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1.INTRODUCCION






Introduccién

1.1. Leucemia Mieloide Aguda

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad clonal
resultante de la transformacion maligna de células blasticas inmaduras
mieloides. Se caracteriza por la presencia de diversas alteraciones
genéticas y moleculares adquiridas en células de estirpe mieloide que
alteran sus mecanismos normales de autorenovacién, proliferacién y
diferenciacién celular (Frohling, 2005). Como consecuencia, en la
médula Osea se acumulan precursores mieloides inmaduros con
capacidad de proliferacion, pero sin capacidad de diferenciacién hacia
células hematopoyéticas maduras. De este modo, el espacio medular es
ocupado por células tumorales que impiden una hematopoyesis normal,
provocando una insuficiencia medular y las consecuencias clinicas que
de ello se derivan (Estey & D6hner, 2006).

1.1.1.Epidemiologia

En los paises occidentales, la LMA tiene una incidencia estimada
de 3 casos nuevos por 100.000 habitantes al afio, produciéndose un
incremento progresivo con la edad, hasta alcanzar un pico de 12,6 por
100.000 habitantes/afio en pacientes mayores de 65 afios (Parkin et al,
2005). Se estima que en Europa el 0,6% de todas las formas de cancer
corresponden a LMA, lo que equivale a unos 18.000 casos nuevos al
afio, suponiendo para una poblacion como la espafiola entre 900 y 1000
nuevos casos anuales. Esta enfermedad comprende el 80% de las
leucemias agudas en adultos y el 15-20% de las pediatricas, siendo la
neoplasia mas frecuente en neonatos. Dentro de la totalidad de los
procesos neoplasicos, la LMA es la causante del 1,2% de la mortalidad

global por cancer.



Introduccién

1.1.2.Etiologia

Pese a que en la gran mayoria de los casos la causa de la LMA
se desconoce, se sabe que hay diversos factores que predisponen a
sufrir esta enfermedad y que podrian explicar hasta un 5% de los casos.
Entre ellos destacan los factores genéticos, las inmunodeficiencias,

ciertos factores ambientales y los virus.

Varios hechos apoyan la participacion de factores genéticos en
el desarrollo de las LMA. Por ejemplo, se ha demostrado que la
probabilidad de que un hermano gemelo de un sujeto afecto sufra esta
enfermedad es superior a la de la poblacién sana (Higgins et al, 2001).
Ademas, la LMA se ha descrito con una mayor incidencia en pacientes
con cromosomopatias (como el sindrome de Down), (Hasle et al, 2000)
con los sindromes caracterizados por una reparacion defectuosa del
DNA (Taylor, 2001) o con el sindrome plaguetario familiar (Minelli et al,
2004).

Por otro lado, se ha visto que ciertos factores ambientales
influyen en la génesis de las LMA, siendo la neoplasia que mas a
menudo se asocia a las radiaciones ionizantes, como por ejemplo
accidentes nucleares o procedimientos médicos (Bolufer et al, 2007,
Guillem et al, 2007). Ademas, en modelos animales se ha demostrado
la accion de los virus en el desarrollo de las leucemias, e incluso a dia
de hoy, se dispone de modelos experimentales de leucemias inducidas

por virus (Zuber et al, 2009).

1.1.3.Patogénesis

La LMA es una enfermedad heterogénea a nivel molecular. En
las dltimas dos décadas ha tenido lugar un importante avance en el
conocimiento del sustrato biolégico de esta enfermedad, derivado
fundamentalmente de la introduccion de tecnologias de gran alcance,
como el cariotipo convencional, el analisis por FISH, los perfiles de

expresion génica y de microRNAs, arrays de hibridacion genomica
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comparativa (a-CGH) y arrays de SNP vy, muy recientemente, la
secuenciacion de ultima generacion [NGS; incluyendo la secuenciaciéon
de todo el exoma (WES) y la RNA-seq]. En esta seccion, se resumiran

los hallazgos mas importantes que han surgido de dichos andlisis.
1.1.3.1 Citogenética

Se pueden detectar anomalias en el cariotipo en
aproximadamente un 50-60% de los pacientes diagnosticados de LMA.
Generalmente estan representadas por alteraciones estructurales como
las translocaciones cromosémicas balanceadas que a menudo resultan
en reordenamientos génicos (Vardiman et al, 2009) y/o por alteraciones
numeéricas: monosomias, trisomias o deleciones de parte o la totalidad

de algun cromosoma (Martens & Stunnenberg, 2010).
1.1.3.2 Factores moleculares

En modelos experimentales se ha establecido que las anomalias
citogenéticas primarias por si solas son insuficientes para inducir
leucemia (salvo excepciones), por lo que se consideran necesarias
otras alteraciones adicionales. Las anomalias moleculares incluyen las
mutaciones/duplicaciones parciales y la expresion anormal de los genes

patogénicos.

1.1.3.2.1 Mutaciones génicas

Los esfuerzos de secuenciacion completa han revelado que la
mayoria de leucemias albergan mudltiples mutaciones ocurridas
secuencialmente en una Gnica linea celular para generar un clon
leucémico dominante. Las mutaciones que confieren una ventaja
proliferativa a las células leucémicas se llaman 'conductoras', mientras
gue las mutaciones que no tienen ninglin efecto sobre sus
caracteristicas de crecimiento se denominan 'pasajeras'. La progresion
clonal es un proceso evolutivo en el cual las mutaciones proporcionan
diversidad genética a una linea celular y la seleccién conduce a la
expansion de los subclones mas adecuados. La identificacion de las

alteraciones subclonales no es soOlo importante para comprender la
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biologia de la leucemia, sino también por sus posibles implicaciones
terapéuticas. Sin embargo, esta clasificacion binaria de las mutaciones
en conductoras y pasajeras depende del contexto. Los subclones
tumorales compiten entre si y con las células normales por el espacio y
los recursos dentro del microentorno del tejido. Los cambios impuestos
en este ecosistema alteraran la competitividad relativa de los subclones
tumorales. Por ejemplo, después de la quimioterapia, los subclones
minoritarios capaces de sobrevivir al tratamiento pueden regenerar la
malignidad (Anderson et al, 2011; Ding et al, 2012). Por el contrario, las
mutaciones que confieren resistencia a determinados farmacos pueden

estar en desventaja en ausencia de tratamiento (Skaggs et al, 2006).

Entre las alteraciones mas frecuentemente observadas en
pacientes con LMA se encuentran aguellas que afectan a los receptores
tirosin-kinasa (FLT3, cKIT o las mutaciones del gen RAS). Estas
mutaciones suponen una activacién constitutiva de diversas proteinas
(tirosin-kinasas) que, en ultima instancia, activan la transcripcién en el
nacleo y estimulan la proliferacion celular, escapando de los procesos
de regulacion del ciclo celular (Kottaridis et al, 2001). Ademas, las
tirosin-kinasas activadas pueden transmitir sefiales de proliferacion por
afectacion de familias proteicas, como es el caso de los genes de la
familia RAS (Valk et al, 2004), provocando un aumento en la capacidad
de invasibn y metastasis, y una disminucion de la apoptosis. Las
mutaciones de FLT3 pueden ser de dos tipos: mutaciones del dominio
tirosin kinasa (TKD) y duplicaciones internas en tandem (ITD). FLT3-
ITD afecta a la region yuxtamembrana en el 20-27% de los pacientes
con LMA y cariotipo normal (LMA-CN), mientras que FLT3-TKD estan
representados por mutaciones puntuales, pequefias inserciones o
eliminaciones, principalmente en los codones 835 y 836, en el 5-10% de
las LMA (Kottaridis et al, 2001; Yamamoto et al, 2001; Schnittger et al,
2002; Thiede et al, 2002).

Como ejemplo de mutaciones 'pasajeras’ se encontrarian
determinados factores de transcripcion, como son NPM1, CEBPA o
MLL. NPM1 es una fosfoproteina nucleolar que actda como lanzadera
entre el nlcleo y el citoplasma. Al regular la estabilidad y la actividad
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transcripcional de P53, NPM1 puede tener una funcién potencial como
supresor de tumores, jugando un papel critico en la transformacién
celular maligna durante la leucemogénesis. La presencia de mutaciones
en el exén 12 del gen NPM1 se encuentran en un 30% de los pacientes
con LMA, llegando incluso hasta un 50% en los pacientes con cariotipo
normal, por lo que se considera la mutaciébn mas recurrente en la LMA
(Falini et al, 2005). Estos casos suelen ser LMA de novo, con

predominio femenino y caracteristicas mielomonociticas.

Por otro lado, CEBPA participa en la maduracién de los
granulocitos y esta especialmente sobreexpresado durante este
proceso, ejerciendo una regulacion negativa de MYC, a la vez que
activa transcripcionalmente a los promotores de diversos factores de
crecimiento (Williams et al, 1997; Willamson et al, 1998). Las
mutaciones de CEBPA se encuentran predominantemente en la LMA de
cariotipo normal (Koschmieder et al, 2009) y pueden ser de dos tipos:
las mutaciones sin sentido que afectan a la region N-terminal y resultan
en una isoforma truncada de CEBPA con propiedades dominante
negativo, o mutaciones “in-frame” en la region C-terminal que resulta en
una actividad disminuida de dimerizacion o union al DNA. Se han
descrito mutaciones de CEBPA en pacientes con LMA-CN con una
frecuencia entre el 7 y el 11% y resultan en una pérdida de funcién de
CEBPA, que facilita la leucemogénesis por un bloqueo en la

diferenciacion.

MLL es una proteina activadora que puede asociarse con
secuencias especificas de DNA, sobre todo con promotores del gen
HOX. La expresion de HOX se asocia con un incremento en la
autorreplicacion de las células hematopoyéticas. Ademdés, los
reordenamientos de MLL impiden la acetilacién y la activacion de p53,
un hecho que puede afectar al ciclo celular, la apoptosis y la estabilidad
gendmica (Licht, 2005).

Mas recientemente se han encontrado por NGS otras
mutaciones recurrentes en la LMA que inducen una alteracion en la

regulacién epigenética (Dombret, 2011): Las mutaciones de IDH1 se
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detectan en un 11-14% de casos con citogenética normal y las de IDH2
en el 13-19% de los casos (Mardis et al, 2009; Marcucci et al, 2010;
Thol et al, 2010; Paschka et al, 2010) y son mutuamente excluyentes.
DNMT3A, un transcrito con actividad metiltransferasa, se encuentra
mutado en aproximadamente el 20-22% de las LMA de novo de adultos
(Ley et al, 2010). La alteracion en la metilaciébn de citosinas puede
contribuir al desarrollo de tumores mediante la disminucion de la
expresion de genes supresores tumorales que se encuentran
hipermetilados en las células neoplasicas. De hecho, la inhibicion de las
DNA metiltransferasas es uno de los mecanismos de accion de
farmacos como la 5-azacitidina o la decitabina. Las mutaciones de TET2
se han descrito en un 12-17% de LMA de novo (Bacher et al, 2010;
Nibourel et al, 2010; Abdel-Wahab et al, 2009). Las mutaciones de
BCOR son relativamente recurrentes (17,1%) en pacientes sin
mutaciones de NPM1, CEBPA, FLT3-ITD, IDH1 ni MLL-DPT, mientras
que raramente se detectan en LMA-CN no seleccionadas (3,8%) y estan
practicamente ausentes en los otros subgrupos (Grossmann et al,
2011).

1.1.3.2.2 Alteraciones en la expresidn génica

Los perfiles de expresion génica se han relacionado con la
sobreexpresion de varios genes en la LMA, entre los que destacan por
su frecuencia y posible impacto pronéstico los genes: MDR1 (Nooter et
al, 1990), WT1 (Inoue et al, 1994), BAALC (Tanner et al, 2001), MN1
(Langer et al, 2009), ERG, EVI1 y PRAME. Se describiran mas

detalladamente en el apartado de factores prondsticos moleculares.
1.1.3.3 Factores epigenéticos

A pesar de los eventos ya conocidos, en la LMA existe una
recurrente ausencia de correlacion entre la presencia de mutaciones y
los datos clinico-patoldgicos, lo que lleva a pensar que debe existir
algun otro mecanismo implicado en la leucemogénesis. El papel de la
regulacion epigenética en la diferenciacion mielopoyética normal y

patolégica hace que las modificaciones epigenéticas sean muy
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importantes en la etiologia, prevencion y tratamiento de la leucemia
(Galm et al, 2006).

1.1.3.3.1 Metilacion del DNA

La metilacién del DNA es un proceso esencial en la regulacion
epigenética que consiste en la incorporacién de un grupo metilo en la
citosina de un dinucle6tido CpG. Participa en la regulacion de las etapas
tempranas del desarrollo asi como en la represién de la expresion de
transposones, manteniendo una mayor estabilidad. La metilaciéon del
DNA normalmente reprime la transcripcion, pero a veces puede
activarla debido a que puede impedir la uniébn al DNA de factores
represivos. Aunque el mecanismo por el que ocurre la metilacién
aberrante no se entiende del todo, su participacion en procesos

patoldgicos fue demostrada ya en 1990.

La hipermetilacion aberrante de las regiones promotoras de
algunos genes es una alteracion epigenética bien caracterizada que
afecta virtualmente a todo tipo de neoplasias humanas y que se asocia
a un inapropiado silenciamiento transcripcional de los genes afectados
(Baylin et al, 2000; Jones & Laird, 1999). Ademas, la lista de genes
candidatos a genes supresores de tumores silenciados por
hipermetilaciéon de sus regiones promotoras en ciertas formas de cancer
crece constantemente. En las neoplasias hematoldgicas, la
hipermetilacion aberrante del DNA parece tener un papel fundamental

en la leucemogénesis (Issa et al, 1997; Galm et al, 2006).

1.1.3.3.2 Modificacién de histonas

Un mecanismo clave en la regulacion de la transcripcién son las
modificaciones covalentes en el extremo amino terminal de las histonas,
concretamente en el octdmero de los nucleosomas. Estas
modificaciones postraduccionales incluyen fosforilaciones, acetilaciones,
sumoilaciones, ADPribosilaciones, glicosilaciones, ubicuinilaciones y
metiaciones. El papel fundamental de la organizacién de la cromatina y
modificaciones epigenéticas en el desarrollo mieloide es cada vez mas

evidente.
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1.1.3.3.3 MicroRNAs

Los microRNAs (miRNA o miR) son pequefias moléculas de
entre 18 y 24 nucleétidos que se encuentran codificados en genes, se
transcriben del DNA pero no codifican para proteinas. Aparecen
involucrados en varios procesos celulares incluyendo el desarrollo,
apoptosis y regulacion del ciclo celular. Se estima que los miRNA
regulan la expresion del 30% al 90% de los genes humanos, uniéndose
al RNA mensajero de forma complementaria e inhibiendo su traduccién
a proteina (Gordanpour et al, 2012). Se ha descrito que esta regulacion
puede llevarse a cabo por varios mecanismos: 1) degradacion de la
proteina durante la traduccion, 2) inhibicion de la elongacion de la
traduccion, 3) terminacién prematura de la traduccién (disgregacion de

los ribosomas) o 4) inhibicién de la iniciacion de la traduccion.

El papel de los miRNA en los procesos tumorales ya esta siendo
estudiado y se sabe que se encuentran de forma frecuente en regiones
gendmicas asociadas al cancer y en regiones conocidas como fragiles
(Calin et al, 2004). Los miRNA pueden actuar como oncogenes y como
genes supresores de tumores (He et al, 2005; O'Donnell et al, 2005;
Calin & Croce, 2006). El primer estudio que se realizé sobre el papel de
los miRNA en la diferenciacion hematopoyética data del afio 2004
(Chen et al, 2004), y se vio que los miR-142, miR-181 y miR-223 se
encontraban significativamente sobreexpresados en las células
hematopoyéticas y que su expresion estaba regulada durante la
hematopoyesis precoz. Otro estudio de Felli y cols. al afio siguiente
demostré que los niveles de los miR-221 y miR-222 se encontraban
sobreexpresados en células progenitoras CD34+ y disminuian de forma

gradual durante la diferenciacion y la maduracién (Felli et al, 2005).

La diferenciacion de los granulocitos humanos esta controlada
por el circuito regulador donde esta implicado el miR-223 y dos factores
de transcripcion: NFI-A y CEBPA. Estos dos factores de transcripcion
compiten por los sitios de unién de la secuencia promotora del gen
MIRN223 (miR-223). La unién de NFI-A inhibe la expresion del miR-223

mientras que la union de CEBPA lo sobreexpresa. La competencia con
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CEBPA vy la diferenciacién granulocitica esta favorecida por un feed-
back negativo en el que miR-223 reprime la traduccion de NFI-A (Fazi et
al, 2005). Otro estudio de 2007 (Georgantas et al, 2007) propuso a los
miR-221, miR-222 y miR-223 como controladores del desarrollo
hematopoyético en estadios finales. La expresion ectépica de miR-223
es suficiente para reprogramar la diferenciacion mieloide programada en
diferentes subtipos de leucemia (Fazi et al, 2007). También en el 2008,
un grupo inglés intentd relacionar la expresion de microRNAs con los
diferentes cariotipos de la LMA, descubriendo que, efectivamente, existe
un importante potencial de clasificacion de los microRNAs y que, por
tanto, estan jugando un papel importante en la etiologia de la leucemia
(Dixon-Mclver et al, 2008).

Los perfiles de expresion de los miRNA han conseguido
clasificar a distintos canceres humanos (Lu et al, 2005; Li et al, 2008).
Los perfiles de expresion de miRNA reflejan de esta forma el origen del
desarrollo del tumor, convirtiéndolos en una herramienta capaz de
clasificar mejor a las leucemias al identificar distintas vias oncogénicas:
determinadas firmas especificas de mMIRNA se correlacionan con
caracteristicas clinicas tales como LLA vs. LMA, o células malignas vs.
células sanguineas normales (Li et al, 2008). Se ha reportado una firma
de miRNA que se asocia con resultados clinicos en pacientes con LMA
y caracteristicas moleculares de alto riesgo (FLT3-ITD, NPM1 no
mutado o ambos) (Marcucci et al, 2008). Este subgrupo de alto riesgo
constituye aproximadamente el 65% de los pacientes con cariotipo
normal y un tercio de todos los pacientes con LMA menores de 60 afios
(Larson, 2010). Recientemente, Schwind y cols. del grupo CALGB
reportaron la sobreexpresion del miR-181 en 187 pacientes menores de
60 afos diagnosticados de LMA-CN de novo. Encontraron que la
sobreexpresion del miR-181 se asociaba significativamente a un mayor
porcentaje de blastos en sangre, fenotipo FAB M1/M2, sin enfermedad
extramedular, mayores niveles de hemoglobina al diagnéstico,
mutaciones de CEPBA, NPM1 normal y bajos niveles de expresion de
ERG y BAALC (Schwind et al, 2010).
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1.1.4.Clasificacion de la LMA

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

morfolégicos y citoquimicos (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion FAB de la LMA

Denominacién Morfologia Frecuencia (%)
MO LMA sin diferenciacion 3

M1 LMA sin maduracion 15-20

M2 LMA con maduracion  25-30

granulocitica

M3y M3 variante LPA hipergranular y LPA 5-10

hipogranular

M4 LMA mielomonocitica aguda 25-30

M4Eo LMA mielomonocitica aguda 5-10
con eosinofilia

Mb5a y M5b LMA monoblastica aguda 2-10

M6 Eritroleucemia 3-5

M7 LMA megacarioblastica 3-12

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

Sin embargo, la baja reproducibilidad de esta clasificacion y los
avances en el conocimiento biolégico de la LMA pusieron de manifiesto
la necesidad de incorporar nuevos pardmetros para una correcta
agrupacion. La clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) incorpora e interrelaciona la morfologia, la citogenética y las
alteraciones moleculares, buscando ser, no sé6lo una herramienta Uutil
para el diagnostico, sino también en la clinica al correlacionarse de una
forma més precisa con el prondstico (Harris et al, 1999; Vardiman et al,
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2002). La version revisada del afio 2008 de esta clasificacion se
muestra en la Tabla 2 (Arber et al, 2008).

Tabla 2. Clasificacién de las neoplasias mieloides agudas de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (2008)*

1. LMA con anomalias genéticas recurrentes

LMA con t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1

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

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

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

LMA con inv(3)(g21g26) o t(3;3)(g21;26); RPN1-EVI1

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

Entidad Provisional : LMA com mutaciones CEBPA

2. LMA con cambios relacionados con mielodisplasiat

3. LMA relacionada con tratamientos citotéxicos§

4. LMA no especificada de otro modo

LMA minimamente diferenciada (M0)**

LMA sin maduracién (M1)**

LMA con maduraciéon (M2)**

Leucemia aguda mielomonocitica (M4)**

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

Leucemia eritroide pura

Eritroleucemia

Leucemia aguda megacarioblastica (M7)**

Leucemia aguda basofilica

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

5. Sarcoma mieloide

6. Proliferacion mieloide relacionada con el sindrome de Down

Mielopoyesis anormal transitoria

LMA/SMD relacionada con el sindrome de Down

7. Neoplasia de célula dendritica plasmocitoide blastica

8. Leucemias agudas de linaje ambiguo

Leucemia aguda indiferenciada

Leucemia aguda fenotipicamente mixta con (9;22)(q34:q11.2);
BCR/ABL1!

Leucemia aguda fenotipicamente mixta con t(v;11923); MLL reordenado

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

LMA: leucemia mieloblastica aguda.

*Adaptado de Swerdlow et al., 2008.

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

T Otras translocaciones afectando al gen MLL se deben reportar:

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

— Cariotipo complejo (definido como 3 o mas alteraciones cromosomicas)

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

— Alteraciones balanceadas: t(11;16)(g23;p13.3); t(3;21)(g26.6;922.1); t(1;3)(p36.3;921.1);
1(2;11)(p21 ;923); 1(5;12)(a33 ;p12); 1(5;7)(a33 ;011.2); %(5;17)(q33 ;p13); 1(5;10)(q33 ;q21);
t(3;5)(q25 ;q34).

§ Los Agentes citotoxicos principalmente implicados en neoplasias hematolégicas relacionadas con
el tratamiento son: agentes alquilantes, radiaciones ionizantes y los inhibidores de la
topoisomerasa |I.

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

1.1.5.Factores prondéstico en la LMA

En general, el pronéstico de los pacientes con LMA esta
condicionado tanto por factores dependientes del paciente como por las
caracteristicas biolégicas de la enfermedad: edad avanzada, estado
general, antecedentes de quimio/radioterapia, trastornos hematoldgicos
previos, hiperleucocitosis, citogenética, alteraciones moleculares,
respuesta al tratamiento, persistencia de enfermedad residual minima
(ERM), etc, (Tabla 3).
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Tabla 3. Factores prondstico adversos en la LMA

Factores prondstico adversos

Para el fracaso de
induccion

Para la recaida

Para la supervivencia

Cariotipo desfavorable

Edad > 60 afios

Leucemia secundaria

ECOG desfavorable
Gen MDR1 (+)
Leucocitos > 20 x 10%/L

Inmunofenotipo
desfavorable

Cariotipo desfavorable

Edad > 60 afios

Tardanza en la remision*

ERM elevada
Alteraciones FLT3?
Alteraciones MLL?

Mutaciones de c-kit en
cBF®

Cariotipo desfavorable
Edad > 60 afios

Tardanza en la
remision®

ERM elevada
Alteraciones FLT3?
Alteraciones MLL?

Mutaciones de c-kit en
cBF®

Gen MDRL1 (+)
Leucocitos > 20 x 10°/L

LDH elevada al
diagndstico

Afeccién extramedular

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

Las alteraciones citogenéticas y moleculares permiten identificar

diferentes subgrupos dentro de las LMA que se caracterizan por

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

El andlisis citogenético de la LMA de novo en el momento del
diagnéstico revela alguna anomalia citogenética numérica y/o
estructural en torno al 50% de los pacientes (Mrézek et al, 2004) y
constituye uno de los factores prondéstico mas importantes (Grimwade,

1998; 2001; Mrbozek et al, 2004). De esta manera, la citogenética
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distingue tres grupos de diferente pronostico (Tabla 4) con repercusion

en cuanto a las tasas de remisiébn completa (RC) y supervivencia:

favorable, intermedio y desfavorable (Grimwade, 1998; Slovak et al,
2000; Byrd et al, 2002; Frohling, 2005).

Tabla 4. Clasificacion pronostica de la LMA segln

citogenéticas en los diferentes grupos cooperativos

las anomalias

SWOG/ECOG
n =609 CALGB MRC
Grupo de (Slovak, n=1213 n=5876
riesgo 2000) (Byrd, 2002) (Grimwade, 2010)
t(15;17) t(8;21) t(15;17)(q22;921)
1(8;21) inv(16)/t(16;16) (8;21)(g22;922)
Favorable | ;"6 i16:1 inv(16)(p13q22)/
6)/del(160q) 1(16;16)(p13;922)
Normal Normal Anomalias no
+8 -Y clasificadas como
+6 del(5q) favorable o desfavorable
-Y t(6;9)
del(12p) t(6;11)
-7/del(7q)
+8 aislada o con
otra anomalia
del(9q)
Intermedio t(9;11)
+11
del(11q)
t(11;19)(g23;p13)
+13
del(20q)
+21
abn(3q) inv(3)/t(3;3) abn(3g)[excepto
-5/del(5q) abn(12p) t(3;5)(q21-25;931-35)]
-7/del(7q) complejo (= 3 | inv(3)(q21926)/t(3;3)
1(6;9) anomalias no | add(5q)/del(5q)/-5
1(9;22) relacionadas) add(7q)/del(7q)/-7
9q 1(6;11)(q27;923)
11q t(10;11)(p11-13;923)
Desfavorable 20q t(11g23)[excepto
21q t(9;11)(p21-22;923)
17p 1(11;19)(g23;p13)]

complejo (= 3
anomalias no
relacionadas)

1(9;22)(934;q11)
-17/abn(17p)

complejo (= 4 anomalias
no relacionadas)

MRC: Medical Research Council (Grimwade et al,

1998; Grimwade et al.,

2010);

SWOG/ECOG: Southwest Oncology Group/Eastern Cooperative Oncology Group (Slovak et

al.,2000); CALGB: Cancer and Leukemia Group B (Byrd et al., 2002).
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Aproximadamente, el 25% de los pacientes presentan
citogenética favorable, categoria que se observa especialmente en
pacientes jovenes con LMA de novo y se asocia a tasas de RC de

alrededor del 90% con una SG a los 5 afos del 65%.

En un lugar intermedio queda un grupo muy heterogéneo, que
incluye la mayoria de LMA (45-60%), constituido fundamentalmente por
los pacientes con cariotipo normal junto con todas aquellas alteraciones
que no pueden incluirse en los grupos de riesgo favorable o adverso. Es
importante destacar que las alteraciones del grupo intermedio
acompafiadas de alteraciones moleculares de buen prondstico pasan a
ser consideradas como favorables y lo contrario ocurre cuando se
acompafan de alteraciones moleculares de mal pronostico que pasan a

ser desfavorables.

Finalmente, los pacientes con alteraciones citogenéticas de mal
pronostico muestran una elevada tasa de resistencia al tratamiento de
induccién junto con una alta probabilidad de recidiva y en consecuencia
una corta supervivencia (5-14%) (Grimwade, 1998; Slovak et al, 2000;
Byrd et al, 2002; Grimwade et al, 2010). Recientemente, el grupo
HOVON-SAKK de Holanda y Suiza ha identificado un nuevo subgrupo,
al que ha denominado cariotipo monosémico (CM), que parece
presentar un prondéstico particularmente adverso. Se define por la
presencia de multiples monosomias autosémicas 0 una monosomia
autosémica mas una o mas alteraciones estructurales (Breems et al,
2008). La incorporacion del CM a los grupos citogenéticos del MRC
contribuye a definir el prondstico con mayor precision. Medeiros y cols.,
determinaron la incidencia del CM en los pacientes con LMA e
identificaron que la proporcion de pacientes portadores aumentaba con
la edad, estando presente en el 20% de los pacientes mayores de 60
afios que formaron parte de su estudio. De forma global, el CM se
asocia con un peor pronéstico y una menor supervivencia, incluso peor
qgue el grupo de pacientes de cariotipo complejo, permitiendo asi la
clasificacion de los pacientes de riesgo citogenético adverso en dos
subgrupos, en funcion de la presencia de un CM (Medeiros et al, 2010).
Ademas, recientemente se ha observado que los pacientes con un CM
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tienen una frecuencia significativa menor de mutaciones en los genes
NPM1 y en FLT3-ITD, lo que podria implicar una biologia de la
enfermedad diferente (Kayser et al, 2012). Por ultimo, se ha sugerido
gue estos pacientes podrian beneficiarse de un tratamiento mas
intensivo (Oran et al, 2011).

1.1.5.2 Alteraciones moleculares

Como se ha comentado previamente, durante los dltimos 15
aflos se han identificado diversas alteraciones moleculares en los
pacientes con LMA, principalmente en aquellos que presentan un
cariotipo normal. Entre ellas destacan por su papel pronéstico las
alteraciones de los genes FLT3, NPM1 y CEBPA.

Pese a algunas discrepancias, casi todos los estudios coinciden
en otorgar un prondstico adverso a la presencia de FLT3-ITD (Whitman
et al, 2001; Stirewalt et al, 2004; Reind| et al, 2006; Schittenhelm et al,
2006). En contraste, las mutaciones de FLT3-D835 no parecen
acompafiarse de un pronéstico adverso en los pacientes de riesgo
citogenético intermedio o cariotipo normal (Gale et al, 2005; Heidel et al,
2006; Bornhauser et al, 2007).

Las mutaciones en NPM1 se asocian con un prondstico
favorable y altas tasas de RC en pacientes con cariotipo normal que
carecen de mutaciones FLT3-ITD (Thiede et al, 2006). Cabe destacar
gue aproximadamente el 40% de las LMA con mutaciones de NPM1
presentan ademas la mutacién FLT3-ITD, cayendo asi a la categoria

pronéstica de alto riesgo molecular (Larson, 2010).

La mayoria de las mutaciones en CEBPA se caracterizan por la
combinacién de una mutacion en la regién N-terminal y otra mutacion en
la region Bzip, cada una en un alelo diferente. Pese a que se han
descrito mutaciones heterocigotas en un Unico alelo (Barjesteh van
Waalwijk van Doorn-Khosrovani et al, 2003a), se ha visto que tan solo
las mutaciones bialélicas son las que confieren un pronéstico favorable
a los pacientes portadores (Lin et al, 2005; Wouters et al, 2009; Dufour

et al, 2010). Sin embargo, al igual que ocurre con las mutaciones de

18



Introduccién

NPM1, parece que el valor prondstico favorable de las mutaciones de
CEBPA se pierde cuando éstas se acompafan de FLT3-ITD en un

mismo paciente (Mrozek et al, 2007; Mr6zek et al, 2009).

Las mutaciones en los genes FLT3, NPM1 y CEBPA permiten
una clasificacién prondstica de los pacientes LMA con cariotipo normal.
De hecho, las mutaciones de NPM1 o CEBPA se han incluido ya en la
clasificacion de la OMS 2008 como subentidades provisionales, ya que
ambas alteraciones parecen ser eventos genéticos primarios con un

papel causal de la enfermedad (Arber et al, 2008).

Otras alteraciones recurrentes de genes recientemente
asociados con la LMA parecen jugar un papel prondstico en esta
enfermedad (Tabla 5)(Marcucci et al, 2011; Walker & Marcucci, 2011;
Ley et al, 2010; Yan et al, 2011).

Tabla 5. Nuevas variaciones genéticas recurrentes en adultos con LMA:
Significado biolégico y clinico.

Gen Frecuencia de mutaciones Implicacion clinica

IDH1/IDH2 16% LMA Asociacion con tIas
mutaciones en NPM1™' /

0/ 0,
(IDH1 6%; IDH2, 8%). FLT3-ITD™ confiriendo un

Asociadas con LMA-CN mayor riesgo de recaida y una
inferior.
(IDH1 11-14%: IDH2, 13-  —C mnferior
19%). Las mutaciones en IHD1 e
IDH2 son mutuamente

excluyentes.

Papel del SNP rs11554137 de
IDH1

KIT 25-30% de LMA-CBF. Las mutaciones se asocian
con peor evolucion.

Ensayos clinicos evaluando
los inhibidores de KIT.

DNMT3 Mutaciones encontradas en Se asocian con LMA de riesgo
20-22% de LMA de novo. intermedio.

Papel pronostico adverso.
(Ley etaly Yan et al)

RUNX1 5-13% de LMA. Mutaciones asociadas con
MLL-PTD; correlacién inversa
con la presencia de
mutaciones en CEBPA vy

Asociado con trisomia 13,
trisomia 21 y cariotipo
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Abreviaturas: LMA, leucemia mieloide aguda; CN, cariotipo normal; RC, remisi6n completa; SLR,
supervivencia libre de recaida; SG, supervivencia global; SLE, supervivencia libre de enfermedad; CBF,

factor core-binding; DPT, duplicacién parcial en tandem.

Gen Frecuencia de mutaciones Implicacion clinica
normal. NPM1.
Asociado a una menor RC,
SLR y SG menor.
MLL-DPT 3-10% de LMA. Asociacién con una menor
> 90% de pacientes con SLR Y .SLI.E' No es un factor
: ; pronostico independiente.
trisomia 11.
NRAS 9-14% de LMA-CN. No se ha asociado con ningun
factor  pronéstico.  Podria
0, -
> AYaEE Lhikrtals predecir la sensibilidad al
tratamiento.
KRAS 5-17% de LMA-CBF. No se ha asociado con ningun
factor pronéstico.
TP53 56-76% de LMA de Asociado a cariotipos
cariotipo complejo. complejos y con una evolucion
peor.
TET2 12-17% de LMA. Significacion clinica en
investigacion.
ASXL1 7 - 30% de LMA de novo. Significacion clinica  en
investigacion.
BCOR 3,8% de LMA-CN. Se asocian frecuentemente a
. mutaciones DNMT3.
Mayor frecuencia en LMA
sin mutaciones de Tienden a asociarse a un
NPM1,CEBPA,FLT3- menor SG
ITD,IDH1 ni MLL-DPT
(17,1%)

En cuanto a la desregulacion de genes, la hiperexpresion de
EVI1 (Santamaria et al, 2009), ERG (Santamaria et al, 2009) y BAALC
(Baldus et al, 2003b) se ha asociado con un pronéstico desfavorable,

mientras que la hiperexpresion de PRAME conferiria un prondstico

favorable a los pacientes con LMA vy cariotipo normal (Santamaria et al,

2009).

El gen BAALC, localizado en el cromosoma 8g22.3, codifica una

proteina que no tiene homologia con otras proteinas ni dominios

funcionales conocidos. BAALC se expresa en las células CD34+ de la
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médula 6sea, lo que sugiere que BAALC es un marcador de célula
progenitora hematopoyética inmadura (Baldus et al, 2003a). Las LMA
que presentan sobreexpresion de BAALC suelen presentar morfologia
tipo M1 y M2 de la clasificacion FAB y es frecuente la coexistencia de
otras anomalias genéticas como FLT3-ITD, CEBPA, MLL-PTD y un
incremento en la expresion de ERG (Langer et al, 2008; Metzeler et al,
2009). En los pacientes con LMA vy citogenética normal se ha
demostrado que la sobreexpresion de BAALC se asocia a un peor
pronéstico (Baldus et al, 2003b; Bienz et al, 2005; Baldus et al, 2006).
Pero ésta pierde su impacto prondstico negativo cuando se asocia a
otras anomalias moleculares recurrentes en la LMA como la FLT3-ITD o
a la expresion elevada de ERG (Bienz et al, 2005; Langer et al, 2008).
De forma que se ha sugerido que la sobreexpresion de BAALC puede
ser un marcador de mal prondstico en los casos de LMA con
citogenética normal sin FLT3-ITD ni mutaciones de CEBPA. Las LMA
con sobreexpresion de BAALC presentan un perfil de expresion génica
caracterizado por un aumento de expresién de genes relacionados con
la “stem cell” hematopoyética (CD133, CD34 y KIT), de genes como
NM1, también asociado a una peor evolucién de las LMA, y genes
relacionados con mecanismos de resistencia a farmacos, como ABCB1
(MDR1) (Langer et al, 2008). Es posible que este fenotipo menos
diferenciado y la sobreexpresion de genes asociados con la resistencia

a farmacos contribuyan al peor prondstico de estas leucemias.

El gen MDR-1 se localiza en el brazo largo del cromosoma 7,
codifica para una proteina de 170 kDa, también conocida como
glicoproteina P (van den Heuvel-Eibrink et al, 2001). La expresion de
este gen se ha observado en diferentes neoplasias, incluidas las
leucemias (llimer et al, 2002; Wells et al, 1994). En la LMA la expresion
del gen MDR-1 se ha asociado a un fallo al tratamiento de induccion y
por ende a una menor tasa de supervivencia (van den Heuvel-Eibrink et
al, 2001; Casale et al, 2004; lllmer et al, 2002; Volm et al, 1997). La
frecuencia de expresion al diagnédstico es cercana a 33%, sin embargo
en la recaida, se ha reportado hasta en un 40%. Actualmente se

desconocen los factores que propician el aumento en la expresion de
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este gen, sin embargo su sobrexpresion en pacientes en recaida, es un

indicativo de prondstico desfavorable.

El gen MNL1 se localiza en el cromosoma 22g12 y codifica una
proteina que actlla como coactivadora de la transcripcion del complejo
receptor 4&cido retinoico/receptor retinoico X (RAR/RXR). Fue
identificado por primera vez en el caso de un meningioma asociado a la
t(4;11), y en neoplasias mieloides se describié inicialmente fusionado
con el gen TEL en la t(12;22). Se ha descrito que los niveles elevados
de MN1 se asocian con sobreexpresion de BAALC, y presentan una
relacion inversa con las mutaciones NPM1 (Heuser et al, 2006), aunque
esto Ultimo no se ha confirmado en otro estudio posterior (Langer et al,
2009). Todavia no existen muchos datos sobre el significado prondstico
de MN1 en la LMA con citogenética normal. En dos de los trabajos
publicados se investigd el valor pronéstico de MN1 en el contexto de
otros marcadores moleculares y, en ambos, se objetivd que la
sobreexpresion de MN1 fue un factor prondstico independiente que se
asocié a una menor probabilidad de conseguir RC y a una menor
supervivencia (Heuser et al, 2006; Langer et al, 2009; Metzeler et al,
2009). Langer y cols. demostraron que la sobreexpresion de MN1 se
asocia con NPM1 no mutado, sobreexpresion de BAALC y peor
pronéstico en las LMA-CN independientemente de otros marcadores

moleculares (Langer et al, 2009).

El gen ERG, se localiza en el cromosoma 21qg22 y forma parte
de la familia de factores de transcripcion ETS que estan implicados en
la regulaciéon de la proliferacion celular, diferenciacién y apoptosis. Se
ha objetivado sobreexpresiéon de ERG en LMA con cariotipos complejos
gue contienen amplificaciones cripticas del cromosoma 21 que no se
detectan con el estudio cariotipico convencional. Pero también se ha
descrito una expresion de ERG elevada sin amplificacion gendémica en
pacientes con LMA con citogenética normal, lo que se ha sugerido como
un posible factor pronéstico adverso en estos pacientes (Mrozek et al,
2007). Las LMA con citogenética normal y sobreexpresion de ERG
suelen presentar un mayor porcentaje de blastos al diagnéstico y una
morfologia mieloide inmadura o madura (M0-M2). Ademas, se ha
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descrito que tienen una mayor expresion de BAALC, de MN1 y una
asociacion con la FLT3-ITD (Marcucci et al, 2007; Metzeler et al, 2009).
La sobreexpresion de ERG tiene un impacto prondéstico negativo en los
pacientes con LMA y citogenética normal. Se ha demostrado que estos
pacientes presentan un mayor riesgo de recaida y una menor
supervivencia, y este peor pronostico es independiente de la FLT3-ITD
(Marcucci et al, 2007; Metzeler et al, 2009). En un estudio reciente en el
que se analizé el impacto prondstico de la sobreexpresiéon de los genes
BAALC, MN1 y ERG conjuntamente, se observGé una correlacion
positiva entre los 3 genes, sobre todo entre BAALC y MN1. La expresion
elevada de estos tres genes se asocié con una mayor probabilidad de
recaida y una menor SLE y SG, siendo ERG el marcador que de forma
mas significativa se correlacionaba con la supervivencia (Metzeler et al,
2009).

El protooncogen EVI-1 se localiza en el cromosoma 3q26. Esta
implicado en la patogénesis de las LMA y SMD que presentan
reordenamientos que afectan a esta localizacion y se caracterizan por
presentar mal prondstico. EVI-1 se expresa en un 8- 10% de LMA sin
alteraciones de 3926 (Barjesteh van Waalwijk van Doorn-Khosrovani et
al, 2003b; Lugthart et al, 2008; Groschel et al, 2010). La sobreexpresion
de EVI-1 en estas LMA se asocia a determinadas anomalias
citogenéticas como son la monosomia del cromosoma 7 (sola o con
otras anomalias citogenéticas diferentes a cariotipo complejo) y las
alteraciones del cromosoma 11g23. Por el contrario, practicamente no
se observa expresion de EVI-1 en LMA con citogenéticas de buen
pronostico ni con mutaciones de NPM1 (Groschel et al, 2010). La
expresion de EVI-1 en estos pacientes representa un factor de mal
prondstico ya que se asocia a una menor tasa de RC, y a una menor
SLR y SLE e incluso a menor SG en algunos estudios (Barjesteh van
Waalwijk van Doorn-Khosrovani et al, 2003a; Lugthart et al, 2008;
Groschel et al, 2010). Este mal pronostico se hace mas evidente en el
grupo citogenético de prondéstico intermedio incluyendo a los pacientes
con citogenética normal. La expresion de EVI-1 se ha observado

especialmente en el subgrupo de pacientes con citogenética normal y
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sin mutaciones de NPM1 ni CEBPA ni presencia de la FLT3-ITD (66%
sobreexpresion de EVI-1) (Groschel et al, 2010).

El gen PRAME, localizado en el cromosoma 22ql1, se identificd
a partir de un clon de linfocitos T citotoxicos derivados de una linea
celular de melanoma (lkeda et al, 1997). En la LMA se ha descrito una
incidencia de sobreexpresion de PRAME al diagnostico del 30-64% (van
Baren et al, 1998; Steinbach, 2002; Greiner et al, 2006; Paydas et al,
2005).La sobreexpresion de PRAME se asocia con buen pronéstico y
mejor supervivencia en la LMA tanto pediatrica (Steinbach et al, 2002)
como de adultos (Greiner et al, 2006). En algunos trabajos la
sobreexpresion de PRAME se presentd con mayor frecuencia en
pacientes portadores de translocaciones con prondstico favorable como
la t(8;21), t(12;21) y t(15;17) (Greiner et al, 2006; van Baren et al, 1998).
Sobre este hallazgo, algunos autores han cuestionado si el factor
pronéstico de PRAME se deba a este fenotipo favorable o
efectivamente su significado clinico es independiente de otros factores
(Greiner et al, 2006).

1.1.5.3 Alteraciones epigenéticas en los miRNA

El impacto prondstico de las alteraciones en la expresion de
determinados miRNA es un tema aun por desarrollar, aunque existen ya
varios articulos al respecto. La infraexpresion en la LMA de los miRNA
let7b y miR-9 se ha detectado en pacientes clasificados dentro del
grupo de riesgo citogenético favorable (Dixon-Mclver et al, 2008),
mientras que entre los microRNAs que parecen estar relacionados con
un pronostico desfavorable cabe mencionar la sobreexpresion de miR-
20a, miR-25, miR-191, miR-199a, and miR-199b (Garzon et al, 2008).
Otro estudio identific6 un conjunto de microRNAs que permiten
discriminar subgrupos dentro de las LMA-CN que pertenecen al grupo
de alto riesgo molecular (es decir, NPM1"/FLT3-ITD™"). Entre éstos,
destac6 el aumento de la expresion de miR-181 y miR-181b (Marcucci
et al, 2008). La mayor expresibn de miR-181 se asoci6 con un
pronéstico favorable, incluyendo mejores tasas de RC, y mayores SLE y
SG. En el andlisis multivariante, la mayor expresion del miR-181,
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utiizada como una variable continua, independientemente predijo
mayores tasas de RC y SLE/SG mas prolongadas. Estos datos sugieren
el papel que desempefia miR-181 en la determinacion de la agresividad

del fenotipo de la enfermedad.

1.1.6. Tratamiento

La estrategia de tratamiento de la LMA puede sistematizarse en
dos fases bien definidas. La primera es la quimioterapia de induccion a
la RC y su objetivo es producir la mayor destruccién tumoral posible
para restaurar la hematopoyesis normal. Se basa en la combinacién de
una antraciclina con citarabina, con lo que se alcanza RC en el 70% de
los pacientes (Tallman et al, 2005; Tallman, 2006). Se han sugerido
diversas estrategias para aumentar la tasa de RC sin que ninguna haya
demostrado hasta el momento una mayor eficacia: modificacién de las
dosis de antraciclina o adicion de terceros farmacos como etopdésido,
gentuzumab ozogamicina, inhibidores de FLT3 o fludarabina. La
segunda fase del tratamiento es lo que en la actualidad se denomina
terapia postremisiéon y pretende reducir al minimo posible la enfermedad
residual para evitar la recidiva de la enfermedad. Consiste en la
administraciobn de un numero variable de ciclos de quimioterapia
conteniendo diversas combinaciones de citarabina a altas dosis
seguida, en los casos pertinentes, por un trasplante de progenitores
hematopoyéticos (TPH), que puede ser autélogo o alogénico a partir de
un donante histocompatible. El disefio de esta terapia postremision se
hace en base al concepto “terapia adaptada al riesgo”, atendiendo a
multiples indicadores prondsticos entre los que destaca la citogenética y
los marcadores moleculares. Pese a este tratamiento, aproximadamente
la mitad de los pacientes que muestran respuesta inicial presentaran
una recidiva de su enfermedad, lo que se traduce en la curacion de tan
s6lo una tercera parte de los pacientes que reciben tratamiento
estandar. Es posible que el desarrollo de farmacos dirigidos contra

dianas moleculares especificas pueda cambiar el panorama actual de
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esta enfermedad, por lo que sigue constituyendo un aspecto de gran

interés para la investigacion en oncohematologia.

1.2. El gen del tumor de Wilms (WT1)

1.2.1.Estructuray funciones

El gen WT1 se encuentra ubicado en el cromosoma 11p13 (Call
et al, 1990). Esta formado por 10 exones que generan un mRNA de 3kb
gue codifica para mdultiples isoformas proteicas, las cuales muestran
diferente especificidad en la union a secuencias de DNA. La proteina
WT1 presenta en su extremo amino terminal un dominio de
transactivacion rico en prolina y glutamina, involucrado en la interacciéon
con el RNA y proteinas, siendo ademas critico para la funcion de WT1
como regulador de la trascripcion (Menke et al, 1998). En su extremo
carboxilo terminal presenta un dominio de unién al DNA formado por 4
dedos de zinc Cys,-His,, los cuales permiten la unién a la secuencia de
DNA, aunque también participan en las interacciones con el RNA y las
proteinas. Durante el proceso de maduracion su mRNA puede sufrir dos
“splicings” alternativos (procesados); el primero, en el exdén 5 donde se
insertan/eliminan 17 aminoacidos entre el dominio de transactivacion y
el dominio de union al DNA; y el segundo, ocurre entre el exén 9 y 10,
donde se insertan/eliminan 3 aminoacidos Lys-Thr-Ser- (KTS). Este
“splicing” alternativo da lugar a 4 isoformas de proteinas fundamentales:
A (Ex5/KTS), B (Ex5' KTS), C (Ex5/ KTS") y D (Ex5* KTS"), que
representan la presencia o ausencia del exén 5y el inserto KTS (Haber
et al, 1991). Ademas, el uso del promotor localizado por encima del
exon la, asi como el uso del coddn de inicio alternativo ATG situado
dentro del exén 1 provoca la delecion del dominio de represion,
cambiando la funcion de WTL1 de represor a transactivador (Hossain et
al, 2006). Otros estudios han demostrado que las serinas localizadas en

las posiciones 365 y 393 del segundo y tercer dedo de zinc de WT1
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pueden fosforilarse. Esta modificacion bloquea la habilidad de WT1 de
unirse al DNA vy, por consiguiente, regular la transcripcion. Ademas, la
fosforilacion de WT1 también da lugar a una retencion citoplasmética e
impide su translocacion nuclear (Ye, 2011; Sakamoto et al, 1997). Estos
hallazgos representan solo unos pocos de los muchos casos (otros
sitios de fosforilacibn u otros tipos de modificacion tales como la

acetilacion) que pueden alterar la actividad de WT1.

La proteina WT1 actia como un importante regulador de la
transcripcién de genes implicados en el crecimiento y el metabolismo
celular. La alteracién de su funcion promueve la proliferacion de los
precursores hematopoyéticos y bloquea la diferenciacion celular (King-
Underwood & Pritchard-Jones, 1998). Como genes diana se han
encontrado BCL2, CMYC y CCNE1, que parecen cooperar con WT1 en
la regulacion del crecimiento, sin embargo los efectos de WT1 en sus
genes diana parecen ser especificos de cada una de las isoformas. A
través de experimentos de transfeccion, se ha descubierto que WT1
puede aumentar o reprimir la expresion de genes diana especificos. La
actuacién como represor o activador puede verse influenciada por los
niveles de expresiéon de WT1, por la isoforma expresada de WT1
(principalmente por +KTS o —KTS), por la localizacién del sitio de inicio
de la transcripcion en relacion al sitio de uniéon al DNA de WT1 y por el
tipo de célula en la cual se ha llevado a cabo el experimento (Laity et al,
2000) (Han et al, 2004; Hewitt et al, 1995).

En el embrion, WT1 se expresa primariamente en el sistema
urogenital (Menke et al, 1998; Rivera & Haber, 2005),mientras que en
tejido adulto se expresa fisiolégicamente ademas en el sistema nervioso
central y en los tejidos envueltos en la hematopoyesis incluyendo la
medula 6sea y los ganglios linfaticos (Menke et al, 1998). En los tejidos
hematopoyéticos, la expresion de WT1 parece estar inversamente
relacionada con el grado de diferenciacion. En la médula 6sea humana
normal, WT1 tiene un bajo nivel de expresion y se localiza en la
poblacion celular CD34+ (Baird & Simmons, 1997; Hosen et al, 2002).
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Los posibles mecanismos que pueden explicar el crecimiento
incontrolado de las células cancerigenas son la pérdida de funcion de
los genes supresores de tumores y/o la activacién de los oncogenes
(Gilliland, 2002; Steffen et al, 2005). Aunque ambas son funciones
opuestas que en principio deberian ser mutuamente excluyentes en una
misma proteina, existen evidencias de que una misma proteina puede
mostrar ambas funciones bajo condiciones celulares diferentes. El gen
WT1 fue reconocido inicialmente como gen supresor de tumores
basandose en la presencia de mutaciones con pérdida de funcién de
dicho gen en los nefroblastomas pediatricos (Pelletier et al, 1991;
Pritchard-Jones et al, 1990). La identificacion de mutaciones en
pacientes con leucemia también sugiere que WTL1 podria actuar como
un gen supresor tumoral (Summers et al, 2007; Paschka et al, 2008;
Virappane et al, 2008; Renneville et al, 2009; Becker et al, 2010). Sin
embargo, estudios recientes han revelado la funcion oncogénica de
WT1 ya que se ha encontrado sobreexpresado en muchos tipos de
canceres humanos de origen hematologico/no-hematoldgico (Keilholz et
al, 2005; Menssen et al, 1995; Miwa et al, 1992). Ademas, el
crecimiento de las células leucémicas que expresan WT1 se inhibe con
el tratamiento con oligomeros antisentido de WT1 (Yamagami et al,
1996; Algar et al, 1996; Tsuboi et al, 2012).

1.2.2.WT1 en laleucemia aguda
1.2.2.1 Gen supresor tumoral

Las mutaciones del gen WT1 se han descrito en un 10-15% de
las LMA con cariotipo normal, y habitualmente son inserciones o
deleciones que afectan especialmente a los exones 7 y 9. En el primer
trabajo donde se estudiaron las mutaciones de WT1 en leucemia aguda
se observé una frecuencia del 11% en pacientes con cariotipo normal, y
ademas se encontrd una asociacion a una mayor tasa de resistencia y
una menor tasa de remision completa (King-Underwood & Pritchard-

Jones, 1998). Posteriormente, varios grupos realizaron estudios de
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mutaciones de WT1 mediante secuenciacion directa en grandes series
de pacientes, observando una frecuencia de mutaciones de WT1 que
oscila entre el 5 y el 14% (revisado en (Owen et al, 2010)). Se ha
sugerido que las mutaciones de WT1 podrian alterar su habilidad para
unirse a sus genes diana, incluyendo a los que codifican proteinas
implicadas en la regulaciéon de la hematopoyesis normal (RARA, CSF1),
la apoptosis (BCL2, BCS2Al1l, BAK1), el ciclo celular (CCNEL1,
CDKN1A), la transcripcion génica (MYC, PAX2, MYB, EGR1) vy la
proliferacion celular (TGFB1, PDGFA) (Paschka et al, 2008).

Las mutaciones de WT1 se asocian con frecuencia con otras
alteraciones moleculares como la FLT3-ITD, las mutaciones de CEBPA
y con una elevada expresion de ERG y BAALC. Por el contrario se
observa una relacién inversa con las mutaciones de NPM1 (Gaidzik et
al, 2009; Paschka et al, 2008; Virappane et al, 2008). El significado
prondstico de las mutaciones de WT1 es controvertido (Summers et al,
2007; Paschka et al, 2008; Virappane et al, 2008; Renneville et al, 2009;
Becker et al, 2010; Hou et al, 2010) (Damm et al, 2010). En algunos
estudios se ha descrito una menor tasa de RC y una menor
supervivencia en los pacientes con estas mutaciones (King-Underwood
& Pritchard-Jones, 1998; Virappane et al, 2008; Paschka et al, 2008;
Renneville et al, 2009; Gaidzik et al, 2009; Hollink et al, 2010), mientras
que en otros, este impacto prondstico desfavorable, sobre todo sobre la
supervivencia, sélo se observé cuando la mutacién de WT1 se asociaba
ala FLT3-ITD (Summers et al, 2007; Gaidzik et al, 2009).

Por otro lado, en los ultimos afios, varias publicaciones han
hecho hincapié en el posible impacto prondstico del polimorfismo (SNP)
rs16754 (dbSNP Build ID: 131) (Database of Single Nucleotide
Polymorphisms) en pacientes con LMA tanto pediatricos como adultos,
aunque los resultados obtenidos también han sido controvertidos (Ho et
al, 2011; Renneville et al, 2011; Hollink et al, 2010; Becker et al, 2011;
Choi et al, 2012). EI SNP rs16754 se encuentra localizado en el exén 7
de WTL1 y consiste en el cambio del nucleétido adenina (A) por guanina
(G). De acuerdo al proyecto internacional HapMap, G es el alelo mayor
en la poblacion asiatica y A es el alelo mayor en la poblacion occidental,
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lo cual puede atribuirse a las diferencias étnicas. La frecuencia del
genotipo menor (WT1%¢ y WT1%°) se encuentra entre el 26 y el 36% en

la raza caucasica (Becker et al, 2010; Damm et al, 2010).

Damm y cols describieron el impacto pronéstico del polimorfismo
SNP rs16754 situado en el “hotspot” mutacional del gen WT1 en 249
adultos con LMA-CN tratados intensivamente en dos ensayos clinicos
(AML SHG 0199 and 0295). Encontraron que la presencia de uno o dos
alelos menores (WT1*/WT1°%®) del SNP rs16754 independientemente
predijo un mejor prondstico para estos pacientes. Este efecto fue mas
acusado en los pacientes de alto riesgo en cuanto al estado mutacional
de FLT3 y NPM1 (FLT3-ITD™/NPM1"") (Damm et al, 2010). Ho y cols
reportaron una mejor supervivencia para el alelo menor en una serie
pediatrica de pacientes predominantemente caucdsicos, aunque fue
mas discriminatorio en el subgrupo de pacientes de bajo riesgo (Ho et
al, 2011). En la poblacién china, donde G es el alelo mayor, el genotipo

homocigoto WT1°¢

predijo una mejor supervivencia tanto en una serie
pediatrica (Chen et al, 2012) como de adultos (Luo et al, 2014), mientras
gue Becker y cols encontraron un impacto favorable sélo en un pequefio
subgrupo de LMA adultos occidentales con el genotipo WT1°® y alto
riesgo para el estado mutacional NPM1/FLT3 (Becker et al, 2011). Por
el contrario, otros estudios no han observado un impacto prondstico
favorable de dicho SNP en sus series tanto pediatricas (Hollink et al,

2010) como de adultos (Renneville et al, 2011; Choi et al, 2012).
1.2.2.2 Oncogén

Consistente con la funcion oncogénica de la proteina WT1 se ha
demostrado que existen elevados niveles de WT1 en la médula 6sea o
en la sangre periférica de una gran variedad de leucemias en
comparacion con la médula 6sea normal y con las células progenitoras
normales. En general, la expresiéon de WT1 varia entre las diferentes
formas de leucemia. En la leucemia mieloide crénica, los niveles de
WT1 son bajos en la fase crénica pero incrementa sus niveles en la fase
aguda de la enfermedad (Miwa et al, 1992; Menssen et al, 1995). En la
leucemia aguda, hay niveles elevados de WT1 tanto en la linfoblastica
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como en la mieloide. Combinando los resultados de varios estudios, los
niveles del RNA de WTL1 se encuentran elevados entre el 48-75% de las
LMA (Schmid, 1997; Barragan et al, 2004). En los sindromes
mielodisplasicos (SMD) los niveles de WT1 también son elevados. En
los SMD el incremento de la expresién de WT1 estd asociado con un
aumento del nimero de blastos y a rapida progresion a LMA.

Los resultados de los estudios relacionados con el impacto
pronéstico de los niveles elevados de WT1l han resultado
contradictorios. Varios estudios han correlacionado la sobreexpresion
de WT1 al diagnéstico con un prondstico desfavorable en términos de
tasa de RC, SG y SLE (Inoue et al, 1996; Bergmann et al, 1997;
Barragan et al, 2004) promoviendo incluso su uso como biomarcador
para formular scores de riesgo prondstico y poder mejorar la
estratificacion de la LMA-CN (Damm et al, 2011; Lyu et al, 2014). En
contraste, otros estudios sugieren que la sobreexpresion de WT1 no
esta asociado al pronéstico de la enfermedad (Schmid, 1997; Gaiger,
1998; Spassov et aj, 2011; Miyawaki et a/, 2010).

Ademads, los estudios relacionados con la expresion total de WT1
han analizado también su papel como posible indicador de enfermedad
minima residual (ERM). Aln con algunas diferencias, los estudios que
han utilizado métodos de PCR cuantitativa sugieren que la cinética de
reduccion del transcrito WT1 tras quimioterapia de induccion y la
persistencia de valores elevados tras el tratamiento de consolidacion
son un factor pronéstico importante para predecir recaida (Cilloni et al,
2009; Garg et al, 2003; Lapillonne et al, 2006; Jstergaard et al, 2004;
Nowakowska-Kopera et al, 2009). El seguimiento de la expresion de
WT1 también ha demostrado utilidad para predecir recaidas tras
trasplante alogénico (Ogawa, 2002). La European Leukemia Net realiz6
en 2009 una revisién sistematica para estandarizar la técnica de PCR
cuantitativa para el estudio de WT1 (Cilloni et a/, 2009). En este estudio
se establecieron los niveles de expresion de WT1 en muestras sanas
para distinguir las células leucémicas residuales de las de amplificacion
normal. Se ha confirmado que la expresion de WT1 al diagndstico en
pacientes con LMA es suficientemente alta como para permitir
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reducciones del nimero de copias del transcrito de WT1 de al menos 2
logaritmos, y que la recuperacion hematoldgica post-quimioterapia no
tiene impacto en los niveles de WT1. Todo ello confirma la aplicabilidad
de este marcador en el seguimiento de las LMA. Ademas, se ha
observado una buena correlacién entre la expresion de WT1 y otros
transcritos de fusion como AML1-ETO y CBFB-MYH11 (Dstergaard et
al, 2004; Nowakowska-Kopera et al, 2009; Lasa et al, 2009).

1.2.2.3 Posibles mecanismos para explicar el papel dual de WT1

1.2.2.3.1 Isoformas

Se ha propuesto que las diversas proteinas de WT1 podrian
tener diferentes funciones en la proliferacibn hematopoyética y
diferenciacion, e incluso diferentes valores prondsticos. Varios estudios
sugieren que la isoforma de WT1 que carece de la insercion de KTS
(WT1-KTS) actta como un factor de transcripcion, ya que se une a
secuencias especificas de DNA con alta afinidad y puede interactuar
con cofactores transcripcionales (Larsson et al, 1995). Las isoformas
gue contiene KTS (WT1+KTS) participan presumiblemente en el
procesamiento post-transcripcional de mRNA puesto que pueden unirse
al mRNA mostrando una afinidad de unién al DNA reducida en
comparacion con las formas WT1-KTS (Laity et al, 2000; Caricasole et
al, 1996; Bor et al, 2006). En lo que respecta al “splicing” del exén 5, se
ha demostrado que las formas que contienen el segmento de 17aa
pueden tener un papel antiapoptotico en la via intrinseca de apoptosis
de las mitocondrias (Ito et al, 2006), y podrian estar implicados en la
recaida de la leucemia por bloqueo de diferenciacién y represion de la
apoptosis (Gu et al, 2010).

Se cree que el mMRNA de empalme de las isoformas se
encuentra en proporciones fijas siendo constantes en todos los tejidos
que expresan WT1 durante el desarrollo (Haber et al, 1991).
Concretamente el sindrome de Frasier, estd causado primariamente por

mutaciones puntuales en el intrén 9, que suponen la pérdida de la
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isoforma KTS- en el alelo mutado. De forma que la ratio de la expresion
de las isoformas KTS+/KTS-, que en condiciones normales es siempre
2:1, varia debido a estas mutaciones. Un posible desequilibrio en la
proporcién de las principales isoformas de WT1 en la leucemia aguda
podria explicar el papel dual de WT1. Ademas, se encuentran defectos
de “splicing” alternativo como una causa o0 un factor que contribuye al
desarrollo o la progresidon de una amplia gama de enfermedades
(Barbaux et al, 1997; Tazi et al, 2009) y diversas mutaciones en los
sitios de “splicing” estan implicadas en diferentes enfermedades (Taneri
et al, 2012; Wang & Cooper, 2007a).

Al considerarse WT1 una diana terapéutica, es también
importante conocer el nivel de expresion de cada una de sus isoformas
variantes y su significado prondstico. Sin embargo, estudios realizados
sobre la expresion de las diferentes isoformas muestran discrepancias.
Shiel y cols., observaron una mayor proporcion de las isoformas Ex5+
en pacientes de LMA (Siehl et al, 2004). Pero ademas de mostrar
expresion diferencial, parece que cada una de estas cuatro isoformas
lleva a cabo diferentes funciones durante la hematopoyesis y
leucemogénesis. La transfeccion de la isoforma Ex5- /KTS- en la linea
celular 32D (una linea celular hematopoyética multipotencial, de origen
murino y dependiente de interleucina-3), en presencia de G-CSF,
potencia la diferenciacion granulocitica reflejada en cambios en la
morfologia, expresion génica y expresion de antigenos de superficie de
maduracion (Loeb et al, 2003). Por el contrario, cuando estas mismas
células se transfectaban con la isoforma Ex5+ /KTS+, no se
diferenciaban en respuesta a G-CSF (Inoue et al, 1998). La expresion
de las isoformas KTS- en la linea celular monoblastica U937,
incrementaban la parada del ciclo celular en la fase G1, asociado a un
aumento en la actividad del inhibidor de las cinasas dependientes de

ciclina p21°™

, uno de los genes diana de WT1, e inducia la
diferenciacién mielomonocitica de las células CD34+. La coexpresion de
las isoformas KTS- y KTS+ potenciaba estos efectos, pero la isoforma
KTS+ por si sola no era capaz de inducir la diferenciacion (Ellisen et al,

2001). Ademas, parece que existe una cooperacién de las isoformas
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con otros “hits” de la leucemogénesis. Un estudio demostré que ratones
transgénicos que expresaba AML1-ETO y la isoforma Ex5+/KTS+
aumentaba la capacidad de proliferacion de las colonias derivadas de
médula 6sea in vitro, inhibia su diferenciacién y desarrollaban mas
rapidamente una LMA, en comparacion a los ratones salvaje que sélo
expresaban AML1-ETO los cuales simplemente mostraban una
mielopoyesis anormal pero no una leucemia. La obtencion de resultados
diferentes podria ser atribuida a las funciones opuestas que presentan

las diferentes isoformas.

Por otro lado, las primeras publicaciones sobre la expresion de
WT1 se basaban en la expresion del gen de forma global, mientras que
estudios mas recientes han comenzado a evaluar los efectos de las
isoformas por separado. Tradicionalmente, el método comun para la
semi-cuantificacion de los transcritos ha sido la PCR disefiada para
cada sitio del empalme alternativo (Renshaw et al, 2004; Wang &
Cooper, 2007Db).

1.2.2.3.2 Regulacion epigenética del gen WT1

La alteracion de los patrones de expresion de los microRNAs ha
sido reconocida recientemente como un mecanismo de regulaciéon
epigenética, y se ha descrito su capacidad de inducir cambios en la
expresion de diversos genes en cancer (Chen et al, 2006; Fazi et al,
2005; Nervi et al, 2007). La neutralizacion de la activacion de
oncogenes por inhibicibn epigenética de sus microRNA reguladores
supondria el cambio del fenotipo leucémico. Asi, la identificacion y
estudio de las consecuencias moleculares y biolégicas producidas por lo
microRNAs es esencial para el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas. EI mRNA de WT1 podria estar regulado por diversos
microRNA que modificaran su expresion, justificando asi las

controversias encontradas en la literatura con respecto a este gen.
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Hipotesis

La funcion del gen WT1 durante la leucemogénesis no esta
todavia esclarecida, siendo considerado en la literatura tanto un
oncogen como un gen supresor tumoral. Asimismo, el papel de las
isoformas, las mutaciones y la regulacién epigenética del gen WT1, asi
como su relacion con la expresion del gen y el prondstico de los
pacientes con LMA no estan bien establecidos. La profundizacion en el
conocimiento de las interrelaciones entre las isoformas, las mutaciones,
la expresion y la regulacion epigenética, y de todas ellas con el
prondstico, podria eventualmente contribuir a una optimizacion de los

tratamientos mas ajustada al pronéstico de los pacientes con LMA.
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Objetivos

Los objetivos de este trabajo de tesis doctoral son:

Caracterizacion celular y genética exhaustiva de las muestras de
pacientes con LMA de novo, con especial énfasis en el andlisis del
gen WTL.

Andlisis de la expresién de WT1 y de sus isoformas principales en

pacientes con LMA .

Andlisis de las variantes genéticas de WT1, incluyendo las

mutaciones y el polimorfismo rs16754.

Estudio de la regulacion epigenética del gen WT1 por miRNA y su
potencial implicacion en los mecanismos responsables de la

desregulacion de su expresion.

Estudio de la correlacion de las isoformas, variantes genéticas y
regulacién epigenética entre si y su asociacion con la expresion del
gen WTL.

Andlisis de la relacibn de las alteraciones anteriormente

mencionadas con el prondstico de los pacientes con LMA
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Material y Métodos

4.1. Pacientes

Se incluyeron 274 pacientes diagnosticados de LMA no
promielocitica de novo entre los afios 1998 y 2010 en el Hospital
Universitari i Politécnic La Fe de Valencia. Las muestras de médula
O6sea fueron obtenidas mediante puncion esternal o en cresta iliaca
postero-superior en el momento del diagndstico. El Gnico criterio
limitante de inclusiéon fue la disponibilidad de DNA y/o RNA al
diagnéstico. Los pacientes fueron diagnosticados y clasificados de
acuerdo a los criterios morfoldgicos y citoquimicos de la clasificacion
FAB (French-American-British criteria) (Bennett et al, 1985) y de la
clasificacion de la OMS (Arber et al, 2008).

El tratamiento recibido se ajusté al protocolo vigente en cada
momento: LMA 92, PETHEMA 99 y PETHEMA 2007. Todos ellos
contemplaban un esquema inicial de quimioterapia de induccién a la
remisién que incluia una antraciclina junto con citarabina, asociado o no
a etop6sido. La terapia post-remision consisti6 en 1 6 2 cursos de
quimioterapia de consolidaciéon con citarabina a dosis intermedias/altas,
seguido de trasplante autélogo (ATSP) cuando fue posible. Los
pacientes que no movilizaron no recibieron tratamiento adicional.
Aquellos pacientes clasificados como de alto riesgo que disponian de
donante compatible se sometieron a un trasplante alogénico de células
madre (AloTPH).

Todas las muestras fueron proporcionadas por el Biobanco del
Hospital La Fe. El estudio fue aprobado por el Comité Etico para la
Investigacion Clinica del Hospital Universitari i Politécnic La Fe, y todos
los pacientes firmaron un consentimiento informado en concordancia
con las recomendaciones de la Declaracion de los Derechos Humanos,

la conferencia de Helsinki y las regulaciones institucionales.
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4.2. Controles

Se incluyeron 20 muestras de sangre periférica de donantes
sanos (SP) y 15 muestras de seleccidn de células CD34+ de sangre de
cordén umbilical (SCU), separadas por bolas inmunomagnéticas
(Miltenyi Biotec, CA, EE.UU), para su uso como serie control en la
comparaciéon con la serie de pacientes. Ademas, se usé como serie de
validacion 10 lineas celulares leucémicas humanas: EOL-1
(eosinofilica), KG1a (linea celular de leucemia mieloide aguda), Kasumi-
1 (mieloide), KG1 (mieloide), K562 (mielomonocitica), HEL
(eritroleucémica), TF1 (eritroleucémica), HL60 (promielocitica), NB4
(promielocitica) y MOLM (megacariocitica). Todas estas lineas celulares
fueron cultivadas de acuerdo a las recomendaciones del proveedor

(www.dsmz.de).

4.3. Estudio citogenético
4.3.1.Citogenética convencional

El estudio de citogenética convencional consistié 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 cromosémicas se describieron de acuerdo al
Sistema Internacional de Nomenclatura Cromosémica (Nomenclature et
al, 2009).

Los casos con menos de 20 metafases analizadas en ausencia
de un clon anémalo se clasificaron como “no valorables”. Para hablar de
cambio estructural o ganancia cromosémica se precis6 su hallazgo en
dos 0 mas metafases, y en tres de ellas si se trataba de una pérdida

cromosomica.
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En funcién de las alteraciones encontradas, los pacientes se

estratificaron en tres grupos de riesgo citogenético segun el Medical
Research Council trials (MRC) del 2010 (Grimwade et al, 2010)):

4.3.2.FISH

Favorable: incluye las alteraciones t(8;21), t(15;17) e inv(16),
independientemente de las alteraciones citogenéticas
adicionales.

Adverso: incluye add(5q), -5, del(5q), -7, add(7q)/del(7q),
abn(3q) [excluyendo t(3;5)(g21~25;q31~35)],
inv(3)(q21926)/t(3;3)(q21;926), t(6;11)(927;923),
t(10;11)(p11~13;923), t(11923) [excluyendo
t(9;11)(p21~22;923) y t(11;19)(q23;p13)], t(9;22)(934;911), -
17, abn(17p) y cariotipos complejos con al menos 4
anomalias no relacionadas.

Intermedio: incluye pacientes con cariotipo normal y con
alteraciones citogenéticas no clasificadas como favorable o

adversas.

El estudio de los reordenamientos mas frecuentes en la LMA se

llev6 a cabo mediante hibridacion de sondas especificas en las

extensiones preparadas tras los cultivos celulares segun las

recomendaciones de la casa comercial. Las sondas utilizadas fueron —
5/del(5q), —7/del(7q), TP53, del(20q), PML/RARa, AML1(RUNX1)/ETO,
MLL y CBFb/MYH11 (Cytocell).

4.4. Estudio de las alteraciones moleculares

4.4.1.Extraccion de acidos nucleicos

Para la extraccion del DNA se utiliz6 QIAAmp® DNA Mini kit

(Quiagen, Hilden, Germany) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Para la extraccion de RNA total (que incluye el mMRNA, miRNA y
otros pequefios RNA y que por tanto es necesario para el analisis de los
MIiRNA) se usé el reactivo Trizol (Invitrogen, USA) y posteriormente se
extrajo siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente, la
muestra se homogeneiz6 utilizando una jeringuilla de insulina para
romper eficientemente la integridad celular. Se afiadi6 200 mL de
cloroformo, se agitdé vigorosamente con un vortex y se centrifugé a
12.000 g durante 10 minutos a 4°C para favorecer la separacion de dos
fases. La fase superior (acuosa) fue transferida a un tubo nuevo y se le
afadié el mismo volumen de isopropanol. Se mezclo por inversion y se
incub6é a temperatura ambiente durante 10 minutos para permitir la
precipitacion del RNA. Se centrifugd de nuevo durante 10 minutos a
12.000 g a 4°C. Tras decantar el sobrenadante el pellet de RNA se lavé
dos veces con 1 mL de etanol al 70% (diluido en agua libre de RNasas)
y centrigugando a 7.500 g 5 minutos. El pellet se sec6 en una bomba de

vacio durante 10 minutos y se resuspendi6 en agua libre de RNasas.

La cantidad, integridad y calidad de los &cidos nucleicos se
determin6é mediante espectrofotometria, medida como absorbancia a
una longitud de onda (A) de entre 260nm y 280nm (NanoDrop
Technologies Inc., Wilmington, DE), y mediante la migracion en geles de
agarosa Yy tincion con bromuro de etidio para visualizacion del nivel de
degradacion. Se seleccionaron aquellas muestras con concentraciones
superiores a 50ng/uL, cuya cantidad total no fuera inferior a 1ug y
presentaran ratios Abs260/280 de alrededor de 1,8 para el DNA y 2

para el RNA. Las muestras se almacenaron a -80°C hasta su utilizacion.

Se realiz6 una amplificacion completa del DNA gendmico
mediante el kit REPLI-g MIDI (Quiagen, GmbH, D40724 Hilden) con el
fin de aumentar la cantidad de DNA disponible para los estudios
realizados. Para ello, partimos de una cantidad de DNA gendmico
mayor a 10ng suspendido en tampén Tris-EDTA (TE) hasta obtener un
volumen final de 2,5pl. En aquellos casos en los que el DNA de partida
era de muy buena calidad, se parti6 de una cantidad de 1-10ng.
Siguiendo las instrucciones del fabricante, se obtuvo una gran cantidad
de DNA amplificado uniformemente, con un rendimiento de
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aproximadamente 40ug por cada 50ul de reaccién. El DNA amplificado
se diluyé en TE a una concentracion 1:100. De forma general se
utilizaron 3l del DNA diluido para cada PCR.

4.4.2.Retrotranscripcion del RNA

Se sintetizé el cDNA a partir de 500ng de RNA empleando el kit
Reverse Transcription cDNA synthesis (Qiagen) siguiendo el
procedimiento recomendado por el fabricante. Para el analisis de los
MIiRNA, el cDNA se sintetiz6 a partir de 500ng de RNA total con el kit
miScript Reverse Transcription (Qiagen) de acuerdo al protocolo del

fabricante.

La calidad de las muestras de cDNA se evalué mediante el gen
control GUS y sélo se considerd para el analisis aquellas con un Umbral
de Ciclos (Ct) < 30.

4.4.3.Caracterizacion molecular de los pacientes

Dentro de la caracterizacion molecular de la serie estudiada se
realiz6 el andlisis de las alteraciones consideradas de especial

relevancia prondstica y terapéutica:

e FLT3: El estudio de la mutacion de la duplicacién interna en
tandem del receptor FLT3 (FLT3-ITD) se realizé por PCR con los
cebadores que amplifican la region que codifica el dominio
yuxtamembrana del receptor (Nakao et al, 1996).

¢ NPML1: La deteccion de la mutacion del gen NPM1 se realiza con
sondas de hibridacion disefiados para el alelo normal. Se realiza
mediante PCR en tiempo real con el sistema LightCycler®
siguiendo el método descrito por Schnittger y cols., (Schnittger et
al, 2005).

e CEBPA: Para detectar las mutaciones en el gen CEBPA se
amplificaron las regiones TAD1, TAD2, (que codifican los
dominios de transactivacion) incluyendo la region entre ambos, y

BZIP (region bésica-cremallera leucina) del gen. Para ello se
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realizaron tres PCRs utilizando el método descrito por Fuster y
cols. (Fuster et al, 2012).

4.5. Estudio del gen WT1
4.5.1.Expresién total de WT1

La deteccion cuantitativa del gen WT1 se realiz6 mediante PCR
en tiempo real siguiendo el método descrito por Barragan y cols,
(Barragan et al, 2004). Los resultados de la -cuantificaciéon se
normalizaron tomando como referencia el gen control de la B-
glucuronidasa (GUS). La PCR en tiempo real se llevé a cabo en el
equipo ABI Prism 7300. En un volumen final de 25uL se incluyé 2,5uL
de cDNA, 1X TM master mix (Applied Biosystems), 0,5uM de cebadores
y 0,2uM de sonda. Las reacciones se incubaron en una placa éptica de
96 pocillos a 95°C durante 10 minutos, seguidos de 50 ciclos a 95°C
durante 15 minutos y 60°C durante 1 minuto. El Ct, se determin6 usando

la linea de base que por defecto asigna el sistema.

4.5.2.Analisis de variantes genéticas de WT1

4.5.2.1 Técnica de curvas de disociacion de alta resolucion (High

Resolution Melting)

Para la deteccion de las variantes genéticas en el gen WT1 se
usaron cebadores especificos para cada uno de los exones analizados,
considerando que para la técnica de HRM el fragmento amplificado por
los cebadores no debe ser superior a los 250pb (Tabla 6). La
especificidad de los cebadores fue testada con The Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST).
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WT1
Gen WT1 Cebador Secuencia (5°- 3")
Exon 2
Sentido GCAGGTTACAGCACGGTCACC
Antisentido TCGCTTACCCAGCGAGCCCTG
Exén 3
Sentido CGGTTCTCTCTGCAGGTGAGC
Antisentido TCCTACCTGCTGTAGGGCGTC
Exoén 4
Sentido CTGGAAAATGTGGAGGCTTGC
Antisentido AGTTACTGTGGAAAGGCAATGG
Exoén 5
Sentido ACTGGGGACTTAGTTCAGCAC
Antisentido ATTGCCCCAGGTGCCAGTCAG
Exoén 6
Sentido TGGCGACTGTGAGCCACACTG
Antisentido CCCTGATGTTAAAGGAGCCTG
Exoén 7
Sentido GCTTAAAGCCTCCCTTCCTC
Antisentido GTCCAGTCTTGGGCAAACAT
Exoén 8
Sentido GAATATGTGTCTTCCCCAAGGTG
Antisentido TAGCCCAAGGGAACACAGCTG
Exoén 9
Sentido GCCGAGGCTAGACCTTCTCT
Antisentido TCCAATCCCTCTCATCACAA
SNP rs16754 Cebador Secuencia (5"- 3)
Exoén 7
Sentido CACTCTCCCTCAAGACCT
Antisentido TCTCTTATTGCAGCCTGGGTA

La técnica de HRM se basa en la amplificacion de la region de
interés mediante una PCR asociando intercalantes fluorescentes que se
unen especificamente a la doble cadena de DNA. A medida que las dos
hebras se van separando se emite una fluorescencia que genera las
curvas de fusion caracteristicas. La temperatura a la que se

desnaturaliza la mitad del DNA se conoce como temperatura de
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“Melting” (Tm) o de fusion y es dependiente de la longitud, secuencia,

contenido y distribucién en GC del fragmento de DNA a estudio.

La amplificacion por PCR y el posterior andlisis de las curvas de
fusion se llevaron a cabo en un equipo LightCycler480® (Roche) en
placas de 96 pocillos. Todas las muestras fueron analizadas por
duplicado junto con un control positivo y dos negativos por placa. Tanto
la PCR como el HRM se efectuaron en una reaccion final de 10pL,
conteniendo 3uL de DNA gendmico replicado, 5uL de High Resolution
Melting Master Mix (Roche) y 50pmol de los cebadores especificos. El

programa de termociclador empleado se detalla en la Tabla 7.

Tabla 7. Programa de amplificacién de la PCR por HRM

Temperatura A('jv'qou(?gigi%n Inl-luebn::tE:J ioc')n Ratio [°C/s] | [°CIs]
(seg)

Desnaturalizacion

95°C Ninguno 600 4,4
Amplificacion (45 ciclos)

95°C Ninguno 10 4,4
56 - 60°C Ninguno 13 2,2

72°C Simple 14 4,4

Fusion

95°C Ninguno 60 4,4

40°C Ninguno 60 15

60°C 1 1

95°C Continuo 0,02 0,25

Enfriamiento

40°C Ninguno 10 2,2

El anadlisis de los datos de amplificacién y la especificidad del
producto se realiz6 con el programa Gene Scanning version 1.2

(Roche). Con este programa se realiza inicialmente la normalizacion de
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las curvas de fusion estableciendo valores uniformes de fluorescencias
inicial y final de todas las muestras. Esto genera en Gltima instancia un
grafico donde las muestras quedan agrupadas en funcién de sus curvas

de fusion.

45.2.2 Determinacion de la sensibilidad, especificidad y

reproducibilidad

En 150 muestras los productos de PCR de los exones 7 y 9 se
secuenciaron para confirmar los resultados y poder calcular la
sensibilidad y especificidad de la técnica de HRM. Una vez comprobada
la eficacia de la técnica soOlo se secuenciaron las muestras que

presentaban una curva de fusion diferente a los controles normales.
45.2.3 Secuenciacion

Las muestras seleccionadas para su secuenciacion se testaron
en un gel de agarosa al 2% para confirmar que la amplificacién habia
sido correcta. El producto de PCR de cada una de las muestras se tratd
con ExoSAP-IT (USB Corporation, Cleveland, Ohio USA). Se mezclaron
8uL del producto de PCR obtenido con 3,2uL de EXxoSAP-IT y se
incubaron a 37°C durante 15 minutos y a 80°C durante 15 minutos. La
incubacién se llevé a cabo en el termociclador 2720-Thermal Cycler de

Applied Biosystems.

A continuacion, se realiz6 la reaccion de secuenciacion que
consta de una primera fase de amplificacion para incorporar los
nucleétidos marcados y una segunda fase de purificacion de la
reaccion. La amplificacion se llevé a cabo en el termociclador 2720-
Thermal Cycler de Applied Biosystems comportando una primera etapa
de activacion de la polimerasa a 94°C durante 3 minutos, seguido de 25
ciclos que comprendian, una fase de desnaturalizacién a 96°C durante
10 segundos, una fase de hibridacién a 50°C durante 6 segundos y una
fase de extension de la cadena a 60°C durante 4 minutos. Todas las
PCR de secuenciacion fueron amplificadas en una reaccion final de

10uL, conteniendo 5uL del producto de la reaccion con EXoSAP-IT, 1uL
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de la enzima del kit Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing (Applied
Biosystems, Foster City, CA) y 3,125pmol del cebador sentido o
antisentido de cada exon. La purificacion de la reaccion de
secuenciaciéon se hizo en columnas de filtracion (Genycell Biotech

Espafa, S.L. Granada, Espafia).

Finalmente, el producto de la reaccion fue resuspendido en 20uL
de formamida y se secuenciaron usando el ABIPRISM 3130XL Genetic
Analizer (Applied Biosystems, Foster City, CA).

El analisis de la secuencia se correlacion6 con la secuencia del
GeneBank NM_024426 para WT1 mediante el programa de andlisis
Sequence Scanner de Applied Biosystems y el programa MEGA 4.1.

4 .5.3.Analisis de las isoformas de WT1

Para analizar las 4 isoformas principales de WT1 se desarrollé
una PCR multiplex con cebadores marcados capaces de amplificar en
una Unica reaccion todas las isoformas y el gen control ABL-1.
Posteriormente los productos de PCR se sometieron a andlisis de

fragmentos en un sistema de electroforesis capilar.
4.5.3.1 Amplificacion de las isoformas de WT1

Se disefiaron cebadores marcados especificos que abarcaban
desde el final del ex6n 4 hasta el exén 10 de WT1, dando lugar a un
amplicon de 564pb. Las secuencias de los cebadores fueron 5-Fam-
TCCCAGCTTGAATGCATGACC-3 y 3-
CCGACAGCTGAAGGGCTTTTC-5'. La especificidad fue testada con la
herramienta The Basic Local Alignment Search (BLAST) de NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq). Los cebadores para el gen control ABL-

1 fueron los descritos previamente (Ottone, 2008) marcando uno de los

cebadores con el fluorocromo HEX. Se amplificaron 2,5ul de cDNA en

un volumen final que contenia el Buffer 10X, 1uM de cada cebador de

WT1 y 0,1uM de los cebadores de ABL, 0,2mmol/L de dNTPs,

2,5mmol/L de MgCl, y 1,5U de AmpTaqGold. Tras un ciclo de
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desnaturalizacion inicial de 10 minutos a 94°C, se aplicaron 40 ciclos de
amplificacién a 60°C de temperatura de hibridacién seguidos de una
fase de elongacion final de 30 minutos a 60°C. Los productos de la PCR
fueron separados en un gel de agarosa para confirmar la presencia de
una banda de aproximadamente 560pb. Todas las muestras fueron
analizadas por duplicado. En el caso de las lineas celulares se

analizaros 3 cultivos por cada una de las lineas.
45.3.2 Deteccién de las isoformas mediante electroforesis capilar

Los productos de PCR obtenidos en el paso anterior se
mezclaron con formamida y el marcador de peso molecular GeneScan
ROX 600 (Applied Biosystems) para su separacion por electroforesis
capilar en un ABIPRISM 3130XL DNA Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, CA) y finalmente analizados usando el software Gene
Mapper 4.2 (Applied Biosystems). La fraccion relativa de cada isoforma
se calculd utilizando la medida del area bajo la curva de cada uno de los

picos obtenidos en el andlisis de fragmentos.

4.5.3.3 Determinacion de la sensibilidad, especificidad y

reproducibilidad

Para estimar la sensibilidad y especificidad de la técnica se usé
como método de referencia la deteccién de las isoformas de WT1 por
PCR cuantitativa en tiempo real (qQPCR) descrito por Kramarzova et al
(2012).

El umbral de sensibilidad se calcul6 realizando diluciones
seriadas de un cDNA de una muestra positiva en tampén Tris-EDTA
(TE).

Se valor6 la reproducibilidad calculando el coeficiente de
variacion (CV) intraensayo testando 20 veces 3 muestras de diferentes
concentraciones. Para la reproducibilidad interensayo se testaron las
muestras durante 10 dias consecutivos por triplicado. Se calcul6 el CV

como Desviacion tipica (DS) / Media (X) x 100.
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4.5.4, Analisis de los miRNA
4.5.4.1 Arrays de miRNA

Con el objetivo de ampliar el conocimiento en este campo y a
modo de guia para estudiar los miRNA importantes en la regulacion de
WT1, se hibridaron chips de miRNA de Affymetrix “GeneChip miRNA 2.0
Array” en 10 muestras de pacientes diagnosticados de LMA vy
seleccionados en funcion de su nivel de expresion de WT1 total (5
muestras con hiperexpresion de WT1 y 5 que no sobreexpresaban
WT1).

4.5.4.2 Expresion de miRNA mediante qRT-PCR

La gRT-PCR de los miRNA seleccionados (hsa-miR-324-5p, hsa-
miR-188-5p, hsa-miR-424*, hsa-miR-1307, hsa-miR-941, hsa-miR-193b,
hsa-miR-425, hsa-miR-503, hsa-miR-500*%, hsa-miR-132 y hsa-miR-223)
se llevé a cabo usando cebadores comerciales especificos para cada
MIiRNA (miScript Primer Assays) y el kit miScript SYBR Green PCR
(Qiagen).

Las reacciones de gRT-PCR se realizaron por triplicado usando
el sistema LightCycler480® (Roche) en placas de 96 pocillos. Cada
reaccién contenia 10ul de cDNA, 12,5ul de la master mix Sybr Green
PCR (Roche), 0,5uM de cada cebador en un volumen total de 25pl. Los
pardmetros del termociclador fueron los siguientes: 95°C durante 5
minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C durante 5 segundos y 60°C
durante 30 segundos, y un programa de curvas de fusién (60—95°C) con

una rampa de temperatura de +0,1°C/s.

Con el objetivo de corregir la variabilidad entre las diferentes
muestras en la sintesis de cDNA, los niveles de expresion de cada
mMiRNA diana se normalizaron con los niveles de expresion de un
MiRNA cuya expresion no varia en las condiciones del experimento
(control endbgeno o gen de referencia). Como gen de referencia se usé
el miRNA Hsa-RNU6B_2.
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Para cuantificar la expresion de cada miRNA se usé el método
de cuantificacion relativa 2-delta-delta-Ct (2-AACt): se compara entre las
diferentes muestras la expresién del miRNA diana medida en funcién de
los valores umbral de ciclo (Ct) respecto a la expresién en Ct del gen de
referencia (ACt = CtmiRNA - CtUG6), y posteriormente se comparan los
ACt de las muestras diana con respecto a la ACt mediana de las

muestras control.

4.6. Andlisis estadistico
4.6.1. Descriptivo

En un primer lugar se realiz6 un analisis descriptivo de la serie.
Se emplearon las pruebas de Kolmorov-Smirnov o Shapiro-Wilk para el
estudio de la normalidad. En el caso de variables continuas se
analizaron las diferencias entre grupos mediante la t de Student o la U
de Mann-Whitney segun su distribucion. El estudio de variables
categoricas se realiz6 mediante el test Chi-cuadrado de Pearson y el

test exacto de Fisher.

Se incluyeron en el estudio datos demogréficos basicos (edad y
sexo), pardmetros hematoldgicos (nivel de hemoglobina, recuento de
leucocitos, neutréfilos y plaguetas y porcentaje de blastos en SP),
porcentaje de blastos en MO y alteraciones citogenéticas, grupos de

riesgo citogenético segun MRC vy clasificacion FAB.

Ademads se incluyeron el estado mutacional de NPM1, FLT3-ITD,
CEBPA y WT1, los genotipos del SNP rs16754 (WT1*, WT1*¢ o
WT1%®), el porcentaje de las isoformas de WT1, los niveles de
expresion de WT1 total y de los miRNA analizados. Las variables
continuas fueron categorizadas de acuerdo al punto de corte mas

discriminante o al establecido por trabajos previos:
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Expresion de WT1 total: En todos los casos, el punto de corte se
establecién en el percentil 75 (P75) de expresién de WT1 en la serie de

casos.

Expresion de las isoformas de WT1: En todos los casos se
categorizé en funcién del punto de corte de la mediana de expresion de

cada una de las isoformas en la serie de casos.

Expresion de los miRNA: En todos los casos se categorizd en
funcion del punto de corte del percentil 75 de expresion de cada una de

los miRNA en la serie de casos.
4.6.2.Supervivencia

El andlisis actuarial se hizo mediante el método de Kaplan-Meier
(Kaplan & Meier, 2012), y para comparaciones las pruebas de log-rank
(Mantel, 1966). La supervivencia libre de enfermedad (SLE) fue
calculada desde la fecha de respuesta completa (RC) hasta la recaida o
la muerte en RC, cualquiera que ocurriese primero. La SLR se calculd
desde la RC hasta la reaparicion de la enfermedad. La supervivencia
global fue calculada desde el diagndstico hasta la muerte o fecha de
Gltima visita. El seguimiento de los pacientes para el presente estudio

fue actualizado el 1 de febrero de 2012.

El analisis de supervivencia se completd con un andlisis
multivariante mediante un modelo de regresién de Cox para eventos
temporales (observaciones incompletas) (Cox, 1972), incluyéndose las
variables con un valor significacion estadistica de P < 0,10 para cada
‘end point’. En todos los casos el nivel de significacion estadistica se

establecié con un valor de P < 0,05.

El analisis estadistico se realiz6 usando el programa EZR (Easy
R) version 1.31.
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5.1. Caracteristicas de los pacientes.

Se incluyeron un total de 274 pacientes diagnosticados de LMA
de novo entre septiembre de 1998 y agosto de 2010 en el Hospital
Universitario y Politécnico La Fe de Valencia. El Unico criterio limitante
fue la disponibilidad de muestra para extraccién de acidos nucleicos
(DNA y/o RNA) al diagndstico.

La mediana de edad de la serie fue de 62 afos (extremos: 16 —
91 afios), siendo el 53% de los pacientes mayores de 60 afios. Ciento
cincuenta y seis fueron hombres (57%) y 118 mujeres (43%). La
mediana de leucocitos fue de 12,9 x 10%L (extremos: 0,1 — 396), la de
hemoglobina de 9,1 g/dL (extremos: 4 — 16,6 g/dL) y la de plaquetas de
54,5 x 10%L (extremos: 4 — 572). Las caracteristicas principales de la

serie se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Caracteristicas principales de la serie global de pacientes con
LMA de novo

Caracteristicas Pacientes N (%)
Total 274
Edad, afios (rango) 62 (16 - 91)

260 143 (52)

<60 131 (48)
Sexo

Hombre 156 (57)

Mujer 118 (43)
Riesgo Citogenético

Favorable 21 (9)

Intermedio 160 (70)

Adverso 48 (21)
Cariotipo

Normal 110 (48)

Con anomalias 119 (52)
FAB

MO 19 (7)

M1 66 (25)

M2 61 (23)
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Caracteristicas Pacientes N (%)
M3 4(1)
M4 52 (20)
M5 36 (14)
M6 15 (6)
M7 2 (1)
Bifenotipica 5(2)
Sin clasificar 4(2)
Leucocitos (x10%/L)

Mediana 12,9

Rango 0-396
Neutrofilos (x10%/L)

Mediana 14

Rango 0-89
Plaquetas (><109/L)

Mediana 54,5

Rango (4 -572)
Hemoglobina (g/dL)

Mediana 9,1

Rango 4-16,6
% Blastos SP

Mediana 39,5

Rango 0-100
FLT3-ITD

Mutado 52 (22)

Wild-type 189 (78)
FLT3-D835

Mutado 8 (4)

Wild-type 196 (96)
NPM1

Mutado 74 (32)

Wild-type 155 (68)
FLT3-ITD/NPM1 status

FLT3-ITD pos / NPM1 pos 17 (12)

FLT3-ITD pos/ NPM1 neg 14 (10)

FLT3-ITD neg / NPM1 pos 29 (20)

FLT3-ITD neg / NPM1 neg 85 (59)
CEBPA

Mutado 12 (13)

Wild-type 87 (87)

Pos = positivo, neg =: negativo; SP: sangre periférica
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5.1.1.Caracteristicas clinicas

Doscientos seis pacientes (75%) fueron tratados con QT
intensiva segun los protocolos vigentes en el momento del diagndstico.
Cuarenta y seis pacientes no recibieron tratamiento debido a la edad
avanzada o a la presencia de comorbilidades. La remisién completa fue
alcanzada en 140 pacientes (63%): 128 pacientes tras el primer ciclo de
induccion y 12 tras dos ciclos de induccion. Se realizo trasplante de
progenitores hematopoyéticos en 70 pacientes (28 ATPH y 42 AloTPH).
Cuarenta y cinco pacientes fueron considerados resistentes tras la QT
de induccion, mientras que 37 pacientes fallecieron durante el

tratamiento antes de poder evaluar la respuesta.

En el momento del analisis, 74 pacientes habian recaido (28%) y

65 permanecian vivos (24%).

5.1.2.Citogenética

El estudio del cariotipo fue valorable en 229 pacientes (84%),
revelando un cariotipo normal en 111 pacientes (48%) y alguna
alteracion citogenética en 119 pacientes (52%) (Figura 1). El cariotipo
no fue valorable en 20 pacientes (7%) debido a que no se obtuvieron
metafases, mientras que en 25 pacientes no se pudo realizar el estudio
citogenético por falta de muestra (9%). Las alteraciones encontradas en
los pacientes permitieron estratificarlos en tres grupos de riesgo
citogenético de acuerdo con la clasificacion revisada del MRC (2010):
21 pacientes en el grupo favorable (9%), 160 pacientes en el grupo

intermedio (70%) y 48 pacientes en el grupo adverso (21%).
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Figura 1. Frecuencia de las alteraciones cromosOmicas mas comunes

Citogenética ...

mt(15;17)

M Inv (16)

M Cariotipo normal

M Trisomia 8

m Otras anomalias numéricas

B Otras anomalias
estructurales

M Anomalias de 3q

Alteraciones del cromosoma

5

M Alteraciones del cromosoma
7

M Abn(11923)

Cariotipo complejo

5.1.3.Alteraciones moleculares

Se detectaron 60 mutaciones en el gen FLT3 en 58 pacientes
(24%): 52 pacientes con duplicaciéon en tandem (FLT3-ITD) y 8 con la
mutacion FLT3-D835 (en dos pacientes se detectaron simultaneamente

ambas mutaciones).

El gen NPM1 se encontr6 mutado en 74 pacientes (32%) y el
gen CEBPA, que se estudi6 en los casos de riesgo citogenético

intermedio, fue positivo en 12 pacientes (13%).

El estatus mutacional en funcién de las alteraciones en FLT3-ITD
y NPM1 se describen en la Tabla 8 y en la Figura 2.
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Figura 2. Estatus mutacional FLT3-ITD/NPM1

M FLT3-ITD mut / NPM1 mut
M FLT3-ITD mut/ NPM1 wt
B FLT3-ITD wt / NPM1 mut
B FLT3-ITD wt / NPM1 wt

Mut = mutado, wt =: wild-type.

5.2. Estudio del gen WT1
5.2.1.Expresion total de WT1

La expresion total de WT1 se estudié en 205 pacientes. La
mediana fue de 1164 copias de WT1/copias de GUS x 10*. El percentil
25 (P25) fue de 270 copias de WT1/copias de GUS x 10"y el percentil
75 (P75) de 3531 copias de WT1/copias de GUS x 10*.

Ademas se cuantificé la expresion total de WT1 en la serie
control de células de SP y CD34+ de SCU. La mediana de expresion de
las células CD34+ fue de 102,48 copias de WT1/copias de GUS x 10*
(P25=19,02; P75=295,72). Ninguno de los donantes sanos de sangre
periférica expreso niveles detectables de WT1.

Las caracteristicas de los pacientes en funcién de la expresion
de WT1 se resumen en la Tabla 9, observdndose una asociacion
significativa de la sobreexpresion de WT1 (>P75) con un mayor
porcentaje de blastos al diagndéstico y un mayor nimero de mutaciones
de FLT3-ITD.
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Tabla 9. Comparacion de caracteristicas basales de los pacientes segin la

expresiéon del gen WT1

Expresion WT1
Caracteristicas P
Baja Alta

Total 142 59

Edad, afios (rango)

<60 67 (47) 32 (54)
>60 75 (53) 27 (46) 0,225
Sexo 0,186
Hombre 86 (61) 31 (53)
Mujer 56 (39) 28 (47)
Grupo de riesgo citogenético 0,853
Favorable 11 (10) 4 (8)
Intermedio 79 (69) 35 (67)
Adverso 25 (22) 13 (25)
Cariotipo normal 11 (10) 4 (8) 0,107
FAB
MO 11 (15) 3(2)
M1 25 (34) 23 (13)
M2 33 (45) 16 (9)
M4 32 (43) 10 (6)
M5 18 (24) 2 (1)
M6 8 (11) 3(2)
M7 2 (3) 0
Bifenotipica 5(7) 1(1)
No clasificada 1(1) 0
Recuento leucocitos (><109/L) 0,258
Mediana 10,95 11,7
Rango (0-342) (1-396)
Recuento plaquetar (><109/L) 0,071
Mediana 58 44
Rango (5-572) (4-225)
Hemoglobina (g/dL) 0,191
Mediana 9,05 9
Rango (5,5-16,6) (4-13,4)
% blastos SP <0,001
Mediana 28 63,5
Rango (0-100) (0-100)
FLT3-ITD 0,027
Positivo 23 (17) 17 (31)
Negativo 113 (83) 38 (69)
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Expresion WT1

Caracteristicas P
Baja Alta
SNP rs16754 0,084
WT1%¢ 79 (68) 11 (20)
wT1M 37 (32) 43 (80)
Mutaciones de WT1 0,617
Mutado 4 (4) 1(2)
Wild-type 111 (96) 53 (98)
Expresion WT1 Isoforma A 0,164
Mediana 17 19
Rangos (0-100) (0-72)
Expresion WT1 Isoforma B 0,973
Mediana 22,5 23
Rangos (0-100) (0-29)
Expresién WT1 Isoforma C 0,661
Mediana 24 24
Rangos (0-100) (0-30)
Expresion WT1 Isoforma D 0,481
Mediana 31 32
Rangos (0-100) (0-52)
NPM1 0,493
Mutado 45 (34) 17 (32)
Wild-type 89 (66) 36 (61)
FLT3-ITD/NPM1 estatus 0,002
FLT3-ITD pos / NPM1 pos 19 (20) 8 (19)
FLT3-ITD pos / NPM1 neg 3(3) 10 (24)
FLT3-ITD neg / NPM1 pos 62 (65) 19 (45)
FLT3-ITD neg / NPM1 neg 12 (13) 5(12)
CEBPA 0,118
Mutado 11 (16) 1(4)
Wild-type 59 (84) 24 (96)
5.2.2.Variantes genéticas de WT1
Para determinar papel del gen WT1 sobre la

leucemogénesis y las diferencias de expresién encontradas pudieran

estar causados por alteraciones en dicho gen, se estudi6 la presencia

de variaciones genéticas en los exones codificantes 2 al 9 del gen

(ambos inclusive) en 175 pacientes. El estudio se realiz6 mediante el

método de cribado de HRM y posterior secuenciacion de Sanger.
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En la Figura 3 se muestra una imagen con los resultados
obtenidos en el HRM donde pueden observarse las diferentes curvas de

fusion en funcién de la secuencia del gen.

Figura 3. Resultados de las curvas de fusién derivadas del analisis de
HRM
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5.2.2.1 Andlisis de las curvas de fusion de WT1

Sesenta y tres de las 175 muestras analizadas mostraron una
curva de fusion diferente de la normalidad. Tras la secuenciacion de
Sanger, se confirmé que 7 (4%) presentaron una variacion en alguno de
los exones estudiados (Tabla 10): seis de ellas se localizaron en el
hotspot del gen WT1 (ex6n 7) mientras que la restante se encontr6 en el
exén 6. Las variaciones en el exén 7 se tradujeron en un cambio en la
pauta de lectura por pequefias duplicaciones o deleciones/inserciones.
La mutacién del exdn 6 corresponde a un cambio de una C por una T
originando un codon de parada. EI SNP rs16754 fue encontrado en
heterocigosis en 54 pacientes (31%). Dos de los pacientes portadores
de una mutacion en WT1 presentaban ademas el SNP rs16754. Las 4
muestras restantes con una curva de fusion diferente resultaron tener
un SNP en el intrbn 6 ya descrito previamente en la literatura
(rs5030274).
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Tabla 10. Mutaciones encontradas en el gen WT1

Cambio Otras
Cambio en el DNA en la Exo6n Cariotipo FAB alteraciones
proteina moleculares
¢-1138_1913delCCC | pagors | 7 ND M5 | FLT3-ITD
¢.907_908insT V303fs 7 | 4BXXINVAB)PL |y, -
3922)
46, XX,
c.1025_1026insCTC | Q409fs 7 t(8;21)(q22;g22), | M1 ASXL1+
9gh+
€.1133 1143dupTTG NPM1+/FLT3
TACGGTC S381fs 7 46,XX M4 D
c.1114 1120dupCCT
GGAG V374fs 7 46, XY M5 -
46, XX,
c.1110T>G R366S 7 T7(8:21)(q22:922) M2 -
46, XX,
.892C>T Q298* 6 1(3;9;22)(q25;034; | M2 -
qll1)

5.2.2.2 Sensibilidad y especificidad

Para confirmar la eficacia, sensibilidad y especificidad del

método utilizado se secuenciaron por duplicado todas las muestras de

los exones 7y 9. Se observo una correlacion total entre el método de

HRM y

la secuenciacion de Sanger.

Una vez comprobada la

sensibilidad (100%) y especificidad (100%) de la técnica solo se

secuenciaron las muestras que presentaban una curva de fusion

diferente a los controles normales. En la Figura 4 se muestra un ejemplo

de la imagen obtenida por la técnica de HRM al correlacionar los

resultados con los obtenidos por secuenciacion de Sanger.
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Figura 4. Detalle de las diferentes curvas de fusion encontradas en el

analisis por HRM
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5.2.2.3 Caracteristicas de los pacientes en funcion del estatus
mutacional de WT1 y del SNP rs16754

Las caracteristicas basales de los pacientes segin su estado
mutacional y la presencia o no del SNP rs16754 se resumen en la Tabla

11y Tabla 12, respectivamente.

Los pacientes con mutacién en algun exén de WT1 fueron
mujeres con mayor frecuencia (86%) y pertenecian por igual al grupo de
riesgo citogenético favorable e intermedio (P = 0,022 y P = 0,002;

respectivamente).

Tabla 11. Comparacion de caracteristicas basales de los pacientes segun

el estado mutacional del gen WT1

Caracteristica V,\\llT((%t Vxl'l'(lo/’:)”‘ P
Total 168 (96) 74)

Edad, afios (rango) 61 (16-88) 60 (41-88) 0,604
<

%0 o0 gy 048
Sexo 0,022
Hombre 101 (60) 1(14)

Mujer 67 (40) 6 (86)

Grupo de riesgo citogenético 0,002
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L w1 wT1™!
Caracteristica N (%) N (%) P
Favorable 9 (6) 3 (50)

Intermedio 98 (68) 3 (50)

Adverso 38 (26) 0(0)

Cariotipo normal 60 (41) 2 (33) 0,557
FAB 0,904
MO 13 (8) 0(0)

M1 42 (25) 1(14)

M2 40 (24) 3(43)

M4 31 (19) 1(14)

M5 21 (13) 2 (29)

M6 13 (8) 0 (0)

M7 2(2) 0(0)

Bifenotipica 4 (2) 0(0)

No clasificado 1(0) 0 (0)

Leucocitos (x10%/L) 0,105
Mediana 12,4 35

Rango 0,6-396 2,4-342

Plaquetas (x10%L) 0,174
Mediana 54 68

Rango 5-572 53-175
Hemoglobina (g/dL) 0,957
Mediana 8,8 9,3

Rango 4-16,6 6,1-11

PMN 0,129
Mediana 14 4

Rango 0-89 0-56

% Blastos en SP 0,160
Mediana 42 72

Rango 0-100 20-100

FLT3-ITD 0,396
Positivo 32 (22) 2 (33)

Negativo 116 (78) 4 (66)

NPM1 0,374
Mutado 46 (33) 1(17)

Wild-type 95 (66) 5 (83)

Estatus FLT3-ITD/NPM1 0,602
FLT3-ITD neg/ NPM1 pos 27 (22) 0 (0)

FLT3-ITD pos / NPM1 neg 12 (10) 1(17)

FLT3-ITD neg / NPM1 neg 72 (58) 4 (66)

FLT3-ITD pos / NPM1 pos 13 (10) 1(17)

CEBPA 0,550
Mutado 8 (11) 0(0)

Wild-type 67 (89) 3 (100)
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Tabla 12. Comparacion de caracteristicas basales de los pacientes de los
genotipos WT1** y WT1®

Caracteristicas wT1™ WT1® P
N (%) N (%)

Total 121 (69) 54 (31)

Edad, afios (rango) 59 (16-88) 65 (17-88) 0,003

<60 66 (55) 19 (35)

>60 55 (45) 35 (65) 0,018

Sexo 0,861

Hombre 70 (58) 32 (59)

Mujer 51 (42) 22 (41)

Grupo de riesgo citogenético 0,903

Favorable 9 (8) 3(7)

Intermedio 71 (67) 30 (66)

Adverso 26 (25) 12 (27)

Cariotipo normal 45 (42) 23 (51) 0,328

FAB 0,430

MO 10 (8) 3(5)

M1 32 (27) 11 (20)

M2 27 (23) 16 (30)

M4 21 (17) 11 (20)

M5 15 (12) 8 (15)

M6 12 (10) 1(2)

M7 1(1) 1(2)

Bifenotipica 2(2) 2 (4)

No clasificado 0 1(2)

Leucocitos (x10%/L) 0,292

Mediana 10,4 19,95

Rango 0,6-396 1-209

Plaquetas (x10%/L) 0,907

Mediana 54,00 64,65

Rango 12-572 5-222

Hemoglobina (g/dL) 0,497

Mediana 9 8,65

Rango 4-16,6 5,4-13,4

PMN 0,390

Mediana 12 16

Rango 0-88 0-89

% Blastos en SP 0,388

Mediana 44 42

Rango 0-100 0-100

FLT3-ITD 0,733

Positivo 24 (23) 10 (20)

Negativo 81 (77) 39 (80)
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Caracteristicas w1 WT1" P
N (%) N (%)

NPM1 0,285

Mutado 36 (30) 11 (26)

Wild-type 68 (70) 32 (74)

Estatus FLT3-ITD/NPM1 0,502

FLT3-ITD neg/ NPM1 pos 22 (24) 5 (13)

FLT3-ITD pos / NPM1 neg 9 (10) 4 (10)

FLT3-ITD neg / NPM1 neg 50 (55) 26 (67)

FLT3-ITD pos / NPM1 pos 10 (11) 4 (10)

CEBPA 0,476

Mutado 5 (9) 3 (14)

Wild-type 52 (91) 18 (86)

Los pacientes con el genotipo mayoritario (WT1**) para el SNP
rs16754 fueron significativamente mas jévenes que los pacientes con el
genotipo heterocigoto WT1*® (mediana de edad 59 vs. 65 afios;
P=0,003). No se encontraron otras diferencias en las caracteristicas al

diagnéstico.

5.2.3.Expresion de las isoformas de WT1

La cuantificacion relativa de las cuatro isoformas principales de
WT1 se llevd a cabo mediante una PCR multiplex. El producto obtenido
fue analizado por electroforesis capilar obteniendo un pico por cada una

de las cuatro isoformas amplificadas y el gen control ABL (Figura 5).

Figura 5. Analisis de fragmentos obtenido mediante PCR Multiplex de las

isoformas de WT1
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Se analizaron 112 pacientes junto con una serie control de células
CD34+ de SCU y 10 lineas celulares leucémicas. Los resultados

obtenidos se detallan a continuacion.

5.2.3.1 Expresioén de las isoformas de WTL1 en la serie control

Todas las muestras de células CD34+ de SCU expresaron al
menos una de las isoformas de WT1. La mediana de expresion relativa
de cada una de las isoformas fue: 10% para la isoforma A (P25=0;
P75=26), 16% para la isoforma B (P25=0; P75=32), 7% para la isoforma
C (P25=2; P75=37) y 39% para la isoforma D (P25=25; P75=44) (Figura
6).

Figura 6. Expresion relativa de cada isoforma de WTL1 en la serie control
CD34+

100

En relacibn a las lineas celulares leucémicas, todas ellas
expresaron las cuatro isoformas de WT1 con un predominio de la
isoforma D, salvo la linea celular EOL-1 que mostr6 un mayor
predominio de la isoforma C. En la Tabla 13 se detallan las medianas
relativas de expresion de las cuatro isoformas obtenidos en cada linea
celular estudiada.
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Tabla 13. Porcentaje de expresion de las distintas isoformas de WT1 en

las lineas celulares leucémicas

LINEA CELULAR

ISOFORMA de WT1 (%)

A B C D
EOL-1 22 16 36 26
KGla 21 27 24 28
KG1 19 21 30 30
HEL 19 24 25 32
TF1 19 24 25 32
HL60 14 27 20 39
MOLM 14 27 20 39
KASUMI-1 22 24 26 29
NB4 20 25 26 29
K562 17 24 27 33

5.2.3.2 Expresion de las isoformas de WT1 en la serie de pacientes

Ciento tres pacientes (92%) expresaron al menos una de las

isoformas. La mediana de expresion relativa de cada una de las

isoformas en la serie de pacientes fue: 17% para la isoforma A (P25=11,
P75=21), 23% para la isoforma B (P25=17; P75=27), 24% para la
isoforma C (P25=19; P75=27) y 31% para la isoforma D (P25=25;

P75=37) (Figura 7).
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Figura 7. Expresion relativa de cada isoforma de WT1 en la serie de
pacientes

1004

Para poder determinar un punto de corte de sobreexpresiéon de
cada isoforma se establecié la mediana de expresion de cada isoforma
obtenida en la cohorte de pacientes como valor normal. Al estratificar
los pacientes de acuerdo a este punto de corte se observd que las
isoformas A, B y C se encontraban sobreexpresadas en el 78%, 77% y
83% de los pacientes, respectivamente (P=0,01, P=0,01 y P=0,001),
mientras que la isoforma D se encontrada sobreexpresada en el 18% de
los pacientes (P=0.01). En la Figura 8 se encuentran representadas la
expresion total y de cada isoforma de WT1 en la serie de pacientes y en

la serie control.

Ademas, cuando se analizé la posible asociacién entre las cuatro
isoformas se observl una asociacion directa entre la expresion de las
isoformas A, B y C (P<0.001) y una asociacion inversa entre la isoforma
Ay laD (P=0.007).
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Figura 8. Expresion de WT1 total y patron de expresion de cada isoforma

en el grupo control y en la serie de pacientes
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5.2.3.3 Sensibilidad, especificidad y reproducibilidad de la técnica

Para testar la eficiencia del método de andlisis de fragmentos
para la cuantificacion relativa de las cuatro isoformas principales se
compararon los resultados con el método de gRT-PCR descrito por

Kramarzova et al (Kramarzova et al, 2012).

Los resultados de ambos métodos fueron equiparables en todas
las muestras excepto en 6 casos. Las discrepancias observadas se
dieron en las muestras que se encontraban en el limite de deteccién, es
decir, las muestras que solo expresaron una de las isoformas. De las
muestras que no expresaban ninguna de las isoformas por el andlisis de
fragmentos, una de ellas expresé la isoforma D por la técnica de qPCR.
De forma global se alcanz6 una sensibilidad del 90% y una

especificidad del 80% comparado con la técnica de Kramarzova.

Por otro lado, el limite de sensibilidad para cada isoforma fue
delimitada en 10 para las lineas celulares y en 10™ para el resto de

muestras (107 para la isoforma D).
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Las diferencias en los ratios de expresion de las isoformas de
WT1 dentro de la misma muestra fueron muy bajas, demostrando una
buena reproducibilidad de los resultados tanto interensayo (CV=5-10%)

como intraensayo (CV=3-4%).

5.2.3.4 Caracteristicas de los pacientes en funcion de la expresion de

las isoformas

La sobreexpresion de las isoformas A y B se asocié con un
mayor porcentaje de blastos en SP al diagnostico (57% vs. 22%,
P=0,008, en la isoforma Ay 59% vs. 11,5%, P=0,001, en la isoforma B).
No se encontraron otras diferencias en cuanto a la expresion de cada

isoforma y el resto de variables clinico-biol6gicas o moleculares.

En la Tabla 47 de la seccion Anexos se describen las principales
caracteristicas clinico-biolégicas y moleculares de las cuatro isoformas

segun la expresion baja o alta de cada una.

5.2.4.miRNA WT1

5.2.4.1 Arrays de microRNA

Se hibridacién con chips de microRNAs 5 muestras de LMA con
sobreexpresion de WT1 y 5 muestras de LMA gue no sobreexpresaban
WT1. Una vez realizado el andlisis supervisado de los datos se
demostrd la existencia de un perfil de expresion de microRNAs distinto

entre ambos grupos (Figura 9 y Figura 10).
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Figura 9. Dendrogramas de un andlisis de clustering supervisado
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Figura 10. Analisis de componentes principales donde se observa el
agrupamiento de las muestras por su similitud

El resultado del andlisis revel6 la presencia de 9 miRNA con
expresion diferencial entre ambos grupos, es decir, con un valor de P
menor de 0,05 y una diferencia de medias (“fold—change”) de minimo 1:
hsa-miR-324-5p, hsa-miR-188-5p, hsa-miR-424* hsa-miR-1307, hsa-
miR-941, hsa-miR-193b, hsa-miR-425, hsa-miR-503 y hsa-miR-500*.
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5.2.4.2 Expresion de miRNA mediante gRT-PCR

Tras seleccionar los miRNA con expresion diferencial derivados
del anadlisis de arrays de miRNA se realizé la validacion de los mismos
en la serie de pacientes (n=135) y en 20 muestras de SP y 4 de células
CD34+ de SCU. Ademas, se incluyeron dos miRNA adicionales con
relevancia demostrada en el papel de WT1 y que no estaban incluidos
en el panel de miRNA array: hsa-miR-132 y hsa-miR-223 (The 5th

International Conference on WT1 in Human Neoplasia).

Las medianas de expresion de los 11 miRNA analizados en los
tres grupos se encuentran representados en la Figura 11. Los pacientes
con LMA mostraron una expresion menor de los miRNA estudiados con
respecto a la serie control de SP, salvo para el miR-188, en el que la
diferencia no fue estadisticamente significativa. Ademas, estos
pacientes mostraron una mediana de expresion de los miR-424 y miR-
1307 significativamente menor que en el grupo control de células
CD34+ y una mediana de expresion del miR-132 significativamente

mayor que las células CD34+.
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Figura 11. Comparacion de la expresion de los distintos miRNA en la serie

de casos frente alos controles de CD34+y SP
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5.2.4.3 Caracteristicas de los pacientes en funcion de la expresion de
los miRNA.

Para clasificar a los pacientes en funcion de la infra o

sobreexpresion de los distintos miRNA se estableci6 como punto de

corte el valor mayor o igual al percentil 75. Al estratificar los pacientes

de acuerdo a este punto de corte se observé que los pacientes con

sobreexpresion de algin miRNA, sobreexpresaban a su vez los demas

mMiRNA de forma significativa (salvo el miR-223, que no alcanzaba
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significacion estadistica para los miR-188, miR-193, miR-424 y miR-500;
y los miR-132 y miR-188 en el caso del miR-503). Ademas, se observo
una edad mas avanzada (> 60 afios) en los pacientes que
sobreexpresaban frente a los que infraexpresaban los miR-132 (62% vs.
40%; P=0,032), miR-223 (62% vs. 40%; mediana de 64 frente a 57
afios; P=0,032) y miR-500 (mediana de 63 vs. 52 afios; P=0,049).
NPM1 se hall6 mutado con menor frecuencia en los casos con
sobreexpresion de los miR-223 (25% vs. 46%; P=0,037) y miR-503 (7%
vs. 52%; P<0,001), siendo en éste ultimo miRNA también significativa la
asociacion con el estatus mutacional FLT3-ITDneg/NPM1neg (83% vs.
37%; P=0,027). El grupo de riesgo citogenético intermedio se encontré
con mayor frecuencia en los pacientes con sobreexpresion de miR-425
(93% vs. 66%; P=0,015), miR-500 (89% vs. 68%; P=0,045) y miR-1307
(94% vs. 66%; P=0,011). Los pacientes con sobreexpresion de miR-503
en comparacion con el grupo con infraexpresién presentaron con menor
frecuencia un cariotipo normal (15% vs. 85%; P=0,001). El recuento de
leucocitos fue significativamente mayor en los pacientes con
sobrexpresion del miR-425 en comparacion a los que lo infraexpresaban
(mediana de 42,8 vs. 9,9 x10%/L: P=0,001).

En la Tabla 48 de la seccién Anexos se encuentran detalladas

las principales caracteristicas de estos pacientes.

5.3. Correlacion de las alteraciones en el gen WT1

5.3.1.1 Asociacion de las variaciones genéticas (mutaciones y/o SNP)

en el gen WT1 con la expresién total de WTL1.

Se observd una menor expresion global de WT1 en los pacientes
portadores del SNP rs16754 WT1”®, aunque dicha diferencia no alcanzé
significacion estadistica. No se encontraron diferencias de expresion
global de WT1 entre los pacientes con presencia o no de mutacion en el
gen WTL1 (Tabla 14).
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Tabla 14. Expresion de WTL1 total en funcién de las variaciones en la

secuencia del gen WT1

Caracteristicas ~ WT1* WT1A¢ P w11 w1 P
Expresién WT1 total 0,073 0,553
Mediana 1438,6 778 1288,46 981,5

Rango 0-55348  0-30000 0-55348 0-10575

5.3.1.2 Asociacion de las alteraciones (mutaciones y/o SNP) en el gen

WT1 con la expresion de las isoformas principales de WT1

No se encontraron diferencias entre los pacientes con o0 sin
presencia del SNP atendiendo a la expresion de cada una de las
isoformas (Tabla 15).

Tabla 15. Relacion entre el fenotipo del SNP de WT1 y la expresion relativa

de sus cuatros isoformas principales

wT1* WT1%® .
N (%) N (%)
Total 67 20
Isoforma A 0,738
mediana 17 17,5
rangos 0-100 0-55
Isoforma B 0,927
mediana 23 22,5
rangos 0-100 0-45
Isoforma C 0,867
mediana 24 24,5
rangos 0-100 0-63
Isoforma D 0,581
mediana 31 30,5
rangos 0-100 0-55
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Figura 12. Expresion relativa de cada isoforma en los subgrupo de
pacientes WT1* y WT14¢
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Dado que so6lo se disponia de RNA suficiente de uno de los
pacientes portadores de una mutacion en WT1 no se pudo realizar el
estudio comparativo de la expresion de las isoformas en funcién de las

mutaciones de WT1.

5.3.1.3 Asociacion de las alteraciones (mutaciones y/o SNP) en el gen
WT1 con la expresion de los miRNA de WT1

Se observdé una mayor expresion del miR-424 en los pacientes
con presencia de una mutacion en el gen WT1 (P=0,046) y una mayor
expresion de los miR-223, miR-500 y miR-941 en los pacientes
portadores del SNP rs16754 (P=0,030; P=0,036 y P=0,025,
respectivamente; Tabla 16).
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Tabla 16. Expresion de los miRNA en funcion de las variaciones en la

secuencia del gen WT1

Caracteristicas

Total
miR-132
Mediana
Rangos
miR-223
Mediana
Rangos
miR-188
Mediana
Rangos
miR-193
Mediana
Rangos
miR-324
Mediana
Rangos
miR-424
Mediana
Rangos
miR-425
Mediana
Rangos
miR-500
Mediana
Rangos
miR-503
Mediana
Rangos
miR-941
Mediana
Rangos
miR-1307

Mediana
Rangos

SNP rs16754 WT1

WT1M
51

1,854
0,003-10,47

2,142
0,339-85,42

0,846
0,118-7,712

0,998
0,052-13,389

0,753
J,159-10,517

0,319
J),004-1,786

0,81
0,135-3,701

0,232
0,047-4,186

0,234
0,006-5,41

0,568
0,146-20,190

0,400
0,096-6,998

WT14¢
12

2,759
0,035-28,29

5,187
1,066-19,86

1,223
0,6598-3,16

1,408
0,4999-4,38

1,0126
0,562-4,646

0,447
0,063-1,478

0,883
0,495-3,16

0,449
0,165-2,2

0,770
0,032-1,521

0,985
0,614-2,964

0,515
0,192-3,047

0,278

0,030

0,071

0,441

0,241

0,270

0,506

0,036

0,083

0,025

0,363

Mutaciones gen WT1

WT 1wt
60

1,912
0,003-28,29

2,637
0,378-85,42

0,899
0,118-7,71

0,985
J),052-13,388

0,880
0,159-10,52

0,330
0,004-1,786

0,811
0,135-3,7

0,237
0,047-4,186

0,251
0,006-5,41

0,661

WT1mut
2

6,138
2,8-9,48

4,782
0,339-9,22

2,679
1,59-3,766

1,474
1,046-1,9

1,164
0,362-1,967

1,276
0,773-1,779

0,872
0,266-1,478

0,533
0,278-0,788

1,014
0,08-1,948

2,372

0,146-20,199 1,647-3,098

0,434
0,097-6,99

1,168
0,326-2,01

0,163

0,811

0,061

0,426

0,936

0,046

0,780

0,319

0,577

0,080

0,605
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5.3.1.4 Asociacion de la expresion de las isoformas de WT1 con la

expresion total de WT1

En los pacientes en los que se analizo la expresion de las cuatro
isoformas principales se observé una mediana de expresion total de
WT1 de 787,32 copias de WT1/copias de GUS x 10 (P25=156,89;
P75=2896,75). Se observé wuna asociaciobn directa entre la
sobreexpresion de las isoformas A, B y C y la sobreexpresion total de
WT1, de tal forma que el 80% de los casos que sobreexpresaban WT1
tenian significativamente una mayor proporcion de las isoformas A, B y
C (P=0,02; P=0,001 y P=0,001, respectivamente)

Por otro lado, 9 pacientes no expresaron ninguna de las
isoformas. En éstos, la expresién total de WT1 fue baja o muy baja en 4
de ellos (<P25), moderada-alta en 3 casos (entre la mediana y el P75) y

no evaluable por falta de muestra en los 2 restantes.

5.3.1.5 Asociacion de la expresion de las isoformas de WT1 con la

expresion de los miRNA de WT1

Se observd una mayor expresion del miR-424 en los pacientes
gue sobreexpresaban la isoforma A de WT1 (P=0,047). En los pacientes
con sobreexpresion de la isoforma C se observd una menor expresion
del miR-503 (P=0,009). En los que sobreexpresaban la isoforma D se
vio una menor expresiéon del miR-132 (P=0,015). No se observaron
diferencias en la expresion de los miRNA atendiendo a la expresion de

la isoforma B (Tabla 17).
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Tabla 17. Expresion de los miRNA en funcién de la expresion de cada una

de las isoformas principales de WT1

WT1-A WT1-B
Caracteristicas
Baja Alta Baja Alta
Total
miR-132 0,577
Mediana 1,7479 1,8542 1,5308 1,9116
Rangos 0,008-9,476 0,007-28,29 0,012-10,473 0,007-28,29
miR-223 0,808
Mediana 1,5538 1,9825 2,3131 1,8575
Rangos 0,43-33,041 0,445-12,535 0,448-33,04 0,43-10,012
miR-188 0,906
Mediana 0,9308 0,7967 0,9457 0,7875
Rangos 0,251-9,854 0,118-7,712 0,118-7,712 0,251-9,854
miR-193 0,236
Mediana 0,7657 1,0486 0,9433 0,9455
Rangos 0,301-2,272 0,052-13,388 0,052-13,388 0,221-2,336
miR-324 0,169
Mediana 0,5622 0,7179 0,7185 0,6012
Rangos 0,159-1,967 0,079-9,794 0,160-9,794 0,079-3,152
miR-424 0,047
Mediana 0,1603 0,3295 0,2029 0,2704
Rangos 0,037-1,779 0,004-1,786 0,004-1,786 0,037-1,779
miR-425 0,666
Mediana 0,6555 0,7979 0,804 0,7486
Rangos 0,135-1,927 0,084-2,097 0,198-2,097 0,084-1,941
MiR-500 0,275
Mediana 0,2001 0,2467 0,2881 0,2228
Rangos 0,047-0,866 0,032-4,186 0,074-4,186 0,032-0,894
miR-503 0,080
Mediana 0,0926 0,2044 0,0957 0,1745
Rangos 0,018-1,948 0,014-5,411 0,018-1,803 0,014-5,41
miR-941 0,485
Mediana 0,6359 0,6635 0,9135 0,6204
Rangos 0,146-2,594 0,139-20,199 0,198-20,199 0,139-2,114
miR-1307 0,931
Mediana 0,4336 0,3975 0,4158 0,4099
Rangos 0,139-3,52 0,061-6,998 0,097-6,998 0,061-3,529
WT1-C WT1-D
Caracteristicas
Baja Alta Baja Alta
Total
miR-132 0,561
Mediana 1,9691 1,5737 3,0225 1,5099

0,909

0,624

0,462

0,883

0,731

0,545

0,368

0,377

0,185

0,196

0,635

0,015
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Rangos 0,008-28,29  0,007-10,473 0,029-28,29  0,007-9,476

miR-223 0,515 0,052
Mediana 1,9825 1,6624 2,5127 1,5315

Rangos 0,43-10,012 0,445-33,04 0,484-12,535 0,43-33,041

miR-188 0,796 0,344
Mediana 0,8879 0,8467 0,9179 0,8241

Rangos 0,251-9,854 0,118-7,712 0,251-7,712 0,118-9,854

miR-193 0,556 0,297
Mediana 1,0449 0,8379 1,0515 0,8294

Rangos 0,303-2,336  0,052-13,388 0,303-13,388 0,052-2,272

miR-324 0,367 0,262
Mediana 0,7179 0,6269 0,6793 0,6500

Rangos 0,159-3,152 0,079-9,794 0,319-9,794 0,079-1,967

miR-424 0,255 0,180
Mediana 0,2797 0,2271 0,2704 0,2528

Rangos 0,037-1,779  0,004-1,786 0,071-1,786 0,004-1,779

miR-425 0,588 0,269
Mediana 0,802 0,6742 0,8068 0,7112

Rangos 0,135-1,941 0,084-2,097 0,226-2,097 0,084-1,927

miR-500 0,535 0,165
Mediana 0,2308 0,2467 0,2949 0,2051

Rangos 0,047-0,894 0,032-4,186 0,047-4,186 0,032-1,467

miR-503 0,009 0,230
Mediana 0,2524 0,0926 0,1680 0,1258

Rangos 0,018-5,411 0,014-1,803 0,014-5,411  0,015-1,948

miR-941 0,736 0,693
Mediana 0,6049 0,7381 0,6317 0,6898

Rangos 0,146-2,114 0,139-20,199 0,214-20,199 0,139-2,594
miR-1307 0,655 0,776
Mediana 0,4289 0,3739 0,3776 0,4339

Rangos 0,139-3,529  0,061-6,998 0,159-6,998 0,061-3,52

La distribucion de las cuatro isoformas principales no varié de
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5.3.1.6 Asociacion de la expresion de los distintos miRNA con la

expresion global de WT1

Se observé una menor expresién de los miR-132, miR-188 vy
miR-1307 en los pacientes que sobreexpresaron WTL1 total (P=0,040;
P=0,005 y P=0,020, respectivamente; Tabla 18).

Tabla 18. Expresion de los miRNA en funcion de la expresién de WT1 total

Expresién WT1 total

P

<P75 >P75
miR-132 0,040
Mediana 2,3664 1,6329
Rango 0,007-28,29 0,008-6,996
miR-188 0,005
Mediana 0,9602 0,6636
Rango 0,251-10,54 0,118-2,033
miR-193 0,381
Mediana 1,0455 0,7937
Rango 0,224-13,388 0,052-9,345
miR-223 0,133
Mediana 2,5799 1,7188
Rango 0,339-85,42 0,430-13,114
miR-324 0,340
Mediana 0,7836 0,6943
Rango 0,160-10,517 0,079-2,789
miR-424 0,268
Mediana 0,3086 0,2425
Rango 0,048-2325,98 0,004-1,665
miR-425 0,074
Mediana 0,8248 0,5924
Rango 0,084-4,698 0,134-3,701
miR-500 0,273
Mediana 0,2467 0,2228
Rango 0,032-4,186 0,055-1,467
miR-503 0,443
Mediana 0,1848 0,1399
Rango 0,014-2,466 0,006-5,411
miR-941 0,117
Mediana 0,6869 0,5057
Rango 0,139-20,20 0,146-3,116
miR-1307 0,020
Mediana 0,4425 0,3349
Rango 0,061-14,672 0,097-1,981
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5.4. Andélisis de supervivencia en la serie global
5.4.1.Caracteristicas clinico bioldgicas

La mediana de SG de la serie global fue de 10,95 meses (rangos
0,07 - 161,13 meses). La mediana de SLR fue de 23,3 meses (rangos
0,4 - 160) y la de SLE de 15,2 meses (rangos 0,4 - 160). Sesenta y
cuatro pacientes permanecian vivos en el momento del analisis
estadistico. La mediana de seguimiento de los pacientes vivos fue de
64,64 meses (Rangos 1,94 a 143,18 meses. Para determinar qué
factores de riesgo fueron predictivos tanto para muerte como para
recaida se realizé un andlisis univariante de la serie con cada una de las

variables recogidas en el momento del diagnéstico (Tabla 19).

Tabla 19. Analisis univariante de la serie global

SG SLR SLE

(2 afios) (2 afios) (2 afios)
Caracteristicas N (%) % P N (%) % P % P
Total 220 138
Sexo 0,926 0,181 0,640
Hombre 126 (57) 35 77 (56) 52 38
Mujer 94 (43) 39 61 (44) 44 37
Edad, afios <0,001 <0,001 <0,001
<60 121 (55) 49 90 (65) 60 50
>60 99 (45) 21 48 (35) 20 13
Subtipo FAB 0,566 0,601 0,254
MO 17 (8) 47 13 (10) 51 46
M1 55(26) 36 37 (28) 50 40
M2 45((22) 35 26 (20) 63 42
M4 47 (23) 34 30 (23) 37 30
M5 28(13) 36 14 (11) 39 29
M6 10 (5) 20 6 (5) 33 17
M7 2() 50 2(1) 33 50
Bifenotipica 5(2) 20 3(2) 0 33
Riesgo Citogenético <0,001 0,841 0,064
Bajo 20(10) 56 18 (15) 52 43
Intermedio 138 (72) 45 92 (74) 51 43
Alto 35 (18) 11 14 (11) 49 21
Cariotipo Normal 0,021 0,666 0,096
Si 99 (51) 46 68 (55) 54 46
No 94 (49) 34 56 (45) 47 34
Hemoglobina, g/dL 0,991 0,736 0,997
<10 153 (70) 38 93 (67) 49 38
210 67 (30) 33 45 (33) 47 36
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SG SLR SLE
(2 afios) (2 afos) (2 afos)

Caracteristicas N (%) % P N (%) % P % P
Leucocitos, x 10%/L 0,262 0,360 0,674
<20 114 (52) 42 74 (54) 55 39

220 106 (48) 30 64 (46) 42 35
Plaquetas, x 10%/L 0,165 0,441 0,946
<100 167 (76) 33 104 (75) 52 38

2100 53 (24) 47 34 (25) 40 35

FLT3-ITD <0,001 0,007 0,013
negativo 152 (77) 46 99 (78) 55 44

positivo 46 (23) 11 28 (22) 32 19

NPM1 0,008 0,611 0,528
negativo 124 (66) 45 82 (67) 46 37

positivo 65 (34) 24 40 (33) 50 39
FLT3/NPM1 estatus 0,062 0,019 0,158
neg/ mut 23 (20) 44 16 (24) 83 63

pos/neg 11 (10) 36 9 (14) 63 44

neg/neg 65 (56) 42 33 (50) a7 36

pos/mut 16 (14) 6 8 (12) 25 13

CEBPA 0,225 0,029 0,103
negativo 86 (88) 33 43 (86) 51 44

positivo 12 (12) 42 7 (14) - 71
FLT3-D835 0,551 0,236 0,101
Negativo 156 (96) 36 95 (96) 50 38

Positivo 7 (4) 57 4 (4) 100 100

5.4.2.Gen WT1

Para determinar el posible impacto prondstico en la SG, SLE o
SLR de: la expresion de WTL1 total, la presencia de mutaciones o el
genotipo del SNP rs16754, la expresion de sus isoformas o la expresion

de los miRNA, se realizdé un andlisis univariante con cada una de ellas.
5.4.2.1 Expresion global de WT1

Se realizé el analisis de supervivencia de la expresion total de
WT1 tomando como puntos de corte los cuartiles (P25, P50 y P75) de la
serie de pacientes. No se encontraron diferencias ni en SG ni en SLR ni
en SLE para ninguno de los puntos de corte de expresion total de WT1
(Tabla 20 y Figura 13).
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Tabla 20. Analisis univariante para la expresion total de WT1 en distintos

puntos de corte

SG SLR SLE

(2 afios) (2 afios) (2 afos)
Caracteristicas N (%) % P N (%) % P % P
Expresién WT1_P25 0,199 0,269 0,099
<pP25 26 (16) 57 15 (15) 69 65
>p25 137 (84) 34 84 (85) 47 36
Expresién WT1_P50 0,516 0,470 0,732
<P50 66 (40) 44 42 (42) 53 42
=P50 97 (60) 34 57 (58) 49 39
Expresién WT1_ P75 0,897 0,251 0,264
<P75 116 (71) 40 69 (70) 54 45
>P75 47 (29) 33 30 (30) 41 30

Figura 13. Curvas de SG, SLR y SLE en funcién de la expresion total de

WT1 segun los puntos de corte en A) P25; B) P50; y C) P75
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Azul = Infraexpresién de WT1, Verde = sobreexpresion de WT1.
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5.4.2.2 Expresion de las isoformas de WT1

En el analisis de supervivencia de la expresion de cada isoforma

se observo una mejor SG en los pacientes con sobreexpresion de la

isoforma D por encima de la mediana de la serie (Figura 14).

Figura 14. Curvas de SV en la serie global en funcion de la expresion de la

isoforma D
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El andlisis univariante completo de las isoformas de WT1 se

muestra en la Tabla 21.
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Tabla 21. Andlisis de supervivencia en la serie global en funcidon de la

expresién de las isoformas de WT1

SG SLR SLE

(2 afos) (2 afos) (2 afios)
Caracteristicas N (%) % P N (%) % P % P
Isoforma A WT1 0,352 0,920 0,453
Baja 43 (48) 41 22 (44) 56 52
Alta 47 (52) 30 28 (56) 47 38
Isoforma B WT1 0,103 0,743 0,271
Baja 43 (48) 44 24 (48) 53 50
Alta 47 (52) 27 26 (52) 50 38
Isoforma C WT1 0,068 0,429 0,136
Baja 48 (53) 25 27 (54) 42 33
Alta 42 (47) 45 23 (46) 60 57
Isoforma D WT1 0,018 0,655 0,506
Baja 41 (46) 28 20 (40) 46 38
Alta 49 (54) 41 30(60) 55 48

5.4.2.3 Mutaciones 'y SNP rs16754

Se realizé el andlisis de supervivencia univariante de la serie

global comparando el estatus mutacional y la presencia del SNP
rs16754 (Tabla 22).

Tabla 22. Andlisis de supervivencia en la serie global en funciéon de las

variaciones genéticsa de WT1

SG SLR SLE

(2 afos) (2 afios) (2 afios)
Caracteristicas N (%) % P N (%) % P % P
SNP rs16754 0,299 0,226 0,150
w1 115 (73) 37 64 (70) 58 46
WT1 #¢ 42 (27) 31 27 (30) 37 26
WT1 0,139 0,276 0,076
Wild-type 152 (97) 36 88(98) 52 40
mutado 4 (3) 0 2(2) 0 0
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5.4.2.3.1 Mutaciones en el gen WT1

No se encontraron diferencias en la SG, SLE o SLR entre los

pacientes portadores de una mutacién en el gen WT1 y los que no lo
eran (P = 0,139; P = 0,276 y P = 0,076; respectivamente) en la serie

global (Figura 15).

Figura 15. Curvas de SG, SLE y SLR en funcion de la presencia o no de

mutaciones en el gen WT1
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No se encontraron diferencias en la SG, SLE o SLR entre los

genotipos  WT1™"

y  WT1A¢

(P=0,299;

respectivamente) en la serie global (Figura 16).

P=0,226 y P=0,150;

Figura 16. Curvas de SG, SLR y SLE en funcién del genotipo del SNP

rs16754
0S) SLR)}, SLE)
P=0,299 \ P=0,226 P=0,150
ar] o 1 on |}
1 0 I 7 £
£ |0 : £ R
3-.,.— . gm— R R gn_r e . TR
o iy AA AG =
o = My !..j/Tj I WTT I L N N -
0] — + m — 0 o0z AG
WT 148 wri
o] o]
T2 % 3% 4 o0 72 8 9 16 10 12 1 16 1o T e % s w7 m % e 10tz 14 e e EEEEEEEEEEEREEE:

Tiempo (meses)

Tiempo (meses)

5.4.2.4 Expresion de miRNA de WT1

Tiempo (meses)

Se observé una mejor SLR y SLE en los pacientes que

infraexpresaron

los miR-223 y miR-425 frente a

95

los que

los




Resultados

sobreexpresaban. También se observd una mejor SLR para los

pacientes con infraexpresion de los miR-500 y miR-1307 (Tabla 23).

Tabla 23. Andlisis univariante completo en funcion de la baja o alta

expresion de los distintos miRNA estudiados

SG SLR SLE
(2 afios) (2 afios) (2 afios)

Caracteristicas N (%) % P N (%) % P % P
miR-132 0,826 0,276 0,759
<P75 87 (76) 40 59 (77) 59 46

>P75 28(24) 36 19(23) 36 32
miR-223 0,625 0,033 0,043
<P75 86 (75) 41 58 (74) 64 52

=P75 29(25) 33 20(26) 19 15
miR-188 0,372 0,731 0,503
<P75 86 (75) 41 60 (77) 55 45

2P75 29(25) 35 18 (23) 44 33
miR-193 0,380 0,282 0,245
<P75 85(74) 40 57(73) 56 46

>P75 30(26) 36 21(27) 43 33
miR-324 0,348 0,069 0,135
<P75 87 (76) 40 59 (76) 60 48

=P75 28 (24) 36 19(24) 31 26
miR-424 0,783 0,724 0,349
<P75 86 (75 39 61(78) 51 40

2P75 29 (25) 37 17 (22) 57 53
miR-425 0,132 0,002 0,012
<P75 84 (73) 44 58 (74) 65 52

>pP75 31(27) 25 20(26) 18 15
miR-500 0,343 0,039 0,111
<P75 86 (75) 42 58 (74) 60 49

>P75 29(25) 31 20 (26) 32 25
miR-503 0,451 0,729 0,544
<P75 86 (75) 36 59 (76) 58 43

2P75 29 (25) 47 19(24) 41 41
miR-941 0,297 0,079 0,143
<P75 85(74) 41 60 (77) 61 49

2P75 30(26) 33 18 (23) 27 22
miR-1307 0,614 0,010 0,085
<P75 85(74) 39 58 (74) 62 49

>P75 30(26) 40 20(26) 29 25

Las curvas de supervivencia para cada miRNA se muestran a

continuacién (Figura 17).

96



Resultados

Figura 17. Curvas de SV de la serie global
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5.4.3.Andlisis mediante riesgos competitivos (Fine-Gray)

En el andlisis univariante de incidencia acumulada de riesgo
competitivo las variables asociadas con un mayor riesgo de recaida en
la serie global fueron: la edad mayor de 60 afios, la presencia de FLT3-
ITD, ausencia de mutaciones en el gen CEBPA y la sobreexpresion de
los miR-425, miR-500 y miR-1307 (Tabla 24 y Figura 18).

Tabla 24. Andlisis de Incidencia Acumulada de la serie global

INCIDENCIA ACUMULADA

L CIRalos 2
Caracteristicas N (%) afios (%) P
Total 138
Sexo 0,076
Hombre 77 (56) 37
Mujer 61 (44) 50

Edad, afios 0,030
<60 90 (65) 35
>60 48 (35) 58

Expresién Isoforma A WT1 0,667
Baja 22 (44) 43
Alta 28 (56) 44

Expresién Isoforma B WT1 0,776
Baja 24 (48) 46
Alta 26 (52) 42

Expresién Isoforma C WT1 0,875
Baja 27 (54) 48
Alta 23 (46) 39

Expresion Isoforma D WT1 0,813
Baja 20 (40) 47
Alta 30 (60) 41

Subtipo FAB 0,346
MO 13 (10) 46
M1 37 (28) 43
M2 26 (20) 27
M4 31(23) 55
M5 14 (11) 50
M6 6 (5) 33
M7 2(2) 0
Bifenotipica 3(2) 67

Grupo de Riesgo Citogenético 0,748
Bajo 18 (15) 40
Intermedio 92 (74) 42
Alto 14 (11) 36

Nivel de hemoglobina, g/dL 0,585
<10 93 (67) 41
210 45 (32) 46

Recuento leucocitos, x 10°/L 0,11
<20 74 (56) 35
=20 64 (46) 52
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INCIDENCIA ACUMULADA

L CIRalos 2
Caracteristicas N (%) afios (%) P
Recuento plaquetar, x 10%/L 0,264

<100 104 (75) 40
=100 34 (25) 50
FLT3 0,034
Wild-type 99 (78) 36
ITD 28 (22) 59
NPM1 0,861
Wild-type 82 (67) 45
Mutado 40 (33) 41
FLT3/NPM1 estatus 0,116
FLT3-ITD neg / NPM1 pos 9 (14) 33
FLT3-ITD pos / NPM1 neg 16 (24) 13
FLT3-ITD neg / NPM1 neg 33 (50) 39
FLT3-ITD pos / NPM1 pos 8 (12) 75
CEBPA 0,020
Normal 43 (86) 44
Anormal 7 (14) 0
Mutaciones WT1 0,584
Wild-type 88 (98) 39
Mutado 2(2) NA
Expresion total WT1 0,356
< P75 69 (70) 39
>P75 30 (30) 47
SNP rs 16754 0,560
WT1 AA 64 (70) 35
WT1 AG 27 (30) 48
miR-132 WT1 0,163
Infraexpresado 59 (76) 35
Sobreexpresado 19 (24) 58
miR-188 WT1 0,997
Infraexpresado 60 (77) 39
Sobreexpresado 18 (23) 44
miR-193 WT1 0,449
Infraexpresado 57 (73) 38
Sobreexpresado 21 (27) 48
miR-223 WT1 0,077
Infraexpresado 58 (74) 32
Sobreexpresado 20 (26) 65
miR-324 WT1 0,120
Infraexpresado 59 (76) 35
Sobreexpresado 19 (24) 58
miR-424 WT1 0,930
Infraexpresado 61 (78) 40
Sobreexpresado 17 (22) 41
miR-425 WT1 0,006
Infraexpresado 58 (74) 30
Sobreexpresado 20 (26) 70
miR-500 WT1 0,049
Infraexpresado 58 (74) 34
Sobreexpresado 20 (26) 60
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INCIDENCIA ACUMULADA

L CIRalos 2
Caracteristicas N (%) afios (%) P
miR-503 WT1 0,273
Infraexpresado 59 (76) 35
Sobreexpresado 19 (24) 59
miR-941 WT1 0,122
Infraexpresado 60 (77) 34
Sobreexpresado 18 (23) 61
miR-1307 WT1 0,008
Infraexpresado 58 (74) 32
Sobreexpresado 20 (26) 65

Figura 18. Curvas de incidencia acumulada de los miR-425, miR-500 y
miR-1307
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5.4.4. Andlisis mediante regresion de Cox (Multivariante)

En la Tabla 25 se resume el andlisis multivariante de la
supervivencia global, supervivencia libre de enfermedad y supervivencia

libre de recaida.

Las variables que mantuvieron significado pronéstico en el
analisis multivariante para la SG fueron: la edad, el grupo de riesgo
citogenético, la presencia de cariotipo normal, las mutaciones FLT3-ITD

y la expresion de la isoforma D.

Las variables que mantuvieron significado prondstico en el
analisis multivariante para la SLE fueron: la edad y la presencia de

mutaciones en el gen WT1.
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Las variables que mantuvieron significado pronostico en el
analisis multivariante para la SLR fueron: la edad y la presencia de la
mutacion FLT3-ITD.

Tabla 25. Andlisis multivariante mediante regresion de Cox de la serie

global

VARIABLE HR (IC 95%) P
SG
Edad > 60 afios 3,00 (1,67-5,39) P <0,001
Grupo de riesgo citogenético 1,93 (1,08-3,48) P =0,027
Cariotipo normal 0,47 (0,25-0,86) P=0,014
Sobreexpresion Isoforma D 0,45 (0,25-0,79) P =0,006
FLT3-ITD 2,27 (1,11-4,67) P =0,025
SLE
Edad > 60 afios 7,98 (2,4-26,55) P <0,001
Mutaciones WT1 12,42 (2,02-76,39) P =0,006
SLR
Edad > 60 afios 2,09 (1,25-3,49) P =0,005
FLT3-ITD 2,85 (1,65-4,91) P < 0,001

No se hallaron variables que mantuvieran el significado

pronéstico en el analisis multivariante de incidencia acumulada.

5.5. Analisis de supervivencia por subgrupos
5.5.1.Subgrupo de Cariotipo Normal

En el subgrupo de pacientes con cariotipo normal se observo
una mejor SG, SLR y SLE para los pacientes que infraexpresaban los
mMiR-193 y miR-324. Ademas, se vio una mejor SG para la
infraexpresion del miR-188 y una mejor SLR y SLE para la
infraexpresion de los miR-425 y miR-1307, asi como una mejor SLR

para la infraexpresién del miR-500 (Tabla 26 y Figura 19).
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Tabla 26. Andlisis univariante en el subgrupo de CN

SG SLR SLE

(2 afios) (2 afios) (2 afos)
Caracteristicas % P % P % P
miR-188 0,012
<P75 57
=P75 24
miR-193 0,019 0,008 0,001
<P75 54 72 64
>P75 23 30 20
miR-324 0,020 0,010 0,012
<P75 56 74 63
2P75 25 33 27
miR-425 0,079 0,027 0,026
<P75 75 64
>P75 27 20
miR-500 0,042
<P75 75
=P75 40
miR-1307 0,061 0,002 0,006
<P75 76 65
>P75 31 25
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Figura 19.Curvas de SV en el subgrupo de CN
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En el andlisis de riesgos competitivos, las variables asociadas
con un mayor riesgo de recaida fueron la edad, la clasificacion FAB, el
estatus NPM1/FLT3 y los miR-324, miR-500 y miR-1307 (Tabla 27 y
Figura 20).
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Tabla 27. Incidencia acumulada en el subgrupo de cariotipo normal para

las variables significativas

Caracteristicas

Edad, afios

<60

>60
Subtipo FAB

MO

M1

M2

M4

M5

M6

M7

Bifenotipica
FLT3/NPM1 estatus
FLT3-ITD neg / NPM1 mut
FLT3-ITD pos / NPM1 wt
FLT3-ITD neg / NPM1 wt
FLT3-ITD pos / NPM1 mut
miR-324 WT1
Infraexpresado
Sobreexpresado
miR-500 WT1
Infraexpresado
Sobreexpresado
miR-1307 WT1
Infraexpresado
Sobreexpresado

INCIDENCIA ACUMULADA

N (%)

45 (66)
23 (34)

9 (13)
24 (36)
16 (24)
12 (18)
4 (6)
1(1,5)
0
1(1,5)

6 (18)
11 (33)
10 (31)
6 (18)

30 (73)
11 (27)

29 (71)
12 (29)

29 (71)
12 (29)

CIR alos
2 anos P
(%)

<0,001

27

73
0,002

56

43

31

50

0
NA
0

0,007

17

18

40

83
0,044

24

55
0,028

21

58
0,010

21

58

Figura 20. Curvas de CIR en el subgrupo de CN de los miR-324, miR-500 y

miR-1307

10 4 P=0,044

miR-324 infraexpresado

P=0,028 104 P=0,010

PRS00 Sobresrprassdd miR-1307 sobreexpresado

miR-500 infraexpresado miR-1307 infraexpresado
“+

ffm*J

T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (meses)

19 14 11 6 2 1
1 3 1 1 0 0 0

T T T T T T T
40 60 80 100 120 o 20 40 60 80 100 120
Tiempo (meses) Tiempo (meses)

13 "
2 1 1

1 0 29 19 1 "

2 1
0 1 12 3 1 1 0 0

105



Resultados

Las variables que mantuvieron significacion estadistica en el
analisis multivariante de regresion de Cox fueron la edad y las
mutaciones FLT3-ITD para la SG y SLE, y sélo la edad para la SLR
(Tabla 28).

Tabla 28. Analisis multivariante mediante regresién de Cox del subgrupo

de cariotipo normal

VARIABLE HR (IC 95%) P

SG

Edad > 60 afios 4,08 (1,69-9,79) P =0,002
FLT3-ITD 2,74 (1,09-6,86) P =0,031
SLE

Edad > 60 afios 2,49 (1,24-5,01) P=0,011
FLT3-ITD 2,96 (1,46-5,97) P =0,003
SLR

Edad > 60 afios 3,03 (1,04-8,84) P =0,043

No se hallaron variables que mantuvieran el significado

pronéstico en el analisis multivariante de incidencia acumulada.

5.5.2.Subgrupo menor de 60 afos

En el subgrupo de pacientes de 60 afios o0 menos se observd
una mejor SG, SLR y SLE para la infraexpresion del miR-425. También
presentaron mejor SG y SLE los pacientes que no eran portadores de
una mutacion en el gen WT1. El miR-223 también demostré6 una mejor
SLR y SLE cuando se encontraba infraexpresado, y hubo una mejor
SLR para los pacientes que infraexpresaban los miR-500 y miR-1307
(Tabla 29 y Figura 21).
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Tabla 29. Analisis univariante en el subgrupo de pacientes menores de 60

anos
SG SLR SLE
(2 afios) (2 afios) (2 afos)
Caracteristicas % P % P % P
miR-223 0,025 0,018
<P75 74 67
>P75 23 18
miR-425 0,005 0,005 0,005
<P75 63 76 68
>P75 25 21 17
miR-500 0,011
<P75 76
2P75 27
miR-1307 0,027
<P75 73
2P75 32
Gen WT1 0,002 <0,001
Wild-type 50 54
mutado 0 0
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Figura 21. Curvas de SV en el subgrupo de pacientes menores de 60 afios
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En el andlisis de riesgos competitivos, las variables asociadas

con un mayor riesgo de recaida fueron la ausencia de mutaciones en el
gen CEBPA y los miR-425, miR-500 y miR-1307 (Tabla 30 y Figura 22).
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Tabla 30. CIR en el subgrupo de pacientes menores de 60 afios

INCIDENCIA ACUMULADA

L CIRalos 2
Caracteristicas N (%) afios (%) P
CEBPA 0,036

Normal 31 (82) 36

Anormal 7 (18) 0
miR-425 WT1 0,018
Infraexpresado 42 (78) 22
Sobreexpresado 12 (22) 67
miR-500 WT1 0,007
Infraexpresado 43 (80) 22
Sobreexpresado 11 (20) 73
miR-1307 WT1 0,034
Infraexpresado 43 (80) 24
Sobreexpresado 11 (20) 64

Figura 22. Curvas de CIR en el subgrupo de menores de 60 afios de los
miR-425, miR-500 y miR-1307
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Las variables que mantuvieron significacion estadistica en el
analisis multivariante de regresiéon de Cox fueron el grupo de riesgo
citogenético y las mutaciones de FLT3-ITD para la SG; la
sobreexpresion del miR-425y FLT3-ITD para la SLE y FLT3-ITD para la
SLR (Tabla 31).
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Tabla 31. Analisis multivariante en el subgrupo de pacientes menores de

60 afos

VARIABLE HR (IC 95%) P
SG
Grupo de riesgo citogenético 2,42 (1,31-4,49) P =0,005
FLT3-ITD 2,46 (1,30-4,65) P =0,005
SLE
miR-425 5,75 (1,83-18,11) P =0,003
FLT3-ITD 24,17 (2,02-289,70) P =0,012
SLR
FLT3-ITD 4,38 (1,70-11,26) P =0,002

No se hallaron variables que mantuvieran el significado

prondstico en el analisis multivariante de incidencia acumulada.

5.5.3.Subgrupos FAB
5.5.3.1 FAB MO

Se encontré una menor SLR y SLE (mediana 17 vs. 2 meses;
SG a los 2 afios 38 vs. 0%; P=0,005; Figura 23) en los pacientes que

sobreexpresaban WT1 total.

Figura 23. Curvas de SV en el subgrupo FAB MO
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En el analisis de riesgo competitivo, las variables asociadas con
un mayor riesgo de recaida fueron la edad y la expresion de WT1 total
por encima del P75 (Tabla 32 y Figura 24).
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Tabla 32. CIR en el subgrupo FAB MO

INCIDENCIA ACUMULADA

CIR alos

Caracteristicas N (%) 2 afios (%) P
Edad, afios 0,022
<60 7 (54) 14
>60 6 (45) NA
Expresién total WT1 0,005
< P75 8 (89) 63
>P75 1(9) NA

Figura 24. Curva de CIR en el subgrupo FAB MO para la expresién de WT1
total
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Las variables que mantuvieron significacion estadistica en el
analisis multivariante de regresién de Cox fueron la edad y el grupo de
riesgo citogenético para la SG y la edad para la SLR (Tabla 33).

Tabla 33. Anédlisis multivariante en el subgrupo FAB M0

VARIABLE HR (IC 95%) P
SG
Edad > 60 afios 21,06 (2,41-183,7) P =0,006
Grupo de riesgo citogenético 24,91 (2,03-306,48) P =0,012
SLR
Edad > 60 afios 6,19 (1,15-33,23) P =0,034
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La sobreexpresion de WT1 mantuvo significado prondéstico en el
andlisis multivariante de incidencia acumulada: HR de 8,28 con un IC
95% de 1,16 a 58,92 (P = 0,035).

55.3.2 FABM1

Se observé una mayor SG para los pacientes con expresion de
la isoforma D de WT1 por encima de la mediana de la serie (mediana 6
vs. NA meses; SG a los 2 afios 11 vs. 64%; P=0,034; Figura 25).

Figura 25. Curvas de SV en el subgrupo FAB M2 segun la expresién de la
isoforma D
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Ademas, se observé mejor SLR (mediana 32 vs. 7 meses; SLR a
los 2 afos 64 vs. 0%; P=0,004) y SLE (mediana 29 vs. 7 meses; SLE a
los 2 afos 54 vs. 0%; P=0,021) para los pacientes con infraexpresion
del miR-503 (Figura 26).

Figura 26. Curvas de SV en el subgrupo FAB M2 segun la expresion del

miR-503
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En el analisis de riesgo competitivo, las variables asociadas con
un mayor riesgo de recaida fueron el grupo de riesgo citogenético y el
mMiR-503 (Tabla 34 y Figura 27).

Tabla 34. CIR en el subgrupo FAB M1

INCIDENCIA ACUMULADA
CIRalos 2

Caracteristicas N (%) afios (%) P
Grupo de Riesgo Citogenético 0,020
Bajo 2 (6) NA
Intermedio 28 (85) 37
Alto 3(9) NA
miR-503 WT1 0,003
Infraexpresado 14 (82) 31
Sobreexpresado 3(8) NA

Figura 27. Curva de CIR en el subgrupo FAB M1 para la expresion del miR-
503
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Las variables que mantuvieron significacion estadistica en el
analisis multivariante de regresién de Cox fueron FLT3-ITD para SG y el
mMiR-503 para SLR (Tabla 35).

113



Resultados

Tabla 35. Andlisis multivariante en el subgrupo FAB M1

VARIABLE HR (IC 95%) P
SG
FLT3-ITD 2,35 (1,13-4,87) P =0,022
SLR
miR-503 11,02 (1,80-67,36) P =0,009

La sobreexpresion del miR-503 mantuvo significado pronéstico
en el analisis multivariante de incidencia acumulada: HR de 18,68 con
un IC 95% de 3,73 a 93,62 (P < 0,001).

5.5.3.3 FAB M2

Se observé una mejor SG (mediana 22 vs.1 mes; SG a los 2
afios 49 vs. 0%; P=0,006) y SLE (mediana 33 vs. 1 mes; SLE a los 2
afios 53 vs. 0%; P<0,001) para los pacientes con infraexpresion del
miR-424. Ademas, se observd una mejor SLR (mediana NA vs. 2
meses; SLR a los 2 afios 80 vs. 0%; P=0,002) y SLE (mediana NA vs. 2
meses; SLE a los 2 afos 61 vs. 0%; P=0,010) para los pacientes con
infraexpresion del miR-193; y una mejor SLR para los pacientes con
infraexpresion del miR-132 (mediana NA vs. 7 meses; SLR a los 2 afios
90 vs. 25%; P=0,040.
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Figura 28. Curvas de SV en el subgrupo FAB M2 segun la expresion de los
mMiRNA
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También se vio una mejor SLE (mediana 19 vs. 2 meses; SLE a
los 2 afios 47 vs. 0%; P=0,012) para los pacientes sin mutacién en el
gen WT1.
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Figura 29. Curvas de SV en el subgrupo FAB M2 segun la presencia de
mutaciones en WT1
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En el andlisis de riesgo competitivo, las variables asociadas con
un mayor riesgo de recaida fueron la presencia de FLT3-ITD, el status
mutacional NPM1/FLT3 y los miR-132 y miR-193 (Tabla 36 y Figura 30).

Tabla 36. CIR en el subgrupo FAB M2

INCIDENCIA ACUMULADA

CIR alos

Caracteristicas N (%) 2 afios P

(%)
FLT3 0,041
Wild-type 19 (76) 16
ITD 6 (24) NA
FLT3/NPM1 estatus 0,025
FLT3-ITD neg / NPM1 mut 27 NA
FLT3-ITD pos / NPM1 wt 3 (25) 0
FLT3-ITD neg / NPM1 wt 6 (50) 0
FLT3-ITD pos / NPM1 mut 1(8) NA
miR-132 WT1 0,016
Infraexpresado 12 (75) 8
Sobreexpresado 4 (25) 75
miR-193 WT1 0,020
Infraexpresado 13 (81) 16
Sobreexpresado 3(19) NA
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Figura 30. Curva de CIR en el subgrupo FAB M2 para los miR-132 y miR-

193
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Las variables que mantuvieron significacion estadistica en el

analisis multivariante de regresion de Cox para la SG fueron la edad, las

mutaciones de FLT3-ITD y el cariotipo normal (Tabla 37).

Tabla 37. Andlisis multivaria

VARIABLE
SG
Edad > 60 afios
FLT3-ITD
Cariotipo normal

No se hallaron variables que mantuvieran el

nte en el subgrupo FAB M2

HR (IC 95%)

3,12 (1,29-7,58)
3,55 (1,30-9,71)
0,29 (0,13-0,69)

P=0,012
P =0,013
P = 0,005

significado

pronéstico en el andlisis multivariante de incidencia acumulada.

5.5.3.4 FAB M4

Se observé una mayor SG para los pacientes con expresion de

la isoforma D de WT1 por encima de la mediana de la serie (mediana 2
vs. NA meses; SG a los 2 afios 29 vs. 65%; P=0,015).
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Figura 31. Curvas de SV en el subgrupo FAB M4 segun la expresién de la
isoforma D
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Ademéas se observé una mejor SG para los pacientes con
infraexpresion del miR-188 (mediana 10 vs. 2 meses; SG a los 2 afios

35 vs. 13%; P=0,024) y del miR-193 (mediana 10 vs. 2 meses; SG a los
2 afios 35 vs. 13%; P=0,040).

Figura 32. Curvas de SV en el subgrupo FAB M4 segun la expresién de los
miRNA

P =0,024 ]]1 P = 0,040

o
9
=
g
i

1 miR-188 infraexpresado

2
&

— miR-193 infraexpresado

0.4

Probabilidad de SG
=
i

Probabilidad de $G

R
%

miR-188 sobreexpresado miR-193 sobreexpresado

0.0

T — T —T T T T T
2 oM ¥ M @ T2 B W 08 1 12
Tiempo (meses)

T A T —T T T
24 3 48 B0 T2 M 8 W8 @
Tiempo (meses)

Las variables que mantuvieron significacion estadistica en el
analisis multivariante de regresion de Cox fueron la edad para SG y el
riesgo citogenético y la edad para la SLE (Tabla 38).
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Tabla 38. Andlisis multivariante en el subgrupo FAB M4

VARIABLE HR (IC 95%) P
SG
Edad > 60 afios 5,64 (1,56-20,41) P =0,008
SLE
Edad > 60 afios 3,01 (1,48-6,13) P =0,002
Grupo de riesgo citogenético 2,05 (1,02-4,09) P =0,043

No se hallaron variables que mantuvieran el significado
pronéstico en el analisis univariante ni multivariante de incidencia

acumulada.

5.5.3.5 FAB M5

Se encontr6é una mejor SLR y SLE para la infraexpresion de los
MiR-193, miR-424, miR-500 y miR-1307; y una mejor SLR en los
pacientes que infraexpresaban los miR-188, miR-324, miR-425 y miR-
941 (Tabla 39 y Figura 33).

Tabla 39. Andlisis univariante en el subgrupo FAB M5

SG SLR SLE

(2 afios) (2 afios) (2 afios)
Caracteristicas % P % P % P
miR-188 0,050
<P75 53
2P75 0
miR-193 0,018 0,018
<P75 34 29
2P75 0 0
miR-324 0,046
<P75 42
2P75 0
miR-424 0,002 0,002
<P75 34 29
2P75 0 0
miR-425 0,033
<P75 53
2P75 0
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Figura 33. Curvas de SV en
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En el andlisis de riesgos competitivos, las variables asociadas
con un mayor riesgo de recaida fueron los miR-188, miR-193, miR-324,
mMiR-424, miR-425, miR-500, miR-941 y miR-1307 (Tabla 40 y Figura
34).

Tabla 40. CIR en el subgrupo FAB M5

INCIDENCIA ACUMULADA

CIRalos 2

Caracteristicas N (%) afios (%) P
miR-188 WT1 0,041
Infraexpresado 5 (56) 40

Sobreexpresado 4 (45) NA

miR-193 WT1 0,025
Infraexpresado 7 (78) 57

Sobreexpresado 2 (22) NA

miR-324 WT1 0,046
Infraexpresado 6 (67) 50

Sobreexpresado 3(33) NA

miR-424 WT1 0,004
Infraexpresado 7 (78) 57

Sobreexpresado 2 (22) NA

miR-425 WT1 0,027
Infraexpresado 5 (56) 40

Sobreexpresado 4 (45) NA

miR-500 WT1 0,033
Infraexpresado 4 (45) 50

Sobreexpresado 5 (56) NA

miR-941 WT1 0,041
Infraexpresado 5 (56) 40

Sobreexpresado 4 (45) NA

miR-1307 WT1 0,007
Infraexpresado 4 (45) 25

Sobreexpresado 5 (56) NA
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Figura 34. Curvas de CIR en el subgrupo FAB M5 para los miR-188, miR-
193, miR-324, miR-424, miR-425, miR-500, miR-941 y miR-1307
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Ninguna de las variable mantuvo significacion estadistica en el

analisis multivariante de regresion de Cox.

Tampoco se hallaron variables que mantuvieran el significado

pronéstico en el analisis multivariante de incidencia acumulada.

5.5.4.Riesgo citogenético
5.5.4.1 Riesgo citogenético favorable

Se observé una mejor SG (mediana 68 vs. 3 meses; SG a los 2
afios 68 vs. 0%; P=0,031); SLR (mediana NA vs. 9 meses; SLR a los 2
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afios 70 vs. 0%; P=0,002) y SLE (mediana 33 vs. 2 meses; SLE a los 2

afios 58 vs. 0%; P=0,007) para los pacientes sin mutacién en el gen

WT1 (wild-type) frente a los portadores de alguna mutacién en WT1

(Figura 35).

Figura 35. Curvas de SV en el subgrupo de citogenética favorable
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En el analisis de riesgo competitivo, las variables asociadas con

un mayor riesgo de recaida fueron la edad y la presencia de mutaciones

en el gen WT1 (Tabla 41 y Figura 36).

Tabla 41. CIR en el subgrupo de citogenética favorable

INCIDENCIA ACUMULADA

Caracteristicas N (%) C;';Oilg,z)z P
Edad, afios 0,006
<60 14 (78) 21
>60 4 (22) NA
Mutaciones WT1 0,021
Wild-type 12 (86) 25
Mutado 2 (14) NA
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Figura 36. Curva de CIR en el subgrupo de citogenética favorable para la

presencia de mutaciones en el gen WT1

P =0,021

La Unica variable que mantuvo significacion estadistica en el
analisis multivariante de regresion de Cox para la SLR fue la edad (HR
de 12,43 con un IC 95% de 1,26 a 123,01; P = 0,031).

La edad mayor de 60 afios mantuvo significado prondstico en el
analisis multivariante de incidencia acumulada: HR de 7,95 con un IC
95% de 1,32 a 47,93 (P = 0,024).

5.5.4.2 Riesgo citogenético intermedio

Se observé una mejor SG (mediana 12 vs. 68 meses; SG a los 2
afios 28 vs. 63%; P=0,020) para los pacientes con expresion de la
isoforma C de WT1 por encima de la mediana de la serie (Figura 37).
También se observé una mejor SG en los pacientes con la isoforma D
por encima de la mediana de la serie, aunque no alcanzé significacion
estadistica (P=0,063).
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Figura 37. SG para la isoforma C en el grupo de riesgo citogenético

intermedio
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Ademas, se vio una mejor SLR y SLE para la infraexpresion de
los miR-193, miR-324, miR-425 y miR-1307; y una mejor SLR para los

miR-132, miR-223 y miR-500 (Tabla 42 y Figura 38).

Tabla 42. Analisis univariante en el

grupo de riesgo citogenético

intermedio
SG SLR SLE
(2 afos) (2 afios) (2 afos)
Caracteristicas % P % P % P
miR-132 0,040
<P75 70
>P75 34
miR-223 0,040 0,063
<P75 70
2P75 25
miR-193 0,052 0,006 0,003
<P75 50 67 59
2P75 30 29 21
miR-324 0,056 0,004 0,012
<P75 50 71 59
>P75 33 29 25
miR-425 0,008 0,021
<P75 71 61
2P75 24 20
miR-500 0,030
<P75 69
2P75 37
miR-1307 0,006 0,024
<P75 72 60
2P75 32 28
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Figura 38. Curvas de supervivencia en el grupo de riesgo citogenético

intermedio
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En el analisis de riesgo competitivo, las variables asociadas con
un mayor riesgo de recaida fueron la edad, el status NPM1/FLT3, la
ausencia de mutaciones en el gen CEBPA y los miR-132, miR-324,
mMiR-425, miR-500 y miR-1307 (Tabla 43 y Figura 39).

Tabla 43. CIR en el grupo de riesgo citogenético intermedio

INCIDENCIA ACUMULADA

L CIRalos 2
Caracteristicas N (%) afios (%) P
Edad, afios 0,011

<60 60 (65) 32
>60 32 (35) 62
FLT3/NPM1 estatus 0,023
FLT3-ITD neg / NPM1 pos 9 (22) 33
FLT3-ITD pos / NPM1 neg 11 (26) 18
FLT3-ITD neg / NPM1 neg 16 (38) 38
FLT3-ITD pos / NPM1 pos 6 (14) 83
CEBPA 0,032
Normal 32 (82) 38
Anormal 7 (18) 0
miR-132 WT1 0,024
Infraexpresado 35 (69) 26
Sobreexpresado 16 (31) 63
miR-324 WT1 0,012
Infraexpresado 35 (69) 26
Sobreexpresado 16 (31) 63
miR-425 WT1 0,018
Infraexpresado 36 (71) 25
Sobreexpresado 15 (29) 67
miR-500 WT1 0,016
Infraexpresado 35 (69) 26
Sobreexpresado 16 (31) 63
miR-1307 WT1 0,009
Infraexpresado 33 (65) 25
Sobreexpresado 18 (35) 61
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Figura 39. Curvas de CIR en el subgrupo de riesgo citogenético
intermedio paralos miR132, miR-324, miR-425, miR-500 y miR-1307
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Las variables que mantuvieron significacién estadistica en el

andlisis multivariante de regresion de Cox fueron la edad y FLT3-ITD

parala SGyla SLRy la edad para la SLE (Tabla 44).

Tabla 44. Analisis multivariante en el grupo de riesgo citogenético

intermedio

VARIABLE

SG

Edad > 60 afios
FLT3-ITD

SLE

Edad > 60 afios
SLR

Edad > 60 afios
FLT3-ITD

HR (IC 95%)

3,33 (1,64-6,79)
2,20 (1,04-4,66)

4,41 (1,70-11,40)

3,42 (1,23-9,51)
3,36 (1,23-9,18)

No se hallaron variables que mantuvieran el

P
P < 0,001
P = 0,039
P = 0,002
P =0,019
P =0,018
significado

prondstico en el analisis multivariante de incidencia acumulada.
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5.5.4.3 Riesgo citogenético adverso

Los pacientes con infraexpresion de la isoforma A tuvieron una
mejor SG (mediana 17 vs. 3 meses; SG a los 2 afios 14 vs. 0%;
P=0,002), SLE (mediana 19 vs. 2 meses; SLE a los 2 afios 27 vs. 0%;
P=0,025) y SLR (mediana 19 vs. 6 meses; SLE a los 2 afios 50 vs. 0%;
P=0,059), aunque esta Ultima no alcanzd significacion estadistica
(Figura 40). Los pacientes con sobreexpresion de la isoforma D también
tuvieron una mejor SG (mediana 1 vs. 6 meses; SG a los 2 afios 0 vs.
10%; P=0,006), SLR (mediana 1 vs. 19 meses; SLR a los 2 afios 0 vs.
29%; P=0,025) y SLE (mediana 0 vs. 20 meses; SLE a los 2 afios 1 vs.
14%; P=0,025) (Figura 40).

Figura 40. Curvas de supervivencia en el grupo de riesgo citogenético
adverso segln la expresién de las isoformas A) Ay B) Dde WT1
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También se vio una mejor SG para los pacientes con
infraexpresion del miR-941 (mediana 11 vs. 2 meses; SG a los 2 afios
30 vs. 0%; P<0,001) y mejor SLE para la infraexpresion del miR-424
(mediana 19 vs. 1 mes; SLE a los 2 afios 40 vs. 0%; P=0,025)(n=5 vs 1)
(Figura 41).
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Figura 41. Curvas de supervivencia en el grupo de riesgo citogenético
adverso segun la expresiéon de los miRNA
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En el andlisis de riesgos competitivos, las variables asociadas
con un mayor riesgo de recaida fueron la isoforma D y los miR-424 y
miR-425 (Tabla 45 y Figura 42).

Tabla 45. CIR en el grupo de riesgo citogenético adverso

INCIDENCIA ACUMULADA

. CIRalos 2
Caracteristicas N (%) afios (%) P
Expresion isoforma D 0,025
Alta 1(17) NA
Baja 5 (83) 40
miR-424 WT1 0,025
Infraexpresado 5 (83) 20
Sobreexpresado 1(17) NA
miR-425 WT1 0,025
Infraexpresado 4 (67) 0
Sobreexpresado 2(33) NA
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Figura 42. Curvas de CIR en el subgrupo de riesgo citogenético

desfavorable para la expresiéon de laisoforma Dy los miR-424 y miR-425
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La unica variable que mantuvo significacion estadistica en el
analisis multivariante de regresién de Cox para la SG fue la edad (HR
de 2,26 con un IC 95% de 1,09 a 4,67; P = 0,028).

No se hallaron variables que mantuvieran el significado

pronéstico en el andlisis multivariante de incidencia acumulada.

5.5.5.Andlisis de supervivencia segin los miRNA

En la Tabla 46 se comparan a modo de resumen los principales
hallazgos en el analisis de supervivencia de los miRNA en la serie

global y en los distintos subgrupos.
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Tabla 46. Resumen de los hallazgos encontrados en el analisis de

supervivencia de los miRNA

miR-188
miR-193
miR-223
miR-324
miR-424
miR-425
miR-500
miR-503
miR-941

miR-1307

GLOBAL
UNIVARIANTE MULTIVARIANTE
K-M Fine Logrank IC

CN
UNIVARIANTE MULTIVARIANTE
Kaplan Meiei Fine Logrank IC

<60
UNIVARIANTE MULTIVARIANTE|
Kaplan Meiei Fine Logrank IC

05 SLR SLE CIR OS SLR SLE CIR

05 SLR SLE CIR OS5 SLR SLE CIR

0S SLR SLE CIR OS5 SLR SLE CIR

miR-188
miR-193
miR-223
miR-324
miR-424
miR-425
miR-500
miR-503
miR-941

miR-1307

CTG FAVORABLE
UNIVARIANTE  MULTIVARIANTE|
Kaplan Meier Fine Logrank IC

CTG INTERMEDIA
UNIVARIANTE  MULTIVARIANTE|
Kaplan Meiei Fine Logrank IC

CTG ADVERSA
UNIVARIANTE MULTIVARIANTE|
Kaplan Meiei Fine Logrank IC

05 SLR SLE CIR OS SLR SLE CIR

0S SLR SLE CIR OS5 SLR SLE CIR

0S SLR SLE CIR OS5 SLR SLE CIR

miR-188
miR-193
miR-223
miR-324
miR-424
miR-425
miR-500
miR-503
miR-941

miR-1307

FAB MO
UNIVARIANTE MULTIVARIANTE
Kaplan Meiel Fine Logrank IC

FAB M1
UNIVARIANTE MULTIVARIANTE
Kaplan Meiel Fine Logrank IC

FAB M2
UNIVARIANTE MULTIVARIANTE|
Kaplan Meier Fine Logrank IC

0S SLR SLE CIR OS SLR SLE CIR

0S5 SLR SLE CIR OS SLR SLE CIR

0S5 SLR SLE CIR OS SLR SLE CIR

miR-188
miR-193
miR-223
miR-324
miR-424
miR-425
miR-500
miR-503
miR-941

miR-1307

FAB M4
UNIVARIANTE MULTIVARIANTE
Kaplan Meiei Fine Logrank IC

FAB M5
UNIVARIANTE MULTIVARIANTE!
Kaplan Meiei Fine Logrank IC

OS SLR SLE CIR OS SLR SLE CIR

0OS SLR SLE CIR OS SLR SLE CIR

—
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Discusion

Los resultados de este estudio muestran el andlisis de los datos
clinico-bioldgicos y el estudio en profundidad del gen WT1, asi como de
su potencial implicacién prondstica, en una serie amplia de pacientes
con LMA diagnosticados en un solo centro durante un periodo de 12

anos.

Inicialmente considerado un gen supresor tumoral por su papel
en los nefroblastomas infantiles, el gen WT1 se ha visto implicado en
otros muchos canceres, incluyendo los hematolégicos. Es en la LMA
donde parece jugar un papel oncogénico mas que supresor tumoral, a
pesar de que existen estudios discrepantes al respecto. A lo largo de los
afos se han estudiado muchos aspectos del gen WT1 en la LMA,
incluyendo el impacto prondstico de las mutaciones, de la expresion
global de WT1 al diagndstico o de la presencia del SNP rs16754. Todas
esas facetas de WT1 han sido objeto de controversia como se ha
explicado ampliamente en la introduccién, encontrdndose en la literatura
estudios que confieren un impacto prondstico a las mismas junto con
estudios que no reproducen estos resultados. Ademas, varios de estos
estudios han intentado correlacionar los niveles de expresiéon de WT1
con el estatus mutacional del gen o la presencia del SNP. Es por ello
que en esta tesis nos planteamos ampliar el conocimiento a nivel
biol6gico del gen WT1 incluyendo aspectos de sus isoformas y de su

regulacién a nivel epigenético.

Siendo evidentes algunas debilidades metodoldgicas inherentes
a los estudios de cohortes histéricas, por otro lado denominador comudn
en buena parte de los estudios de caracterizaciéon de la LMA en la
literatura (Visani et al, 2001), en nuestra cohorte de pacientes se
mantiene el valor de las principales variables pronésticas bien
establecidas, como la edad, el cariotipo o las mutaciones de los genes

FLT3 y NPM1, lo que contribuye a dar validez a los resultados.

El estudio se plante6 en varias vertientes: 1) expresion total de
WT1; 2) expresion de las 4 isoformas principales de WT1; 3) mutaciones
en la regién codificante del gen WT1; 4) SNP rs16754 de WTL1; 5)

expresion de los miRNA relacionados con WT1 y 6) asociaciones.
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6.1. Expresion total de WT1

La mediana de expresion de la serie de pacientes con LMA fue
mayor que la mediana de expresién de la serie de controles CD34+ de
SCU, lo cual nos esta indicando que en la LMA los valores de WT1 total
se encuentran muy por encima de lo que podria ser predecible en su

contrapartida sana.

En el presente trabajo, el 29% de los pacientes con LMA
sobreexpresaron WT1 total, ya que se tomé como punto de corte
discriminativo el percentil 75 de la serie (ratio WT1/GUS = 0,3). Este
porcentaje coincide con el reportado recientemente por Lyu y cols. en
una serie de 103 pacientes con LMA-CN (28%) en el que usa el punto
de corte de 250 copias WT1/10* copias ABL, es decir, el establecido por
la ELN para la expresion de WT1 usando ABL como gen control (Lyu et
al, 2014). Sin embargo, difiere de lo publicado con anterioridad donde
se encontraba una sobreexpresion de WT1 entre el 48 y el 73% de las
LMA (Barragan et al, 2004; Miglino et al, 2011). Las diferencias
encontradas en los porcentajes pueden justificarse por los diferentes
puntos de corte empleados, ya que otros autores han usado la ratio
WT1/GUS o ABL = 1.

En nuestra serie de pacientes la sobreexpresiéon de WT1 se
asocié con un mayor porcentaje de blastos al diagndstico y con la
presencia de FLT3-ITD con mayor frecuencia. En términos de
supervivencia, la sobreexpresion de WT1 no se asocid con un
pronéstico desfavorable en las tasas de RC, SG, SLE o CIR. Sin
embargo, en el subgrupo de pacientes FAB MO si encontramos una
menor SLR y SLE en los pacientes que sobreexpresaban WT1 total, asi
como un mayor riesgo de recaida en el analisis de riesgo competitivo
univariante y multivariante. Varios autores han demostrado que la
sobreexpresion de WT1 es mas marcada cuanto mas inmadura es la
célula clonal, observando un mayor porcentaje de sobreexpresion en los
subtipos de LMA mas inmaduros (MO, M1 y M2) que en los subtipos
mas diferenciados (M3, M4 y M5) (Inoue et al, 1994; Trka et al, 2002;

Garg et al, 2003). La expresion de WT1 en nuestros pacientes fue
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significativamente mayor en los subgrupos FAB M1 y M2 frente a los
subgrupos M4 y M5, pero no se pudo demostrar una mayor expresion
en el subgrupo FAB MO, probablemente debido al bajo niumero de
pacientes en este subgrupo (n = 14), motivo por el cual las diferencias

en la supervivencia deberian ser interpretadas con cautela.

6.2. Expresion de las isoformas principales

Para ampliar el conocimiento del papel que WT1 pueda estar
jugando en la leucemogénesis, recientemente varios trabajos han
resaltado la utilidad de una cuantificacién precisa de las isoformas de
WT1. El presente estudio muestra un método fiable de andlisis de
fragmentos para detectar y cuantificar de forma relativa las cuatro
isoformas principales de WT1. Este método ha dado lugar a la
caracterizacion del patron de las isoformas principales en una serie
amplia de casos de LMA en relacion con una serie control de células
CD34+ de SCU.

El método desarrollado ha demostrado ser eficaz para la
medicion cuantitativa de las 4 isoformas principales de WT1, a
diferencia de los procedimientos convencionales, que estiman los
valores de las isoformas a partir de férmulas mateméticas derivadas de
PCRs elaboradas para cada una de las isoformas (Gu et al, 2010; Siehl
et al, 2004). De los 112 casos analizados s6lo en 9 de ellos no se
detectd ninguna isoforma, aunque expresaron WT1 total. Segun lo
sugerido por Kramarzova y cols. (Kramarzova et al, 2012) esta
expresion de WT1 total podria deberse a la presencia de alguna
isoforma distinta de las 4 principales, puesto que WT1 puede traducirse

en mas de 30 isoformas diferentes (Siehl et al, 2004).

Mas recientemente, se han publicado técnicas de RT-PCR que
permiten cuantificar las isoformas de forma absoluta mediante curvas
patrén (Kramarzova et al, 2012; Lopotova et al, 2012). A diferencia de
estas técnicas, nuestro método cuantifica las isoformas de una manera
relativa. Sin embargo, se trata de un método reproducible, menos
laborioso y més econdmico que permite la cuantificacion de las 4
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isoformas mayoritarias de WT1 con una unica PCR sin necesidad de

elaborar plasmidos no comerciales.

Otra aportaciébn de este estudio es la evaluacion de las 4
isoformas principales en una serie amplia de LMA de adultos tomando
como cohorte control células CD34+ de SCU. Hasta ahora, solo
Kramarzova y cols. han evaluado el perfil de expresion de las isoformas
en 30 adultos con LMA, 73 niflos con LMA y 23 médula 6sea sana
(Kramarzova et al, 2012) y Lopotova y cols. en 34 adultos con LMA
(Lopotova et al, 2012). Como se ha comentado previamente, en
condiciones normales WT1 sélo se expresa en las células de la médula
0sea (Scharnhorst, 2001). Sin embargo, WT1 no se expresa en otra
celularidad del sistema hematopoyético, lo que hace imposible su
medicion en sangre periférica de sujetos sanos. Se ha intentado usar
como control las muestras de médula ésea sana y de donantes de
médula 6sea previamente movilizados, lo que tedéricamente garantizaria
un aumento en la celularidad CD34+, pero hasta ahora los resultados no
han tenido demasiado éxito. Por ejemplo, Kramarzova y cols. analizaron
23 médulas éseas normales como cohorte control, pero sélo uno de
ellos expresoé las isoformas (Kramarzova et al, 2012). En esta tesis se
intentaron analizar las isoformas en varios donantes de sangre
periférica movilizadas con G-CSF pero no se obtuvo resultado, por lo
gue fueron inmediatamente excluidos del estudio. Una posible
explicaciéon para este fendbmeno podria ser que la cantidad de material
gue llega para investigacion después de la recoleccién de sangre de
donantes es tan baja que no garantiza suficientes células CD34+,
ademas del posible efecto de la movilizaciéon en la normalidad de estas
células. La misma explicacion podria aceptarse en controles sanos de
médula sin movilizar, ya que la cantidad de células CD34+ considerados
normales en la médula 6sea de un sujeto sano es menor al 1% de la

celularidad total.

Por lo tanto, mediante el uso de las células de CD34+ de SCU
pudimos establecer una referencia para el patrén de expresion de las
isoformas. De esta forma observamos que la isoforma predominante en
éstas células fue la isoforma D, de forma similar a lo estudiado hasta

138



Discusion

ahora en diferentes tejidos y, sorprendentemente, de forma mas

pronunciada que en la LMA.

A pesar de que constantemente se ha propuesto que la
expresion de la isoforma D era la predominante en la LMA (Gu et al,
2010; Siehl et al, 2004; Kramarzova et al, 2012; Lopotova et al, 2012),
esta expresion es menor en comparacion con la observada en la
cohorte control (P=0,05), sugiriendo asi que existe una disminucién
relativa de la isoforma D en la LMA, no objetivada previamente por falta

de un adecuado grupo control de referencia.

De acuerdo con los resultados publicados recientemente
(Kramarzova et al, 2012; Lopotova et al, 2012), no se encontrd
correlacion entre los niveles de expresion de la isoforma D y los niveles
de WT1 total. Por el contrario, pudimos encontrar una asociaciéon de las

isoformas A, By C con WT1 total.

En las lineas celulares leucémicas humanas analizadas no se
observé ningun patrén especifico, aunque parece que las lineas
celulares de linaje mieloide tenian una discreta prevalencia de la
isoforma D, mientras que la linea celular eosinofilica mostré un claro
predominio de la isoforma C. Sin embargo, en comparacion con la
cohorte control, encontramos una sobreexpresion de las isoformas A, B
y C junto con una baja expresion de la isoforma D en todas ellas,

imitando asi el patrén observado en los pacientes.

Otra novedad que cabe destacar fue la mejor SG observada en
pacientes con sobreexpresion de la isoforma D, manteniendo su
significado prondstico en el analisis multivariante. El impacto prondéstico
favorable de la isoforma D de WT1 sobre la SG se observo también en
el subgrupo de pacientes FAB M1 y M4 y en los pacientes que
pertenecian al riesgo citogenético adverso. En este Ultimo grupo de
riesgo se observd ademas una mejor SLR, SLE e IC para la
sobreexpresion de la isoforma D, asi como una peor SG y SLE para los
pacientes que sobreexpresaban la isoforma A. En el subgrupo de
pacientes pertenecientes al riesgo citogenético intermedio se vio una

mejor SG para los pacientes que sobreexpresaban en este caso la
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isoforma C. Estos resultados parecen sugerir un papel protector de la
isoforma D en la LMA. Sin embargo, no se han realizado estudios
funcionales para averiguar si la isoforma D realmente podria tener un
efecto protector. Aunque se han hecho varios estudios para mostrar las
diferentes funciones de WT1, principalmente han evaluando el papel de
cada “splicing” alternativo, lo que hace dificil o incluso imposible extraer
conclusiones validas acerca de una determinada isoforma, puesto que
cada “splicing” constituye al menos 2 isoformas (Bor et al, 2006; Ito et
al, 2006). Los resultados que se han podido extraer de estos estudios
son que las funciones de cada isoforma dependen no sélo de la
expresion de la isoforma predominante en si, si no también del
medioambiente celular y, presumiblemente, de los diferentes tejidos

involucrados.

6.3. Mutaciones en el gen WT1

El presente trabajo muestra la técnica de cribado HRM como una
herramienta sencilla, practica y precisa para diferenciar los pacientes
con alguna alteracion en la secuencia del gen WT1. Actualmente, el
método de referencia para analizar las mutaciones y el SNP es la
secuenciacion directa de Sanger. Sin embargo, este método resulta
laborioso, costoso y consume mucho tiempo de personal técnico, lo que
puede evitarse en parte mediante un método de cribado eficiente y
fiable que permita la identificacion de muestras sospechosas,
reduciendo asi la cantidad de secuenciacion directa necesaria. El
analisis de las curvas de fusién utilizando agentes intercalantes de
nueva generacion (HRM) es capaz de identificar las muestras
portadoras de alguna alteracién, discriminando entre los pacientes
segun sean portadores de una mutacion o del SNP rs16754, e incluso
de un SNP en la region no codificante. La técnica de HRM demostro
una sensibilidad del 100% y una especificidad de 96,6% para la

deteccidn de variaciones en el exén 7 del gen WTL1.

Las mutaciones en el gen WT1 son poco recurrentes en nuestra

serie de pacientes con LMA (4%) en comparacion a otros estudios
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donde su frecuencia es del 10-15%. Estos resultados pueden deberse a
las caracteristicas de nuestra serie de pacientes, ya que la mayoria de
estudios se han realizado sobre cohortes seleccionadas de pacientes,
generalmente menores de 60 afios y con LMA-CN. Como era esperable,
la mayoria de las mutaciones del gen WT1 encontradas en LMA
afectaron al exén 7 y alteraron la pauta de lectura del RNA mensajero

dando lugar a proteinas truncadas.

Muy recientemente, Krauth y cols. han publicado un estudio en
3157 pacientes con LMA no seleccionados encontrando mutaciones en
WT1 en 175 pacientes (55%), porcentaje que aumenta en
determinados subgrupos como son los portadores de mutaciones
bialélicas de CEBPA (13,6%), las LPA (11%) y los pacientes con FLT3-
ITD (8,5%). Ademas observan que estas mutaciones son mas
frecuentes en mujeres y en menores de 60 afios. No encuentran
impacto pronostico para las mutaciones en la cohorte total ni en los
subgrupos con alta incidencia de las mutaciones. Sin embargo, en el
subgrupo de pacientes con cariotipo normal si demuestran una peor
SLE tanto en el analisis univariante como en el multivariante (Krauth et
al, 2015).

El andlisis descriptivo de nuestra serie demostr6 que las
mutaciones se encuentran con mayor frecuencia en el sexo femenino y
gue no se observan en los pacientes que pertenecen al grupo de riesgo

citogenético adverso.

El significado pronéstico de las mutaciones de WT1 es
controvertido. Se ha sugerido que las diferentes dosis de citarabina
utilizadas por los diferentes grupos en la consolidacion podrian explicar
estas discrepancias, dado que dichas mutaciones podrian estar
relacionadas con una resistencia a la quimioterapia. Ademas, la mayoria
de estudios han investigado fundamentalmente cohortes seleccionadas
de pacientes con LMA-CN. En nuestra serie de pacientes de LMA no
seleccionados no encontramos diferencias de supervivencia entre los
pacientes portadores o0 no de mutaciones en WT1 en el andlisis

univariante. Sin embargo, si parecen jugar un papel desfavorable en el
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andlisis multivariante de la serie global, asi como en los subgrupos de
pacientes menores de 60 afos, en los de grupo de riesgo favorable y en
la FAB M2. Es probable que alguno de estos factores, ya sea la edad, el
subtipo morfolégico de leucemia o la concurrencia con otras
alteraciones genéticas, pueda estar enmascarando el impacto
pronostico de las mutaciones de WT1 en algunas series reportadas,

dando lugar a resultados discrepantes.

6.4. SNP rs 16754 de WT1

El SNP rs16754 fue encontrado en heterocigosis en 54 pacientes
(31%), consistente con la frecuencia esperada en la poblacion europea.
No encontramos el fenotipo en homocigosis para el alelo menor
(WT1°®) en nuestra serie, ni por HRM ni por secuenciacion de Sanger.

Con respecto a las caracteristicas de los pacientes, encontramos

que los pacientes heterocigotos para el alelo mayor (WT1¢

) fueron
significativamente  mayores que los homocigotos  (WT1*).
Curiosamente, este hallazgo, ya reportado por Reneville y cols. se
explica por estos autores como debido a un sesgo de muestreo
(Renneville et al, 2011). Asumiendo una distribucién uniforme de este
polimorfismo a través de todos los grupos de edad, la pregunta que se
presenta es si este hallazgo se puede relacionar con una hipotética
mayor susceptibilidad a leucemia de los pacientes mayores que

presentan este polimorfismo.

En relacidon al impacto pronéstico del SNP rs16754, Damm y
cols. encontraron que la presencia de uno o dos de los alelos menores
independientemente predijo mejor SG y SLR en 249 LMA de adultos
menores de 60 afios. Este impacto prondstico favorable de los

genotipos WT14¢/¢¢

se mantuvo significativo en el analisis multivariante,
especialmente en pacientes con cariotipo normal y dentro del subgrupo
molecular de alto riesgo (FLT3-ITD y/o NPM1 wt) (Damm et al, 2010).
Asimismo, Ho y cols. asociaron la presencia del SNP con una mayor
expresion de RNAm y predijeron una mejor supervivencia
independientemente en un analisis multivariante de 790 LMA pediatrica,

142



Discusion

principalmente en el subgrupo con enfermedad de bajo riesgo (Ho et al,
2011). Mas recientemente, Becker y cols. observaron que, si bien no
hubo diferencias en el pronéstico entre pacientes con WT1*4, WT1*¢ o
WT1%® en una cohorte grande de 433 adultos con LMA-CN, los
pacientes con WT1°® tenian un resultado mas favorable que el grupo de
pacientes WT1* y WT1”° en el subgrupo de pacientes con CN y FLT3-
ITD. Sin embargo, este resultado no pudo ser confirmado en el analisis

multivariante debido a la baja incidencia del fenotipo WT1°¢

(Becker et
al, 2011). Por el contrario, otros estudios han reportado la ausencia de
impacto prondstico del SNP rs16754 tanto en nifios (Hollink et al, 2010)

como en adultos (Renneville et al, 2011; Choi et al, 2012) con LMA.

Las discrepancias en los resultados entre los estudios de WT1
en la LMA son dificiles de reconciliar. El variable impacto prondstico del
SNP rs16754 no se explica por el origen étnico, por la edad ni por el
cariotipo. El impacto funcional del SNP rs16754 no se entiende, ni
tampoco el mecanismo por el cual se produce. Una hip6tesis es que se
altere la sensibilidad a ciertas drogas, ya sea directamente a través de
cambios en las propiedades del RNA, o indirectamente a través de
asociacion con otros SNPs en genes que afectan el metabolismo de la
droga. Por lo tanto, las diferentes estrategias terapéuticas pueden influir

potencialmente en el impacto prondstico atribuido al SNP.

En nuestra serie, no encontramos diferencias significativas en el
impacto pronéstico entre los genotipos de WT1** o WT1”C. Al restringir
el analisis de supervivencia a diferentes subgrupos para confirmar los
resultados favorables reportados tampoco observamos ningun impacto
pronostico en el subgrupo de LMA-CN o cuando los pacientes fueron
estratificados segun la edad, el grupo de riesgo citogenético o la
clasificacion FAB. Aungue esto podria estar relacionado con el pequefio
tamafio muestral, otros factores pronosticos bien establecidos, tales
como la edad, el cariotipo o el estado mutacional FLT3/NPM1, se
asociaron independientemente con el pronéstico de esta serie,
sugiriendo una influencia marginal como maximo del SNP rs16754 en la

supervivencia de los pacientes con LMA.
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6.5. Expresidén de los miRNA relacionados con WT1

Los miRNA participan en el control de la expresion de genes
generalmente a nivel postranscripcional uniéndose a la regién 3’'UTR de
los RNA mensajeros y regulando su estabilidad y su transcripcién. Los
miRNA estan emergiendo como parte de la regulacion de Ila
hematopoyesis normal y en varios estudios se ha visto que sus perfiles
de expresién se encuentran alterados en leucemia, y por tanto que
podrian tener un papel importante en la leucemogénesis. Sin embargo,
del gran nimero de miRNA descritos hasta el momento en LMA soélo
algunos se han visto alterados de forma persistente y en muchos casos
estas diferencias se atribuyen al analisis en pacientes seleccionados
segun las alteraciones citogeneticos y/o moleculares que presenten
(Dixon-Mclver et al, 2008).

En el presente estudio al comparar los perfiles de expresién de
MiRNA de un grupo de pacientes con LMA se encontraron 9 miRNA
(miR-132, miR-188, miR-193, miR-223, miR-324, miR-424, miR-425,
miR-941 y miR-1307) con expresion diferencial que podrian estar
potencialmente implicados en la regulacion del gen WT1 a nivel
postranscripcional. Se sabe relativamente poco sobre las funciones de
regulacion génica de estos miRNA y fundamentalmente los estudios se
han llevado a cabo en tumores solidos. Los miR-132, miR-324, miR-
424, miR-425 y miR-941 se han visto implicados fundamentalmente en
mecanismos de invasion y metastasis en distintos tipos de cancer
(Zhang et al, 2014c; Zheng et al, 2014; Cao et al, 2015; Zhang et al,
2015b; Zhang et al, 2014a; Xu et al, 2013; Yu et al, 2014; Faraoni et al,
2012). Por otro lado, los miR-188, miR-223 y miR-941 parecen estar
involucrados en la inhibicion de la proliferacion celular (Wu et al, 2014;
Johnnidis et al, 2008; Zhang et al, 2014a) mientras que los miR-425 y
miR-1307 se han visto asociados con una ventaja proliferativa (Di Leva
et al, 2013; Zhou et al, 2015). Ademas, este Ultimo también se ha
relacionado con quimioresistencia en cancer de ovario (Zhou et al,
2015). Por dltimo, y concretamente en tumores hematoldgicos, el miR-
193 esta relacionado con la diferenciacién granulocitica, con la
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apoptosis y se ha demostrado que reprime la expresion de c-kit en la

LMA, funcionando como un gen supresor tumoral (Gao et al, 2011).

En nuestra serie de pacientes los miR-424 y miR-1307 resultaron
estar infraexpresados, mientras el miR-132 se encontro
sobreexpresado, comparando con los controles de células CD34+ de
SCU, sugiriendo que estos miRNA con WT1 como gen diana presentan
patrones de expresion diferentes y podrian desempefiar un papel

regulador en la hematopoyesis y la diferenciacion celular.

En relacion al impacto prondstico en lineas generales de estos
MIiRNA en la LMA se vio que era la infraexpresién de los mismos la que
conferia un mejor prondstico. En concreto, la infraexpresion de los miR-
223, miR-425, miR-500 y miR-1307 impactd positivamente en la
supervivencia de la serie global. Esto puede ser debido en parte a que
la infraexpresién de los miR-223 y miR-500 se encuentran con mayor
frecuencia en el subgrupo de pacientes jévenes y la infraexpresion del
miR-425 en pacientes sin leucocitosis al diagnéstico. Ademas éstos
miRNA y algin otro se asociaron también con un aumento en la
supervivencia, fundamentalmente en los subgrupos de CN, menores de
60 afos, del grupo de riesgo citogenético intermedio y del subgrupo de
la FAB M5. Teniendo en cuenta que el principal cajon desastre a la hora
de estratificar a los pacientes con LMA segun el riesgo lo constituyen los
pacientes de CN vy, por extension, los del grupo de riesgo citogenético
intermedio, el uso de miRNA podria permitir una mejor caracterizacion

de estos pacientes, con las consecuencias que de ello se derivan.

6.6. Asociaciones

Los resultados de este estudio muestran una correlacién directa
entre la expresion de WT1 total y la expresion de las isoformas A, By C.
Ademas, se observo una correlacién inversa entre la expresion de WT1

total y la expresion de los miR-132, miR-188 y miR-1307. Por lo tanto se
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podria sugerir que la sobreexpresion de WT1 total observada en la LMA
pudiera ser debida a un aumento de la expresion de las isoformas A, B
y C vy, posiblemente, influenciado por la infraexpresion de los miR-132,
miR-188 y miR1307. Sin embargo, no parece existir relacién entre la
expresion de WT1 y la presencia de mutaciones y/o SNP en el gen, al
contrario de lo sugerido recientemente por Luo y cols. que encontraron
un aumento en los niveles de expresién de WT1 en la poblacién WT1°¢
(Luo et al, 2014). Una explicacion de estos resultados discrepantes en
lo concerniente a WT1 serian las posibles diferencias en cuanto a las
caracteristicas de los pacientes entre cohortes o la variabilidad
interensayo que puede existir entre las diferentes técnicas. Ademas, las
complejas interacciones entre el estado de SNP WTL1, el estado
mutacional, los niveles de expresion total o de cada una de sus
isoformas y la multitud de otros factores prondsticos moleculares y

epigenéticos pueden complicar los resultados.

Por otra parte, en este estudio se demuestra que la expresion de
algunos miRNA puede afectarse por determinadas variaciones del gen
como las mutaciones de WT1, donde se observa una mayor expresion
del miR-424 o los pacientes heterocigotos para el alelo menor del SNP
rs16754, que presentan mayor expresion de los miR-223, miR-500 y
miR-941. Otro estado que parece influir en la expresion de
determinados miRNA es la expresion de las isoformas, encontrandose
mayor expresion del miR-424 en los que sobreexpresan la isoforma Ay,
curiosamente, una menor expresion de los miR-503 y miR-132 en los

gue sobreexpresan las isoformas C y D, respectivamente.
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1. Enrelacion con la expresion total de WT1:

a.

La expresion de WT1 total se encuentra aumentada en la
LMA en comparacién con las células CD34+ de SCU de

controles sanos.

La sobreexpresion de WT1 confiere una peor SLRy SLE
al subgrupo de pacientes con LMA indiferenciada (MO de

la clasificacion FAB).

2. En relacion con la expresion de las isoformas principales de

WT1:

a.

Se ha disefiado un método eficiente y econémico basado
en el andlisis de fragmentos para cuantificar la expresion

relativa de cada isoforma en una Unica PCR.

La expresion de la isoforma D de WT1l es la
predominante, tanto en LMA como en controles de
células CD34+ de SCU. Sin embargo, dicha expresion es
significativamente menor en la LMA comparado con su

contrapartida normal.

Hay una correlaciébn positiva entre los niveles de
expresion de WT1 total y los niveles de expresion de las

isoformas A, By C en la LMA, pero no con la isoforma D.

La sobreexpresion de la isoforma D tiene un impacto
favorable en la supervivencia de los pacientes con LMA.
Ademas, la sobreexpresion de la isoforma C confiere una
mejor SG a los pacientes del subgrupo de riesgo
citogenético intermedio, mientras que la sobreexpresion
de la isoforma A confiere una peor SG y SLE a los

pacientes del grupo de riesgo desfavorable.

3. Enrelaciéon con las variaciones genéticas de WT1:

a.

El método de High Resolution Melting se ha mostrado

muy util en el rastreo de variaciones de la secuencia del
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gen WT1, mostrando una alta sensibilidad vy

especificidad.

b. La frecuencia de mutaciones de WT1 en nuestra serie de
pacientes con LMA fue baja (4%) y similar a lo reportado

en la literatura.

c. En la serie global no se encontr6 un impacto prondstico
adverso de las mutaciones de WT1, pero si en los
subgrupos de pacientes jévenes, de riesgo citogenético
desfavorable o la LMA con maduracion (M2 de la

clasificacion FAB).

d. La frecuencia del SNP rs16754 en nuestra serie (31%)

coincide con la descrita en la poblacién caucésica.

e. El SNP rs16754 no mostr6 impacto sobre el prondstico

en la LMA de novo.
4. En relacion con la regulacién epigenética de WT1.:

a. De los 11 miRNA involucrados en la regulacion
epigenética de WTL, los miR-424 y miR-1307 resultaron
estar infraexpresados, mientras que el miR-132 esta
sobreexpresado en la LMA en comparacion con las
células CD34+ de SCU.

b. Se observd una relacion inversa entre la expresion de
WT1 total y la expresion de los miR-132, miR-188 y miR-
1307, sugiriendo un posible papel regulador de estos

mMiRNA sobre la expresion de WT1.

c. La infraexpresion de los miR-223, miR-425, miR-500 y
miR-1307 mostré un impacto prondstico favorable en la
LMA.
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Tabla 47. Comparacion de caracteristicas en los pacientes de acuerdo a la

expresion de las isoformas de WT1

Baja Alta

Isoforma A N (%) N (%) P
N 26 86

Edad, afios (rango) 62(17-79) 61(17-91) 0,589
<60 10 (40) 42 (49)

>60 15 (60) 45 (51) 0436
Sexo 0,323
Hombre 17 (68) 49 (57)

Mujer 8 (32) 37 (43)

Grupo de riesgo citogenético 0,862
Favorable 2 (10) 9(12)

Intermedio 16 (76) 54 (70)

Adverso 3(14) 14 (18)

Cariotipo normal 11 (52) 39 (51) 0,888
FAB 0,261
MO 6 (25) 6 (7)

M1 0 26 (30)

M2 8 (33) 18 (21)

M4 5 (21) 22 (25)

M5 3(13) 9 (10)

M6 1(4) 4 (5)

M7 0 0

Bifenotipica 1(4) 0

No clasificada 0 2(2)

Recuento leucocitos (><109/L) 0,285
Mediana 9,3 16,8

Rango 1,3-342 0,6-396
Recuento plaquetar (x10%L) 0,764
Mediana 53 54

Rango 21-336 4-572
Hemoglobina (g/dL) 0,676
Mediana 9,2 8,85

Rango 6,6-16,6 4-14,2

PMN 0,336
Mediana 14,2 13,35

Rango 0-80,3 0-88

% blastos SP 0,008
Mediana 22 57

Rango 0-98 0-100

FLT3-ITD 0,401
Positivo 3(14) 18 (22)
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Negativo

NPM1

Mutado

Wild-type
FLT3-ITD/NPML1 estatus
FLT3-ITD neg/NPM1 pos
FLT3-ITD pos /INPM1 neg

FLT3-ITD neg / NPM1 neg
FLT3-ITD pos / NPM1 pos

CEBPA
Mutado
Wild-type
FLT3-D835

Positivo
Negativo

Isoforma B

N
Edad, afios (rango)

<60
>60

Sexo

Hombre
Mujer

Grupo de riesgo citogenético

Favorable
Intermedio
Adverso

Cariotipo normal

FAB

MO

M1

M2

M4

M5

M6

M7

Bifenotipica

No clasificada

Recuento leucocitos (x10%L)

Mediana
Rango

Recuento plaquetar (><109/L)
Mediana

19 (86)

5 (23)
17 (77)

4 (18)
2(9)
15 (68)
1(5)

2 (18)
9 (82)

1 (5)
20 (95)

Baja

26
62(17-79)

11 (44)
15 (56)

15 (56)
11 (44)

2 (9)
16 (73)
4 (18)

12 (55)

4 (15)
2 (8)
7 (27)
8 (31)
3 (11)
1(4)
0
0
1 (4)

6,65
0,6-342

51

182

65 (78)

36 (46)
43 (54)

23 (29)
5 (6)
38 48)
13 (17)

2 (5)
40 (95)

5 (6)
76 (94)

Alta

86

61(17-91)

41 (48)
45 (52)

52 (60)
34 (40)

9 (12)
54 (71)
13 (17)

38 (50)

8 (10)
24 (28)
19 (22)
19 (22)
9 (11)
4 (5)
0
1(1)
1(1)

18,9
0,9-396

53,5

0,054

0,257

0,187

0,807

0,877
0,746

0,689

0,936

0,707
0,917

0,171

0,816
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Rango 21-336 4-572
Hemoglobina (g/dL) 0,594
Mediana 9,15 8,8
Rango 6,6-13,6 4-16,6
PMN 0,376
Mediana 14,1 14
Rango 0-80,3 0-88
% blastos SP 0,001
Mediana 11,5 59
Rango 0-86 0-100
FLT3-ITD 0,230
Positivo 3 (13) 18 (22)
Negativo 21 (87) 63 (78)
NPM1 0,407
Mutado 8 (33) 33 (43)
Wild-type 16 (67) 44 (57)
FLT3-ITD/NPM1 estatus 0,475
FLT3-ITD neg / NPM1 pos 7 (29) 20 (26)
FLT3-ITD pos / NPM1 neg 2 (8) 5 (6)
FLT3-ITD neg / NPM1 neg 14 (59) 39 (51)
FLT3-ITD pos / NPM1 pos 1(4) 13 (17)
CEBPA 0,579
Mutado 1(10) 3(7)
Wild-type 9 (90) 40 (93)
FLT3-D835 0,567
Positivo 1(4) 5 (6)

ﬂativo 23 (96) 73 (94)
Isoforma C Baja Alta P
N 19 93
Edad, afios (rango) 63(31-79) 61(17-91) 0,287
<60 7 (37) 45 (49)
>60 12 (63) a7 (51 9337
Sexo 0,879
Hombre 11 (58) 55 (60)
Mujer 8 (42) 37 (40)
Grupo de riesgo citogenético 0,799
Favorable 2(12) 9 (11)
Intermedio 13 (76) 57 (70)
Adverso 2(12) 15 (19)
Cariotipo normal 8 (47) 42 (52) 0,719
FAB 0,088
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MO 4 (21) 8(9)

M1 0 26 (28)

M2 6 (32) 20 (22)

M4 5 (26) 22 (24)

M5 2 (11) 10 (11)

M6 1(5) 4 (4)

M7 0 0

Bifenotipica 1(5) 0

No clasificada 0 2(2)

Recuento leucocitos (><109/L) 0,395
Mediana 9,3 14,7

Rango 1,5-118 0,6-396

Recuento plaquetar (><109/L) 0,431
Mediana 45 54

Rango 21-151 4-572
Hemoglobina (g/dL) 0,672
Mediana 9 8,9

Rango 7,4-13,6 4-16,6

PMN 0,378
Mediana 14,2 13,85

Rango 0-80,3 0-88

% blastos SP 0,109
Mediana 28 48

Rango 0-98 0-100

FLT3-ITD 0,598
Positivo 3(19) 18 (20)

Negativo 13 (81) 71 (80)

NPM1 0,133
Mutado 4 (25) 37 (44)

Wild-type 12 (75) 48 (56)
FLT3-ITD/NPM1 estatus 0,088
FLT3-ITD neg / NPM1 pos 4 (25) 23 (27)

FLT3-ITD pos / NPM1 neg 3(19) 4 (5)

FLT3-ITD neg / NPM1 neg 9 (56) 44 (52)

FLT3-ITD pos / NPM1 pos 0 14 (16)

CEBPA 0,664
Mutado 0 4 (8)

Wild-type 5 (100) 44 (92)
FLT3-D835 0,651
Positivo 1(6) 5 (6)

Negativo 15 (94) 81 (94)

Isoforma D Baja Alta P

N 92 20

Edad, afios (rango) 62(17-91) 56(28-88) 0,490
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<60
>60

Sexo

Hombre

Mujer

Grupo de riesgo citogenético
Favorable

Intermedio
Adverso

Cariotipo normal

FAB

MO

M1

M2

M4

M5

M6

M7

Bifenotipica

No clasificada
Recuento leucocitos (x10%/L)
Mediana

Rango

Recuento plaquetar (x10°/L)
Mediana

Rango
Hemoglobina (g/dL)
Mediana

Rango

PMN

Mediana

Rango

% blastos SP

Mediana
Rango

FLT3-ITD

Positivo
Negativo

NPM1

Mutado
Wild-type

FLT3-ITD/NPM1 estatus

185

40 (44)
52 (56)

56 (60)
36 (40)

9 (11)
56 (69)
16 (20)

39 (48)

11 (12)
23 (25)
18 (20)
23 (25)
10 (11)
5 (5)
0
1(1)
1(1)

14,3
0,6-396

53
4-572

5-16,6

14
0-88

45
0-100

16 (19)
70 (81)

32 (39)
51 (61)

12 (60)
8 (40)

11 (55)
9 (45)

2 (12)
14 (82)
1 (6)

11 (65)

1 (5)
3 (16)
8 (42)
4 (21)
2 (11)
0
0
0
1 (5)

18,55
1,3-342

53,5
24-336

4-13,6

12
0-42

26,5
0-98

5 (26)
14 (74)

9 (50)
9 (50)

0,193

0,654

0,385

0,214
0,409

0,954

0,895

0,963

0,446

0,995

0,447

0,370

0,189
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FLT3-ITD neg / NPM1 pos 23 (28) 4 (22)

FLT3-ITD pos / NPM1 neg 7 (8) 0

FLT3-ITD neg / NPM1 neg 44 (53) 9 (50)

FLT3-ITD pos / NPM1 pos 9(11) 5 (28)

CEBPA 0,066
Mutado 1(2) 3(23)

Wild-type 39 (98) 10 (77)
FLT3-D835 0,325
Positivo 6 (7) 0

Negativo 79 (93) 17 (100)

Tabla 48. Comparacidn de caracteristicas basales de los pacientes seglin

la expresion de los miRNA

miRNA-132
Caracteristicas P
Baja Alta
Total 101 34
Edad, afios (rango) 57(17-91) 63 (28-77) 0,121
<60 60 (59) 13 (38)
>60 41 (40) 21 (62) 0,032
Sexo 0,397
Hombre 57 (56) 22 (65)
Mujer 44 (44) 12 (35)
Grupo de riesgo citogenético 0,290
Favorable 11 (14) 2 (6)
Intermedio 54 (69) 26 (84)
Adverso 13 (17) 3 (10)
Cariotipo normal 44 (56) 15 (48) 0,448
FAB 0,696
MO 5 (6) 3(9
M1 23 (26) 5(16)
M2 18 (20) 7 (22)
M4 18 (20) 11 (34)
M5 15 (17) 5 (16)
M6 6 (7) 1(3)
M7 0 0
Bifenotipica 2(2) 0
No clasificada 2(2) 0
Recuento leucocitos (x10%L) 0,301
Mediana 11,6 22,93
Rango 0-396 1-209
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Recuento plaquetar (><109/L)

Mediana
Rango

Hemoglobina (g/dL)

Mediana
Rango

PMN

Mediana
Rango

% blastos SP

Mediana
Rango

FLT3-ITD

Positivo
Negativo

NPM1

Mutado
Wild-type
FLT3-ITD/NPM1 estatus

FLT3-ITD neg / NPM1 pos
FLT3-ITD pos / NPM1 neg
FLT3-ITD neg / NPM1 pos
FLT3-ITD pos / NPM1 neg

CEBPA
Mutado
Wild-type
FLT3-D835

Positivo
Negativo

miRNA-223
Mediana
Rangos
miRNA-188

Mediana
Rangos

mMiRNA-193
Mediana
Rangos
miRNA-324

Mediana
Rangos

MiRNA-424

Mediana
Rangos

61
6-572

9,2
4-13,5

18
0-88

52,5
0-100

19 (20)
74 (80)

39 (43)
51 (57)

14 (38)
2(5)
17 (46)
4 (11)

5 (15)
28 (85)

4 (6)
64 (94)

1,7996

0,2827-85,4227

0,8467

0,118-9,854

0,9979

0,052-17,975

0,629

0,079-10,517

0,258

0,0044-2325,99
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51
7-213

9,95
5,8-16,6

15
1-88

45
0-91

6 (19)
26 (81)

10 (32)
21 (68)

3 (23)
1(8)
7 (54)
2 (15)

1 (9)
10 (91)

0
20 (100)

5,632
0,292-46,273

1,5017
0,3306-68,77

2,1534
0,4476-68,06

1,345
0,3046-14,88

0,5037
0,0388-3,418

0,308

0,089

0,875

0,338

0,838

0,279

0,803

0,612

0,267

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

0,002




Anexo

MiRNA-425 <0,001

Mediana 0,696 1,1614

Rangos 0,0844-3,7012  0,1997-4,698

mMiRNA-500 <0,001

Mediana 0,2242 0,5144

Rangos 0,0316-2,795 0,0736-8,085

miRNA-503 0,013

Mediana 0,1757 0,4418

Rangos 0,0062-5,4107  0,0165-2,659

mMiRNA-941 <0,001

Mediana 0,5635 1,8038

Rangos 0,1231-5,733 0,3058-20,2

miRNA-1307 <0,001

Mediana 0,4289 1,7377

Rangos 0,0606-3,753 0,2265-19,77

miRNA-188

Caracteristicas P
Baja Alta

Total 101 34

Edad, afios (rango) 58 (17-91) 61 (28-83) 0,393

<60 55 (55) 18 (53)

>60 46 (45) 16 (47) 0878

Sexo 0,657

Hombre 58 (57) 21 (62)

Mujer 43 (43) 13 (38)

Grupo de riesgo citogenético 0,124

Favorable 12 (15) 1(3)

Intermedio 54 (68) 26 (87)

Adverso 13 (17) 3 (10)

Cariotipo normal 40 (68) 19 (32) 0,235

FAB 0,794

MO 7(8) 1(3)

M1 19 (21) 9 (28)

M2 18 (20) 7 (22)

M4 21 (24) 8 (25)

M5 15 (17) 5 (16)

M6 6 (7) 1(3)

M7 0 0

Bifenotipica 2(2) 1(3)

No clasificada 1(1) 0

Recuento leucocitos (x10%L) 0,280

Mediana 13,85 22,9

Rango 0-396 1-337

Recuento plaquetar (x10°/L) 0,715
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Mediana
Rango

Hemoglobina (g/dL)
Mediana

Rango

PMN

Mediana
Rango

% blastos SP

Mediana
Rango

FLT3-ITD

Positivo
Negativo

NPM1

Mutado
Wild-type

FLT3-ITD/NPM1 estatus

FLT3-ITD neg / NPM1 pos
FLT3-ITD pos / NPM1 neg
FLT3-ITD neg / NPM1 pos
FLT3-ITD pos / NPM1 neg

CEBPA

Mutado
Wild-type

FLT3-D835

Positivo
Negativo

mMiRNA-132

Mediana
Rangos

mMiRNA-223
Mediana
Rangos

mMiRNA-188

Mediana
Rangos

MiRNA-193

Mediana
Rangos

mMiRNA-324

Mediana
Rangos

54
7-572

9,2
4-16,6

18
0-88

48
0-100

16 (17)
76 (83)

36 (41)
52 (59)

14 (36)
1(3)
20 (51)
4 (10)

4 (11)
31 (89)

4 (6)
65 (94)

2,0118
0,0031-13,73

1,9825
0,3438-37,505

0,7782
0,118-1,582

0,9365
0,0519-17,9755

0,6269
0,079-10,5174
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58
6-150

9,4
5,5-14,2

15
0-62

63,5
0-98

9 (27)
24 (73)

13 (39)
20 (61)

3 (27)
2 (18)
4 (36)
2 (18)

2 (22)
7 (78)

0
19 (100)

4,39
1,003-28,29

3,054
0,2827-
85,423

2,37

1,586-68,768

2,598
0,8615-
68,059

1,4086
0,3617-
14,884

0,372

0,523

0,479

0,223

0,880

0,210

0,400

0,283

<0,001

0,063

<0,001

<0,001

<0,001
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MiRNA-424 <0,001
Mediana 0,2407 %7117%6
Rangos 0,0044-1,6654 2325,99
miRNA-425 0,002
Mediana 0,7788 1,386
Rangos 0,0844-4,698 0,1885-4,209
miRNA-500 <0,001
Mediana 0,2043 0,5645
Rangos 0,0316-1,4668  0,1965-8,085
miRNA-503 0,001
Mediana 0,1681 0,5135
Rangos 0,0062-5,4107  0,0556-2,659
MiRNA-941 <0,001
Mediana 0,5666 2,1522
Rangos 0,1231-3,3704  0,454-20,199
miRNA-1307 <0,001
Mediana 0,4289 (};3655?29
Rangos 0,0606-3,5199 19.773
miRNA-193

Caracteristicas P

Baja Alta
Total 101 34
Edad, afios (rango) 57 (17-83) 63 (20-91) 0,186
<60 58 (57) 15 (44)
>60 43 (43) 19 (56) 0.178
Sexo 0,967
Hombre 59 (58) 20 (59)
Mujer 42 (42) 14 (41)
Grupo de riesgo citogenético 0,093
Favorable 6 (8) 7 (22)
Intermedio 58 (75) 22 (69)
Adverso 13 (17) 3(9)
Cariotipo normal 45 (58) 14 (44) 0,161
FAB 0,021
MO 6 (6) 2(7)
M1 19 (20) 9 (33)
M2 20 (21) 5(19)
M4 21 (23) 8 (30)
M5 17 (18) 3(11)
M6 7(8) 0
M7 0 0
Bifenotipica 2(2) 0
No clasificada 2(2) 0
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Recuento leucocitos (x10%L)

Mediana
Rango

Recuento plaquetar (x10%/L)

Mediana
Rango

Hemoglobina (g/dL)

Mediana
Rango

PMN

Mediana
Rango

% blastos SP

Mediana
Rango

FLT3-ITD

Positivo
Negativo

NPM1

Mutado
Wild-type
FLT3-ITD/NPM1 estatus

FLT3-ITD neg / NPM1 pos
FLT3-ITD pos / NPM1 neg
FLT3-ITD neg / NPM1 pos
FLT3-ITD pos / NPM1 neg

CEBPA

Mutado
Wild-type

FLT3-D835

Positivo
Negativo

mMiRNA-132

Mediana
Rangos

MiRNA-223

Mediana
Rangos

mMiRNA-188

Mediana
Rangos
miRNA-324

Mediana
Rangos

22,86
1-396

54
6-572

9,21
4-13,5

19
0-88

47,5
0-100

17 (18)
77 (82)

40 (43)
53 (57)

16 (36)
2 (4)
22 (49)
5 (11)

5 (13)
34 (87)

4 (5)
69 (95)

1,969
0,0031-28,29

2,301
0,3389-85,423

0,8467
0,118-9,854

0,673
0,079-10,52
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0,260

13,05
0-209

0,995

54,5
7-242

0,125

9,75
6,5-16,6

0,153
12
1-20
0,603
64
0-93
0,351
8 (26)
23 (74)
0,304
9 (32)
19 (68)
0,474
1 (20)
1 (20)
2 (40)
1 (20)

0,538

1 (20)
4 (80)

0
15 (100)

<0,001

5,256
0,889-25,52

0,814

2,681
0,2827-
46,273
<0,001

1,681
0,5326-
68,768
<0,001

1,354
0,3045-
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14,884
miRNA-424 <0,001
Mediana 0,2407 817(?2267
Rangos 0,0044-1,7788 23259
MiRNA-425 0,004
Mediana 0,748 1,0197
Rangos 0,0844-4,698 0,1997-4,209
miRNA-500 <0,001
Mediana 0,2308 835557_
Rangos 0,0316-2,795 80846
miRNA-503 <0,001
Mediana 0,1599 000?863‘;'3
Rangos 0,0062-5,4107 2 659
MiRNA-941 <0,001
Mediana 0,5882 51121??15
Rangos 0,1366-5,7327 20,199
miRNA-1307 <0,001
Mediana 0,4255 011528897
Rangos 0,0606-3,332 19.773

miRNA-223
Caracteristicas P
Baja Alta

Total 101 34
Edad, afios (rango) 57 (17-91) 64 (35-83) 0,032
<60 60 (59) 13 (38)
>60 41 (40) 21 (62) 0,032
Sexo 0,445
Hombre 61 (60) 18 (53)
Mujer 40 (40) 16 (47)
Grupo de riesgo citogenético 0,220
Favorable 12 (15) 14
Intermedio 57 (69) 23 (85)
Adverso 13 (16) 3(11)
Cariotipo normal 43 (52) 16 (59) 0,537
FAB 0,163
MO 7(8) 1(3)
M1 24 (27) 4 (12)
M2 18 (20) 7 (22)
M4 16 (18) 13 (41)
M5 14 (16) 6 (19)
M6 6 (7) 1(3)
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Anexo

M7
Bifenotipica
No clasificada

Recuento leucocitos (x10%/L)

Mediana
Rango

Recuento plaquetar (x10°/L)

Mediana
Rango

Hemoglobina (g/dL)

Mediana
Rango

PMN

Mediana
Rango

% blastos SP

Mediana
Rango

FLT3-ITD

Positivo
Negativo

NPM1

Mutado
Wild-type

FLT3-ITD/NPM1 estatus

FLT3-ITD neg / NPM1 pos
FLT3-ITD pos / NPM1 neg
FLT3-ITD neg / NPM1 pos
FLT3-ITD pos / NPM1 neg

CEBPA
Mutado
Wild-type
FLT3-D835

Positivo
Negativo

mMiRNA-132

Mediana
Rangos

mMiRNA-188

Mediana
Rangos

miRNA-193

Mediana
Rangos

2 (2)
2(2)

12,35
0-396

54
13-572

9,15
4-16,6

18
0-88

59,5
0-100

21 (23)
71 (77)

41 (46)
48 (54)

15 (40)
2 (5)
15 (40)
6 (15)

4 (12)
30 (88)

4 (6)
61 (94)

1,8349
0,0031-25,52

0,8467
0,118-68,768

1,0486
0,0519-68,06
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22,9
1-209

54,95
6-336

9,75
5,8-14,2

20
1-88

28
0-91

4 (12)
29 (88)

8 (25)
24 (75)

2 (17)

1(8)

9 (75)
0

2 (20)
8 (80)

0
23 (100)

4,9
1,765-28,29

1,375
0,3306-
10,539

1,764
0,4164-
13,388

0,189

0,982

0,246

0,547

0,385

0,142

0,037

0,120

0,505

0,223

<0,001

0,018

0,041
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miRNA-324 <0,001
Mediana 0,6411 1,358
Rangos 0,079-14,884 0,43-9,79
miRNA-424 0,005
Mediana 0,2649 g ggfg
Rangos 0,0044-4,302 2325.9
MiRNA-425 <0,001
Mediana 0,748 1,3946
Rangos 0,0844-2,877 0,2259-4,698
miRNA-500 0,004
Mediana 0,2333 0,4518
Rangos 0,0316-8,0846  0,0736-4,186
mMiRNA-503 <0,001
Mediana 0,1599 0,6806
Rangos 0,0062-5,4107 0,0217-4,175
MiRNA-941 <0,001
Mediana 0,5676 013?5595
Rangos 0,1231-13,945 20,199
miRNA-1307 <0,001
Mediana 0,434 321;3223
Rangos 0,606-19,773 14,672
miRNA-324

Caracteristicas P

Baja Alta
Total 102 33
Edad, afios (rango) 57 (17-91) 63 (34-76) 0,090
<60 60 (59) 13 (39)
>60 42 (41) 20 (61) 0,052
Sexo 0,779
Hombre 59 (58) 20 (59)
Mujer 43 (42) 13 (41)
Grupo de riesgo citogenético 0,152
Favorable 11 (14) 2(7)
Intermedio 54 (68) 26 (87)
Adverso 14 (18) 2(7)
Cariotipo normal 42 (53) 17 (57) 0,743
FAB 0,785
MO 7(8) 1(3)
M1 22 (24) 6 (20)
M2 19 (21) 6 (20)
M4 18 (20) 11 (35)
M5 15 (17) 5 (16)
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M6

M7
Bifenotipica
No clasificada

Recuento leucocitos (x10%/L)

Mediana
Rango

Recuento plaquetar (><109/L)

Mediana
Rango

Hemoglobina (g/dL)

Mediana
Rango

PMN

Mediana
Rango

% blastos SP

Mediana
Rango

FLT3-ITD

Positivo
Negativo

NPM1

Mutado
Wild-type

FLT3-ITD/NPM1 estatus

FLT3-ITD neg / NPM1 pos
FLT3-ITD pos / NPM1 neg
FLT3-ITD neg / NPM1 pos
FLT3-ITD pos / NPM1 neg

CEBPA

Mutado
Wild-type

FLT3-D835

Positivo
Negativo

mMiRNA-132

Mediana
Rangos

miRNA-223

Mediana
Rangos

mMiRNA-188

Mediana
Rangos

5 (6)

2@)
2(2)

16,8
0-396

53,5
6-242

9,2
4-16,6

13
0-88

48
0-97

18 (20)
74 (80)

40 (45)
49 (55)

16 (39)
2(5)
18 (12)
5 (44)

5 (14)
31 (86)

4 (6)
63 (94)

1,9659
0,0031-28,29

1,8872
0,3389-19,18

0,7969
0,118-9,854
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2 (6)

0,515

7,76
1-209

0,224

65
17-572

0,210

9,7
7,8-14,2

0,282
22
1-88
0,420

64
0-100

0,839

0
26 (100)

0,096
9 (28)
23 (72)

0,396

1(11)
1(11)
6 (67)
1(11)
0,703
1(13)
7 (87)
0,252

0
21 (100)

<0,001

4,2928
0,029-25,62
<0,001
5,0597

0,2828-
85,423

<0,001

1,5896
0,4845-
68,768
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miRNA-193 <0,001
Mediana 0,9852 2,2719
Rangos 0,0519-17,976  0,7336-68,06
miRNA-424 <0,001
Mediana 0,2556 (?(?zgfg
Rangos 0,0044-2,6259 2325.9
MiRNA-425 <0,001
Mediana 0,6994 1,5557
Rangos 0,0844-2,171 0,1997-4,698
miRNA-500 <0,001
Mediana 0,21185 0,606
Rangos 0,0316-1,4668 0,1471-8,085
mMiRNA-503 <0,001
Mediana 0,1426 8531178
Rangos 0,0062-5,411 41754
MiRNA-941 <0,001
Mediana 0,5779 ggf;?_
Rangos 0,1231-3,660 20,199
mMiRNA-1307 <0,001
Mediana 0,4187 (}:?324?2
Rangos 0,0606-3,529 19.773
MiRNA-424

Caracteristicas P

Baja Alta
Total 101 34
Edad, afios (rango) 61 (17-91) 58,5 (20-83) 0,482
<60 52 (52) 21 (62)
>60 49 (48) 13 (38) 0,298
Sexo 0,718
Hombre 60 (59) 19 (56)
Mujer 41 (41) 15 (44)
Grupo de riesgo citogenético 0,936
Favorable 9(12) 4 (13)
Intermedio 58 (74) 22 (71)
Adverso 11 (14) 5 (16)
Cariotipo normal 45 (58) 14 (45) 0,236
FAB 0,265
MO 5 (5) 3(11)
M1 22 (24) 6 (22)
M2 21 (23) 4 (14)
M4 18 (19) 11 (39)
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Anexo

M5

M6

M7
Bifenotipica
No clasificada

Recuento leucocitos (x10%/L)

Mediana
Rango

Recuento plaquetar (x10%/L)

Mediana
Rango

Hemoglobina (g/dL)

Mediana
Rango

PMN

Mediana
Rango

% blastos SP

Mediana
Rango

FLT3-ITD

Positivo
Negativo

NPM1

Mutado
Wild-type

FLT3-ITD/NPM1 estatus

FLT3-ITD neg / NPM1 pos
FLT3-ITD pos / NPM1 neg
FLT3-ITD neg / NPM1 pos
FLT3-ITD pos / NPM1 neg

CEBPA
Mutado
Wild-type
FLT3-D835

Positivo
Negativo

mMiRNA-132

Mediana
Rangos

miRNA-223
Mediana
Rangos

mMiRNA-188

Mediana
Rangos

16 (17)
7 (8)

2 (2)
2 (2)

15,75
0-396

55
7-572

9,2
4-16,6

19
0-88

45
0-100

17 (18)
78 (82)

40 (43)
52 (57)

15 (38)
2(5)
19 (48)
4 (10)

6 (16)
32 (84)

4 (6)
66 (94)

2,1498
0,0031-28,29

2,0179
0,3782-85,4227

0,8204
0,118-9,992
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4 (14)

[oNeny

21,4
2-209

54
6-198

9,4
5,8-14,20

12
2-82

67
0-95

8 (27)
22 (73)

9 (31)
20 (69)

2 (20)
1 (10)
5 (50)
2 (20)

0
6 (100)

0
18 (100)

3,2309
0,029-25,52

2,9862
0,2828-
46,273

1,5912
0,5211-

0,766

0,673

0,294

0,628

0,065

0,295

0,234

0,630

0,295

0,299

0,018

0,107

<0,001
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68,768
miRNA-193 <0,001
Mediana 0,9527 2,4324
Rangos 0,0519-8,973 0,5222-68,06
mMiRNA-324 <0,001
Mediana 0,6885 3;31;176
Rangos 0,0791-10,5174 14.884
MiRNA-425 0,001
Mediana 0,7025 1,1757
Rangos 0,0844-4,6981  0,1997-4,209
miRNA-500 <0,001
Mediana 0,2137 (())fols?gl
Rangos 0,0316-2,7949 80846
miRNA-503 <0,001
Mediana 0,1232 ey
Rangos 0,0062-1,8339 54107
MiRNA-941 <0,001
Mediana 0,6144 gfgf
Rangos 0,1366-6,6569 20199
miRNA-1307 <0,001
Mediana 0,4300 1,4487
Rangos 0,0606-6,6204  0,322-19,773

MiRNA-425
Caracteristicas P
Baja Alta

Total
Edad, afios (rango) 57,5 (17-91) 61 (30-83) 0,584
<60 56 (55) 17 (50)
>60 45 (45) 17 (50) 0,582
Sexo 0,397
Hombre 57 (56) 22 (65)
Mujer 44 (44) 12 (35)
Grupo de riesgo citogenético 0,015
Favorable 13 (16) 0
Intermedio 53 (66) 27 (93)
Adverso 14 (18) 2(7)
Cariotipo normal 41 (51) 18 (62) 0,316
FAB 0,267
MO 6 (7) 2 (6)
M1 22 (24) 6 (19)
M2 21 (23) 4 (13)

198




Anexo

M4

M5

M6

M7
Bifenotipica
No clasificada

Recuento leucocitos (x10°/L)

Mediana
Rango

Recuento plaquetar (><109/L)

Mediana
Rango

Hemoglobina (g/dL)

Mediana
Rango

PMN

Mediana
Rango

% blastos SP

Mediana
Rango

FLT3-ITD

Positivo
Negativo

NPM1

Mutado
Wild-type

FLT3-ITD/NPM1 estatus

FLT3-ITD neg / NPM1 pos
FLT3-ITD pos / NPM1 neg
FLT3-ITD neg / NPM1 pos
FLT3-ITD pos / NPM1 neg

CEBPA

Mutado
Wild-type

FLT3-D835

Positivo
Negativo

mMiRNA-132

Mediana
Rangos

mMiRNA-223

Mediana
Rangos

miRNA-188
Mediana

18 (20)
13 (14)
7(9)

1(1)
2 (2)

9,9
0-396

55
7-336

9,2
4-13,5

18
0-62

48
0-98

15 (17)
76 (83)

39 (45)
48 (55)

15 (35)
1(2)
22 (51)
5 (12)

5 (15)
28 (85)

4 (6)
62 (94)

1,9947
0,0031-25,52

1,7333
0,2828-33,041

0,8015
199

11 (36)
7 (23)
0

1(3)
0
0,001

42,8
3-209

0,863

53,5
6-572

0,253

9,6
5,8-16,6

0,866
12
0-88
0,108

65
0-100

0,108
10 (29)
24 (71)

0,120

10 (29)
24 (71)

0,054

2 (29)
2 (29)
2 (29)
1(14)
0,527
1(9)
10 (91)
0,237

0
22 (100)

<0,001

4,2914
0,1162-28,29

<0,001

5,758
1,2749-
85,423

<0,001
1,5879
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Rangos 0,118-68,768 0,5218-

10,539
miRNA-193 <0,001
Mediana 0,9527 (}2998;3
Rangos 0,0519-68,0599 1’3,388
miRNA-324 <0,001
Mediana 0,6269 s
Rangos 0,0791-14,884 91,7936
miRNA-424 <0,001
Mediana 0,2609 oo
Rangos 0,0044-4,3017 2’325,9
miRNA-500 <0,001
Mediana 0,210 0,4946
Rangos 0,0316-8,0846  0,0736-4,186
miRNA-503 <0,001
Mediana 0,1599 0,6930
Rangos 0,0062-2,528 0,0217-5,411
MiRNA-941 <0,001
Mediana 0,5882 vl
Rangos 0,1234-13,945 2’0,199
mMiRNA-1307 <0,001
Mediana 0,4255 013?2773
Rangos 0,0606-19,773 1,4,672

miRNA-500
Caracteristicas P
Baja Alta

Total
Edad, afios (rango) 57 (17-91) 63 (32-76) 0,049
<
0 TEs ke o
Sexo 0,657
Hombre 58 (57) 21 (62)
Mujer 43 (43) 13 (38)
Grupo de riesgo citogenético 0,045
Favorable 13 (16) 0
Intermedio 55 (68) 25 (89)
Adverso 13 (16) 3(11)
Cariotipo normal 40 (49) 19 (68) 0,091
FAB 0,097
MO 79 1(3)
M1 21 (24) 7(21)

200




Anexo

M2

M4

M5

M6

M7
Bifenotipica
No clasificada

Recuento leucocitos (x10°%L)

Mediana
Rango

Recuento plaquetar (><109/L)

Mediana
Rango

Hemoglobina (g/dL)

Mediana
Rango

PMN

Mediana
Rango

% blastos SP

Mediana
Rango

FLT3-ITD

Positivo
Negativo

NPM1

Mutado

Wild-type
FLT3-ITD/NPM1 estatus

FLT3-ITD neg / NPM1 pos
FLT3-ITD pos / NPM1 neg
FLT3-ITD neg / NPM1 pos
FLT3-ITD pos / NPM1 neg

CEBPA
Mutado
Wild-type
FLT3-D835

Positivo
Negativo
miRNA-132

Mediana
Rangos

MiRNA-223

Mediana
Rangos

23 (26)
18 (20)
11 (12)
5(6)

1(1)
2 (2)

11,6
0-396

54
6-572

9,2
4-16,6

18
0-88

48
0-100

15 (16)
78 (84)

0
0

13 (33)
1(2)
22 (55)
4 (10)

6 (17)
29 (83)

3(4)
66 (96)

2,0118
0,0031-13,734

1,9825
0,2828-33,041
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2 (6)
11 (33)
9 (28)

2 (6)

1(3)

27,3
1-337

55,5
13-213

9,9
5,5-14,2

13,7
2-38

65
0-98

10 (31)
22 (69)

0
0

4 (40)
2 (20)
2 (20)
2 (20)

0
9 (100)

1(5)
18 (95)

4,5386
0,0161-28,29

3,0293
0,2921-
85,423

0,113

0,901

0,181

0,511

0,530

0,065

0,986

0,074

0,230

0,865

<0,001

0,087




Anexo

miRNA-188 <0,001
Mediana 0,7971 1,7547
Rangos 0,251-9,8537 0,118-88,768
miRNA-193 <0,001
Mediana 0,9979 Olgglsgl
Rangos 0,221-17,976 68,059
mMiRNA-324 <0,001
Mediana 0,6407 e
Rangos 0,0791-10,517 14,884
mMiRNA-424 0,025
Mediana 0,2797 gégjf
Rangos 0,0248-2325,9 34117
mMiRNA-425 <0,001
Mediana 0,7025 1,1730
Rangos 0,0844-2,171 0,1997-4,698
MiRNA-503 0,006
Mediana 0,1707 805;)4?77
Rangos 0,0062-5,411 41754
miRNA-941 <0,001
Mediana 0,6049 (}3?317;3
Rangos 0,1231-3,6325 20,199
miRNA-1307 <0,001
Mediana 0,4300 01055559
Rangos 0,0606-6,8109 19.773
miRNA-503

Caracteristicas P

Baja Alta
Total
Edad, afios (rango) 60 (17-91) 59,5 (20-77) 0,835
<60 54 (54) 19 (56)
>60 47 (46) 15 (44) 0,807
Sexo 0,718
Hombre 60 (59) 19 (56)
Mujer 41 (41) 15 (44)
Grupo de riesgo citogenético 0,173
Favorable 79 6 (19)
Intermedio 61 (78) 19 (61)
Adverso 10 (13) 6 (19)
Cariotipo normal 50 (85) 9 (15) 0,001
FAB 0,430
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Anexo

MO

M1

M2

M4

M5

M6

M7

Bifenotipica

No clasificada
Recuento leucocitos (><109/L)
Mediana

Rango

Recuento plaquetar (><109/L)
Mediana

Rango
Hemoglobina (g/dL)
Mediana

Rango

PMN

Mediana

Rango

% blastos SP
Mediana

Rango

FLT3-ITD

Positivo

Negativo

NPM1

Mutado

Wild-type
FLT3-ITD/NPM1 estatus

FLT3-ITD neg / NPM1 pos
FLT3-ITD pos / NPM1 pos
FLT3-ITD neg / NPM1 neg
FLT3-ITD pos / NPM1 neg

CEBPA
Mutado
Wild-type
FLT3-D835

Positivo
Negativo
miRNA-132

Mediana
Rangos

MiRNA-223

Mediana
Rangos

6 (7)
23 (25)
22 (24)
19 (21)
13 (14)

5 (6)

2(2)
1(1)

16,8
0-396

54
6-572

9,35
4-16,6

15
0-88

50
0-100

21 (22)
73 (78)

47 (52)
44 (48)

16 (42)
2 (5)
14 (37)
6 (16)

6 (16)
32 (84)

4 (6)
62 (94)

2,1498

0,0031-28,29

1,8066

0,3389-46,2729
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2(7)
5(17)
10 (35)
7 (24)
2(7)
2.(7)

1(3)

21,7
2-209

62
12-242

9,26
6,8-14,2

22
0-82

55,5
0-97

4 (13)
27 (87)

2(7)
28 (93)

1(8)
1(8)
10 (83)

0
6 (100)

0
22 (100)

3,2865

0,029-25,521

3,2069
0,2828-

0,407

0,373

0,896

0,439

0,791

0,191

<0,001

0,027

0,295

0,237

0,018

0,006




Anexo

85,423
miRNA-188 0,088
Mediana 0,9275 (}3957;335
Rangos 0,1180-10,539 68,768
miRNA-193 0,004
Mediana 1,0486 01167371
Rangos 0,0519-12,60 88,059
miRNA-324 <0,001
Mediana 0,6407 01 52723?
Rangos 0,0791-9,3631 14.883
mMiRNA-424 <0,001
Mediana 0,2318 827?5?3
Rangos 0,0044-2323,9 4.3017
MiRNA-425 0,005
Mediana 0,7091 gfgg;)
Rangos 0,0844-4,6981 4.2093
miRNA-500 0,027
Mediana 0,2382 gfggg’
Rangos 0,0316-1,8832 8 0846
miRNA-941 0,002
Mediana 0,6359 311223?
Rangos 0,1366-9,8855 20.199
miRNA-1307 0,002
Mediana 0,4342 0,7381
Rangos 0,0606-14,6722 0,210-19,773

mMiRNA-941
Caracteristicas P
Baja Alta

Total
Edad, afios (rango) 57 (17-91) 63 (30-76) 0,180
<60 58 (57) 15 (44)
>60 43 (43) 19 (56) 0.178
Sexo 0,445
Hombre 61 (60) 18 (53)
Mujer 40 (40) 16 (47)
Grupo de riesgo citogenético 0,175

204




Anexo

Favorable
Intermedio
Adverso

Cariotipo normal

FAB

MO

M1

M2

M4

M5

M6

M7
Bifenotipica
No clasificada

Recuento leucocitos (x10%/L)

Mediana
Rango
Recuento plaquetar (><109/L)

Mediana
Rango

Hemoglobina (g/dL)

Mediana
Rango

PMN

Mediana
Rango

% blastos SP

Mediana
Rango

FLT3-ITD

Positivo
Negativo

NPM1

Mutado
Wild-type

FLT3-ITD/NPM1 estatus

FLT3-ITD neg / NPM1 pos
FLT3-ITD pos / NPM1 neg
FLT3-ITD neg / NPM1 pos
FLT3-ITD pos / NPM1 neg

CEBPA

Mutado
Wild-type

FLT3-D835

Positivo
Negativo

12 (15)
54 (69)
12 (15)

44 (56)

70
23 ()
19 ()
16 ()
15 ()

60

10
2()

15,75
0-396

54
6-572

9,2
4-16,6

18
0-88

48
0-100

17 (18)
76 (82)

39 (44)
50 (56)

16 (42)
1(3)
17 (45)
4 (11)

4 (11)
32 (89)

4 (6)
64 (94)
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1(3)
26 (84)
4 (13)

15 (48)

10
50
6()
13 ()
50
10

10
00

21,4
1-209

60,5
12-336

9,4
5,5-14,2

15
1-56

61,5
0-91

8 (25)
24 (75)

10 (31)
22 (69)

1(8)
2 (17)
7 (58)
2 (17)

2 (25)
6 (75)

0
20 (100)

0,448
0,236

0,509

0,234

0,801

0,762

0,900

0,412

0,214

0,082

0,300

0,267




Anexo

miRNA-132 <0,001

Mediana 2,0036 e

Rangos 0,0031-28,29 25 521

miRNA-223 <0,001

Mediana 1,9083 81283(3);;

Rangos 0,3438-19,181 85,423

miRNA-188 <0,001

Mediana 0,7967 iy

Rangos 0,118-9,8537 68,768

miRNA-193 <0,001

Mediana 0,9365 552365-

Rangos 0,0519-17,9755 68,059

mMiRNA-324 <0,001

Mediana 0,6269 01;13267

Rangos 0,0791-10,517 14.884

MiRNA-424 <0,001

Mediana 0,2407 8532853

Rangos 0,0044-1,6654 2325.9

mMiRNA-425 <0,001

Mediana 0,7788 Py

Rangos 0,0844-2,1397 4.6981

miRNA-500 <0,001

Mediana 0,2067 gffgzl

Rangos 0,0316-1,4668 80846

miRNA-503 <0,001

Mediana 0,1251 0,6930

Rangos 0,0062-5,4107 0,0165-2,659

mMiRNA-1307 <0,001

Mediana 0,4289 013?3393

Rangos 0,0606-2,8898 19,773

miRNA-1307

Caracteristicas P
Baja Alta

Total

Edad, afios (rango) 57 (17-91) 63 (30-83) 0,094

<60 59 (58) 14 (41)

>60 42 (42) 20 (59) 0,081
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Sexo

Hombre

Mujer

Grupo de riesgo citogenético

Favorable
Intermedio
Adverso

Cariotipo normal

FAB

MO

M1

M2

M4

M5

M6

M7
Bifenotipica
No clasificada

Recuento leucocitos (x10°/L)

Mediana
Rango

Recuento plaquetar (><109/L)

Mediana
Rango

Hemoglobina (g/dL)

Mediana
Rango

PMN

Mediana
Rango

% blastos SP

Mediana
Rango
FLT3-ITD

Positivo

Negativo

NPM1

Mutado

Wild-type
FLT3-ITD/NPM1 estatus

FLT3-ITD neg / NPM1 pos
FLT3-ITD pos / NPM1 neg
FLT3-ITD neg / NPM1 pos
FLT3-ITD pos / NPM1 neg

CEBPA

Mutado
Wild-type

62 (61)
39 (39)

12 (15)
51 (66)
15 (19)

41 (53)

60
22 ()

16 ()
20 ()
14 ()
70
2()
2()

13,85
0-396

55
7-572

9,2
4-16,6

18,5
0-88

55
0-100

17 (18)
76 (82)

39 (44)
50 (56)

15 (35)
2 (5)
21 (49)
5 (12)

4 (11)
33 (89)
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17 (50)
17 (50)

1(3)
29 (94)
1(3)

18 (58)

2()
60
9()
9()
60

o' O

22,9
1-209

54
6-336

9,4
5,8-14,2

13,5
1-56

43
0-91

8 (25)
24 (75)

10 (31)
22 (69)

2(29)
1(14)
3(43)
1(14)

2 (29)
5 (71)

0,244

0,011

0,603
0,485

0,331

0,883

0,579

0,534

0,510

0,412

0,214

0,781

0,238




Anexo

FLT3-D835

Positivo
Negativo

miRNA-132

Mediana
Rangos

miRNA-223

Mediana
Rangos

miRNA-188

Mediana
Rangos

MiRNA-193

Mediana
Rangos

miRNA-324

Mediana
Rangos

miRNA-424

Mediana
Rangos

MiRNA-425

Mediana
Rangos

mMiRNA-500

Mediana
Rangos

mMiRNA-503

Mediana
Rangos

MiRNA-941

Mediana
Rangos

4 (6)
69 (94)

1,8445
0,0031-13,734

1,9083
0,3389-19,181

0,7967
0,118-9,8537

0,8615
0,0519-17,976

0,6269
0,0791-10,517

0,2407
0,0044-1,665

0,6964
0,0844-2,1397

0,2043
0,0316-1,4668

0,1251
0,0062-5,4107

0,5421
0,1231-3,0978

0
15 (100)

7,0543
1,2234-28,29

4,9324
0,2828-
85,423

1,7986
0,5586-
68,768

3,1314
1,2729-
68,259

1,5643
0,6036-
14,884

0,7228
0,0879-
2325,9

1,8012
0,1997-
4,6981

0,6521
0,1858-
8,0846

0,7278
0,0248-
4,1754

2,6773
0,5525-
20,199

0,353

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001
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