 (89) 0,318 32(74) 0,035
Pro-B o B nula 3(14) 28 (12) 0,503 6(14) 0,657
B comun 10 (46) 99 (42) 0,446 20 (46) 0,663
Pre-B 16 (73) 199 (84) 0,158 4(9) 0,060
Fenotipo T 1(5) 25 (11) 0,318 11(26) 0,035
Pre-T (supracortical) 1(5) 4 (2) 0,360 2(5) 0,744
T cortical (comun) 0(0) 12 (5) 0,338 5(11) 0,122
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 2 (11) 45 (22) 0,237 37 (20) 0,161
Tasa de RC 17 (94) 219 (96) 0,539 196 (96) 0,521
Resistencia 1(6) 9 (4) 0,539 9(5) 0,521
Mortalidad 4 (18) 8 (3) 0,013 9(4) 0,161
Supervivencia
SG alos 3 afios 53% 67% 0,094 67% 0,434
SLR alos 3 afios 50% 70% 0,324 63% 0,795
CIR a los 3 afios 36% 27% 0,743 30% 0,972
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Tabla Suplementaria 11. Asociacion de los pacientes con otras anomalias estructurales y las

diferentes variables y el pronéstico.

Otras alt. Resto de CN
estructurales casos P n (%) P
n (%) n (%)
Cariotipo valorable (n=260) n=39 n= 221 n=44
Caracteristicas demograficas
Sexo masculino 22 (56) 120 (54) 0,474 27 (61) 0,407
Edad (afios), media 22 23 0,622 27 0,171
<1 afio 1(3) 6 (3) 0,717 1(2) 0,722
>1 -9 afios 12 (31) 97 (44) 0,086 11 (25) 0,366
10 - 14 afios 0(0) 12 (5) 0,136 2 (5) 0,278
15 - 30 afios 14 (36) 33 (15) 0,004 12 (27) 0,543
31 - 64 afios 11 (28) 59 (27) 0,491 17 (39) 0,441
> 65 arios 1(3) 14 (6) 0,310 1(2) 0,722
Caracteristicas clinico-biolégicas
Leucocitos (x10%/L), media 51,1 471 0,803 35,2 0,196
Hemoglobina (g/dL), media 9 8,8 0,642 9,8 0,389
Plaquetas (x10%/L), media 100 86 0,391 133 0,174
Blastos en MO (%), media 87 86 0,841 82 0,220
Creatinina = 1,2 mg/dL 3(8) 12 (6) 0,388 3(7) 0,588
LDH elevada 31(82) 63 (78) 0,380 32 (74) 0,308
Infiltracion del SNC 1(3) 4(2) 0,600 3(8) 0,371
Masa mediastinica 2 (25) 4 (8) 0,173 2 (12) 0,382
Adenopatias 11(36) 35 (24) 0,141 11 (34) 0,568
Hepatomegalia 7 (23) 40 (28) 0,409 8 (25) 0,330
Esplenomegalia 9 (30) 44 (30) 0,588 7(22) 0,558
Inmunofenotipo
Fenotipo B 26 (68) 204 (94) <0,001  32(74) 0,362
Pro-B o B nula 2 (5) 29 (13) 0,120 6 (14) 0,175
B comun 15 (39) 136 (62) 0,012 20(46) 0,674
Pre-B 9 (23) 36 (16) 0,207 4 (9) 0,074
Fenotipo T 12 (32) 14 (6) <0,001 11(26) 0,362
Pre-T (supracortical) 2 (5) 3(1) 0,163 2 (5) 0,645
T cortical (comun) 6 (15) 6 (3) 0,004 5(11) 0,830
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 11 (31) 36 (19) 0,140 37 (20) 0,880
Tasa de RC 35(92) 201 (97) 0,188 196 (96) 0,279
Resistencia 3(8) 7 (3) 0,188 9 (5) 0,279
Mortalidad 1(3) 11 (5) 0,434 9 (4) 0,355
Supervivencia
SG alos 3 afios 57% 68% 0,129 67% 0,626
SLR a los 3 afios 61% 72% 0,259 63% 0,695
CIR a los 3 afios 31% 30% 0,445 30% 0,750
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Tabla Suplementaria 12. Asociacion de los pacientes con cariotipo monosoémico y las

diferentes variables y el pronéstico.

Cario}ipf) Resto de CN
Monosoémico casos P n (%) P
n (%) n (%)
Cariotipo valorable (n=260) n=11 n= 249 n=44
Caracteristicas demograficas
Sexo masculino 8 (73) 134 (54) 0,179 27 (61) 0,371
Edad (afios), media 23 23 0,956 27 0,558
<1 afio 0(0) 7 (3) 0,736 1(2) 0,800
> 1 -9 afios 4 (36) 105 (42) 0,479 11 (25) 0,342
10 - 14 afios 0(0) 12 (5) 0,588 2(5) 0,637
15 - 30 afios 3(17) 44 (18) 0,318 12 (27) 0,658
31 - 64 afios 4 (36) 66 (26) 0,339 17 (39) 0,588
> 65 arios 0(0) 15 (6) 0,513 1(2) 0,800
Caracteristicas clinico-biolégicas
Leucocitos (x10%L), media 51,8 47,5 0,880 35,2 0,609
Hemoglobina (g/dL), media 8,3 8,8 0,551 9,8 0,120
Plaquetas (x10%/L), media 96 88 0,758 133 0,329
Blastos en MO (%), media 87 86 0,903 82 0,464
Creatinina 2 1,2 mg/dL 0 (0) 15 (6) 0,499 3(7) 0,498
LDH elevada 8 (73) 186 (79) 0,443 32 (74) 0,592
Infiltracion del SNC 0(0) 5(3) 0,777 3(8) 0,504
Masa mediastinica 1(33) 5(9) 0,271 2(12) 0,404
Adenopatias 2 (25) 44 (26) 0,651 11 (34) 0,479
Hepatomegalia 2 (25) 45 (27) 0,633 8(25) 0,688
Esplenomegalia 2 (25) 51 (30) 0,548 7(22) 0,590
Inmunofenotipo
Fenotipo B 8 (73) 222 (91) 0,089 32(74) 0,592
Pro-B o B nula 0(0) 31(12) 0,240 6(14) 0,244
B comun 5 (46) 146 (59) 0,287 20 (46) 0,634
Pre-B 3(27) 42 (17) 0,292 4(9) 0,134
Fenotipo T 3(27) 23 (9) 0,089 11 (26) 0,592
Pre-T (supracortical) 1(9) 4 (2) 0,196 2(5) 0,495
T cortical (comun) 2 (18) 10 (4) 0,085 5(11) 0,429
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 0 (0) 47 (22) 0,093 37 (20) 0,067
Tasa de RC 10 (100) 226 (96) 0,665 196 (96) 0,804
Resistencia 0(0) 10 (4) 0,655 9(5) 0,804
Mortalidad 1(9) 11 (5) 0,414 9(4) 0,602
Supervivencia
SG alos 3 afios 61% 66% 0,823 67% 0,940
SLR a los 3 afios 75% 70% 0,717 63% 0,993
CIR alos 3 afios 18% 27% 0,975 30% 0,861
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Tabla Suplementaria 13. Asociacion de los pacientes con y sin deleciones de CDKN2A y las

diferentes variables y el pronéstico.

CDKN2A CDKN2A p
delecionado no delecionado
n= 89 (30%) n= 205 (70%)
Caracteristicas demograficas
Sexo masculino 49 (55) 123 (60) 0,508
Edad (afos), media 25 23 0,674
<1 afio 0(0) 7 (3) 0,078
> 1 -9 arios 37 (42) 75 (37) 0,498
10 - 14 afos 4 (4) 9 (4) 0,591
15 - 30 afios 16 (18) 44 (21) 0,600
31 - 64 afios 25 (28) 58 (28) 0,972
2 65 arios 7 (8) 12 (6) 0,699
Caracteristicas clinico-biolégicas
Leucocitos (x10%/L), media 61,4 40,4 0,061
Hemoglobina (g/dL), media 9,2 8,5 0,081
Plaquetas (x109/L), media 92 83 0,449
Blastos en MO (%), media 86 87 0,848
Creatinina = 1,2 mg/dL 11 (13) 12 (6) 0,095
Acido urico elevado 20 (28) 25 (15) 0,036
LDH elevada 75 (87) 140 (74) 0,019
Infiltracion del SNC 1(1) 7 (4) 0,253
Masa mediastinica 6 (29) 3 (6) 0,016
Adenopatias 16 (25) 35 (25) 0,909
Hepatomegalia 19 (30) 39 (27) 0,820
Esplenomegalia 23 (36) 43 (30) 0,453
Inmunofenotipo
Fenotipo B 66 (75) 184 (91) 0,001
Pro-B o B nula 8(9) 24 (12) 0,628
B comuin 42 (47) 125 (61) 0,039
Pre-B 16 (18) 32 (16) 0,739
Fenotipo T 23 (25) 21 (9) 0,001
Pre-T (supracortical) 3(3) 6 (3) 0,546
T cortical (comun) 13 (15) 7(3) 0,001
T madura 3(3) 2(1) 0,165
Citogenética
No valorable 20 (22) 37 (18) 0,471
Cariotipo Normal 13 (15) 26 (13) 0,795
t(9;22) 6 (7) 27 (13) 0,161
t(11923) 4 (4) 14 (7) 0,615
t(12;21) 5 (6) 26 (13) 0,108
Hiperdiploidia alta 10 (11) 29 (14) 0,625
Otras alt. numéricas 4 (4) 12 (6) 0,437
Otras alt. estructurales 14 (21) 23 (14) 0,291
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CDKN2A CDKN2A

delecionado no delecionado P

Cariotipo Complejo 4 (4) 2(1) 0,071
Respuesta al tratamiento de induccion

Respuesta lenta 15 (19) 44 (25) 0,427

Tasa de RC 77 (95) 186 (95) 0,610

Resistencia 4 (5) 10 (5) 0,610

Mortalidad 8(9) 7(3) 0,050
Supervivencia

SG a los 3 afios 54% 68% 0,062

SLR a los 3 afios 69% 68% 0,993

CIR a los 3 afios 25% 28% 0,812

Tabla Suplementaria 14. Asociacion de los pacientes con deleciones homocigotas vy

heterocigotas de CDKN2A y las diferentes variables y el pronéstico.

Delecion de Delecion de
CDKN2A CDKN2A P
homocigota heterocigota
n=43 (48%) n=46 (52%)
Caracteristicas demograficas
Sexo masculino 25 (58) 24 (52) 0,725
Edad (afios), media 22 27 0,341
<1 afo 0(0) 0(0) -
> 1 -9 afios 17 (39) 20 (43) 0,871
10 - 14 afios 3(7) 1(2) 0,283
15 - 30 afios 10 (23) 6 (13) 0,328
31 - 64 afios 11 (26) 14 (30) 0,785
2 65 arios 2 (5) 5(11) 0,246
Caracteristicas clinico-biolégicas
Leucocitos (x1 OQIL), media 75,2 48,7 0,216
Hemoglobina (g/dL), media 9,2 9,2 0,949
Plaquetas (x10%/L), media 78 104 0,161
Blastos en MO (%), media 89 84 0,209
Creatinina 2 1,2 mg/dL 7(17) 4 (9) 0,414
Acido trico elevado 14 (40) 6 (16) 0,047
LDH elevada 38 (95) 37 (81) 0,042
Infiltracion del SNC 1(3) 0(0) 0,478
Masa mediastinica 5(42) 1(11) 0,148
Adenopatias 10 (32) 6 (19) 0,346
Hepatomegalia 11 (35) 8 (25) 0,527
Esplenomegalia 12 (39) 11 (34) 0,462
Inmunofenotipo
Fenotipo B 28 (65) 38 (84) 0,032
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Delecion de Delecion de
CDKN2A CDKN2A P
homocigota heterocigota
Pro-B o B nula 2 (5) 6 (13) 0,156
B comun 17 (39) 25 (54) 0,118
Pre-B 9 (21) 7 (15) 0,671
Fenotipo T 15 (35) 7(16) 0,032
Pre-T (supracortical) 2 (5) 1(2) 0,474
T cortical (comun) 9(21) 4 (9) 0,183
T madura 2 (5) 1(2) 0,474
Citogenética
No valorable 11 (26) 9 (20) 0,671
Cariotipo Normal 4(9) 9 (20) 0,285
(9;22) 2 (5) 4 (9) 0,371
t(11923) 0 (0) 4 (9) 0,067
t(12;21) 1(2) 4 (9) 0,202
Hiperdiploidia alta 2 (5) 8(17) 0,056
Otras alt. numéricas 2 (5) 2 (4) 0,666
Otras alt. estructurales 12 (39) 2 (6) 0,001
Cariotipo Complejo 4 (9) 0 (0) 0,051
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 9 (24) 6 (15) 0,528
Tasade RC 39 (95) 38 (95) 0,683
Resistencia 2 (5) 2 (5) 0,683
Mortalidad 2 (5) 6 (13) 0,156
Supervivencia
SG a los 3 afios 47% 61% 0,314
SLR a los 3 afios 64% 75% 0,152
CIR alos 3 afios 28% 26% 0,229

Tabla Suplementaria 15. Asociacion de los pacientes con y sin deleciones de CDKN2B y las

diferentes variables y el pronéstico.

CDKN2B CDKN2B

delecionado no delecionado -
n= 80 (27%) n= 214 (73%)
Caracteristicas demograficas
Sexo masculino 46 (58) 125 (59) 0,960
Edad (afios), media 22 25 0,367
<1 afio 0 (0) 7(3) 0,104
> 1-9 afios 37 (46) 75 (35) 0,110
10 - 14 afios 4 (5) 9 (4) 0,494
15 - 30 afios 14 (17) 45 (21) 0,599
31 - 64 afios 19 (24) 64 (30) 0,357
> 65 afos 6 (7) 13 (6) 0,868
Caracteristicas clinico-biologicas
Leucocitos (x10%/L), media 65,1 38,4 0,039
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CDKN2B

CDKN2B

delecionado no delecionado -
Hemoglobina (g/dL), media 9,1 8,7 0,278
Plaquetas (x10%/L), media 92 83 0,456
Blastos en MO (%), media 88 86 0,211
Creatinina 2 1,2 mg/dL 9(12) 14 (7) 0,291
Acido trico elevado 17 (27) 28 (16) 0,055
LDH elevada 69 (87) 146 (75) 0,030
Infiltracién del SNC 1(2) 7 (4) 0,326
Masa mediastinica 5(33) 4(7) 0,017
Adenopatias 13 (24) 37 (25) 0,36
Hepatomegalia 17(31) 40 (27) 0,691
Esplenomegalia 20 (36) 45 (30) 0,241
Inmunofenotipo
Fenotipo B 61 (76) 188 (90) 0,005
Pro-B o B nula 7(9) 25 (12) 0,603
B comun 38 (48) 128 (60) 0,071
Pre-B 16 (20) 32 (15) 0,396
Fenotipo T 19 (24) 21 (10) 0,005
Pre-T (supracortical) 2 (2) 7 (3) 0,535
T cortical (comun) 12 (15) 8 (4) 0,002
T madura 2(2) 3(1) 0,416
Citogenética
No valorable 17 (21) 40 (19) 0,373
Cariotipo Normal 11 (14) 28 (13) 0,892
(9;22) 5(6) 27 (13) 0,174
t(11923) 3(4) 15 (7) 0,225
t(12;21) 5 (6) 26 (12) 0,206
Hiperdiploidia alta 10 (12) 29 (14) 0,486
Otras alt. numéricas 4 (5) 12 (6) 0,546
Otras alt. estructurales 14 (23) 23 (14) 0,165
Cariotipo Complejo 4 (5) 2(1) 0,049
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 11 (16) 47 (26) 0,123
Tasa de RC 72 (97) 190 (94) 0,225
Resistencia 2 (3) 12 (6) 0,225
Mortalidad 6 (7) 9 (4) 0,203
Supervivencia
SG a los 3 afios 55% 66% 0,155
SLR a los 3 afios 68% 68% 0,775
CIR a los 3 afios 25% 28% 0,950
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Tabla Suplementaria 16. Asociacion de los pacientes con deleciones homocigotas y

heterocigotas de CDKN2A y las diferentes variables y el pronéstico.

Delecion de CDKN2B Delecion de CDKN2B

homocigota heterocigota -
n= 41 (51%) n= 39 (49%)
Caracteristicas demograficas
Sexo masculino 25 (61) 21 (54) 0,676
Edad (afios), media 18 18 0,915
<1 afio 0 (0) 0 (0) -
>1 -9 afios 19 (46) 18 (46) 0,987
10 - 14 afos 3(7) 1(3) 0,327
15 - 30 afos 6 (15) 8 (20) 0,691
31 - 64 afios 12 (29) 7 (18) 0,354
2 65 arios 1(2) 5(13) 0,089
Caracteristicas clinico-biolégicas
Leucocitos (x1 09/L), media 66,1 73,2 0,785
Hemoglobina (g/dL), media 9,5 8,8 0,365
Plaquetas (x10%L), media 94 99 0,807
Blastos en MO (%), media 86 92 0,102
Creatinina = 1,2 mg/dL 6 (16) 3(8) 0,240
Acido urico elevado 11 (33) 6 (19) 0,326
LDH elevada 37 (93) 32 (82) 0,145
Infiltracion del SNC 1(3) 0 (0) 0,525
Masa mediastinica 5 (56) 0 (0) 0,042
Adenopatias 7 (25) 6 (22) 0,808
Hepatomegalia 10 (36) 7 (26) 0,622
Esplenomegalia 12 (43) 8 (30) 0,46
Inmunofenotipo
Fenotipo B 28 (68) 33 (85) 0,146
Pro-B o B nula 2(5) 5(13) 0,196
B comun 17 (41) 21 (54) 0,376
Pre-B 9 (22) 7 (18) 0,867
Fenotipo T 13 (32) 6 (15) 0,146
Pre-T (supracortical) 2 (5) 0 (0) 0,259
T cortical (comun) 7(17) 5(13) 0,826
T madura 2 (5) 0 (0) 0,259
Citogenética
No valorable 9 (22) 8 (21) 0,875
Cariotipo Normal 5(12) 6 (15) 0,464
1(9;22) 2 (5) 3(8) 0,476
t(11923) 0 (0) 3(8) 0,111
t(12;21) 2 (5) 3(8) 0,476
Hiperdiploidia alta 3(7) 7 (18) 0,136
Otras alt. numéricas 1(2) 3(8) 0,289
Otras alt. estructurales 11 (35) 3 (10) 0,033
Cariotipo Complejo 3(7) 1(3) 0,327
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 9 (24) 2 (6) 0,077
Tasa de RC 39 (98) 33 (97) 0,711
Resistencia 1(2) 1(3) 0,711
Mortalidad 1(2) 5(13) 0,089
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Delecion de CDKN2B

Delecion de CDKN2B

homocigota heterocigota #
Supervivencia
SG a los 3 afios 53% 58% 0,837
SLR a los 3 afios 70% 66% 0,889
CIR alos 3 afios 25% 26% 0,769

Tabla Suplementaria 17. Asociacion de los pacientes con y sin deleciones de PAX5 vy las

diferentes variables y el pronéstico.

PAX5 PAX5 p
delecionado no delecionado
n=55 (19) n=239 (81)
Caracteristicas demograficas
Sexo masculino 30 (55) 142 (59) 0,611
Edad (afnos), media 24 24 0,949
<1 afio 1(2) 6 (2) 0,612
>1-9 afos 24 (44) 88 (37) 0,216
10 - 14 afios 0(0) 13 (5) 0,064
15 - 30 afios 10 (18) 50 (21) 0,788
31 - 64 afios 16 (29) 67 (28) 0,875
> 65 afios 4(7) 15 (6) 0,490
Caracteristicas clinico-biolégicas
Leucocitos (x10%/L), media 40,8 48,0 0,586
Hemoglobina (g/dL), media 8,2 8,9 0,111
Plaquetas (x10%/L), media 63 91 0,008
Blastos en MO (%), media 90 86 0,047
Creatinina 2 1,2 mg/dL 6 (12) 17 (7) 0,216
Acido Grico elevado 7(17) 38 (19) 0,837
LDH elevada 42 (82) 173 (77) 0,258
Infiltracion del SNC 1(2) 7 (3) 0,529
Masa mediastinica 1(8) 8 (14) 0,526
Adenopatias 9 (24) 42 (25) 0,931
Hepatomegalia 10 (27) 48 (29) 0,513
Esplenomegalia 14 (38) 52 (31) 0,522
Inmunofenotipo
Fenotipo B 50 (91) 200 (85) 0,365
Pro-B o B nula 4(7) 27 (12) 0,244
B comun 31 (56) 136 (57) 0,529
Pre-B 15 (27) 33 (14) 0,026
Fenotipo T 5(9) 35 (15) 0,365
Pre-T (supracortical) 0 (0) 9(4) 0,151
T cortical (comun) 3(5) 17 (7) 0,465
T madura 2 (4) 3(1) 0,236
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PAX5 PAX5 p
delecionado no delecionado
Citogenética
No valorable 10 (18) 47 (20) 0,951
Cariotipo Normal 4(7) 35 (15) 0,218
t(9;22) 5(9) 28 (12) 0,750
t(11923) 0(0) 18 (7) 0,021
t(12;21) 9 (16) 22 (9) 0,188
Hiperdiploidia alta 4(7) 35 (15) 0,218
Otras alt. numéricas 4 (7) 12 (5) 0,349
Otras alt. estructurales 11 (25) 26 (14) 0,122
Cariotipo Complejo 2 (4) 4 (2) 0,313
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 9 (19) 50 (24) 0,265
Tasa de RC 44 (88) 219 (97) 0,024
Resistencia 6 (12) 8 (3) 0,024
Mortalidad 4(7) 11 (5) 0,293
Supervivencia
SG a los 3 afios 65% 63% 0,629
SLR a los 3 afios 76% 67% 0,130
CIR a los 3 afios 20% 29% 0,123

Tabla Suplementaria 18. Asociacion de los pacientes con y sin deleciones de ETV6 vy las

diferentes variables y el pronéstico.

ETV6 ETV6 p
delecionado no delecionado
n= 29 (10) n= 265 (90)
Caracteristicas demograficas
Sexo masculino 15(52) 156 (59) 0,579
Edad (afios), media 18 25 0,093
<1 afio 0(0) 7(3) 0,478
> 1 -9 aros 18 (62) 94 (36) 0,005
10 - 14 afios 2(7) 11 (4) 0,375
15 - 30 afios 3(10) 56 (21) 0,254
31 - 64 afios 3(10) 80 (30) 0,041
2 65 afos 3 (10) 16 (6) 0,287
Caracteristicas clinico-biolégicas
Leucocitos (x109/L), media 28,4 48,9 0,087
Hemoglobina (g/dL), media 8,1 8,8 0,159
Plaquetas (x10%/L), media 52 89 0,001
Blastos en MO (%), media 86 86 0,092
Creatinina = 1,2 mg/dL 0 (0) 23 (9) 0,077
Acido Urico elevado 3(12) 42 (20) 0,256
LDH elevada 24 (86) 191 (77) 0,223
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ETV6 ETV6 p
delecionado no delecionado
Infiltracion del SNC 0(0) 8 (4) 0,392
Masa mediastinica 0 (0) 9 (13) 0,574
Adenopatias 2 (14) 48 (25) 0,287
Hepatomegalia 5 (36) 53 (28) 0,362
Esplenomegalia 5(36) 61 (32) 0,489
Inmunofenotipo
Fenotipo B 28 (97) 222 (85) 0,072
Pro-B o B nula 0 (0) 32 (12) 0,029
B comun 24 (83) 143 (54) 0,006
Pre-B 4 (14) 44 (17) 0,467
Fenotipo T 1(3) 38 (15) 0,072
Pre-T (supracortical) 1(3) 8 (3) 0,614
T cortical (comun) 0(0) 20 (7) 0,115
T madura 0 (0) 5(2) 0,592
Citogenética
No valorable 4 (14) 53 (20) 0,573
Cariotipo Normal 1(3) 38 (14) 0,174
t(9;22) 2(7) 31 (12) 0,338
t(11923) 0(0) 18 (7) 0,144
t(12;21) 14 (48) 17 (6) <0,001
Hiperdiploidia alta 6 (21) 33 (12) 0,170
Otras alt. numéricas 0 (0) 16 (6) 0,180
Otras alt. estructurales 0(0) 36 (18) 0,010
Cariotipo Complejo 1(3) 5(9) 0,468
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 3(11) 55 (24) 0,222
Tasa de RC 27 (96) 235 (95) 0,574
Resistencia 1(4) 13 (5) 0,574
Mortalidad 1(4) 14 (5) 0,547
Supervivencia
SG a los 3 afios 71% 63% 0,615
SLR a los 3 afios 72% 68% 0,918
CIR alos 3 afios 29% 27% 0,408
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Tabla Suplementaria 19. Asociacion de los pacientes con y sin deleciones de RB1 vy las

diferentes variables y el pronéstico.

RB1 RB1 P
delecionado no delecionado
n=31(11%) n= 263 (89%)
Caracteristicas demograficas
Sexo masculino 19 (61) 153 (58) 0,448
Edad (afos), media 27 24 0,478
<1 afio 0 (0) 7 (3) 0,455
> 1 -9 afios 13 (42) 99 (38) 0,787
10 - 14 afios 1(3) 5(12) 0,593
15 - 30 afios 4(13) 56 (21) 0,389
31 - 64 afios 10 (32) 7 (28) 0,752
> 65 afios 3 (10) 16 (6) 0,701
Caracteristicas clinico-biolégicas
Leucocitos (x10%/L), media 23,1 49,5 0,004
Hemoglobina (g/dL), media 8,8 8,7 0,865
Plaquetas (x109/L), media 75 87 0,458
Blastos en MO (%), media 84 87 0,493
Creatinina = 1,2 mg/dL 3(10) 20 (8) 0,769
Acido Urico elevado 4 (14) 41 (20) 0,675
LDH elevada 25 (81) 190 (78) 0,872
Infiltracion del SNC 1(5) 7 (3) 0,694
Masa mediastinica 2 (33) 7(11) 0,343
Adenopatias 6 (27) 45 (25) 0,989
Hepatomegalia 6 (27) 52 (28) 0,910
Esplenomegalia 5 (23) 61 (33) 0,454
Inmunofenotipo
Fenotipo B 26 (84) 224 (87) 0,902
Pro-B o B nula 2 (6) 30 (11) 0,315
B comun 18 (58) 149 (57) 0,881
Pre-B 6 (19) 42 (16) 0,822
Fenotipo T 5 (16) 35(13) 0,430
Pre-T (supracortical) 0 (0) 9(3) 0,361
T cortical (comun) 5(16) 15 (6) 0,046
T madura 0 (0) 5(2) 0,571
Citogenética
No valorable 8 (26) 49 (19) 0,474
Cariotipo Normal 3 (10) 36 (14) 0,386
1(9;22) 2 (6) 31(12) 0,293
t(11923) 1(3) 17 (6) 0,413
t(12;21) 1(3) 30 (12) 0,132
Hiperdiploidia alta 6 (19) 33(12) 0,212
Otras alt. numéricas 2 (6) 14 (5) 0,520
Otras alt. estructurales 4 (18) 33 (16) 0,490
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RB1 RB1

delecionado no delecionado -

Cariotipo Complejo 3(10) 3(1) 0,017
Respuesta al tratamiento de induccion

Respuesta lenta 5(18) 54 (24) 0,362

Tasa de RC 29 (97) 234 (95) 0,539

Resistencia 1(3) 13 (5) 0,539

Mortalidad 0(0) 15 (6) 0,189
Supervivencia

SG a los 3 afios 61% 64% 0,733

SLR a los 3 afios 76% 68% 0,851

CIR alos 3 afios 23% 28% 0,913

Tabla Suplementaria 20. Asociacion de los pacientes con deleciones homocigotas vy

heterocigotas de RB1 y las diferentes variables y el pronostico.

Delecion de RB1 Delecion de RB1

homocigota heterocigota P
n=9 (29%) n=22 (71%)
Caracteristicas demograficas
Sexo masculino 7 (78) 21 (55) 0,215
Edad (afios), media 43 20 0,017
<1 afio 0(0) 0(0) -
>1-9 afios 1(11) 12 (55) 0,031
10 - 14 afios 0(0) 1(4) 0,710
15 - 30 afios 2 (22) 2(9) 0,327
31 - 64 afios 4 (44) 6 (27) 0,302
2 65 arfios 2 (22) 1(24) 0,195
Caracteristicas clinico-biolégicas
Leucocitos (x1 OQ/L), media 38,7 16,8 0,332
Hemoglobina (g/dL), media 8,8 8,9 0,908
Plaquetas (x10%/L), media 64 79 0,541
Blastos en MO (%), media 84 85 0,924
Creatinina 2 1,2 mg/dL 2 (22) 1(24) 0,195
Acido rico elevado 2 (29) 2(9) 0,253
LDH elevada 6 (67) 19 (86) 0,219
Infiltracion del SNC 0(0) 1(8) 0,650
Masa mediastinica 2 (40) 0 (0) 0,667
Adenopatias 2 (25) 4 (29) 0,631
Hepatomegalia 2 (25) 4 (29) 0,631
Esplenomegalia 0(0) 5 (36) 0,076
Inmunofenotipo
Fenotipo B 6 (67) 20 (91) 0,131
Pro-B o B nula 0 (0) 2(9) 0,497
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Delecion de RB1 Delecion de RB1

homocigota heterocigota -
B comun 5 (56) 13 (59) 0,583
Pre-B 1(11) 5(23) 0,423
Fenotipo T 3(33) 2(9) 0,131
Pre-T (supracortical) 0 (0) 0(0) -
T cortical (comun) 2(9) 3(33) 0,131
T madura 0 (0) 0 (0) -
Citogenética
No valorable 2 (22) 6 (27) 0,576
Cariotipo Normal 1(11) 2(9) 0,657
t(9;22) 1(11) 1(4) 0,503
t(11923) 0(0) 1(4) 0,71
t(12;21) 0 (0) 1(4) 0,71
Hiperdiploidia alta 1(11) 5(23) 0,423
Otras alt. numéricas 0 (0) 2(9) 0,497
Otras alt. estructurales 1(11) 3(14) 0,673
Cariotipo Complejo 3(33) 0 (0) 0,019
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 3 (43) 2 (10) 0,091
Tasa de RC 7 (88) 22 (100) 0,267
Resistencia 1(12) 0(0) 0,267
Mortalidad 0(0) 0(0) -
Supervivencia
SG a los 3 afios 39% 67% 0,099
SLR alos 3 afios 86% 74% 0,699
CIR alos 3 afios 13% 25% 0,522

Tabla Suplementaria 21. Asociacién de los pacientes con y sin deleciones de BTG1 vy las

diferentes variables y el pronéstico.

BTG1 BTG1

delecionado no delecionado -
n= 24 (8%) n= 270 (92%)

Caracteristicas demograficas

Sexo masculino 12 (50) 160 (59) 0,505

Edad (afos), media 23,7 243 0,897
<1 afo 0 (0) 7(3) 0,547
>1-9 afios 10 (42) 102 (38) 0,876
10 - 14 afos 2 (8) 11 (4) 0,287
15 - 30 afos 3(12) 57 (21) 0,237
31 - 64 afios 8 (33) 75 (28) 0,357
> 65 afos 1(4) 18 (7) 0,528

Caracteristicas clinico-biolégicas

Leucocitos (x10%/L), media 30,6 48,1 0,360
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BTG1

BTG1

delecionado no delecionado -
Hemoglobina (g/dL), media 8,3 8,8 0,355
Plaquetas (x10%/L), media 64 88 0,054
Blastos en MO (%), media 93 86 0,003
Creatinina = 1,2 mg/dL 1(4) 22 (9) 0,409
Acido Urico elevado 5 (25) 40 (18) 0,323
LDH elevada 18 (78) 197 (78) 0,965
Infiltracion del SNC 0(0) 8 (4) 0,625
Masa mediastinica 0 (0) 9(13) 0,574
Adenopatias 1(6) 50 (27) 0,034
Hepatomegalia 4 (22) 54 (29) 0,745
Esplenomegalia 4 (22) 62 (33) 0,503
Inmunofenotipo
Fenotipo B 24 (100) 226 (85) 0,024
Pro-B o B nula 3(12) 29 (11) 0,499
B comun 17 (71) 150 (56) 0,108
Pre-B 4(17) 44 (16) 0,574
Citogenética
No valorable 6 (25) 51 (29) 0,311
Cariotipo Normal 0 (0) 39 (14) 0,028
t(9;22) 2(8) 31 (11) 0,478
t(11923) 1(4) 17 (6) 0,557
t(12;21) 5(21) 26 (9) 0,091
Hiperdiploidia alta 4 (17) 35 (13) 0,397
Otras alt. numéricas 0 (0) 16 (6) 0,247
Otras alt. estructurales 3(13) 34 (13) 0,644
Cariotipo Complejo 0 (0) 6 (2) 0,597
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 10 (42) 49 (21) 0,048
Tasa de RC 21 (88) 242 (96) 0,110
Resistencia 3(12) 11 (4) 0,110
Mortalidad 0(0) 15 (6) 0,267
Supervivencia
SG a los 3 afos 57% 64% 0,979
SLR a los 3 afios 71% 68% 0,923
CIR a los 3 afios 27% 27% 0,829
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Tabla Suplementaria 22. Asociacion de los pacientes con y sin deleciones de EBF1 vy las

diferentes variables y el pronéstico.

EBF1 EBF1 P
delecionado no delecionado
n=10 (3) n= 284 (97%)
Caracteristicas demograficas
Sexo masculino 8 (80) 164 (58) 0,140
Edad (afos), media 34 24 0,163
<1 afio 0(0) 7 (3) 0,783
> 1 -9 afos 1(10) 111 (39) 0,056
10 - 14 afios 0(0) 13 (5) 0,632
15 - 30 afios 4 (40) 56 (20) 0,124
31 - 64 afios 4 (40) 79 (28) 0,302
> 65 afios 1(10) 18 (6) 0,493
Caracteristicas clinico-biolégicas
Leucocitos (x10%/L), media 56,4 46,4 0,737
Hemoglobina (g/dL), media 10,0 8,7 0,163
Plaquetas (x109/L), media 99 85 0,651
Blastos en MO (%), media 89 86 0,704
Creatinina 2 1,2 mg/dL 2 (22) 21 (8) 0,166
Acido Urico elevado 2 (29) 43 (19) 0,396
LDH elevada 7 (78) 208 (78) 0,629
Infiltracion del SNC 0(0) 8 (4) 0,698
Masa mediastinica 1(33) 8 (12) 0,338
Adenopatias 4 (44) 47 (24) 0,159
Hepatomegalia 3(33) 55 (28) 0,493
Esplenomegalia 2 (22) 64 (32) 0,406
Inmunofenotipo
Fenotipo B 8 (80) 242 (86) 0,412
Pro-B o B nula 1(10) 31 (11) 0,702
B comun 7 (70) 160 (56) 0,302
Pre-B 0(0) 48 (17) 0,163
Citogenética
No valorable 3 (30) 54 (19) 0,302
Cariotipo Normal 1(10) 38 (13) 0,608
t(9;22) 0(0) 33 (12) 0,298
t(11923) 0(0) 18 (6) 0,526
t(12;21) 0(0) 31 (11) 0,322
Hiperdiploidia alta 1(10) 38 (13) 0,608
Otras alt. numéricas 1(10) 15 (5) 0,434
Otras alt. estructurales 4 (40) 33(12) 0,026
Cariotipo Complejo 0 (0) 6 (2) 0,611
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 4 (50) 55 (22) 0,088
Tasa de RC 8 (89) 255 (95) 0,377

195



Tablas Suplementarias

EBF1 EBF1

delecionado no delecionado =
Resistencia 1(11) 13 (5) 0,377
Mortalidad 1(10) 14 (5) 0,415
Supervivencia
SG alos 3 afos 57% 64% 0,282
SLR a los 3 afios 66% 69% 0,353
CIR alos 3 afios 25% 27% 0,605

Tabla Suplementaria 23. Asociacion de los pacientes con y sin deleciones de la region PAR1

y las diferentes variables y el pronéstico.

Region PAR1 Region PAR1 P
delecionada no delecionada
n =17 (6%) n= 277 (94%)
Caracteristicas demograficas
Sexo masculino 9 (53) 161 (59) 0,416
Edad (afos), media 25 24 0,929
<1 afio 1(6) 6(2) 0,346
> 1 -9 afios 4 (23) 108 (39) 0,149
10 - 14 afios 1(6) 12 (4) 0,549
15 - 30 afios 5 (29) 54 (20) 0,244
31 - 64 afios 5(29) 77 (28) 0,546
= 65 afios 1(6) 18 (7) 0,695
Caracteristicas clinico-biolégicas
Leucocitos (x10%/L), media 43,7 45,9 0,919
Hemoglobina (g/dL), media 9,1 8,7 0,618
Plaquetas (x109/L), media 75 86 0,620
Blastos en MO (%), media 90 86 0,013
Creatinina = 1,2 mg/dL 1(7) 21 (8) 0,659
Acido urico elevado 5(38) 40 (18) 0,078
LDH elevada 13 (87) 201 (78) 0,324
Infiltracion del SNC 0 (0) 8 (4) 0,555
Masa mediastinica 0 (0) 9(13) 0,662
Adenopatias 2 (15) 47 (25) 0,352
Hepatomegalia 3 (23) 54 (28) 0,479
Esplenomegalia 2 (15) 63 (33) 0,156
Inmunofenotipo
Fenotipo B 14 (88) 234 (86) 0,612
Pro-B o B nula 1(6) 31 (11) 0,423
B comun 10 (59) 155 (56) 0,843
Pre-B 3(18) 45 (16) 0,551
Fenotipo T 2(12) 38 (14) 0,612
Pre-T (supracortical) 0 (0) 9(3) 0,578
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Regién PAR1 Region PAR1

delecionada no delecionada -
T cortical (comun) 1(6) 19 (7) 0,672
T madura 1(6) 4(1) 0,261
Citogenética
No valorable 1(6) 56 (20) 0,120
Cariotipo Normal 3(18) 36 (13) 0,402
t(9;22) 1(6) 31 (12) 0,423
t(11923) 0(0) 18 (6) 0,328
t(12;21) 2(12) 29 (10) 0,559
Hiperdiploidia alta 0(0) 39 (14) 0,081
Otras alt. numéricas 1(6) 15 (5) 0,627
Otras alt. estructurales 5(29) 31 (11) 0,044
Cariotipo Complejo 2(12) 4 (1) 0,042
Respuesta al tratamiento de induccion
Respuesta lenta 3 (23) 55 (23) 0,649
Tasa de RC 17 (100) 244 (95) 0,400
Resistencia 0 (0) 14 (5) 0,400
Mortalidad 0(0) 15 (5) 0,395
Supervivencia
SG a los 3 afios 48% 64% 0,153
SLR a los 3 afios 62% 69% 0,728
CIR a los 3 afios 26% 27% 0,967
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