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Introduccion

1.1. Generalidades sobre la hematopoyesis

La hematopoyesis es el mecanismo fisiolégico responsable de la formacion
continua de los distintos tipos de elementos formes sanguineos y se desarrolla en la
médula 6sea debido a su capacidad de permitir el anidamiento, el crecimiento y la
diferenciacion de las células germinales hematopoyéticas. Durante los dos primeros
afos de vida la medula 6sea activa (médula roja) se localiza en todos los huesos y es
gradualmente reemplazada por tejido medular inactivo (médula amarilla o grasa). En el
adulto los huesos que albergan médula ésea con capacidad hematopoyética son:
craneo, esterndn, costillas, claviculas, vértebras, pelvis y las epifisis de los huesos

largos.

Las células germinales hematopoyéticas hallan en la médula ésea el lecho y
las condiciones idéneas para su desarrollo y diferenciacion hacia células maduras.
Entre las células germinales, las correspondientes al estadio mas diferenciado, son
reconocibles con el microscopio éptico y se denominan precursores hematopoyéticos,
mientras que las células mas inmaduras o progenitores no son reconocibles mediante
técnicas microscopicas, debido a que no poseen distintivos morfologicos precisos
(Woessner et al., 2006).

El primer estadio de célula progenitora se denomina CFU-LM o célula madre
linfomieloide y consiste en una célula pluripotente con capacidad de proliferacion,
autorrenovacion y diferenciacién multiple (Schoemans et al., 2008). A partir de la célula
CFU-LM aparece la célula germinal linfoide (CFU-L), que dara lugar a linfocitos B,
linfocitos T y linfocitos NK, y la célula germinal mieloide (CFU-M) que dara lugar a
plaguetas, eritrocitos, granulocitos, monocitos y células dendriticas mieloides (Figura
1).
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Figura 1. Divisién y diferenciacion de la célula madre (CFU-LM) para dar lugar a los

progenitores y precursores hematopoyéticos de las distintas series celulares (Metcalf D, 2007).

La hematopoyesis esta regulada por mecanismos de gran complejidad en los
qgue las células hematopoyéticas interaccionan entre si, con su microambiente, con
factores de crecimiento y con la matriz extracelular. Este alto nimero de interacciones
celulares requiere un amplio nimero de receptores de superficie especializados en la
adhesion celular, como el receptor de la célula T, y en la transmision de sefales
procedentes de otras células como las interleucinas, los factores de crecimiento, etc.
(Lee et al., 2008).

1.2. Mielopoyesis: serie eritroblastica

La mielopoyesis comprende el proceso de generacion, desarrollo y maduracion
de los componentes mieloides sanguineos: eritrocitos, megacariocitos, monocitos y
granulocitos. La mayoria de las células de la médula 6sea pertenecen a precursores
granulociticos y eritroides con una proporcion normal de 2 a 1. La secuencia
madurativa de la serie eritroblastica se inicia con el proeritroblasto, una célula de gran
tamafo con una relacidon nucleo-citoplasma aumentada y un nucléolo evidente. Su

division y maduracién da lugar al eritroblasto basofilo, éste al eritroblasto policromatico
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y finalmente al eritroblasto ortocromético (Figura 2). Los cambios morfolégicos que
experimentan los progenitores eritroides durante su maduracion se caracterizan por
una notable disminucién del tamafio nuclear, con una condensacién progresiva de la

cromatina y la desaparicion de los nucléolos (Kaushansky et al., 2010).

Stem cell Committed cell Developmental pathway >

Phase 1 l | Phase 2 | Phase 3 |
Ribosome synthesis| | Hemoglobin accumulation | |Ejection of nucleus

—».—»O—»,

Early Late \_ J
Hemocytoblast Proerythroblast erythroblast erythroblast Normoblast Reticulocyte Erythrocyte

f~o)+¢ »-0Q

Figura 2. Diferenciacién y maduracién en la serie eritroblastica (Nicpon E, 2001).

Mediante la tincion de Perls (liberacién de los iones férricos de las proteinas
con acido clorhidrico y precipitacion posterior con ferrocianuro potasico) es posible
identificar en el citoplasma de algunos eritroblastos distintos depoésitos de hierro a
modo de granulos de hemosiderina. Estos eritroblastos, de nombre sideroblastos,
suelen tener en condiciones normales de 1 a 4 granulos hemosiderinicos distribuidos

arbitrariamente por su superficie citoplasmatica.

El eritroblasto ortocroméatico tiene un tamafio pequefio (7-10 uym) y un nucleo
picnético con cromatina muy condensada. No posee capacidad mitética, pero
mantiene la capacidad de sintesis de proteinas y hemoglobina. Con la pérdida del
nucleo, el eritroblasto ortocromatico se transforma en reticulocito, elemento anucleado
gue todavia posee cierta capacidad de sintesis de ARN, proteinas y hemoglobina,
gracias a la persistencia de algunas mitocondrias, ribosomas y restos de reticulo-

endoplasmico (Perkins et al., 2009).

El reticulocito permanece algunos dias en la médula 6sea y pasa
posteriormente a la sangre periférica, donde persiste alrededor de 24 horas vy finaliza
su maduracién. A medida que el reticulocito madura, va perdiendo reticulo granulo-
filamentoso hasta transformarse en un eritrocito maduro. Los eritrocitos ya formados
son elementos anucleados, de color rosado, con forma de disco biconcavo y poseen
una alta concentracion de hemoglobina la cual les permite desarrollar su funcion

principal: captar oxigeno y transportarlo a los tejidos.
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1.3. Sindromes mielodisplasicos
1.3.1. Criterios diagnosticos

La produccion de las distintas células sanguineas es susceptible de verse
afectada por multitud de procesos patolégicos que a su vez pueden afectar a la
proliferacion y/o diferenciacion celular. Estés alteraciones pueden surgir tanto en la
estirpe linfoide como mieloide y por tanto dar lugar a la gran heterogeneidad de
trastornos hematoldgicos descritos (Alber et al., 2016). En particular, los sindromes
mielodisplasicos (SMD), son hemopatias clonales que afectan a la linea mieloide y se
caracterizan por una anormal diferenciaciébn y maduracién celular que cursa con una
mielopoyesis ineficaz e intensamente alterada en su morfologia y/o funcién.
Constituyen un complejo y heterogéneo grupo de neoplasias de las células
progenitoras hematopoyéticas que comparten como caracteristicas comunes la
presencia de citopenias, mielodisplasia, hematopoyesis ineficaz y un riesgo variable de
progresion a leucemia mieloide aguda (LMA). Constituyen una de las neoplasias
hematoldgicas mas frecuentes en personas de edad avanzada con una mediana de
presentacién de 70 afios y un 25% de los pacientes diagnosticados con mas de 80

afos (Germing et al., 2004).

En su patogenia intervienen diversas alteraciones citogenéticas combinadas
con mutaciones del ADN en genes que intervienen en la proliferacion, diferenciacion o

apoptosis celular.

Debido a la heterogeneidad de los SMD, el diagndstico requiere de una
completa anamnesis y exploracion fisica del paciente, asi como una exhaustiva
revision de su historia clinica que incluya los antecedentes personales y familiares de
otros trastornos de susceptibilidad hereditaria a neoplasias de estirpe mieloide (anemia
de Fanconi, disqueratosis congénita,...) asi como posibles exposiciones a téxicos
(tabaco, alcohol, benzol,...) y farmacos (quimioterapicos, factores de crecimiento, etc.)
(Valcarcel et al., 2012). Respecto a las exploraciones complementarias, en los
estudios de sangre periférica (SP) y medula 6sea (MO) pueden descubrirse citopenias
o displasias en alguna de las series mieloides: megacariocitica, eritrocitica o
granulocitica. Se considera que una linea es displésica cuando el 10% o mas de sus

elementos son dismorficos (Tabla 1).
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Tabla 1. Alteraciones morfolégicas constitutivas de displasia

o . Puentes internucleares, multinuclearidad, mitosis andmalas,
Diseritropoyesis o . o .
punteado basdfilo, cariorrexis, sideroblastos en anillo.

) ) Gigantismo nuclear, hipersegmentacion/hiposegmentacion
Disgranulopoyesis i )
nuclear, ndcleos en anillo, bastones de Auer.

) . ) Nicleos dispersos, bilobulados, monolobulados de distintos
Dismegacariopoyesis . ) o
tamafios, micromegacariocitos.

En la Ultima actualizacibn de las guias espafolas para el diagnéstico y
tratamiento de los SMD (Sanz et al.,, 2012), un grupo de expertos propuso unos
criterios minimos para su diagnostico (Tabla 2) segun los cuales el diagnéstico de
SMD pueden establecerse por la presencia de algunos prerrequisitos junto con alguno
de los criterios definitivos. Estos criterios continlan hoy vigentes y resultan de gran

ayuda para su identificacion.

Tabla 2. Criterios minimos para el diagnostico de los SMD.

Citopenia constante en una o mas de las lineas siguientes:
eritroide (Hb <11/dl); neutrofilica (<1.500/ul) o megacariocitica
A. Prerrequisitos (plaquetas <100.000/ul) con la exclusion de enfermedades
hematolégicas y no hematolégicas como causa de la

citopenia/displasia.

1. Displasia en al menos el 10% de las células de 1 o mas de
B. Criterios decisivos las lineas mieloides de MO.

(relacionados con 2. 5-19% de blastos en MO.

el SMD) 3. Anomalias cromosdmicas tipicas por CG o FISH (+8, -7, 50-,

20qg-, otras).

C. Cuando se ] N ) i ) o
1. Fenotipo atipico en MO con citometria de flujo que indica
cumplen los .
o poblacién monoclonal.
prerrequisitos pero ] ] . ]
o 2. Datos moleculares de clonalidad: perfil genético, mutaciones
no los criterios
o puntuales.
definitivos y o ) )
. 3. Disminucion de formacion de colonias en MO y SP.
presenta clinica.

MO: médula ésea; SP: sangre periférica; CG: citogenética convencional; FISH: hibridaciéon in situ
fluorescente; Hb: hemoglobina; SMD: sindrome mielodisplasico.

Fuente: modificado de Valent et al., 2007.
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1.3.2. Métodos de clasificacion

Existen dos métodos de clasificacion de los SMD: el sistema clasico franco-
americano-britanico (FAB) y el sistema establecido por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS). El sistema FAB (Tabla 3) fue propuesto en 1982 (Bennet et al., 1982) y
se basa casi exclusivamente en criterios morfolégicos mientras que el sistema de la
OMS de 2001 (Jaffe et al., 2001) y su actualizacion de 2008 (Swerdlow et al., 2008)
era una ampliacién del FAB que incluia ademds caracteristicas clinicas y biologicas.
En 2014, un comité clinico compuesto por mas de 100 patélogos, hematélogos,
oncologos y genetistas de todo el mundo se reunié para proponer una nueva revision
de la clasificacion de la OMS. Esta nueva clasificacion, publicada en 2016 (Arber et al.,
2016), siguio la misma filosofia de anteriores ediciones en incorporar caracteristicas
clinicas, morfolégicas, inmunofenotipicas, citogenéticas y de genética molecular para
definir las entidades hematoldgicas. De ésta manera en el area de los SMD fueron

siete las entidades recogidas (Tabla 4).

Tabla 3. Clasificacion de los SMD segun la FAB.

. ; Sideroblastos anillo
Subtipo Blastos SP (%) | Blastos MO (%) Monocitos SP
MO (%)
AR <1 <5 <1x10°/L <15
<5
ARSA <1 No bastones de <1x10°/L >15
Auer
5-20
AREB <5 No bastones de <1x10°/L Indiferente
Auer
21-30
Pueden o no . )
AREB-T 25 Indiferente Indiferente
observarse
bastones de Auer
LMMC <5 0-20 >1x10°/L Indiferente

AR: anemia refractaria; ARSA: anemia refractaria con sideroblastos en anillo; AREB: anemia refractaria
con exceso de blastos; AREB-T: anemia refractaria con exceso de blastos en transformacion; LMMC:
leucemia mielomonocitica cronica; MO: médula ésea; SP: sangre periférica.

Fuente: modificado de Bennett et al., 1982.
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Tabla 4. Clasificacion de los SMD segun la OMS 2016.

Subti Disolasi oit | sideroblastos Blastos MOy ot "
ubtipo isplasia itopenias ; itogenética
P anillo MO (%) SP (%)
Cualquiera, exc.
MO <5%,
SMD-DU 1 1-2 <15% / <5%?2 SMD con del(5q)
SP <1% )
aislada
Cualquiera, exc.
MO <5%,
SMD-DM 2-3 1-3 <15% / <5%?2 SMD con del(5q)
SP <1% )
aislada
Cualquiera, exc.
SMD- MO <5 %,
1 1-2 215% / 25%?2 SMD con del(5q)
SA-DU SP <1% ]
SMD- aislada
SA Cualquiera, exc.
SMD- MO <5%,
2-3 1-3 215% / 25%?2 SMD con del(5q)
SA-DM SP <1% _
aislada
SMD- _ MO 5-9 %, )
0-3 1-3 Indiferente Indiferente
SMD- EB-1 SP 2-4%
EB SMD- _ MO 10-19 %, )
0-3 1-3 Indiferente Indiferente
EB-2 SP 5-19%
del (5q) solo o
) conl
SMD con 1-2 Indiferente MO <5%,
) 1-3 anomalia
del(5q) aislada SP 1% o
adicional
exc. -7/del(7q)
Indiferente, exc.
SMD MO <5%, alteracion
] . 0-3 1-3 <15% S
inclasificable SP <1% definitoria de
SMD
Citopenia
] ) MO <5%, )
refractaria de la 1-3 1-3 Indiferente Indiferente
] ) SP <2%
infancia

SMD: sindrome mielodisplasico; DU: displasia unilinea; DM: displasia multilinea; SA: sideroblastos en
anillo; EB: exceso de blastos; MO: médula 6sea; SP: sangre periférica; exc. : exceptuando.

1Citopenias definidas como hemoglobina <10 g/dL, recuento de plaquetas <100 x 10°/L y recuento
10%/L; SMD pueden
anemia o trombocitopenia por encima de estos niveles. Los monocitos en SP deben ser <1 x 10%/L.

absoluto de neutréfilos <1.8 x raramente, los presentarse con

2Gen SF3B1 mutado.
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1.3.3. Estimacion del prondstico

Como corresponde a un grupo heterogéneo de enfermedades, los SMD
presentan gran variabilidad en el prondstico, tanto en términos de supervivencia global
(SG) como de riesgo de transformacion a LMA (t-LMA). Ello, unido a la edad avanzada
de la mayoria de los pacientes, a la presencia frecuente de comorbilidades
significativas y a la elevada morbimortalidad de las alternativas terapéuticas con
potencial curativo, dificulta notablemente la seleccién del tratamiento en un paciente
concreto (Sanz et al., 2012b). Asi, establecer de forma precisa e individualizada el
pronostico de un paciente es esencial para adaptar la modalidad de tratamiento a
emplear al riesgo estimado. Desde su publicacion en 1997, el IPSS (International
Prognostic Scoring System) ha sido empleado universalmente en la practica clinica
diaria con el fin de estimar el prondstico de los SMD (Greenberg et al., 1997).

El IPSS tom6é como punto de partida dos indices prondsticos publicados
previamente (Sanz et al., 1989; Morel et al., 1993) y una serie de 816 pacientes con
SMD de novo, no tratados y diagnosticados en centros con reconocida experiencia en
SMD. Como ya se habia evidenciado en estudios previos, las tres variables que
demostraron presentar un peso pronéstico independiente tanto para SG como para t-
LMA fueron la proporciébn de blastos en MO, la presencia de determinadas
alteraciones citogenéticas y el nimero de citopenias. Asi el IPSS es capaz de
estratificar los pacientes en 4 grupos de riesgo con diferencias estadisticamente
significativas en SG y tasa de progresion a LMA: bajo riesgo (puntuacién: 0; mediana
de SG: 5,7 afios), intermedio-1 (puntuacion: 0,5-1; mediana de SG: 3,5 afios),
intermedio-2 (puntuacion: 1,5-2; mediana de SG: 1,1 afios) y alto riesgo (puntuacion:
2,5-3,5; mediana de SG: 0,4 afios).

El IPSS ha sido un estandar importante para evaluar el pronéstico de pacientes
adultos con SMD primarios. Sin embargo desde su publicacion, se sugirié la
modificacion de los parametros existentes y la adicion de nuevos factores prondsticos
adicionales cuya inclusion proporcionaba diferencias significativas en el resultado
clinico de los pacientes. El IPSS-R (Revised International Prognostic Scoring System;
Greenberg et al., 2012) siguié basandose en las variables ya presentes en el IPSS e
incorpord otras nuevas como los niveles de hemoglobina y plaquetas, siendo el
resultado final la estratificacion de los pacientes en 5 grupos de riesgo con claras
diferencias en SG y riesgo de t-LMA: muy bajo (puntuacion: 0-1,5; mediana de SG: 8,8
afios), bajo (puntuacion: >1,5-3; mediana de SG: 5,3 afios), intermedio (puntuacion:

>3-4,5; mediana de SG: 3 afos), alto (puntuacion: 4,5-6; mediana de SG: 1,6 afios) y
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muy alto (puntuacién: >6; mediana de SG: 0,8 afos) (Tabla 5). Ademas, el IPSS-R

reconocia el papel de la edad en la SG asi como su ausencia de influencia en la t-

LMA.

Tabla 5. indice Prondstico Internacional Revisado (IPSS-R).

Variables 0 0,5 1 15 2 3 4

prondsticas puntos | puntos | punto [ puntos Puntos puntos | puntos

Riesgo citogenético* bMuy Bueno Intermedio Pobre Muy
ueno pobre
Blastos MO (%) <2 >2-<5 5-10 >10
Hemoglobina (g/dL) =10 8-9,9 <8
Plaquetas (x10%L) 2100 | 50-99 <50
PMN (x10%L) 20,8 <0,8

* Riesgo citogenético:
- Muy bueno: -Y, del(11q) aisladas.

- Bueno: Normal, del(5q), del(12p) y del(20q) aisladas y anomalias dobles que incluyen del(5q).

- Intermedio: del(7q), +8, +19, i(17q) aislada y cualquier otra anomalia Unica o doble independiente.

- Pobre: -7, inv(3)/t(3q)/del(3q) aisladas, anomalias dobles que incluyen -7/del(7q) y 3 anomalias

- Muy pobre: > 3 anomalias.

MO: médula 6sea; PMN: polimorfonucleares.

Fuente: modificado de Greenberg et al., 2012.

1.4. Sindromes mielodisplasicos con sideroblastos en anillo

1.4.1. Descripcion, patogenia y opciones terapéuticas

Los sindromes mielodisplasicos con sideroblastos en anillo (SMD-SA)

constituyen aproximadamente el 10-12% de todos los SMD. Son un trastorno

hematolégico de la serie mieloide que se caracterizan por presentar en SP menos del

1% de células blasticas y monocitosis inferior a 1 x 10°/L mientras que en MO, ademas

de mostrar menos del 5% de blastos, se encuentra su rasgo morfologico definitorio, la

presencia de sideroblastos en anillo (SA) en porcentaje igual o superior al 5%.

Los SA son eritroblastos donde el hierro, en lugar de estar situado en el

citoplasma como ferritina, se acumula en el interior de las mitocondrias como micelas

ferruginosas que pueden ser vistas como anillos alrededor del nlcleo. Estos depdsitos

anormales de hierro tienen su origen en un defecto de la cadena respiratoria
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mitocondrial que provoca una menor reduccion del hierro férrico a ferroso (Cazzola et
al., 2013a). La tincién de Perls o la tincion de Perls argéntica sobre aspirado medular

son los métodos ideales para observarlos (Figura 3).

B w X40
.'.“5’ .,0

N R @ Y Soal
y R ? S xto0

Figura 3. Aspecto morfolégico de los sideroblastos en anillo a dos aumentos de microscopia.
A) X40: Frotis de médula ésea en Perls de una anemia sideroblastica donde se observan
abundantes sideroblastos en anillo (SA).

B) X100: tincién de un sideroblasto en anillo en Giemsa con depdsitos de hierro en disposicion

perinuclear.

En los SMD-SA, la morfologia eritrocitaria en SP, denota una intensa
anisocromia en la que coexisten hematies normocrémicos, mayoritarios, con otros con
insuficiente hemoglobinizacién que son minoritarios. La cifra de leucocitos y plaquetas,
asi como sus signos dismérficos son muy variables. Aproximadamente el 10% de los
pacientes presentan incluso trombocitosis, leucocitosis y esplenomegalia (Woessner et
al., 2006). En este escenario conviene recordar que los pacientes con un recuento
plaquetar mayor a 450 x 10°/L, anemia, 215% SA en MO y megacariocitos con
caracteristicas similares a la mielofibrosis primaria o la trombocitemia esencial son
clasificados en la dltima revision de la OMS (Arber et al., 2016) como una nueva
entidad: neoplasia mielodisplasica/mieloproliferativa con sideroblastos en anillo y
trombocitosis (SMD/NMP-SA-T).

12
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Los pacientes diagnosticados de SMD-SA presentan gran variabilidad en el
prondstico aunque en general se consideran de bajo riesgo: mediana esperada de SG
superior a 30 meses y baja probabilidad de t-LMA (Valcéarcel et al., 2012).

Habitualmente, el objetivo terapéutico en los SMD de bajo riesgo es mejorar las
citopenias y su sintomatologia, en especial el sindrome anémico. Por ello, el
tratamiento estdndar en casos con hemoglobina inferior a 10 g/dl es la administracién
de eritropoyetina y en caso de fracaso, el soporte transfusional con concentrados de
hematies (CH). Cuatro serian los objetivos del soporte transfusional:

a) evitar las manifestaciones agudas de hipoxia tisular.

b) aumentar la reserva funcional para aumentar la calidad de vida.

c) suprimir en la medida de lo posible la eritropoyesis ineficaz para evitar el
estimulo inadecuado en la absorcion de hierro.

d) Reducir la mortalidad de origen cardiaco.

La trombocitopenia Gnicamente se trata en las formas mas graves (<20-30 x10°
plaquetas/L) de forma profilactica con transfusiones de concentrados de plaquetas
pudiéndose recurrir ademas en caso de manifestaciones hemorragicas a los agentes

trombopoyéticos.

En el caso que los pacientes presenten complicaciones, pérdidas de respuesta
o formas mas agresivas de la enfermedad se reevaluaran para ver la necesidad de
administrarles otras opciones terapéuticas disponibles (Figura 4): agentes
estimulantes de la eritropoyesis (AEE), lenalidomida, inmunosupresores, agentes

hipometilantes como azacitidina (Silverman et al., 2002; Garcia et al., 2010), etc.
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Figura 4. Algoritmo de tratamiento empleado en los SMD de bajo riesgo.

AEE: agentes estimulantes de eritropoyesis; alo-TPH: trasplante alogénico; AZA: azacitidina;
PMO: puncién de médula 6sea; Prob. Resp.: probabilidad de respuesta; TIS: tratamiento
inmunosupresor; TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos.

Fuente: Valcarcel et al., 2012.

1.4.2. Alteraciones moleculares

En la SMD-SA, al igual que en otros subtipos de SMD, el evento inicial que
condiciona el inicio del trastorno es la ocurrencia de una o0 mas mutaciones driver en
las células madre hematopoyéticas. Estas mutaciones se presentan tipicamente en
genes que intervienen en el procesado (splicing) del ARN y/o en la metilacién del ADN
y proveen a las células de ventajas selectivas en la proliferacién determinando su
expansioén clonal local (Cazzola et al., 2013b). Las mutaciones mas comunes que
ocurren en el desarrollo inicial de la patologia son las alteraciones del gen de splicing
SF3B1 (83%) (Yoshida et al., 2011) y las alteraciones de genes reguladores
epigenéticos como TET2 (22%) y DNMT3A (6%) (Malcovati et al.,, 2014). Las
mutaciones de TET2 y DNMT3A se presentan normalmente en pacientes SF3B1
mutados y se ha demostrado una co-ocurrencia significativa entre SF3B1 y DNMT3A
que sugiere una sinergia mutacional entre ambas lesiones moleculares (Bejar et al.,
2012).

Las alteraciones en otros genes reguladores epigenéticos (IDH1, IDH2) o del
espliceosoma (SRSF2, U2AF1, ZRSR2) estan presentes en un menor niamero de
pacientes (0-6%) y suelen ser mutuamente excluyentes entre ellas (Yoshida et al.,
2011).
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La presencia de estas mutaciones en las células madre hematopoyéticas
determina una proliferacién sesgada, una maduracién defectuosa y en ocasiones un
incremento de la apoptosis, lo que provoca la displasia y las citopenias tipicas de la

enfermedad.

Con el paso del tiempo el clon mutante inicial prolifera de forma gradual, acaba
imponiéndose a los mecanismos de control del crecimiento celular e inicia su
migracion a otras localizaciones de la médula 6sea. En estos nuevos emplazamientos
va adquiriendo secuencialmente otras mutaciones formandose diversas poblaciones
subclonales que presentan un deterioro ain mayor en su capacidad de
diferenciacién/maduracion (Vogelstein et al., 2013). En los SMD-SA estas mutaciones
subclonales ocurren aproximadamente en el 13% de los pacientes en genes de
modificacion de la cromatina (ASXL1, EZH2), en torno al 10% en genes de regulacién
de la transcripcion (RUNX1, CEBPA) y en cerca de un 20% en genes de transduccién
de sefales (JAK2, FLT3, CBL) (Gelsi-Boyer et al., 2012; Malcovati & Cazzola, 2013;
Haferlach et al., 2014; Malcovati et al., 2014). El efecto final de la progresiva carga
mutacional es el incremento de células blasticas que en Ultimo término puede

desembocar en el desarrollo de una LMA (Cazzola et al., 2013b).

1.4.3. Gen SF3B1

Diversos grupos de investigacion encontraron en una alta proporcion de
pacientes con SMD-SA mutaciones somaticas recurrentes en el gen SF3B1 (64-87%)
(Yoshida et al., 2011; Papaemmanuil et al., 2011; Visconte et al., 2012a; Malcovati et
al., 2015). El gen SF3B1 se encuentra situado en el cromosoma 2 (2g33.1), consta de
25 exones y codifica la subunidad 1 de la particula SF3B, una proteina que constituye
una parte fundamental del espliceosoma, complejo a la vez formado por mdltiples
ribonucleoproteinas. Esta particula se une a SF3A y a 12S RNA (small nuclear
ribonucleoprotein particles) para formar la estructura multiproteica U2snRNP (Figura
5) que posee un importante papel en el splicing del ARN mensajero (ARNm) (Patnaik
et al., 2012a).
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Figura 5. Componentes de U2snRNP donde se muestra la particula SF3B1 en interaccion

directa con el ARNm.
Fuente: Wan et al., 2013

Las mutaciones en el gen SF3B1 encontradas en pacientes con SMD-SA

pueden ocurrir en distintos puntos del gen y se presentan normalmente en

heterocigosis (Figura 6). La mutacibn més frecuente se localiza en el codén 700 y

supone el cambio de lisina por acido glutamico (55%; K700E) pero se han descrito
otras: coddén 666 (11%,; ej. K666R), coddn 662 (10%; ej. H662Q), coddn 622 (7%; €j.
E622D), coddn 625 (6%; ej. R625L) y otras minoritarias en diversos codones (8%; €j.
E592K, A744P, D781G) (Malcovati et al., 2011).
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[K182E | N626S || 1704N M784_ R1041H| [A1188V
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Figura 6. Organizacién en dominios funcionales de la subunidad 1 del factor de splicing SF3B.

Respecto los SMD-SA, en naranja las mutaciones mas comunes y en rojo la mas frecuente.

Fuente: Bonnal et al., 2012.
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Dada la alta incidencia de mutaciones de SF3B1 en los pacientes con SMD-SA
y a la existencia en ellos de un fenotipo particular, los sideroblastos en anillo (SA), se
pensd en la posible relacion entre ambas caracteristicas. Fueron los estudios de
Visconte et al. (2012b) los que hallaron la primera evidencia experimental de
asociacion entre ambos fendbmenos. Este grupo indujo la formacién de SA en células

sanas en cultivo mediante un inhibidor farmacoldgico de SF3B de nombre meayamicin.

Menos clara se presentaba, respecto a los modelos experimentales de
laboratorio, la comprensién del mecanismo de formacion de SA por haploinsuficiencia
de SF3B1 en pacientes con SMD-SA. Asi, parece que existe un efecto directo del
factor SF3B1 del espliceosoma sobre la expresion del gen ABCB7 que codifica una
proteina transportadora (ATP-binding cassette transporter) que interviene en la
regulacién homeostética del hierro mitocondrial (Figura 7). Como consecuencia, los
pacientes con SMD-SA y mutacién en el gen SF3B1 presentarian una reduccion de la
transcripcion y un splicing anormal de ABCB7 que conduciria a la formacioén de
depodsitos anormales de hierro en forma de granulos de hemosiderina alrededor del
nucleo celular determinando la transformacion del eritroblasto en un sideroblasto en
anillo (Nickpour et al., 2013).

Somatic

mutation of

SF3B1

/ Reduced
transcription Altered
and . mltochondnal_ o .
abnormal iron homeostasis . «
splicing of in erythroid cells i 5
ABCB7 ®ece®
Hematopoietic Ring
cell sideroblast

Figura 7. Representacion del desarrollo de sideroblastos en anillo en los pacientes con SMD.
Las mutaciones de SF3B1 afectarian a la transcripcion y al splicing del gen ABCB7, lo que
comprometeria la funcidon de transporte del hierro mitocondrial en la proteina expresada.

Fuente: Cazzola et al., 2013a.

Las mutaciones de SF3B1, producen cambios de aminoacidos (no sindnimas)

en la proteina final y como consecuencia alteraciones tanto en su estructura como en
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su funcién. Ello es lo que, en dltima instancia, provoca variaciones en las interacciones
del complejo U2snRNP con el resto de componentes del espliceosoma. En un primer
momento se pensod que la existencia de mutaciones en SF3B1 provocaria un splicing
alternativo aberrante en distintas proteinas ademas de ABCB7 que incrementaria su
potencial oncogénico, y por tanto seria esperable un peor pronéstico de los pacientes
SF3B1 mutados (Gabut et al., 2011; Chesnais et al., 2012). Conforme fue creciendo el
nimero de estudios del gen SF3B1 en los SMD-SA se encontraron resultados
contradictorios respecto al efecto de las mutaciones en el prondstico de los pacientes,
aunque con el tiempo se observé que eran mas los que relacionaban los pacientes
SF3B1 mutados con una mayor supervivencia y con una menor probabilidad de t-LMA
(Tabla 6).

Las mutaciones de SF3B1 en los SMD-SA ocurren en el progenitor
hematolégico lo que determina la expansion del clon heterocigoto dominante y su
transmision a la progenie mieloide. En el eritroblasto, tal como se ha visto
anteriormente, producirian un splicing defectuoso de ABCB7 que originaria un
aumento del hierro mitocondrial en forma de multitud de depésitos de hemosiderina.
Estos depdsitos “aberrantes” se piensa que serian detectados por la célula,
activandose los distintos mecanismos de apoptosis con el fin de paliar la displasia y

ayudar al control de su progresion (Cazzola et al., 2013a).
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Tabla 6. Estudios que analizan la relevancia en el pronéstico de las mutaciones de SF3B1 en

pacientes con SMD.

Estudio Pacientes Mutaciones SF3B1 Correlacion Clinica
Malcovati et al. SMD 150/533 (28%) Las mutaciones se asociaron
(2011) (n=533) SMD-SA (72%) significativamente con mayor SG,
mayor proporcién de SA, mayor
recuento plaquetar y menor riesgo
de progresién a LMA.
Papaemmanuil et SMD 721354 (20%) Las mutaciones se asociaron
al. (2011) (n=354) SMD-SA 53/82 (65%) significativamente con mayor
proporcién de SA, mayor recuento
plaquetar y menor riesgo de
progresion a LMA.
Patnaik et al. SMD con 53/107 (50%) Las mutaciones se asociaron
(2012a) SA SMD-SA-DU 35/48 (73%) | Significativamente con mayor SGy
(=107) | SMD-SA-DM 16/43 (37%) menor riesgo de progresion a LMA.
Makishima et al. SMD SMD-SA 15/20 (75%) Las mutaciones se asociaron
(2012) (n=88) y significativamente con mayor SG.
SMD/MPN
(n=66)
Damm et al. SMD y SMD-SA (75%) No diferencias significativas en SG
(2012) SMD/MPN entre los pacientes con la mutacion
(n=221) y los pacientes sin ella.
Thol et al. (2012) SMD 37/221 (16.4%) Las mutaciones no representaron
(n=193) SMD-SA 31/41 (84%) un factor pronéstico independiente.
Malcovati et al. SMD 150/243 (62%) Las mutaciones se asociaron
(2015) (n=293) SMD-SA (81%) significativamente con mayor SG y

menor riesgo de progresion a LMA.

SMD: sindromes mielodisplasicos; SA: sideroblastos en anillo; DU: displasia unilinea; DM: displasia

multilinea.

Este efecto favorable en términos prondsticos de las mutaciones de SF3B1

sorprende aln mas si se compara con el efecto deletéreo que tienen las mutaciones

de otros genes que componen el espliceosoma como SRSF2. El gen SRSF2 codifica

también para una proteina del complejo U2snRNA que ayuda a la interaccion de los

distintos componentes del espliceosoma con el pre-ARNm. En los SMD, las

mutaciones de SRSF2, se han asociado con otras de mal prondstico como RUNX1 e

IDH1 y determinarian en los pacientes una menor supervivencia y un mayor riesgo de
progresion a LMA (Thol et al., 2012).
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Por otro lado, también resulta sorprendente el efecto deletéreo que tienen las
mutaciones de SF3B1 en otras neoplasias hematolégicas como la leucemia linfatica
cronica (LLC) (Wan et al., 2013). Presentes en la LLC con una frecuencia importante
(5-18%) se han asociado a menor supervivencia y a una mayor probabilidad de
progresion de la enfermedad a estadios mas agresivos. Su patogénesis en la LLC
tampoco esta del todo clara, aunque la idea mas generalizada defiende que las
mutaciones de SF3B1 afectan a la estabilidad genomica y a modificaciones
epigenéticas, cooperando con otras mutaciones que surgen mas tempranamente
(TP53, ATM, MYD88, etc.) en un peor desarrollo de la enfermedad. Lo cierto es que en
los SMD-SA, las mutaciones de SF3B1 se identifican tempranamente a nivel del
progenitor mieloide, mientras que en la LLC, es un acontecimiento patogénico tardio
gue aparece durante la progresion clonal de la enfermedad, pudiendo contribuir al
desarrollo de subclones mas agresivos (Quesada et al., 2012; Cazzola et al., 2013a).

La caracterizacion del estado mutacional de SF3B1 en neoplasias
hematoldgicas ha tomado mas valor aun si cabe debido a la demostracion en modelos
celulares y animales de la actividad antitumoral de ciertos moduladores de la actividad
del espliceosoma como spliceostatin, pladienolide y meayamycin. Diversos estudios
demuestran que la interaccién de éstos moduladores con el factor de splicing 3B es
crucial en el desarrollo de su actividad citotéxica (Webb et al., 2012). Para estrategias
terapéuticas futuras parece muy interesante explorar los efectos de éstos moduladores
del factor 3B del splicing y analizar si podrian influir en el pronéstico de los pacientes

de la misma manera positiva que las mutaciones de SF3BL1.

1.5. Mutaciones genéticas y respuesta a azacitidina

Distintos estudios en los SMD han demostrado que la metilacion aberrante del
ADN influye en la regulacién de distintos oncogenes promoviendo la displasia y la
transformacion leucémica en los SMD (Jiang et al., 2009; Itzykson & Fenaux, 2014).
Los farmacos hipometilantes azacitidina (AZA) y decitabina (DEC) son capaces de
revertir estas alteraciones epigenéticas mostrandose como una opcion terapéutica de
segunda linea en los SMD de bajo riesgo. Son multiples los estudios que han asociado

la respuesta a AZA y DEC con la presencia de mutaciones genéticas (Tabla 7).
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Tabla 7. Estudios mas relevantes en pacientes tratados con agentes hipometilantes (HMA).

N [ Patologia HMA Gen Resp. | SG Referencia
TET2 T =
213 SMD AZA Bejar R. Blood, 2014c
TP53 = l
DNMTS3A T =
92 SMD AZA Traina F. Leukemia, 2014
TET2 T =
168 SMD AZA/DEC | TP53 = l Takahashi K. Oncotarget, 2016
ASXL1 = T
134 SMD AZA Tobiasson M. Oncotarget, 2016
EZH2 = T
U2AF1 l =
107 SMD AZA/DEC Jung S. Oncotarget, 2016
SETBP1 l =
TP53 T T
96 LMA AZA Desoutter J. Leukemia, 2016
DNMT3A = l
109 SMD DEC TP53 T = Chang C. Br J Haematol, 2017

AZA: azacitidina; DEC: decitabina; Resp.: respuesta; SG: supervivencia global.

Esta heterogeneidad en los resultados obtenidos y la ausencia de
reproducibilidad entre las distintas series, ha llevado a pensar que aungque es poco
probable la identificacion de un biomarcador de respuesta a AZA y/o DEC basado
Unicamente en las mutaciones genéticas, éstas si que podrian influir en la respuesta y
en la supervivencia de los pacientes tratados, siendo recomendable la realizacion de

un completo estudio mutacional previo al tratamiento.

1.6. Secuenciacion de ultima generacion en oncohematologia

En la ultima década, la secuenciacion del ADN ha revolucionado nuestro
entendimiento de la patogénesis de las enfermedades con base genética como los
SMD, estableciendo que estas enfermedades surgen tras la adquisicion secuencial de
mutaciones somaticas en genes implicados en diversas funciones y mecanismos. Esta

presencia de mutaciones rige la enfermedad tanto en su inicio, caso de una
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hematopoyesis clonal asintomética, como en su evolucion a SMD y en su potencial

progresion a LMA (Kennedy et al., 2017).

Dos estudios fueron los pioneros en la caracterizacibn molecular de los SMD

utilizando plataformas de secuenciacion masiva:

1.- Papaemmanuil et al., 2013: secuenciacion de 111 genes en 738 pacientes
de SMD, LMMC y SMD/NMP (Figura 8).

2.-. Haferlach et al., 2014: secuenciacion de 104 genes en 944 pacientes de
SMD.
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Figura 8. Frecuencia mutacional junto con las alteraciones citogenéticas mas frecuentes
identificadas en una cohorte de 738 pacientes con SMD.

Fuente: Papaemmanuil et al., 2013.

Ambos estudios sentaron las bases del estudio gendmico de los SMD. De
hecho los estudios posteriores se han basado en sus hallazgos y en su modo de
proceder para analizar el perfil mutacional de los diferentes subgrupos que incluyen los
SMD. En el momento actual, se estima que la mayoria de los pacientes con SMD (80-
90%) presentan al diagndstico al menos una mutacién en alguno de estos genes. Esta
informacion es relevante ya que los marcadores moleculares pueden contribuir al
diagnéstico de los pacientes (Arber et al., 2016), a una mejor caracterizacion y
estratificacion de su riesgo (Haferlach et al., 2014) e incluso actuar como
biomarcadores de respuesta a determinados tratamientos (Bejar et al., 2014a). Como
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consecuencia de ello, muchos centros han introducido los estudios gendmicos
mediante secuenciacibn masiva en su practica clinica diaria, en un esfuerzo por

individualizar el diagnéstico, prondéstico y tratamiento de los pacientes con SMD.

Existen diversas plataformas para realizar los estudios gendmicos en
oncohematologia, aunque es recomendable la utilizacibn de una u otra segun los
objetivos: ayuda en el diagndstico y prondstico de los pacientes, caracterizacion
molecular de una serie, descubrimiento de nuevos genes asociados a la enfermedad,
etc. En general, podemos clasificar las plataformas de secuenciacion en base a la
longitud media de lectura (larga o corta); al modo de secuenciacion (de extremo Unico
o de ambos extremos); y a la tecnologia de secuenciacion empleada (secuenciacion
por ligacién, hibridacion o sintesis, principalmente). Debido a que la tecnologia de
secuenciacion depende de la plataforma y del sistema elegido, el disefio de la prueba
debe basarse en el tipo de alteracion especifica que se desea detectar. Ademas, a la
hora de decidir en qué secuenciador realizar la caracterizacion molecular de los
pacientes, el laboratorio debe considerar cuidadosamente el tamafio de la region
secuenciada, la profundidad de cobertura deseada, el volumen de muestras previsto,
los tiempos de proceso requeridos y los costes totales por muestra (Palomo et al.,
2017). Dos son las dos grandes plataformas de secuenciacidon masiva de lectura corta

gold-standard en los laboratorios de diagndstico clinico:

- Plataforma ILLUMINA: se basa en la secuenciacién por sintesis mediante
terminacion reversible ciclica, es decir, emplea nucleétidos terminadores de cadena
marcados con moléculas fluorescentes, al igual que en la secuenciacion de Sanger,
aungue difieren de ésta en que tras la obtencion de la imagen se elimina el nucleétido

fluorescente (Figura 9a).

- Plataforma ION TORRENT: se basa en la secuenciacion por sintesis
mediante adicion de un solo tipo de nuclettido y registra los cambios en la
concentracion de protones producidos durante la incorporacion de los nucleétidos
(dNTPs) en la sintesis del ADN; esta sefial de pH se transforma en digital mediante un
chip semiconductor. EI cambio de pH es detectado por un sensor micropHmetro; la
intensidad de dicha sefial es proporcional al nimero de nucleétidos incorporados
(Figura 9b).

En la realizacién de este proyecto donde se requeria la secuenciacion de un
amplio grupo de genes (secuenciacion dirigida o targeted sequencing) en una amplia
cohorte de pacientes, se opt6 por la plataforma lon Torrent por reunir las
caracteristicas de robustez, rapidez y alto rendimiento adecuadas.
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Adicién de nucleétidos
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TAACAGTA

;
—

Secuenciacién semiconductor
Cuando una base s Incorporada un
unico ion H+ se libera y se detecta
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Adicién de un tinico nucleétido

Sélo un tipo de NTP estd presente
durante cada ciclo: varios dNTPs
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durante un ciclo, aumentando los

lones emitidos.

Figura 9. Secuenciacidn por sintesis con dos tecnologias (Modificada de Goodwin et al., 2016).
(a) lllumina. Secuenciacidbn mediante terminacion reversible ciclica. Tras el enriquecimiento del

ADN molde en fase solida, la mezcla de cebadores especificos junto con la ADN polimerasa y

los nucledtidos modificados se afaden a la flow cell.

(b) lon Torrent. Secuenciacién mediante adicion de un solo tipo de nucleétido. Enriquecimiento

del ADN molde basado en bolas (beads). A medida que se incorpora cada base, se genera un

solo ion H+ que da lugar a un cambio en el pH, detectado por un semiconductor.
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Hipotesis

La patogenia de los sindromes mielodisplasicos con sideroblastos en anillo
(SMD-SA) implica la adquisicion secuencial de varias lesiones moleculares. El
conocimiento sobre la patogenia de estas entidades ha mejorado notablemente
gracias a la reciente descripcion y caracterizacion de buena parte de estas
alteraciones. Sin embargo, su potencial valor diagndstico, prondstico o terapéutico v,
sobre todo, cuéles de ellas tienen un caracter causal son todavia en gran parte
desconocidos. Por todo ello, aumentar el conocimiento de las alteraciones moleculares
en paralelo con el comportamiento clinico podria contribuir no sélo a un mejor
conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en esta enfermedad, sino

también a un mas apropiado manejo terapéutico.
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Obijetivos

El objetivo principal de este trabajo es evaluar la frecuencia y el valor

prondstico de las mutaciones en 40 genes que han sido relacionados con los SMD en

una serie de 122 pacientes con SMD-SA.

Este objetivo general puede desglosarse en los siguientes objetivos

especificos:

1.

Describir la serie a estudio a través de la recogida de los datos clinicos y la
caracterizacion de las muestras obtenidas de cada paciente, mediante una
combinacion apropiada de citomorfologia, citogenética convencional, FISH, asi
como del estudio molecular de 40 genes.

Correlacionar por medio de un andlisis estadistico las alteraciones génicas con
las caracteristicas clinico-biolégicas de los pacientes y con los rasgos
distintivos de la enfermedad.

Estudiar la relevancia en el pronéstico de las alteraciones moleculares
encontradas, y compararla con la obtenida al emplear los indices pronosticos
IPSS e IPSS-R.

Identificar los pacientes de la serie que recibieron tratamiento con azacitidina
para analizar la posible influencia de las alteraciones moleculares y de las

variables clinicas en la respuesta al farmaco y a la supervivencia.

Establecer el valor de la secuenciacion de nueva generacion en el diagnéstico

y pronéstico de los SMD.
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Pacientes y métodos

4.1. Pacientes

Se realizé un estudio de caracter retrospectivo que incluyé una cohorte de 122
pacientes diagnosticados de SMD-SA entre 1998 y 2015 segun el criterio de
clasificacion de la OMS 2016 (Arber et al., 2016). De los 122 pacientes estudiados, 82
fueron diagnosticados en el Hospital Universitario y Politécnico La Fe de Valencia, 34

en el Hospital de La Ribera y 6 en el Hospital Clinico Universitario de Valencia.

El criterio limitante para la inclusién en el estudio fue la disponibilidad de ADN
en el momento del diagnéstico, obtenido a partir de células de médula ésea extraidas
mediante puncién esternal o en cresta iliaca postero-superior. La obtencién de las
células se realizé de acuerdo con la practica clinica habitual en el proceso diagnostico
de la enfermedad, para el que se firma un consentimiento asistencial especifico y, en
ningln caso, supuso una intervenciéon adicional para el paciente. Todas las muestras
fueron proporcionadas por el Biobanco del Hospital Universitario y Politécnico La Fe
de Valencia y cumplieron los requisitos de la legislacion vigente (Ley 14/2007, de 3 de
julio de Investigacién Biomédica). La informacién clinica al momento del diagnéstico de
todos los casos fue obtenida del Registro Espafiol de Sindromes Mielodisplasicos
(RESMD).

El estudio fue aprobado por el Comité Etico para la Investigacion Clinica del
Hospital Universitario y Politécnico La Fe y todos los pacientes firmaron un
consentimiento informado en concordancia con las recomendaciones de la
Declaracion de los Derechos Humanos, la conferencia de Helsinki y las regulaciones

institucionales.

4.2. Estudio citogenético

El analisis citogenético convencional consistié en el estudio de las alteraciones
cromosomicas en las metafases de las células leucémicas obtenidas tras el cultivo in

vitro.

4.2.1. Cultivo

A partir de muestras de aspirado de médula 6sea se practicaron cultivos de 24
horas en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con suero bovino fetal al 10% y

antibidticos (100 U/ml Penicilina y 100 pg/ml Estreptomicina). Los cultivos se
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prepararon en camara de flujo laminar y posteriormente se incubaron a 37°C durante

toda la noche en un incubador con 5% de presion de CO, y una humedad del 90%.

4.2.2. Sacrificio del cultivo

Para impedir la formacién del huso acromatico y que, por tanto, los
cromosomas se dirijan a los polos de la célula, se afiadieron 100 pL de colchicina al
dia siguiente, dejandolo actuar 30 minutos a 37°C. Para la captacion de los
cromosomas en metafase se transfirid el cultivo a un tubo cdénico y se centrifugd
durante 5 minutos a 1.500 rpm, decantandose el sobrenadante y resuspendiendo el
sedimento posteriormente. Se afiadieron 10 mL de CIK (atemperado a 37°C) y se
incubd durante 30 minutos a 37°C para permitir su entrada en las células y que éstas
aumentaran de volumen. Posteriormente, se verti6 gota a gota el fijador Carnoy
(metanol:acido acético 3:1) completando hasta 5 mL, se centrifugd, decanté y
resuspendié el botén celular. La fijacion con solucion de Carnoy se repitio hasta tres

veces para la obtencién de un boton celular limpio.

4.2.3. Preparacion de extensiones

Para la elaboracién de las preparaciones se verti6 una gota de suspension
celular sobre un portaobjetos desengrasado previamente en metanol frio. La extension
se seco al aire y en llama. Los portaobjetos con metafases aptas se dejaron envejecer

toda la noche en horno a 60°C.

4.2.4. Tincion de bandas G

Los cromosomas se identificaron mediante el método de bandas G con tripsina-
Giemsa (Seabright et al., 1971). Las extensiones se sometieron a una digestion
enzimatica con tripsina y se tifleron con una solucion de Giemsa (47,5 mL fosfato
monopotasico + 47,5 mL fosfato bisédico + 5 mL de Giemsa) durante 5 minutos. Por

ultimo se lavaron y se dejaron secar toda la noche.

4.2.5. Andlisis del cariotipo

Para la aceptacion de un cariotipo se analizaron al menos 20 metafases por

muestra. Las metafases fueron analizadas usando el programa Ikaros (Metasystems
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Inc., Alemania). Las anomalias cromosOmicas fueron descritas de acuerdo al Sistema

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

4.3. Estudio de las alteraciones moleculares

A partir del material genético de cada paciente se estudiaron mediante un panel
de secuenciacion de Ultima generacion (next generation sequencing, NGS) sus
alteraciones moleculares, analizandose posteriormente de manera individual con el fin

de determinar su potencial patogenicidad.

4.3.1. Extraccion de acidos nucleicos

Para la extraccion del ADN se utilizo el kit comercial QIAAMp® DNA Mini kit
(Quiagen, Hilden, Germany) siguiendo las instrucciones del fabricante. La calidad y
cantidad del ADN se determind mediante espectrofotometria (Nanodrop), medida
como absorbancia a una longitud de onda entre 260 nm y 280 nm, determina pureza
de la extraccion, y entre 260 nm y 230 nm, detecta restos de compuestos organicos.
También se comprobd la integridad del ADN mediante la migracién en gel de agarosa
al 1%, tincion en GelRed (Biotium) y observacion del nivel de degradacion.

Se seleccionaron las muestras no degradadas, con concentraciones superiores
a 25 ng/pL y que presentaran ratios Abs260/280 de alrededor de 1,8 y Abs260/280 en

torno 1,5-2,2. Las muestras se almacenaron a -80°C hasta su utilizacion.

4.3.2. Caracterizacion molecular de los pacientes

Estudio de las alteraciones moleculares encontradas en cada paciente de la

serie mediante un panel NGS.

4.3.2.1 Diseiio de cebadores del panel NGS

Se diseid6 con tecnologia lon  AmpliSeq™ (Thermo  Fisher;
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Tabla 8) un panel de secuenciacibn NGS personalizado, con 39 genes genes cuyas
mutaciones se presentaban por la bibliografia asociadas al diagnéstico y/o prondstico
de los SMD (Figura 10). El panel constaba de 659 amplicones y permitia una tasa de
deteccion del 98% para una variante al 5% de frecuencia alélica y una cobertura de
secuenciacion entre 1000X y 5000X. Los cebadores se disefiaron para generar
amplicones con una longitud promedio de 200 pares de bases (pb), proporcionando
una cobertura minima del 90% de la secuencia. Estos cebadores se sintetizaron y se
agruparon en 2 reacciones multiplex basadas en la compatibilidad de las 2 PCR,

minimizando la probabilidad de interacciones cebador-cebador.
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Figura 10. Los paneles NGS de amplicones se basan en la amplificacién por PCR de las

regiones de interés mediante la unién de cebadores especificos.
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Tabla 8. Genes incluidos en el panel.

Pacientes y métodos

Gen Id. Gen Ensembl Id. transcrito Exones
ASXL1 ENSG00000171456 NM_015338.5 8-11
BCOR ENSG00000183337 | NM_001123385.1 Todos
BRAF ENSG00000157764 NM_004333.4 Todos

CBL ENSG00000110395 NM_005188.3 8,9

CDKN2A ENSG00000147889 NM_000077.4 Todos
CEBPA ENSG00000245848 NM_004364.4 Todos
DNMT3A ENSG00000119772 NM_022552.4 Todos

ETV6 ENSG00000139083 NM_001987.4 Todos
EZH2 ENSG00000106462 NM_004456.4 Todos
FLT3 ENSG00000122025 NM_004119.2 13-15, 20
GNAS ENSG00000087460 NM_080425.2 Todos

IDH1 ENSG00000138413 NM_005896.3 3,4

IDH2 ENSG00000182054 NM_002168.2 4
JAK2 ENSG00000096968 NM_004972.3 11-15

KIT ENSG00000157404 NM_000222.2 2,8-12, 17
KRAS ENSG00000133703 NM_033360.3 2-4

LUC7L2 ENSG00000146963 | NM_001244585.1 Todos

MPL ENSG00000117400 NM_005373 10

NF1 ENSGO00000196712 | NM_001042492.2 Todos
NPM1 ENSG00000181163 NM_002520.6 10
NRAS ENSG00000213281 NM_002524.4 1-4
PHF6 ENSG00000156531 NM_032458.2 Todos

PTPN11 ENSG00000179295 NM_002834.3 Todos
RAD21 ENSG00000164754 NM_006265.2 Todos
RPS14 ENSG00000164587 | NM_001025070.1 2-5
RUNX1 ENSG00000159216 NM_001754.4 Todos
SETBP1 ENSG00000152217 NM_015559.2 4

SF1 ENSG00000168066 | NM_001178030.1 Todos
SF3Al ENSG00000099995 NM_005877.4 Todos
SF3B1 ENSG00000115524 NM_012433.2 10-16
SMC3 ENSG00000108055 NM_005445.3 Todos
SPARC ENSG00000113140 NM_003118.3 Todos
SRSF2 ENSG00000161547 NM_003016.4 1
STAG2 ENSG00000101972 | NM_001042749.2 Todos
TET2 ENSG00000168769 | NM_001127208.2 Todos
TP53 ENSG00000141510 | NM_001276760.1 3-11
U2AF1 ENSG00000160201 NM_006758 1-6

WT1 ENSG00000184937 NM_024426.4 6-10
ZRSR2 ENSG00000169249 NM_005089.3 Todos
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4.3.2.2 Elaboracion de librerias y secuenciacion NGS

Definimos las “librerias” como los fragmentos de interés del ADN de una
muestra a secuenciar, que en sus extremos contienen indices y adaptadores, los
cuales identifican inequivocamente las muestras. Para la preparacion de las librerias,
se amplificaron 10 ng de ADN de cada muestra utilizando el panel de cebadores
disefiado y la mezcla para PCR AmpliSeq HiFi (Thermo Fisher) en un termociclador
Veriti® Thermal Cycler con 17 ciclos de amplificacion. Se obtuvieron 2 grupos de
amplicones por muestra y posteriormente se sometieron los extremos de los
cebadores a una digestion parcial con la enzima FuPa (Thermo Fisher). Se agruparon
los amplicones y se ligaron luego con adaptadores universales e identificadores (lon
Xpress Barcodes™) diferentes para cada muestra. Después de una primera
purificaciéon con Agencourt® AMPure® XP Kit (Beckman Coulter), las librerias se
amplificaron con Platinum® PCR SuperMix High Fidelity y Library Amplification Primer
Mix (Thermo Fisher). Después de una segunda purificacion con Agencourt® AMPure®
XP Kit (Beckman Coulter), las librerias se cuantificaron utilizando un fluorémetro
Qubit® 2.0 con el kit Qubit® dsDNA HS y luego se normalizaron a 100 pmol/l. Las
librerias normalizadas se agruparon en igual proporcion para realizar una PCR en
emulsién (ePCR) en un sistema lon OneTouch. La funcién de esta PCR en emulsién
era realizar en “perlas” individuales una micro-PCR de cada amplicon lo que permitia
su amplificacién de forma especifica y homogénea. Luego, los amplicones finales
obtenidos de cada muestra se cargaron en un chip lon V3 y se secuenciaron en el
equipo lon Proton (Figura 11). Los andlisis se ejecutaron con los software Torrent
Suite e lon Reporter (Thermo Fisher) que proporcionaron las lecturas de secuencia asi
como las variantes obtenidas de cada muestra en archivos exportables con formatos
BAM, VCF y Excel.

: ®
& 8
5 ; ) Analisis de
': A & i » > » » datos
* - » -
e r | —
Preparacion Amplificacién PCR Carga del Secuenciacioén

delibrerias clonal emulsion chip

Figura 11. Esquema del proceso de preparacion de las librerias y su secuenciacion.
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4.3.2.3 Secuenciacion del gen CALR

El gen CALR, no incluido en el panel NGS original por la dificultad de disefiar
cebadores adecuados para detectar las variantes de naturaleza indel descritas, fue
analizado mediante secuenciacidbn Sanger segun metodologia descrita previamente
(Klampfl et al., 2013).

4.3.2.4 Anélisis de variantes

Todas las variantes listadas se revisaron visualmente con el software
Integrative Genomics Viewer (IGV; Broad Institute; Figura 12). La revision de variantes
en el IGV (Thorvaldsdottir et al., 2013) permiti6 descartar del andlisis los falsos
positivos que resultaron de artefactos en la secuenciacion, de errores en algunas
regiones de homopolimeros asi como a artefactos minoritarios asociados a strand-
bias, es decir, variantes solo presentes en una de las direcciones de lectura (directa o

reversa).

c.461G>T,
TP53 p.G154V

pI3. P P piLL

q alz Qi qis a a aBkl  q q a azs.

a1bp
7578.450 bp. 7578.860 bp 7.578.470 bp 7578.880 bp

c c A J 6 G C G C 6 G A C G C 6 G 6 T G C C G G G C 6 G G 6 6 T G T G G A&
M A R T 3 W P G G G K 3

H G A D A G A G R G C G

Figura 12. Imagen del software IGV que muestra la deteccion de una variante en el gen TP53.
Se observa que la variante (C>A) esta presente en las dos direcciones de lectura: directa (rojo)

y reversa (azul).
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Se eliminaron también del analisis los polimorfismos (single nucleotide
polymorphism, SNP), es decir, aquellas variantes con una frecuencia poblacional
mayor del 1%. Se recomienda no categorizar estas variables, pues resulta dificil su
interpretacion y en base al conocimiento actual, no presentan utilidad clinica. Algunas
de las bases de datos utilizadas para realizar esta tarea fueron: dbSNP
(https://mww.ncbi.nim.nih.gov/snp) y EXAC (http://exac.broadinstitute.org).

Una vez seleccionadas las variantes a analizar, la literatura (PubMed;
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed) y las bases de datos Catalogue of Somatic
Mutations in Cancer (COSMIC; https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic), Leiden Open
Variation Database (LOVD; www.lovd.nl) y Human Gene Mutation Database (HGMD;
http://www.hgmd.cf.ac.uk) se emplearon para explorar su impacto. La patogenicidad
potencial de las mutaciones de novo se evalu6 utilizando los algoritmos in silico SIFT
(http://provean.jcvi.org), PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2) y Mutation
Taster (http://www.mutationtaster.org) (Grimm et al., 2015). Para variantes localizadas
en sitios de splicing, se utilizaron los algoritmos Human Splicing Finder
(http://iwww.umd.be/HSF3), NNSplice (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html),
NetGene2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2) y Mutation Taster
(http://Iwww.mutationtaster.org) para predecir su potencial patogenicidad (Jian et al.,
2014). Finalmente, las herramientas del cBioPortal (https://www.cbioportal.org)
(Cerami et al., 2012; Gao et al., 2013) se aplicaron para construir el mapa mutacional
del gen DNMT3A asi como la estructura 3D de su proteina.

4.4. Definiciones

- Amplicon: segmento de ADN o ARN que resulta de la amplificacion (produccion de

multiples copias) de una secuencia de interés.

- Riesgo de transformacion a leucemia mieloide aguda (t-LMA): Representa la
probabilidad que la enfermedad progrese en un momento determinado a LMA. Se
calcula desde la fecha de diagnéstico del SMD-SA hasta la fecha de transformacién de

la patologia en LMA.

- Single Nucleotide Polymorphism (SNP): variante que difiere en un nucle6tido
respecto al genoma de referencia (SNV) y que esta presente en 21% de la poblacién

(polimorfismo).

- Splicing: proceso co-transcripcional conocido como “corte y empalme”. Es el proceso

mediante el cual se eliminan los intrones de la molécula de ARNm, dejando solo los
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exones para formar una cadena de ARNmM maduro que, posteriormente, se

transportard al citoplasma para su traduccion.

- Supervivencia global (SG): Hace referencia a la probabilidad de estar vivo en un
determinado momento. Se calcula desde la fecha de diagnéstico de la enfermedad
hasta la fecha de la ultima visita o la muerte del paciente, sea ésta por la causa que
sea y con independencia del estado de la enfermedad.

- Variant allele frequency (VAF): frecuencia alélica de una variante. En secuenciacion,
hace referencia a la proporcidn de lecturas de la regién de interés que contienen la
secuencia alternativa (variante) respecto de las lecturas que contiene la secuencia de

referencia.

- Variante missense: tipo de variante donde el cambio de un solo nucleétido resulta en

el cambio de un coddén que produce un aminoacido diferente.

- Variante nonsense: tipo de variante en un solo nucle6tido que resulta en un codén de
stop prematuro o en un codon que después de la traduccion genera una proteina no

funcional.

- Variante frameshift: tipo de variante que genera un desplazamiento o cambio en el
marco de lectura. Ocurre por una insercion o deleciébn de un namero de nucle6tidos

gue no es multiplo de tres en una secuencia de ADN.

4.5. Respuesta a azacitidina

Conforme al criterio del International Working Group (IWG) 2006 de los
SMD se considerd que los pacientes respondieron positivamente a la AZA cuando
presentaron remision completa de la enfermedad, remisiébn completa en médula 6sea,
remision parcial o bien estabilizacion de la enfermedad con mejoria hematolégica
(Cheson et al., 2010). En los supuestos distintos a los anteriores se consider6 que el

paciente no mostro respuesta positiva al tratamiento.

4.6. Analisis estadistico

Para caracterizar de forma general la serie de pacientes estudiados se realizd
un analisis descriptivo que incluyd un estudio de frecuencias de las distintas variables,
el analisis de las diferencias y la definicion, en el caso de variables cuantitativas

continuas, de su distribucién segun la normalidad. En el caso de variables continuas

43



Pacientes y métodos

se analizaron las diferencias entre grupos mediante la t de Student para variables con
una distribucién normal o la U de Mann-Whitney para las variables que no seguian
dicha distribucion. La comparacion entre variables categoricas se realizé6 mediante la

prueba de Chi-cuadrado.

La estimacion de la SG y t-LMA se realizd6 mediante el método de Kaplan-Meier
(Kaplan & Meier, 1989). Las diferencias en dichas estimaciones de acuerdo a las

distintas variables de agrupacién se calcularon con el test de log-rank (Mantel, 1966).

Los andlisis de supervivencia y t-LMA se completaron con dos analisis
multivariantes independientes mediante el modelo de regresién de Cox (Cox, 1972).
Todas las variables con un valor de P inferior a 0,1 en el analisis univariante fueron
trasladadas al analisis multivariante, junto con aquellas que sin tener dicho valor de P
habian sido descritas previamente como potenciales variables de valor prondstico en
los SMD. Las variables en las que el nimero de casos perdidos era mayor al 10%

fueron excluidas del estudio multivariante.

En todos los casos el nivel de significacién estadistica se establecié con un
valor de P inferior a 0,05. Todos los estudios estadisticos se llevaron a cabo con el
paquete estadistico SPSS en su version 20.0.
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5.1. Caracteristicas de los pacientes

Se analizaron 122 pacientes diagnosticados de SMD-SA segun la OMS 2016.
De todos ellos, 80 pacientes (66%) habian sido diagnosticados por morfologia de
SMD-SA con displasia unilinea (SMD-SA-DU) y 42 pacientes (34%) correspondian a
SMD-SA con displasia multilinea (SMD-SA-DM). La mediana de edad fue de 75 afios
(extremos: 31 - 90 afios), siendo el 89% de los pacientes mayores de 60 afios.
Sesenta y ocho pacientes (56%) eran hombres y 54 (44%) mujeres. La mayor parte de
los pacientes presentaron un IPSS (86%) y un IPSS-R (93%) con riesgo bajo. Las
principales caracteristicas clinicas y biolégicas de los pacientes incluidos en el estudio

se detallan en la Tabla 9.

El cariotipo fue normal en 102 pacientes (84%), mientras que 20 pacientes
(16%) mostraron anomalias cromosomicas clonales. De acuerdo a la categorizacion
de riesgo citogenético del IPSS-R, 7 pacientes (6%) mostraron un cariotipo de muy
buen pronéstico [del(11q), n=1; -Y, n=6], 105 pacientes (86%) mostraron un cariotipo
de buen pronoéstico [normal, n=102; del(20q), n=3], 8 pacientes (6%) de prondstico
intermedio [+8, n=2; +19, n=1; +21, n=1; del(1q), n=1; del(4q), n=1; del(6q), n=1,
del(13q), n=1], y finalmente 2 pacientes (2%) de prondstico muy pobre (cariotipo
complejo).

Veintiséis pacientes (21%) recibieron agentes estimulantes de la eritropoyesis
(AEE), 46 pacientes (38%) AEE vy transfusiones de hematies mientras que 28
pacientes (23%) solo recibieron transfusiones de hematies. Dieciocho pacientes (15%)
sin o pérdida de respuesta a los AEE recibieron azacitidina (n=17) o lenalidomida
(n=1). La mediana de seguimiento de los pacientes fue de 35 meses (IC 95%, 6 a 204

meses). Cinco pacientes de la serie (4%) progresaron a LMA.
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Tabla 9. Caracteristicas principales de la serie global de pacientes con SMD-SA.

Caracteristicas

Serie global (%)

SMD-SA-DU (%)

SMD-SA-DM (%)

N° pacientes (SMD-SA) 122 (100) 80 (66) 42 (34)
Edad, afios (rango) 75 (31 - 90) 74 (31 - 87) 76 (47 - 90)

260 108 (89) 72 (90) 36 (86)

<60 14 (11) 8 (10) 6 (14)
Sexo

Hombre 68 (56) 42 (53) 26 (62)

Mujer 54 (44) 38 (47) 16 (38)
Leucocitos (x10%L)

Mediana 6 6 5

Rango 2-16 2-14 2-16
PMN (x10°/L)

Mediana 58 58 57

Rango 14 - 82 14 -79 20-82
Linfocitos (x10%/L)

Mediana 30 30 29

Rango 13- 63 13- 63 17 - 63
Plaquetas (><109/L)

Mediana 253 262 236

Rango 18 - 486 35 - 486 18 - 468
Sideroblastos anillo MO

Mediana 40 39 40

Rango 15-95 15-81 16 - 95
Blastos MO

Mediana 1 1 2

Rango 0-4 0-4 0-4
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Ferritina

Mediana 432 399 482

Rango 18 - 4819 18 - 4819 83-4734
Hemoglobina (g/dL)

Mediana 9,9 9,8 10,1

Rango 4,8-13,8 4,8-12,7 59-13,8
Cariotipo

Normal 102 (84) 67 (84) 35 (83)

Con anomalias 20 (16) 13 (16) 7(17)
Dependencia transfusional

Dependiente 74 (61) 46 (58) 28 (67)

No dependiente 48 (39) 34 (42) 14 (33)
Eritropoyetina

Administrada 72 (59) 46 (58) 26 (62)

No administrada 50 (41) 34 (42) 16 (38)
Azacitidina

Administrada 17 (14) 709 10 (24)

No administrada 105 (86) 73 (91) 32 (76)
IPSS

Bajo 105 (86) 72 (90) 33 (79)

Intermedio-1 17 (14) 8 (10) 9 (21)
IPSS-R

Muy bajo 53 (43) 41 (51) 12 (29)

Bajo 60 (50) 37 (46) 23 (55)

Intermedio 8 (6) 23 6 (14)

Alto 1(1) 0(0) 1(2)
Estatus

Vivo 71 (58) 47 (59) 24 (57)

Muerto 51 (42) 33 (41) 18 (43)

MO: médula 6sea.
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5.1Andlisis de calidad de la secuenciacion

Conforme al método expuesto previamente, se prepararon las librerias NGS a
partir de las muestras de ADN de los 122 pacientes que integraban el estudio. Segun
la capacidad del chip lon V3 utilizado y los criterios de calidad establecidos para una
secuenciacion oOptima (Escala de calidad Phred, Q=30), se estableci6 un numero
méximo de 53 muestras por carrera que permitié obtener una cobertura minima de
2000X por muestra. Al concluir cada carrera se analizaron sus métricas para poder

confirmar la correcta secuenciacion de las muestras (Figura 13).
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Figura 13. Informe de calidad obtenido tras secuenciar 53 muestras en la primera carrera NGS.
Se alcanzaron cerca de 70 millones de lecturas con amplicones entre 150-200 pb y con un

alineamiento éptimo del 98%.

Una vez comprobados los parametros de calidad de la carrera se analizaron las
coberturas de cada muestra para confirmar primero que el porcentaje mapeado on-
target fuera superior al 90% y segundo que las lecturas fueran uniformes tanto entre

los distintos amplicones como en los dos sentidos de lectura, directo y reverso. Se
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detectaron un total de 734 variantes exdnicas y se descartaron 17 variantes (tasa

error=2,3%) que resultaron falsos positivos recurrentes tras su analisis en el IGV.

5.2. Frecuencia de las mutaciones en la serie global

Con el estudio molecular realizado, se encontraron mutaciones sométicas en el
97% (118 de 122) de los pacientes estudiados (Tabla 10; Tabla 11). Solo 4 pacientes
no mostraron evidencia alguna de alteraciones genéticas o citogenéticas, de los cuales
3 fueron SMD-SA-DM y uno 1 fue un SMD-SA-DU. La mediana del nimero de
mutaciones por paciente fue de 2, variando de 0 a 5. Se observé una diferencia
significativa en la prevalencia de mutaciones entre las categorias de la OMS 2016, con
un mayor nimero de mutaciones por paciente en los SMD-SA-DM respecto los SMD-
SA-DU (2 vs. 1, rango 0-5, P =0,003).

Segun las categorias funcionales de los genes estudiados, las mutaciones en
factores de splicing fueron las mas frecuentes (111/122, 91%), seguidas de los
componentes que participan en la metilacion del ADN (52/122, 43%), los transductores
de sefnales (16/122, 13%), los modificadores de la cromatina (11/122, 9%), los factores
de transcripcion (9/122, 7%) y los supresores tumorales (3/122, 3%). Como se
esperaba, la mayoria de los casos presentaron mutaciones en el gen SF3B1 (106/122,
87%), pero también se detectaron mutaciones en otros genes en un numero
destacable de pacientes: TET2 (38/122, 31%), DNMT3A (21/122, 17%), JAK2 (8/122,
7%), SRSF2 (6/122, 5%), SETBP1 (6/122, 5%), EZH2 (5/122, 4%) y ETV6 (5/122, 4%)
(Figura 15; Figura 15).
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Figura 14. Nimero de mutaciones encontradas en los pacientes de la serie con SMD-SA.
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Figura 15. Distribucién de mutaciones obtenida en los 122 pacientes de la serie con SMD-SA.
Cada columna representa una muestra. Las celdas en gris oscuro indican una mutacion del
gen de localizado en esa fila.
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Tabla 10. Mutaciones missense, frameshift y nonsense en la serie analizada.

Paciente | Gen | Proteina cambio | SIFT|PoLYPHEN |MYTATION T cospic|  Anotacion
TASTER

SMD-SA 1 SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

- SF3B1 p.Lys666Arg c.1997A>G 0 1 deletérea 131553 Patogénica

SF3B1 p.Asn626Asp c.1876A>G 0 1 deletérea 131555 Patogénica

SMD-SA 2 TET2 p.Lys1173fs | c.3516_3523del deletérea Patogénica

- TET2 p.Cys1273Phe c.3818G>T 0 1 deletérea 87135 Patogénica

EZH2 p.Lys740Ter €.2218A>T deletérea Patogénica

SMD-SA_3 SF3B1 p.Gly742Asp c.2225G>A 0.08 0.966 deletérea 145923 Patogénica

SMD-SA 4 SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

- DNMT3A | p.Tyr735Cys c.2204A>G 0 1 deletérea 133126 Patogénica

SF3B1 p.Gly742Asp c.2225G>A 0.08 0.966 deletérea 145923 Patogénica

SMDSA 5 SRSF2 p.Pro95Arg c.284C>G 0.05 0.134 deletérea 211661 Patogénica

- TET2 p.Aspl427Val c.4280A>T 0 1 deletérea Patogénica

SETBP1 | p.His1100Arg €.3299A>G 0 0.998 deletérea Patogénica

SMD-SA_6 SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

SMD-SA_7 SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

SF3B1 p.His662GIn c.1986C>A 0 1 deletérea 130416 Patogénica

SMD-SA_8 JAK2 p.Val617Phe €.1849G>T 0 0.996 deletérea 12600 Patogénica

SF3A1 p.Arg587Cys c.1759C>T 0 1 deletérea Patogénica

SMD-SA_9 SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

SMD-SA_10 | SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

SMD-SA 11 SF3B1 p.Lys666Thr c.1997A>C 0 1 deletérea 131556 Patogénica

- JAK2 p.Val617Phe c.1849G>T 0 0.996 deletérea 12600 Patogénica

SMD-SA_12 SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

DNMT3A | p.Arg882His €.2645G>A 0 1 deletérea 52944 Patogénica

SMD-SA_13 | SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

TET2 p.Phe1285del | c.3852_3854del deletérea 211724 Patogénica

SMD-SA_14 | SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

SMD-SA_15 | SF3B1 p.Glu622Asp €.1866G>C 0 1 deletérea 132938 Patogénica

SMD-SA_16 TP53 p.Arg209GIn €.626G>A 0 0.998 deletérea Patogénica

SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

SMD-SA_17 TET2 p.Thr246fs €.737_737del deletérea Patogénica

BRAF p.lle710fs €.2127_2128ins deletérea Patogénica

DNMT3A | p.Met548Thr c.1643T>C 0 1 deletérea Patogénica

SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

SMD-SA_18 | SF3B1 p.His662Tyr €.1984C>T 0 1 deletérea 131560 Patogénica

TET2 p.Met1729fs | ¢.5170_5171ins deletérea Patogénica

EZH2 p.Asn673lle c.2018A>T 0 1 deletérea Patogénica

DNMT3A | p.Arg882Cys C.2644C>T 0 1 deletérea 53042 Patogénica

SMD-SA_19 SF3B1 p.His662GIn €.1986C>G 0 1 deletérea 130416 Patogénica

JAK2 p.Val617Phe c.1849G>T 0 0.996 deletérea 12600 Patogénica

SMD-SA_20 | PTPN11 p.GIn587Glu ¢.1759C>G 0.57 0.064 deletérea Posible patogénica

SMD-SA 21 SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

- TET2 p.Gly1288Ser c.3862G>A 0 1 deletérea 110780 Patogénica
SMD-SA_22

DNMT3A | p.Arg771Ter c.2311C>T deletérea 231563 Patogénica

SMD-SA_23 SF3B1 p.His662GIn c.1986C>A 0 1 deletérea 130416 Patogénica

TET2 p.Argl202lle €.3605G>T 0 1 deletérea Patogénica

SMD-SA_24 | SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

SMD-SA_25 SF3B1 p.Arg625Gly c.1873C>G 0 1 deletérea 1169490 Patogénica

SMD-SA 26 SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

- TET2 p.Tyr867His €.2599T>C 0 0.999 deletérea 327337 Patogénica
SMD-SA__27
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Paciente Gen Proteina Cambio SIFT | POLYPHEN MCIIEN COSMIC Anotacion
TASTER
SF3B1 p.Glu622Asp c.1866G>T 0 1 deletérea 132938 Patogénica
SMD-SA_28 | EZH2 p.Tyr133Asp ¢.397T>G 0 0.068 deletérea 144172 Patogénica
PTPN11 p.Gly503Ala ¢.1508G>C 0 0.998 deletérea 13027 Patogénica
SMD-SA_29 | SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
SMD-SA_30| SF3B1 p.Lys666GIn ¢.1996A>C 0 1 deletérea 132950 Patogénica
DNMT3A p.Trp327fs ¢.979_979del deletérea Patogénica
SMD-SA_31| SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
ASXL1 p.GIn283His €.849G>C 0.02 1 deletérea Patogénica
SMD-SA_32| SF3B1 p.Glu622Asp c.1866G>T 0 1 deletérea 132938 Patogénica
SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
SMD-SA_33 | LUC7L2 p.Glul11Asp €.333G>C 0.03 0.565 deletérea Posible patogénica
TET2 p.GIn1541Ter c.4621C>T deletérea Patogénica
DNMT3A p.Gly10fs c.27_28ins deletérea Patogénica
SMD-SA_34 P -
- SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
SMD-SA_35| ZRSR2 p.GIn32Ter c.94C>T deletérea Patogénica
ZRSR2 p.Cys312Tyr c.935G>A 0 1 deletérea Patogénica
DNMT3A | p.Arg736His €.2207G>A 0.39 0.997 deletérea 133737 Patogénica
SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
SMD-SA_36 | SF3B1 p.His662Asp ¢.1984C>G 0 1 deletérea 131560 Patogénica
TET2 p.GIn80Ter c.238C>T deletérea 43428 Patogénica
TET2 p.GIn969Ter €.2905C>T deletérea Patogénica
SRSF2 p.Pro95His c.284C>A 0 1 deletérea 211504 Patogénica
SMD-SA_37 | SETBP1 p.Asp868Asn €.2602G>A 0 1 deletérea 1318400 Patogénica
GNAS p.Arg844Cys €.2530C>T 0 1 deletérea 1566192 Patogénica
SMD-SA_38
SMD-SA_39 | SF3B1 p.Lys700Glu €.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
SMD-SA_40 | SF3B1 p.Lys700Glu €.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
SMD-SA 41 SF3B1 p.Gly742Asp €.2225G>A 0 1 deletérea 145923 Patogénica
- SF3B1 p.Arg625Gly c.1873C>G 0 1 deletérea 1169490 Patogénica
SMID-SA 42 SF3B1 p.His662GIn c.1986C>A 0 1 deletérea 130416 Patogénica
- JAK2 p.Val617Phe c.1849G>T 0 0.996 deletérea 12600 Patogénica
SMD-SA_43 | SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
SMD-SA 44 SF3B1 p.Lys666Asn ¢.1998G>C 0 1 deletérea 131557 Patogénica
- SRSF2 p.Pro95His €.284C>A 0 0.065 deletérea 211504 Patogénica
SMD-SA_45| SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
SMD-SA_46 | SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
SMD-SA_47 | SF3B1 p.Lys700Glu €.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
SMD-SA 48 SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
- CBL p.Argd62Ter c.1384C>T deletérea 34079 Patogénica
SMD-SA 49 DNMT3A | p.Arg882Cys €.2644C>T 0 1 deletérea 53042 Patogénica
- SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
SMD-SA 50 DNMT3A p.Arg882His €.2645G>A 0 1 deletérea 452944 Patogénica
- SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
SMD-SA_51 TET2 p.His1219Tyr €.3655C>T 0 1 deletérea Patogénica
DNMT3A | p.Arg882Cys €.2644C>T 0 1 deletérea 53042 Patogénica
DNMT3A p.Gly685Arg c.2053G>A 0.01 1 deletérea 1235163 Patogénica
SMD-SA 52 SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
- TET2 p.Leu699Ter c.2096T>A deletérea Patogénica
JAK2 p.Val617Phe c.1849G>T 0 0.996 deletérea 12600 Patogénica
SMD-SA 53 DNMT3A p.Asn403fs ¢.1208_1208del deletérea Patogénica
- SF3B1 p.Arg625Leu c.1874G>T 0 1 deletérea 110695 Patogénica
DNMT3A p.lle369fs ¢.1105_1117del deletérea 144493 Patogénica
SMD-SA 54 SF3B1 p.Glu622Asp c.1866G>T 0 1 deletérea 132938 Patogénica
- TET2 p.Thr1884Ala ¢.5650A>G 0 1 deletérea Patogénica
BCOR p.Ala970Glu c.2909C>A 0 1 deletérea Patogénica
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Paciente | Gen Proteina cambio  |SIFT| poLypHEN | MUTATION | cosmic | Anotacion
TASTER
DNMT3A p.Asp702fs ¢.2104_2104del deletérea Patogénica
SMD-SA_55 | DNMT3A p.Gly10fs c.27_28ins deletérea Patogénica
SF3B1 p.Lys666Thr c.1997A>C 0 1 deletérea 131556 Patogénica
SMD-SA_56

SF3B1 p.Lys666GIn ¢.1996A>C 0 1 deletérea 132950 Patogénica
SMD-SA_57 TET2 p.Glu28fs c.81_82del deletérea 1426202 Patogénica
TET2 p.Cys677fs ¢.2027_2030del deletérea 43519 Patogénica
SF3B1 p.His662GIn c.1986C>A 0 1 deletérea 130416 Patogénica
TET2 p.GIn1030Ter c.3088C>T deletérea 96929 Patogénica
SMD-SA_58 TET2 p.His1219Asn c.3655C>A 0 1 deletérea Patogénica
TET2 p.Argl891Gly c.5671A>G 0 1 deletérea Patogénica
ZRSR2 p.TrplliTer c.333G>A deletérea Patogénica
DNMT3A p.Arg882Cys €.2644C>T 0 1 deletérea 53042 Patogénica
SMD-SA_59 SF3B1 p.Lys700Glu €.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
BCOR p.Val598fs €.1791_1792ins deletérea Patogénica
SMD-SA 60 SF3B1 p.Lys666Arg c.1997A>G 0 1 deletérea 131553 Patogénica
- RUNX1 p.Arg169fs ¢.506_507ins deletérea 1318812 Patogénica
SMD-SA 61 SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
- CALR p.Glu380Gly c.1139A>G 0.4 0 deletérea Patogénica
SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
SPARC p.Arg268His c.803G>A 0.06 1 deletérea Patogénica

SMD-SA_62 -
- ETV6 p.Met389Val c.1165A>G 0 1 deletérea Patogénica
STAG2 p.Arg1012GIn €.3035G>A 0.15 0.971 deletérea 1465378 Patogénica
SMD-SA_63 SF3B1 p.Lys666Arg c.1997A>G 0 1 deletérea 131553 Patogénica
SMD-SA_64 SF3B1 p.Glu622Asp c.1866G>C 0 1 deletérea 132938 Patogénica
SMD-SA 65 SF3B1 p.His662GIn ¢.1986C>G 0 1 deletérea 130416 Patogénica
- TET2 p.Gly1152Glu €.3455G>A 0 1 deletérea 53268 Patogénica
SMD-SA 66 SF3B1 p.Asn626Asp c.1876A>G 0 1 deletérea 131555 Patogénica
- TET2 p.GIn866fs ¢.2593_2597del deletérea Patogénica
DNMT3A p.Arg320Ter €.958C>T deletérea 133721 Patogénica
SMD-SA_67 SF3B1 p.Lys700Glu €.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
TET2 p.Phel309Leu c.3927T>A 0 0.999 deletérea Patogénica
SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
SMD-SA_68 TET2 p.Prol419Arg c.4256C>G 0 1 deletérea 100055 Patogénica
JAK2 p.Val617Phe c.1849G>T 0 0.996 deletérea 12600 Patogénica
SMD-SA_69 SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
SMD-SA 70 SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
- TET2 p.GIn1034Ter ¢.3100C>T deletérea Patogénica
SMD-SA 71 SETBP1 p.Asp868Asn €.2602G>A 0 1 deletérea 1318400 Patogénica
- SETBP1 p.Gly870Ser c.2608G>A 0 1 deletérea 1234973 Patogénica
SMD-SA_72 SF3B1 p.Arg625Leu c.1874G>T 0 1 deletérea 110695 Patogénica
SMD-SA 73 TET2 p.G.In591Ter c.1771C>T deletérea Patogénica
- TET2 p.His1416Asp c.4246C>G 0 1 deletérea Patogénica
SMD-SA 74 SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
- TET2 p.Leul212fs ¢.3633_3633del deletérea 87124 Patogénica
ETV6 p.Tyr346Cys c.1037A>G 0 1 deletérea Patogénica
SMD-SA 75 SRSF2 | p.Pro95_Argl02del c.284_307del deletérea 146289 Patogénica
- SETBP1 p.Asp868Asn c.2602G>A 0 1 deletérea 1318400 Patogénica
SETBP1 p.Asp874Asn €.2620G>A 0 1 deletérea 1717365 Patogénica
SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
SMD-SA_76 ETV6 p.Leu201Pro ¢.602T>C 0.01 0.641 deletérea 546746 Patogénica
TET2 p.Glu783Ter c.2347G>T deletérea Patogénica
DNMT3A p.GIn692Ter c.2074C>T deletérea Patogénica
SMD-SA_77 SF3B1 p.Thr663lle c.1988C>T 0 1 deletérea 145921 Patogénica
TET2 p.GIn1084Pro c.3251A>C 0 0.325 deletérea Patogénica
SMD-SA 78 TET2 p.Glu783Ter c.2347G>T deletérea Patogénica
- ETV6 p.Leu201Pro €.602T>C 0.01 0.641 deletérea 546746 Patogénica
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Paciente Gen Proteina Cambio SIFT | POLYPHEN hilSIPAEHIOIN COSMIC | Anotacion
TASTER

SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

SMD-SA_79 TET2 p.Cys1289Tyr c.3866G>A 0 1 deletérea 87136 Patogénica

SMD-SA 80 SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

- TET2 p.GIn769fs €.2305_2305del deletérea 87100 Patogénica

SMD-SA 81 SRSF2 | p.Pro95_Argl02del | c.284_307del deletérea 146289 Patogénica

- STAG2 p.Glu1023Val c.3068A>T 0 0.974 deletérea Patogénica

SMD-SA_82 | SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

SMD-SA_83 SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

SMD-SA_84 | SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

SMD-SA_85 SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

TET2 p.GIn876Ter c.2626C>T deletérea 211613 Patogénica

SMD-SA_86 TP53 p.Cys176Trp c.528C>G 0 1 deletérea 1268357 Patogénica

ZRSR2 p.Tyr292Asn c.874T>A 0 1 deletérea Patogénica

SMD-SA_87 | SF3B1 p.Lys666Arg c.1997A>G 0 1 deletérea 131553 Patogénica

SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

SMD-SA 88 TET2 p.Asn1805fs ¢.5413_5413del deletérea Patogén?ca

- NF1 p.Thr1730Ser ¢.5189C>G 0.01 1 deletérea Patogénica

SETBP1 p.Arg1321His €.3962G>A 0 1 deletérea Patogénica

SMD-SA 89 SF3B1 p.Glu622Asp c.1866G>T 0 1 deletérea 132938 Patogénica

- IDH2 p.Arg140Gin c.419G>A 0 1 deletérea 41590 Patogénica

SMD-SA_90 | SF3B1 p.His662GIn €.1986C>G 0 1 deletérea 130416 Patogénica

SF3B1 p.His662Asp €.1984C>G 0 1 deletérea 131560 Patogénica

SMD-SA_91 ETV6 p.Leu201Pro €.602T>C 0.01 0.641 deletérea 546746 Patogénica

ZRSR2 p.Lys90Met C.269A>T 0 0.998 deletérea Patogénica

SF3B1 p.Lys666Thr c.1997A>C 0 1 deletérea 131556 Patogénica

SMD-SA_92 TET2 p.Leu878fs €.2632_2632del deletérea Patogénica

SMC3 p.Tyr1140Asn c.3418T>A 0 1 deletérea Patogénica

SMD-SA 93 IDH1 p.Phe32val c.94T>G 0.02 0.303 deletérea 1581043 Patogénica

- SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

SMD-SA_94 | SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

SMD-SA_95 | SETBP1 p.Arg627Cys c.1879C>T 0 1 deletérea 1236142 Patogénica

GNAS p.Arg844His c.2531G>A 0 1 deletérea 94388 Patogénica

SMD-SA_96 | SF3B1 p.Arg625Cys c.1873C>T 0 1 deletérea 110696 Patogénica

SMD-SA_97 | SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

SMD-SA_98 | SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

DNMT3A p.Cys559Tyr c.1676G>A 0 1 deletérea Patogénica

SMD-SA_99 | SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

TET2 p.GIn341Ter c.1021C>T 0 1 deletérea Patogénica

SMD-SA_100 SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

- JAK2 p.Pro708Ser c.2122C>T 1 0.999 deletérea Patogénica

SMD-SA_101 | SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

SMD-SA_102 | SF3B1 p.Lys666Arg c.1997A>G 0 1 deletérea 131553 Patogénica

SMD-SA_103 | SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

SMD-SA_104 TET2 p.Trp564Ter c.1691G>A deletérea 1716596 Patogénica

TET2 p.Ser714Ter c.2141C>G deletérea Patogénica

TET2 p.Leu500fs c.1494_1495ins deletérea 211641 Patogénica

SMD-SA_105 EZH2 p.Asp657Tyr c.1969G>T 0 1 deletérea 1000720 Patogénica

IDH2 p.Arg140Gin c.419G>A 0 1 deletérea 41590 Patogénica

SMD-SA_106 | SRSF2 p.Pro95Arg c.284C>G 0.05 0.134 deletérea 211661 Patogénica

SMD-SA_107 | SF3B1 p.Lys666Asn €.1998G>T 0 1 deletérea 131557 Patogénica

SMD-SA_108 | SF3B1 p.Lys700Glu ¢.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica

SMD-SA_109 TET2 p.GIn684fs €.2046_2046del deletérea 211686 Patogénica

SF3B1 p.Trp658Arg c.1972T>A 0 1 deletérea Patogénica

SMD-SA_110 TET2 p.Argl404Ter c.4210C>T deletérea Patogénica

CBL p.Arg420GIn c.1259G>A 0 1 deletérea 34077 Patogénica
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Paciente | Gen Proteina cambio | SIFT | POLYPHEN |MYTATION| cogmic | anotacion
TASTER
SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
SMD-SA_111 - - —
- TET2 p.Lys1339fs c.4011_4012ins deletérea 87145 Patogénica
SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
SMD-SA_112 TET2 p.Ser657Ter ¢.1970C>G deletérea Patogénica
TET2 p.GIn1084Pro c.3251A>C 0 0.325 deletérea Patogénica
SF3B1 p.Asp584Glu c.1752T>A 0.03 1 deletérea Patogénica
SMD-SA_113 IDH2 p.Argl140GIn c.419G>A 0 1 deletérea 41590 Patogénica
RUNX1 p.Asn96Ser c.287A>G 0.08 0.988 deletérea Patogénica
SMD-SA 114 SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
- TET2 p.Cys1271fs c.3811_3812ins deletérea 87134 Patogénica
SMD-SA_115 SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
SMD-SA_116 SF3B1 p.Glu622Asp c.1866G>C 0 1 deletérea 132938 Patogénica
DNMT3A p.Trp327Ter c.981G>A deletérea Patogénica
SMD-SA_117 - —
- SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
SMD-SA_118 SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
SMD-SA 119 SF3B1 p.His662GIn c.1986C>A 0 1 deletérea 130416 Patogénica
- JAK2 p.Val617Phe €.1849G>T 0 0.996 deletérea 12600 Patogénica
SMD-SA_120 SF3B1 p.Lys700Glu c.2098A>G 0 1 deletérea 84677 Patogénica
SMD-SA_121 | DNMT3A p.Tyr436Ter c.1308C>A deletérea Patogénica
SMD-SA_122 SF3B1 p.Glu622Asp c.1866G>T 0 1 deletérea 132938 Patogénica
SIFT <0,05 y Polyphen >0,6: mutacion probablemente patogénica.
Tabla 11. Mutaciones en regiones de splicing en la serie analizada.
Paciente Cambio Gen Region | NNSPLICE HSF NETGENE M#J;Q.Jég’\‘ Anotacion
SMD-SA_55 chr2:25458695, C>T DNMT3A | splice_5 | deletérea | deletérea neutral deletérea POSII,O“.E
patogénica
SMD-SA_79 chrX:15836766, G>A ZRSR2 splice_3 | deletérea | deletérea | deletérea deletérea P05|F>I('e
patogénica
SMD-SA_81 chr21:36259138, A>G RUNX1 splice_3 | deletérea | deletérea | deletérea deletérea POSII,DI?
patogénica
SMD-SA_95 | chr10:112342401, G>A SMC3 splice_3 | deletérea neutral deletérea deletérea POSII,O"_%
patogénica
SMD-SA_110 | chr7:148543690, T>TT EZH2 splice_5 neutral deletérea neutral deletérea Posﬂs)lg
patogénica
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5.3. Mutaciones en genes de splicing

Las mutaciones encontradas con mayor frecuencia en el gen SF3B1 se
localizaron en los codones K700 (n=66, 60%), K666 (n=12, 11%) y H662 (n=10, 10%;
Tabla 12). Todas las mutaciones de SF3B1 fueron heterocigotas y de naturaleza
missense. Cuatro casos positivos en SF3B1 (4/106, 4%) presentaron mutaciones con
frecuencias alélicas entre el 3-8% que no habian sido detectadas previamente por
secuenciacion Sanger. En 4 pacientes se hallaron dos mutaciones de SF3B1, aunque
este hecho no se correlacioné con un mayor porcentaje de sideroblastos en anillo (SA)
u otras diferencias clinicas respecto a los pacientes con una sola mutacion. Sin
embargo, los pacientes con la mutacién K700E mostraron un nivel significativamente
mayor de SA que los pacientes con otras mutaciones de SF3B1 (mediana, 44% vs.
27% SA, P=0,012). Respecto a la asociacion de las mutaciones de SF3B1 con las
caracteristicas clinico-biolégicas de los pacientes, los pacientes SF3B1 mutados
mostraron un recuento plaquetario significativamente mayor (mediana, 267 x 10°
plaquetas/L vs. 146 x 10° plaquetas/L, P<0,001) y una menor proporcién de
alteraciones cromosomicas de mal pronéstico (6% vs. 31%, P=0,038) en comparacion
con los pacientes SF3B1 no mutados. No se encontraron diferencias significativas en
la edad, hemoglobina, recuento de glébulos blancos o porcentaje de blastos en
médula ésea en base al estado mutacional de SF3B1.

El gen SRSF2 fue el segundo gen de splicing mutado con mayor frecuencia en
la serie, encontrandose mutaciones en 6 de los 122 pacientes (5%) analizados. Cuatro
pacientes mostraron mutaciones en el hotspot P95 (n=2, P95H; n=2, P95R) mientras
gue 2 pacientes presentaron la delecion P95 R102del. Las mutaciones de SRSF2
fueron mas frecuentes en los pacientes SF3B1 no mutados que en los SF3B1 mutados
(25% vs. 2%, P=0,001). Respecto a su asociacion con las variables clinico-bioldgicas,
los pacientes SRSF2 mutados, mostraron un recuento plaquetario significativamente
mas bajo (mediana, 93 x 10° plaquetas/L vs. 262 x 10° plaquetas/L, P<0,001) y una
mayor dependencia transfusional al momento del diagnoéstico (100% vs. 59%,
P=0,046) que los pacientes SRSF2 no mutados. La mayoria de los pacientes SRSF2

mutados (83%) se agrupaban en categorias de bajo riesgo del IPSS-R.

Finalmente, 5 pacientes (4%) mostraron mutaciones en ZRSR2, gen de splicing
localizado en el cromosoma X. Cuatro de estos 5 pacientes (80%) eran hombres.
Ademas, el 80% de los pacientes ZRSR2 mutados mostré dependencia transfusional y

fue tratado con AEE.
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Tabla 12. Tipos y frecuencias de las mutaciones de SF3B1 encontradas en la serie.

Porcentaje
Mutaciones SF3B1 NUumero de casos respecto al total de

mutaciones

K700E 66

Codén 700 66 60
K666R

K666T

K666N

K666Q 2

Coddn 666 12 10,9
H662Q
H662D
H662Y
Codon 662
E622D
Codon 622
R625L
R625G
R625C
Codon 625
G742D
Codon 742
N626D
Cododn 626
T663lI
Codon 663
W658R
Codoén 658
D584E
Codoén 584

H
2 r

10

7,3

4,6

2,7

1.8

0,9

0,9

P Pl P R RPN N W W o, N N o

0,9

5.4. Mutaciones en genes de metilacion

Se detectaron mutaciones de TET2 en 38 pacientes (31%). Estos pacientes
mostraron una (n=31), dos (n=6) o incluso tres mutaciones (n=1) en TET2 y ademas
de naturaleza muy variable: missense, nonsense y frameshift. Los pacientes TET2

mutados mostraron una mediana de mutaciones mayor que los pacientes TET2 no
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mutados (3 vs. 1, rango 0-5; P<0,001). Ademas, las mutaciones de TET2 se
encontraron con mayor frecuencia en el subgrupo SMD-SA-DM que en el subgrupo
SMD-SA-DU (43% vs. 24%, P=0,025).

Respecto al gen DNMT3A, se detectaron mutaciones en 21 de los 122
pacientes de la serie (17%). Nueve pacientes (43%) portaron mutaciones de DNMT3A
en su dominio regulador (RG, exones 1-15) y la mayoria de estas alteraciones (80%)
fueron de naturaleza nonsense y frameshift. Doce pacientes (57%) portaron
mutaciones de DNMT3A en su dominio metiltransferasa (MT, exones 16-23) y, de
manera inversa, en esta region del gen, predominaron las mutaciones missense (75%;
Figura 16A). Las mutaciones de DNMT3A ocurrieron con mayor frecuencia en el
hotspot R882 (exdn 23): 4/21 pacientes (19%) portaban la mutacion R882C y 2/21
pacientes (10%) la mutacion R882H (Figura 16B).
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Figura 16. Localizacién de las mutaciones en el gen DNMT3A y estructura de su proteina.
A) Numero de mutaciones encontradas y su localizacion con respecto al dominio funcional de
la proteina: PWWP, segmentacion de cromatina; ZNF, dedo de zinc; MTasa: metiltransferasa.
B) Interaccion de dos proteinas DNMT3L y dos proteinas DNMT3A para formar un tetramero
que actua directamente en la metilacién del ADN. El residuo R882 (en color amarillo) es critico
en la unién correcta de la proteina DNMT3A con la molécula de ADN (Yan XJ et al., 2011).
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Diecinueve de los 21 pacientes con mutaciones en DNMT3A (91%) tenian un
cariotipo normal y 20 de ellos (95%) eran pacientes de bajo riesgo segun los indices
IPSS (categoria de bajo riesgo) e IPSS-R (categorias de muy bajo y bajo riesgo). A
pesar de este perfil aparentemente favorable, los pacientes con mutaciones en
DNMT3A mostraron una mayor dependencia transfusional en el momento del
diagnostico respecto los pacientes DNMT3A no mutados (81% vs. 56%, P=0,029).
Ademas, el porcentaje de pacientes con mutaciones de DNMT3A en el dominio MT y
con dependencia transfusional resultdé muy elevado en comparacion con el resto de la
serie (92% vs. 57%, P=0,017).

Solo 4 pacientes (3%) de la serie presentaron mutaciones en los genes IDH: un
paciente porté una mutacion en el gen IDH1 (n=1, F32V) mientras que tres pacientes
portaron una mutacion en el hotspot R140 del gen IDH2 (n=3, R140Q). No hubo
diferencias significativas en dependencia transfusional, recuento leucocitario o

porcentaje de blastos en médula ésea segun el estado de mutacional de IDH1 o IDH2.

5.5. Otras mutaciones genéticas

Un menor nimero de mutaciones (2-7%) involucraron a transductores de
sefiales como JAK2 (n=8, 7%) y CBL (n=2, 2%), a factores de transcripciébn como
SETBP1 (n=6, 5%), ETV6 (n=5, 4%) y RUNX1 (n=3, 3%), a modificadores de la
cromatina como EZH2 (n=5, 4%) y a supresores tumorales como TP53 (n=2, 2%).

Los pacientes portadores de mutaciones en JAK2, todos co-mutados para
SF3B1 y con un cariotipo normal, mostraron un recuento plaquetario significativamente
mayor en comparacién con los casos JAK2 no mutados (mediana, 446 x 10°
plaquetas/L vs. 248 x 10° plaquetas/L, P=0,010; Tabla 13).
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Tabla 13. Caracteristicas de los pacientes con mutaciones en JAK2.

Paciente Edad, | SA PLQ Pss-R | Cariotipo SF3B1 JAK2 Otras mutaciones
afios | (%) | (x10°/L) POl (vaF,%) | (VAF, %) (VAF, %)
SMD-SA_8 72 | 36 388 Muy bajo | 46,XY | H662Q (49) | V617F (35) SF3A1 (46)

SMD-SA_11 | 53 | 24 457 | Muybajo | 46Xy |H662Q (46) | V617F (31)

SMD-sA_ 19 | 72 | 30 468 | Muybajo| 46,xx |H662Q (48)| V617F (6) DNMT3A (46)

SMD-SA_42 65 30 424 Muy bajo 46,XY | H662Q(35) | V617F (7)

smMD-sA 52 | s8 | 50 322 Bajo 46,XY | K700E (46) | V617F (4) | TET2 (46), DNMT3A (5)

SMD-SA 68 | 88 | 41 478 Bajo 46,XX | K700E (41) | v617F (12) TET2 (9)

SMD-SA_100 | 77 | 16 236 | Muybajo| 46Xy | K700E (28) | P708s (47)

SMD-SA_119 | 68 | 63 486 | Muybajo| 46,xX |H662Q(35) | v617F (31)

SA: sideroblastos en anillo; PLQ: plaquetas. VAF: variant allele frequency.

De manera inversa, los pacientes con mutaciones en SETBP1 mostraron un
recuento plaquetario significativamente mas bajo que los pacientes con SETBP1 no
mutado (mediana, 132 x 10° plaquetas/L vs. 262 x 10° plaquetas/L, P=0,005). Las
mutaciones de SETBP1 mostraron una co-ocurrencia positiva con las mutaciones de
SRSF2 y GNAS (P<0,002) y, en contraste, tuvieron una co-ocurrencia negativa con las
mutaciones de SF3B1 (P=0,029).

En un Gnico paciente de la serie se encontré6 mutado el gen CALR (E480G).

Este paciente era SF3B1 mutado (K700E) y presentaba 118 x 10° plaquetas/L.

Los pacientes con mutaciones en el gen ETV6 mostraron significativamente
una edad mas avanzada (mediana, 84,7 afos) respecto al resto de la serie (100%
ETV6™ vs. 47% ETV6"™, >75afios, P=0,026) y el 80% de ellos presentaban
monocitosis. Ademas las frecuencias alélicas de las mutaciones en ETV6 fueron

menores respecto a las otras mutaciones que presentaban los pacientes.

Por otro lado, aunque todos los pacientes con el gen EZH2 mutado se
agrupaban en categorias de bajo riesgo del IPSS e IPSS-R, mostraron una fuerte
tendencia hacia una mayor dependencia transfusional respecto los pacientes EZH2 no
mutados (100% vs. 59%, P=0,07).

Finalmente, la mayor parte de los genes mutados de forma minoritaria (<2%),
como BCOR, SMC3 y SPARC, se encontraban en pacientes SF3B1 mutados y

mostraron generalmente un frecuencia alélica menor respecto a la mutacion SF3B1.
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5.6. Impacto de las variables clinicas y de las mutaciones en el

pronostico de los pacientes

En el analisis univariante inicial se estudiaron todos las variables con una
potencial influencia en el prondstico de la enfermedad: indices IPSS e IPSS-R,
displasia (unilinea vs. multilinea), tratamiento con AEE, dependencia transfusional y
los 9 genes que habian sido encontrados mutados en =5 pacientes (SF3B1, TET2,
DNMT3A, JAK2, SRSF2, SETBP1, EZH2, ZRSR2 y ETVS6).

En primer lugar se estudié la supervivencia global (SG) y el riesgo de
transformacion a LMA (t-LMA) segun los indices IPSS e IPSS-R ya que integran gran
parte de las variables clinicas con un peso especifico en la supervivencia de los
pacientes. De acuerdo al IPSS se observé una menor SG de los pacientes con riesgo
intermedio-1 respecto a los pacientes de bajo riesgo (mediana, 30 vs. 80 meses,
P=0,044; Figura 17A). De manera similar, segun el IPSS-R se obtuvieron también
diferencias significativas para los 3 subgrupos de riesgo: intermedio, bajo y muy bajo
(mediana, 27 vs. 66 vs. 127 meses, P=0,003; Figura 17B). Respecto al riesgo de t-
LMA, no se observaron diferencias con el IPSS (P=0,42) y los 5 pacientes que
progresaron se encontraban incluidos en la categoria de bajo riesgo. Por el contrario,
el IPSS-R si que parecia identificar con mas éxito a los pacientes con un mayor riesgo
de t-LMA a los 5 afios segun los 3 subgrupos de riesgo: muy bajo, bajo e intermedio
(0% vs. 5% vs. 11%, P=0,033; Figura 17C). Sin embargo, cabe sefialar que 4 de los 5
pacientes que progresaron a LMA se encontraban en la categoria de bajo riesgo del
IPSS-R.
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Figura 17. Curvas para la supervivencia global segun los indices pronoésticos calculados.
Las graficas A y B muestran la supervivencia global segiin IPSS e IPSS-R respectivamente. La

grafica C muestra el riesgo de transformacion leucémica segun el IPSS-R.
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Al margen de la variables clinicas recogidas por el IPSS e IPSS-R se analiz6 la
SG y el riesgo de t-LMA segun el tipo de displasia (unilinea vs. multilinea), el
tratamiento con AEE y la dependencia transfusional. Se observé que Unicamente la
dependencia transfusional podria influir en la SG de los pacientes (mediana, 72 vs.
106 meses, para dependientes y no dependientes respectivamente; P=0,05; Figura

18). No se observo asociacion de ninguna de las 3 variables con el riesgo de t-LMA.
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Figura 18. Curva de supervivencia global segun la dependencia transfusional de los pacientes.
Se observa en el limite de la significacion estadistica una menor supervivencia de los pacientes
con dependencia transfusional.

Respecto las alteraciones moleculares, en el andlisis univariante de los 9 genes
mutados en =5 pacientes, la presencia de mutaciones en 4 genes, SF3B1, SRSF2,
EZH2 y DNMT3A, mostré6 una asociacién significativa con la SG mientras que
Unicamente la existencia de las mutaciones en 2 genes, EZH2 y DNMT3A, se asocio
con el riesgo t-LMA (Tabla 14).

63



Resultados

Tabla 14. Caracteristicas de los pacientes con progresion a LMA.

Edad Otras Afios | Supervivencia
Paciente ~ | Displasia | IPSS | IPSS-R | Cariotipo SF3B1 | DNMT3A . para en afos,
afos mutaciones
LMA estatus
SMD-SA_7 80 DM Bajo [ Bajo 46,XX K700E No No 7,8 8,0 (m)
SMD-SA _13 65 DU Bajo | Bajo 46,XY K700E R882H TET2 3,9 4,8 (m)
- ) ) ' (F1285del) | '
. 46,XY, TET2
SMD-SA _74 76 DM Bajo | Int. del(1)(?923) K700E No (L1212fs) 0,9 2,1(m)
SMD-SA _59 64 DM Bajo | Bajo 46,XY K700E R882C BCOR 0,9 1,7 (m)
— ) ) ), (V598fs) 2 ,
EZH2
SMD-SA _105 75 DU Bajo | Bajo 46,XY No No (DIZSI-ZZY)’ 2,3 2,5(m)
(R140Q)

DM: displasia multilinea. DU: displasia unilinea. int: intermedio; estatus, m: muerto; v: vivo.

En la serie global, los pacientes con mutaciones en SF3B1 no mostraron una
SG significativamente mayor (mediana, 87 vs. 41 meses, P=0,19; Figura 19A) o un
menor riesgo de t-LMA (3% vs. 11%, P=0,61) respecto a los pacientes SF3B1 no
mutados. Sin embargo, cuando el analisis de SG se estratificO de acuerdo a los dos
subgrupos establecidos por la clasificacion de la OMS 2016, SMD-SA-DU (n=80) y
SMD-SA-DM (n=42), los pacientes SF3B1 mutados si que tuvieron una mayor SG
respecto los pacientes SF3B1 no mutados en el subgrupo SMD-SA-DU (mediana, 88
vs. 22 meses, P=0,010; Figura 19B). En contraste, en el subgrupo SMD-SA-DM, la
presencia de mutaciones en SF3B1 no influyé de manera significativa en la SG

(mediana, 66 vs. 53 meses, P=0,35).

Los pacientes con el gen EZH2 mutado mostraron una SG mas baja y un
mayor riesgo de t-LMA a los 5 afios en comparacién con los pacientes con EZH2 no
mutado (SG, mediana, 30 vs. 88 meses, P=0,003; riesgo de t-LMA a los 5 afios, 25%
vs. 4%, P=0,004). De manera similar, se observé que los pacientes con mutaciones en
SRSF2 mostraron una SG mas baja que los pacientes sin mutaciones en este gen
(mediana, 17 vs. 87 meses, P<0,001). Sin embargo, las mutaciones de SRSF2 no se

asociaron con el riesgo de transformacion leucémica (Figura 19C; Figura 19D).

Por otro lado, considerando las mutaciones de DNMT3A en conjunto, los
pacientes con DNMT3A mutado no mostraron diferencias significativas en la SG o en
el riesgo de t-LMA respecto a los pacientes con DNMT3A no mutado (SG, mediana, 71
vs. 95 meses, P=0,22; riesgo de t-LMA a los 5 afos, 14% vs. 3%, P=0,28). Sin
embargo, al considerar las mutaciones de DNMT3A de acuerdo al dominio de la
proteina afectado, regulador (RG) o metiltransferasa (MT), se observé una SG mas
baja y un mayor riesgo de t-LMA en los pacientes con mutaciones de DNMT3A en el
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dominio MT respecto a los pacientes con DNMT3A no mutado en este dominio (SG,
mediana, 30 vs. 95 meses, P=0,021; riesgo t-LMA a los 5 afios, 23% vs. 2%, P=0,036;
Figura 19E; Figura 19F). Los pacientes con mutaciones de DNMT3A en el dominio

RG no mostraron diferencias en la SG o en el riesgo de t-LMA.
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Figura 19. Curvas de supervivencia de los pacientes con SMD-SA segUn sus mutaciones.

Las graficas A y B muestran la supervivencia global (SG) segun el estado mutacional de SF3B1
en toda la cohorte y en el subgrupo SMD-SA-DU respectivamente. Los graficos C y D muestran
la SG segun el estado mutacional de SRSF2 y EZH2 respectivamente. Las gréaficas E y F
muestran la SG y el riesgo de transformacion leucémica (t-LMA) respectivamente, asociada a la

existencia de mutaciones de DNMT3A en el dominio de metiltransferasa (MT).

Se realizaron finalmente analisis multivariantes para la SG y para el riesgo de t-
LMA, incluyendo los 9 genes mutados en =5 pacientes, la edad (inferior vs. superior a
la mediana), el sexo, los grupos de riesgo del IPSS y la dependencia transfusional.
Ademas de la edad y los grupos de riesgo del IPSS, se encontré que las mutaciones
en EZH2, SRSF2 y DNMT3A_MT fueron factores prondsticos independientes
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desfavorables para la SG. En un modelo similar considerando las categorias de riesgo
del IPSS-R, las mutaciones en EZH2, SRSF2 y DNMT3A_MT permanecieron como
predictores de una SG mas corta (Tabla 15).

En los dos modelos multivariantes construidos para analizar el riesgo de t-LMA
y ajustados por el IPSS (modelo I) o el IPSS-R (modelo Il), sélo las mutaciones de

DNMT3A en el dominio MT permanecieron significativamente como predictores de t-
LMA (Tabla 15).
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Tabla 15. Analisis multivariantes para la supervivencia y para el riesgo de transformacion

leucémica.
Supervivencia Global Riesgo transformacion
Variable LMA
HR IC 95% P HR IC 95% P
Modelo |
Clasificacion riesgo IPSS
Intermedio-1 vs. Bajo 2,28 1,01 a5,17 0,048 |0,00 0,99
Edad, 275 vs. <75 afios 4,47 2,13a9,39 <0,001]7,54 0,70a31,12 ]0,97
Sexo 0,62 0,29a1,29 0,20 0,18 0,02 a2,80 0,22
Dependencia transfusional 1,38 0,59 a 3,26 0,46 1,23 0,41 a 3,60 0,76
ETV6mut vs. ETV6wt 0,62 0,08 a 4,98 0,65 0,19 0,99
EZH2mut ys. EZH2wt 6,86 1,79a21,32 0,005 |13,86 |0,22a36,28 |0,39
JAK2mut vs, JAK2ut 0,25 0,05a1,21 0,09 0,00 0,99
DNMT3A_MTmut ys. DNMT3A_MTut 5,01 2,17a1160 |<0,001]7,92 1,22a24,86 ]0,041
DNMT3A_RGmut vs. DNMT3A_RGuwt 1,16 0,32 a 4,29 0,82 0,00 0,99
TET2mutys, TET2wt 0,96 0,48 a1,94 0,91 1,52 0,19a13,85 ]0,69
SF3B1mutys, SF3B1wt 1,29 0,49 a3,34 0,60 1,26 0,03a28,23 0,91
SRSF2mut ys, SRSF2wt 8,66 1,87a2456 |0,006 |1,87 0,99
SETBP1mutys, SETBP1wt 1,82 0,38a8,73 0,46 0,00 0,99
ZRSR2mut ys, ZRSR2ut 2,16 0,57 a 8,22 0,26 0,00 0,99
Modelo Il
Clasificacion riesgo IPSS-R
Intermedio vs. Muy bajo 1,90 1,16 a 3,12 0,011 12,06 |1,28a21,16 |0,43
Intermedio vs. Bajo 1,36 0,84 a 4,23 0,18 14,59 ]1,28a26,15 |0,09
Edad, 275 vs. <75 afos 3,67 1,76 a 7,62 0,001 |6,22 0,39a33,16 |0,19
Sexo 0,61 0,29 a 1,25 0,18 0,21 0,02 a 3,76 0,10
Dependencia transfusional 1,41 0,61 a 3,26 0,42 1,42 0,72a4,12 0,84
ETV6mut vs, ETV6wt 0,59 0,07 a 4,98 0,63 12,87 0,99
EZH2mut ys, EZH2wt 7,06 1,87a22,42 |[0,004 |16,23 |0,77a40,25 |0,12
JAK2mut ys, JAK2wt 0,23 0,05a1,14 0,07 0,00 0,98
DNMT3A_MTmut ys, DNMT3A MTut 4,99 2,17a1153 |[<0,001]9,84 1,13a27,73 ]0,047
DNMT3A RGmutys, DNMT3A RGuwt 0,90 0,25 a 3,29 0,88 0,00 0,99
TET2mut vs. TET2wt 0,82 0,40 a 1,66 0,58 2,71 0,16 221,83 ]0,54
SF3B1mut ys, SF3B1wt 1,65 0,63 a 4,30 0,30 7,48 0,14 a 26,15 0,29
SRSF2mut ys, SRSF2wt 10,89 [2,80a27,42 ]0,001 |0,00 0,99
SETBP1mutys, SETBP1wt 1,74 0,33a9,12 0,51 0,00 0,99
ZRSR2mut ys, ZRSR2ut 1,93 0,50 a 7,37 0,34 0,00 0,99

Se realizaron dos andlisis multivariantes independientes mediante el modelo de regresion de Cox para la
supervivencia y para el riesgo de transformacién a LMA. Estos modelos se ajustaron segun el IPSS
(Modelo 1) o el IPSS-R (Modelo IlI). Las mutaciones genéticas (=5 pacientes) se evaluaron junto con la
edad, el sexo, la dependencia transfusional y el IPSS o IPSS-R. Abreviatura: HR, hazard ratio, cociente
de riesgo.
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Por udltimo, se estudiod el efecto del incremento del nUmero de mutaciones en la
SG y en la t-LMA. Se establecieron 3 rangos para realizar los andlisis: 0-1 mutacion, 2
mutaciones y 23 mutaciones. Se obtuvo una menor supervivencia en los 2 grupos con
mayor numero de mutaciones, si bien entre ambos no existieron diferencias en su
mediana de supervivencia (mediana, 113 vs. 53 vs. 48 meses, para 0-1 mutacion, 2
mutaciones y =3 mutaciones respectivamente, P=0,047; Figura 20A). Por otro lado, en
el andlisis del riesgo de t-LMA segun el numero de mutaciones, no se obtuvieron
diferencias significativas (riesgo de t-LMA a 5 afos, 0% vs. 3% vs. 8%, para 0-1

mutacion, 2 mutaciones y 23 mutaciones respectivamente; P=0,26; Figura 20B).
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Figura 20. Curvas de supervivencia global segun el nUmero de mutaciones por paciente.
La gréfica A muestra una mayor supervivencia de los pacientes con <1 mutacién respecto los
pacientes con =2 mutaciones. Las grafica B muestra un mayor riesgo de transformacion

leucémica en los pacientes con =3 mutaciones aunque no resulta significativo.

5.7. Impacto de las variables clinicas y de las mutaciones en la respuesta

a azacitidina

Se suministro el farmaco hipometilante azacitidina a 17 pacientes (14%) de la
serie por pérdida de respuesta a los AEE o por evolucion de la enfermedad a estadios
mas agresivos (Tabla 16). Ocho pacientes (57%) respondieron positivamente al
farmaco en base a los criterios del IWG 2006: 2 pacientes (25%) con remision
completa, 4 pacientes (50%) con remision parcial y 2 pacientes (25%) con

estabilizacion de la enfermedad y mejoria hematoldgica.
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Tabla 16. Caracteristicas de los pacientes tratados con azacitidina.

Resultados

Paciente Ea?'ij)i, (502) IPSS IPSS-R Cariotipo Mutaciones Res:;:sta t-LMA
SMD-SA_6 38 53 Bajo | Muy bajo 46,XY SF3B1 No No
SMD-SA_8 72 36 Bajo Muy bajo 46,XY SF3B1, JAK2, SF3A1 Si No
SMD-SA_42 | 65 30 Bajo | Muy bajo 46,XY SF3B1, JAK2 Si No
SMD-SA_57 75 23 Int-1 | Muy bajo 45, X,-Y SF3B1, TET2 Si No
SMD-SA_58 82 16 Bajo Bajo 46,XY SF3B1, TET2, ZRSR2 Si No
SMD-SA_59 64 62 Bajo Bajo 46,XY SF3B1, DNMT3A, BCOR No Si
SMD-SA_61 59 33 Bajo Bajo 46,XY SF3B1, CALR Si No
SMD-SA_69 68 41 Bajo Bajo 46,XY SF3B1 No No

SMD-SA_71 65 80 Int-1 Int. 46,XX,del(20) | SETBP1 No No
SMD-SA_81 83 33 Int-1 Bajo 46,XX SRSF2, STAG2, RUNX1 No No
SMD-SA_86 73 95 Int-1 Alto Complejo TET2, TP53, ZRSR2 No No
SMD-SA_99 73 33 Bajo Bajo 46,XX SF3B1, DNMT3A, TET2 Si No
SMD-SA_105 75 35 Bajo Bajo 46,XY EZH2, TETZ2, IDH2 No Si
SMD-SA_109 66 18 Int-1 Bajo 46XY TET2 Si No
SMD-SA_110 73 20 Bajo Bajo 46,XY SF3B1, TET2, CBL, EZH2 No No
SMD-SA_116 62 40 Int-1 Int. 46XY SF3B1 Si No
SMD-SA_117 55 95 Int-1 Bajo 47,XX,+8 SF3B1, DNMT3A No No

SA: sideroblastos en anillo. AZA: azacitidina.

La Unica variable que se relacioné con la respuesta de los pacientes a la AZA
fue el porcentaje de sideroblastos en anillo (SA): los pacientes con menor porcentaje
de SA mostraron significativamente una mejor respuesta al farmaco respecto a los
pacientes con mayor porcentaje de SA (73% respuestas, <40% SA vs. 0% respuestas,
>40% SA; P=0,007). No se asocié ningun perfil mutacional a una mejor o peor

respuesta a AZA.

Por otro lado, la existencia de mutaciones en SF3B1 determind en los
pacientes tratados una mayor SG respecto a los pacientes SF3B1 no mutados
(mediana, 109 vs. 30 meses, P=0,013; Figura 21A). Respecto a las variables clinicas,
los pacientes con un recuento plaquetario mas bajo mostraron una menor SG respecto
los pacientes con un nivel normal de plaquetas (mediana, 22 vs. 46 meses, P=0,048;
Figura 21B).
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Figura 21. Curvas de supervivencia global para los pacientes tratados con azacitidina.
La grafica A muestra una mayor supervivencia de los pacientes con SF3B1 mutado respecto
los pacientes con SF3B1 no mutado. La grafica B muestra una menor supervivencia de los

pacientes con una bajo nivel de plaquetas respecto a los pacientes con un nivel de plaquetas
normal.
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Discusion

En el presente proyecto de Tesis Doctoral se ha analizado la frecuencia
mutacional de 40 genes potencialmente involucrados en la patogénesis de los
sindromes mielodisplasicos con sideroblastos en anillo (SMD-SA). Ademas, se ha
analizado la relacion de las mutaciones con las caracteristicas clinico-bioldgicas, sus
implicaciones en el diagnéstico y el prondstico, asi como su posible papel en la
respuesta al farmaco hipometilante azacitidina en los pacientes que fueron tratados.
Aunque varios estudios habian abordado anteriormente esta patologia dentro de
grupos mas grandes de pacientes con SMD, no habia sido lo comUn hasta el momento
centrarse especificamente en este subgrupo de SMD, hecho que ha permitido obtener
conclusiones importantes que ayudaran en el futuro al diagnéstico y a su

estratificacion del prondstico.

Actualmente la estratificacion del pronéstico de los pacientes con SMD se basa
en indices como el IPSS-R que Unicamente tienen en cuenta las variables clinicas,
morfoldgicas y citogenéticas de los pacientes (Greenberg et al., 2012). En funcion de
ello, muchos de los pacientes con SMD, alrededor del 70%, son considerados de bajo
riesgo y reciben terapias mas conservadoras como soporte transfusional, AEE, etc.
(Bejar et al., 2012). Sin embargo, se ha observado que un porcentaje de ellos se
comportan de forma similar a pacientes con IPSS-R de riesgo medio o alto: presentan
menor SG de la esperada o evolucionan con una mayor probabilidad a formas mas
agresivas de la enfermedad como LMA. Aunque el pronéstico de los pacientes de la
serie analizada se ajusté en gran medida a lo determinado por los indices IPSS e
IPSS-R, especialmente a éste ultimo pues predijo también al riesgo de t-LMA, hubo un
gran numero de pacientes que mostraron una SG mas corta y un riesgo de t-LMA

superior a lo esperado.

A la vista de estos hallazgos y la clara implicacion en el pronéstico de
determinadas alteraciones moleculares en las distintas patologias hematolégicas, se
esta investigando la posibilidad de implementar en la practica clinica nuevos indices
pronosticos que integren las caracteristicas moleculares con el fin de determinar de
forma mas exacta el prondstico de los pacientes en beneficio de terapias mas eficaces
y tempranas. Las mutaciones genéticas en las células madre hematopoyéticas alteran
su biologia de forma que en determinadas ocasiones no se ve reflejada en los
parametros clinicos. Por ello, la determinacion del estatus mutacional de genes
especificos de la enfermedad seria muy importante para la evaluacion y tratamiento de

los SMD de bajo riesgo como los SMD-SA.
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El proyecto ha sido realizado en una amplia y homogénea cohorte de SMD-SA,
representativa de la variabilidad inherente a cualquier patologia hematologica. Como la
mayoria de los estudios de la literatura, fue retrospectivo y basado en pacientes que
fueron tratados con un objetivo comun, mejorar las citopenias y la sintomatologia,
especialmente la anemia, pero con algunas variantes a lo largo del periodo de estudio,
como por ejemplo la posibilidad desde 2004 de utilizar azacitidina como opcion
terapéutica de segunda linea. Quizas la limitacion mas notable de este proyecto haya
sido, tal como si han realizado estudios mas recientes (Patnaik & Tefferi, 2017,
Mangaonkar et al., 2018), la no inclusion de casos que presentaran entre el 5-15% de
SA conforme a lo indicado por la ultima clasificacion de la OMS de 2016 (Arber et al.,
2016). La anterioridad respecto a esta fecha tanto del disefio de la serie como de la
realizacion de su parte experimental justificaria este hecho. Ademas, aunque estos
estudios mas recientes si han incluido a pacientes con este menor rango de
sideroblastos, tampoco han obtenido asociado a él ningun perfil mutacional especifico.
La segunda limitacién del presente trabajo reside en el bajo nimero de eventos de
transformacion a LMA en la serie que podria limitar el alcance de la asociacién de
determinadas variables con el riesgo de progresion de la enfermedad. Hay que indicar
que el trabajo esta centrado en un subgrupo de SMD considerado de bajo riesgo
donde de por si la probabilidad de progresiéon a LMA es baja (Sanz et al., 1998). De
manera similar, los estudios de la literatura que se centran en SMD de bajo riesgo
suelen mostrar también un bajo nimero de transformaciones (Patnaik et al., 2012b;

Mangaonkar et al., 2018).

En relacién con las caracteristicas clinicas de la serie, destaca en primer lugar
la edad avanzada de la mayoria de los pacientes. Como es sabido los SMD son unas
de las neoplasias hematol6gicas mas frecuentes en personas de edad avanzada con
una mediana de presentacion generalmente superior a los 70 afios (Germing et al.,
2004). En estos pacientes, la presencia de comorbilidades es muy frecuente,
presentando practicamente la mitad de ellos alguna comorbilidad (Goldberg et al.,
2010). De este modo, al analizar las historias clinicas de los pacientes de la serie era
comun observar previamente al diagnéstico de la enfermedad hematoldgica la
existencia de problemas respiratorios o cardiacos. Otra caracteristica relevante de la
serie es la predominancia de una citogenética de buen prondstico. Asi, la gran mayoria
de los pacientes integrantes de este estudio presentaban un cariotipo normal o con
alguna alteracion de buen prondéstico, algo comin en esta patologia (Cazzola &

Invernizzi, 2011). Por ultimo, cabe sefialar la alta dependencia transfusional en gran
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parte de la serie, debida fundamentalmente a la anemia originada por la eritropoyesis

ineficaz inherente a la patologia (Malcovati & Cazzola, 2013).

Respecto al proceso técnico de secuenciacion de las muestras que componian
la serie, la tasa de error fue baja y similar a la de otras plataformas de NGS (Loman et
al., 2012). Cabe sefalar, que al ser una plataforma basada en la adicion individual de
los nucleétidos, los errores de secuenciacion se concentraron mayoritariamente en la
lectura de inserciones y deleciones. Sin embargo, el andlisis exhaustivo de todas las
variantes en el IGV permitié identificar facilmente estos errores de secuenciacion,
eliminar estas variantes del analisis y obtener un informe final de variantes con una
calidad 6ptima.

En el estudio llevado a cabo se encontraron mutaciones somaticas en el 97%
de los pacientes. De este modo, excluido en todos los casos el origen secundario de la
displasia, las mutaciones junto con las alteraciones citogenéticas explicaron la

existencia de hematopoyesis clonal en practicamente la totalidad de la serie.

Al igual que en estudios previos de la misma patologia, las mutaciones en
factores de splicing, en primer lugar, y en componentes que participan en la metilacion,
en segundo lugar, fueron las predominantes (Malcovati et al., 2015). El resto de
alteraciones genéticas que afectaban a factores transcripcion, transductores de
sefales y supresores tumorales también se encontraban en proporciones similares

respecto a anteriores trabajos (Haferlach el al., 2014).

La incidencia de mutaciones de SF3B1 en nuestra cohorte fue mayor que en
otros analisis realizados por NGS (Malcovati et al., 2014; Malcovati et al., 2015). Esto
podria deberse a la gran profundidad de secuenciacién lograda en algunas regiones
del gen SF3B1 (hasta 5000X), que permiti6 la detecciébn de variantes incluso a
frecuencias alélicas del 3%. Al igual que en otros estudios, los pacientes con
mutaciones en SF3B1 tuvieron un mayor recuento plaquetario que los pacientes
SF3B1 no mutados (Visconte et al., 2012a; Patnaik et al.,, 2012a; Cazzola et al.,
2013a), pero a diferencia de otros trabajos no mostraron un mayor recuento de
neutrofilos (Malcovati et al., 2015) o un nivel mas bajo de hemoglobina (Damm et al.,
2012). Ademas, los pacientes con SF3B1 mutado tuvieron una menor frecuencia de
anomalias citogenéticas de mal prondstico respecto los pacientes con SF3B1 no
mutado, hallazgo que es consistente con un comportamiento clinico mas benigno de la
enfermedad. La presencia de la mutacion de SF3B1 K700E se relacion6 con un mayor
nivel de sideroblastos en anillo en comparaciéon con otras mutaciones de SF3B1. Las

mutaciones de SF3B1 afectan a la expresion del gen ABCB7 el cual codifica para una
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proteina de transporte de hierro mitocondrial (Nickpour et al., 2013). Es probable que
las diferentes mutaciones de SF3B1 afecten en distinto grado a la expresion de
ABCB?7 vy, por lo tanto, generen un fenotipo con mas o menos sideroblastos en anillo.
En linea con esto, diversos estudios han demostrado que las distintas mutaciones de
SF3B1 modifican en puntos diferentes las interacciones del factor SF3B1 con el
componente del espliceosoma U2AF65, factor crucial en la estructura terciaria del
complejo, afectando en diferente medida a la estabilizacion del espliceosoma y en
consecuencia al grado de splicing defectuoso (Cretu et al., 2016; Tang et al., 2016).
Finalmente, en los analisis de supervivencia, las mutaciones de SF3B1 solo influyeron
favorablemente en la SG de los pacientes con displasia unilinea. Aunque en gran parte
de los estudios previos, los casos de SMD-SA que portan mutaciones de SF3B1
parecen tener un pronéstico mas favorable respecto a aquellos sin mutaciones de éste
gen, el papel de la displasia multilinea en los pacientes SF3B1 mutados sigue siendo
controvertido (Patnaik et al., 2012a; Malcovati et al.,, 2015). De hecho, hubo una
correlacion positiva entre los SMD-SA-DM y la presencia de un mayor nimero de
mutaciones, hallazgo que contrarrestaria el posible efecto benigno de la mutacién de

SF3BL1 e influiria negativamente en el pronéstico del paciente (Bejar, 2013).

La frecuencia en la cohorte estudiada de las mutaciones en otros genes de
splicing, como SRSF2 y ZRSR2 fue similar a la de estudios anteriores (Bejar et al.,
2012; Papaemmanuil et al., 2013). Las mutaciones de SRSF2 se encontraron
predominantemente en pacientes SF3B1 no mutados, hecho que sugeriria su posible
papel redundante en la patogénesis de la enfermedad (Kennedy & Ebert, 2017). La
presencia de mutaciones en SRSF2 confiri6 un prondstico mas adverso: alta
dependencia transfusional, recuento plaquetario bajo y supervivencia mas corta. Es de
destacar que la mediana de SG de los pacientes con SRSF2 mutado fue de 17 meses,
muy cercana a la SG observada en pacientes con IPSS-R de alto riesgo (Greenberg et
al., 2012). Diversos estudios han observado una relacion directa de las mutaciones de
SRSF2 con el splicing aberrante de EZH2 (Kim et al., 2015; Shiozawa et al., 2018),
gen cuyas alteraciones se han asociado en neoplasias mieloides a mal prondstico
(Ernst et al.,, 2010; Bejar et al.,, 2012). Respecto a ZRSR2, gen localizado en el
cromosoma X, en consonancia con la bibliografia, las mutaciones fueron mas
frecuentes en hombres que en mujeres y ademas en 3 de ellos, por truncar
prematuramente la proteina, ocasionarian la pérdida completa de su funcién por no

tener otra copia con el alelo salvaje (Bejar et al., 2016).

Por otro lado, es necesario destacar el alto porcentaje en la serie de
mutaciones en genes de metilacion: TET2, DNMT3A e IDH1/2. Gran parte de los
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estudios en SMD-SA muestran que, en aproximadamente un tercio de los pacientes,
las mutaciones de SF3B1 coexisten con mutaciones en genes de metilacion,
fundamentalmente TET2 y DNMT3A (Cazzola et al, 2013b; Papaemmanuil et al., 2013;
Malcovati et al.,, 2015). Estas mutaciones en factores epigenéticos se piensa que
contribuirian a conferir una ventaja proliferativa a la célula SF3B1 mutada que
favorecerian su expansion clonal (Malcovati & Cazzola, 2013).

Las mutaciones de TET2 no influyeron significativamente en la SG o en la
probabilidad de t-AML, apoyando las observaciones realizadas en estudios previos
(Langemeijer et al., 2009; Bejar et al., 2011). Sin embargo, si que resulto relevante que
los pacientes con mutaciones en TET2 mostraran significativamente un mayor nimero
de otras mutaciones respecto a los pacientes TET2 no mutados. Actualmente las
mutaciones de TET2 son consideradas como impulsoras de “hematopoyesis clonal de
potencial indeterminado” (CHIP) y se piensa que facilitan un entorno permisivo para
posteriores alteraciones genéticas (Smith et al., 2010; Genovese et al., 2014;
Steensma et al., 2015).

El otro gen de metilacion del ADN que fue detectado mutado en la serie con
alta frecuencia fue DNMT3A. La mayoria de alteraciones encontradas en este gen
habian sido descritas como recurrentes en los SMD y la LMA (Ley et al., 2010; Thol et
al., 2011a; Thol et al., 2011b; Hou et al., 2012; Renneville et al., 2012). Los pacientes
con mutaciones en DNMT3A mostraron una peor evolucion clinica con una mayor
dependencia transfusional respecto a los pacientes DNMT3A no mutados. Ademas,
cuando se consideraron las mutaciones de DNMT3A segun el dominio funcional de la
proteina donde se localizaban, se observaron diferencias importantes. En el dominio
regulador, se produjeron predominantemente mutaciones frameshift y nonsense que
provocarian pérdida de funcion en la proteina, no exhibiendo cambios significativos en
la metilacién del ADN (Walter et al., 2011). Asi, estas mutaciones del dominio
regulador no influyeron en la SG o en la t-LMA. De manera opuesta, en el dominio
metiltransferasa del gen, se encontraron especialmente mutaciones de naturaleza
missense que implicaban a residuos altamente conservados, sugiriendo, conforme a
estudios previos, que no corresponderian a simples mutaciones de pérdida de funcion
sino que podrian conferir una funcion proteica distinta (Im et al.,, 2014). Diversos
trabajos, basados especialmente en las mutaciones hotspot del codon R882, han
demostrado profundas pérdidas de la actividad metiltransferasa de novo de DNMT3A
como resultado de los efectos negativos dominantes de las alteraciones missense. La
proteina mutada DNMT3A interaccionaria con las proteinas no mutadas DNMT3A y
DNMT3L para formar complejos més deficientes funcionalmente que cambiarian los
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patrones de metilacibn normales de la célula (Yan et al., 2011; Kim et al., 2013;
Russler-Germain et al., 2014). La presencia de mutaciones en el dominio funcional de
DNMT3A determiné tanto en el andlisis univariante como en el multivariante, un
resultado clinico mas adverso con una SG mas corta y un mayor riesgo de t-LMA. En
consecuencia, parece que estas mutaciones del dominio funcional estarian
involucradas en la progresion de la enfermedad, confiriendo a los clones portadores
ventajas en su proliferacion y diferenciacién sobre otros clones (Thol et al., 2011b;
Walter et al., 2011, Lin et al., 2011; Murati et al., 2012).

Respecto a los genes mutados con menor frecuencia, es necesario comentar
en primer lugar las mutaciones de JAK2 por sus posibles implicaciones diagnosticas.
En 2016, la dltima revision de la OMS de las neoplasias hematologicas, establecié
como entidad definitiva los sindromes mielodisplasicos/neoplasias mieloproliferativas
con sideroblastos en anillo y trombocitosis (SMD/NMP-SA-T). Los criterios que definen
esta entidad incluyen la existencia de trombocitosis (>450 x 10° plaquetas/L) asociada
con anemia refractaria, >15% de sideroblastos en anillo y megacariocitos de
caracteristicas similares a los de la mielofibrosis primaria o trombocitemia esencial
(Arber et al., 2016). Ademas, se observé que los genes mas frecuentemente mutados
en esta entidad eran SF3B1 y JAK2, asociados al fenotipo caracteristico de
sideroblastos en anillo y trombocitosis respectivamente (Jeromin et al., 2015; Patnaik
et al., 2016; Patnaik et al., 2017). En base a estos precedentes, se observa en nuestra
serie que 8 pacientes estaban mutados para SF3B1 y JAK2, tenian un nivel de SA
>15%, megacariocitos similares a los de las NMP pero el nivel de plaguetas solo era
superior al establecido por la OMS para definir los SMD/NMP-SA-T en 4 de ellos. Por
tanto, de manera estricta solo estos 4 pacientes podrian ser considerados como
SMD/NMP-SA-T. Al igual que en su momento se disminuyé el recuento minimo
plaquetario que definia la trombocitosis, de 600 a 450 x 10° plaquetas/L (Swerdlow et
al., 2008; Malcovati et al., 2009; Arber et al., 2016), este trabajo plantearia el debate
acerca de la posibilidad de disminuir nuevamente este minimo, quizas a 400 x 10°
plaquetas/L, para poder incluir en esta entidad un mayor niumero de casos con
caracteristicas mas proximas a ella que a los SMD-SA, aspecto que seria muy
relevante para la prevencion del riesgo trombdtico. También se observd en estos
pacientes que la frecuencia alélica de la mutacion JAK2 era, excepto en un caso sin
trombocitosis y con una mutacion JAK2 atipica, inferior a la frecuencia alélica de
SF3BL1. Este hecho reforzaria la idea que los los SMD/NMP-SA-T se desarrollarian a

partir de un SMD-SA mutado para SF3B1 tras la adquisicion a nivel sublonal de
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mutaciones en JAK2 y con menor frecuencia de CALR y MPL (Malcovati & Cazzola,
2013; Broséus et al., 2014; Hou et al., 2014).

Otros genes con menor frecuencia pero con importancia en las caracteristicas
clinicas de los pacientes fueron SETBP1, ETV6 y EZH2. El gen SETBP1 desempefia
un papel importante en la regulacion de la proliferaciéon celular y, como en anteriores
estudios de neoplasias mieloides, sus mutaciones se asociaron a un perfil clinico mas
adverso con un menor recuento plaquetario (Meggendorfer et al., 2013). El gen ETV6
es un factor de transcripcion critico para el mantenimiento de los progenitores
hematolégicos cuyas mutaciones mostraron frecuencias bajas (origen subclonal) y se
asociaron a monocitosis y a una edad mas avanzada al igual que en trabajos previos
(Padrén et al.,, 2014; Hock & Shimamura, 2017). Las mutaciones del gen EZH2,
componente clave del complejo Polycomb que actla en la metilacion de histonas e
interviene en la diferenciacion celular, determinaron como en otros analisis un
resultado clinico mas adverso (Bejar et al., 2012). Todos los pacientes con mutaciones
en EZH2 tuvieron dependencia transfusional y mostraron una mediana de SG de 30
meses, cercana a la SG observada en pacientes de riesgo intermedio del IPSS-R
(Greenberg et al., 2012).

Por ultimo, respecto al resto de genes mutados de forma minoritaria, la mayoria
correspondian a genes de sefializacion celular. Estas mutaciones presentaron en
general frecuencias menores a las de SF3B1 y serian la consecuencia de la
emergencia de subclones minoritarios que influirian en la progresion de la enfermedad
a estadios probablemente mas displasicos e incluso cooperando con el tiempo a su

evolucion leucémica (Stosch et al., 2018).

Ademas del impacto pronéstico individual de cada gen, se estudié también el
efecto prondstico en funcién del nimero de genes mutados. De manera similar al
incremento de alteraciones citogenéticas, el incremento en mutaciones somaticas
determiné como en otros trabajos una supervivencia mas corta (Papaemmanuil et al.,
2013; Bejar et al., 2014b). No se obtuvo sin embargo una asociacion entre la carga
mutacional y el riesgo de t-LMA, probablemente por el bajo numero de
transformaciones al centrarse el estudio en un subgrupo de SMD definido como de

bajo riesgo.

Finalmente se analizd la respuesta a la AZA en los pacientes de la serie que
fueron tratados. Aproximadamente la mitad de los pacientes respondieron
positivamente al farmaco, valor similar al descrito en la bibliografia (Fenaux et al.,

2009; Shapiro & Lazo-Langner, 2018). La unica variable que se relacion6 con la
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respuesta de los pacientes a la AZA fue el nivel de sideroblastos en anillo (SA),
presentando los pacientes con menor porcentaje de SA una mejor respuesta al
farmaco. La presencia de un mayor porcentaje de SA seria indicativa de una mayor
displasia en la serie roja y en consecuencia de un estadio mas avanzado de la
enfermedad. De esta manera la AZA seria mas eficaz en estadios mas precoces de la
patologia.

No se observo ningun perfil mutacional asociado a una mejor respuesta a la
AZA. Siete pacientes tratados con AZA presentaban mutaciones en TET2, gen
asociado con mayor evidencia a una mejor respuesta al farmaco (ltzikson et al., 2011,
Bejar et al., 2014b; Traina et al., 2014). La co-ocurrencia en algunos pacientes de las
mutaciones en TET2 con otras de prondstico adverso como EZH2 y TP53 podria
explicar esta falta de respuesta. Ademas, estudios mas recientes han demostrado la
invariabilidad de los clones TET2 después del tratamiento con agentes hipometilantes,
incluso tras de dos afios de terapia continuada (Merlevede et al., 2016; Unnikrishnan
et al., 2017).

Las dos variables que influyeron positivamente en la supervivencia de los
pacientes tratados con AZA fueron la presencia de mutaciones en SF3B1 y un nivel
mayor de plaguetas previo al tratamiento. El efecto positivo de las mutaciones de
SF3B1 reforzaria su valor benigno en la enfermedad y seria consistente con el
resultado obtenido para estas mutaciones en algunos estudios con pacientes tratados
con agentes hipometilantes (Montalban-Bravo et al., 2018). Respecto al valor de
plaquetas, existe bastante evidencia que sostiene la duplicacion del nivel plaquetas
tras tratamiento de AZA o DEC como un indicativo de respuesta positiva al farmaco
(van der Helm et al., 2011; Jung et al., 2015). Aunque no ha podido estudiarse la
dindmica plaquetar tras tratamiento con AZA por ser muestras histéricas y carecer en
gran parte de ellas de datos de seguimiento, es probable que la respuesta plaquetar
tras AZA fuera mayor en los pacientes con valores no comprometidos de plaquetas y

de ahi el efecto positivo en su supervivencia.

Las nuevas técnicas de secuenciacion masiva estdn permitiendo estudiar el
genoma completo de los pacientes, ampliando, rapidamente, los conocimientos
moleculares de los SMD. Aunque la identificacion de nuevas alteraciones moleculares
es de importancia clinica y biologica, el auténtico reto es integrar este conocimiento en
la practica clinica diaria. La secuenciacion del genoma completo, pasara a formar
parte de la evaluacion diagndstica estandar en los proximos afios, sin embargo, en la

actualidad, es necesario que en los laboratorios de diagndéstico, se desarrollen
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estrategias que permitan aplicar estos conocimientos, disminuyendo los costes y el
tiempo necesario para obtener un resultado, sin perder sensibilidad ni especificidad.
Como consecuencia, en la presente Tesis Doctoral, hemos demostrado que la
aplicacion en el momento del diagnéstico de un SMD de un panel NGS con un nimero
razonable de genes, es de gran utilidad en su diagnéstico y en la estimacion de su
pronaostico.

La estratificacion del riesgo sigue siendo el paso esencial antes de tomar
decisiones sobre el tratamiento de un SMD. Sin embargo, los comportamientos
clinicos difieren en ocasiones de los esperados segun los indices IPSS e IPSS-R. En
particular, las mutaciones soméaticas en genes como SF3B1, SRSF2, EZH2 y DNMT3A
en su dominio funcional, pueden predecir la supervivencia global y la progresion de los
SMD-SA independientemente de los indices prondsticos. De este modo, nuestros
hallazgos refuerzan el valor de los datos genéticos en el prondstico e incluso en la
respuesta a los tratamientos de los pacientes con SMD-SA, pudiendo en el futuro
complementar a las variables clinicas en el desarrollo de nuevos indices que se

aproximen en mayor medida al pronéstico real de los pacientes.
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Conclusiones

. Los genes mas frecuentemente mutados en la serie de SMD-SA estudiada fueron:
SF3B1 (87%), TET2 (31%), DNMT3A (17%), JAK2 (7%), SRSF2 (5%) y SETBP1
(5%).

. Las mutaciones en SF3B1 se asociaron con cariotipos mas benignos y, junto las
mutaciones de JAK2, determinaron un mayor recuento plaquetario. Por el contrario,
las mutaciones de SRSF2 y SETBP1 mostraron una co-ocurrencia negativa
respecto las mutaciones de SF3B1 y se asociaron con un menor nivel de plaquetas.

. Las mutaciones en SRSF2 y DNMT3A se asociaron con una mayor dependencia

transfusional al momento del diagnéstico.

. Las mutaciones en TET2 fueron més frecuentes en los SMD-SA-DM que en los
SMD-SA-DU, y ademas los pacientes TET2 mutados mostraron un mayor nimero

de mutaciones que los no mutados.

. Las mutaciones en SF3B1 determinaron mayor SG en los pacientes con displasia
unilinea, mientras que las mutaciones de SRSF2, EZH2 y DNMT3A_MT tuvieron un
impacto pronéstico negativo en la SG y ademas las mutaciones DNMT3A_MT se

asociaron con una mayor probabilidad de t-LMA.

. Gran parte de las mutaciones que se asociaron con mal prondstico se presentaron
en pacientes con IPSS e IPSS-R de riesgo bajo. Es necesario el desarrollo de
nuevos indices pronésticos que integren el perfil mutacional con el fin de

aproximarse en mayor medida al prondstico real de los pacientes.

. La Unica variable asociada con una mejor respuesta a la AZA fue la presencia de un
menor porcentaje de SA. Las mutaciones de SF3B1 y un mayor nivel de plaquetas

previo al tratamiento se asociaron con una mayor SG de los pacientes tratados.

. Las técnicas NGS son de gran utilidad en el diagndstico y en la estimacion del
pronostico de los SMD. El uso de un panel de genes como el de este proyecto
aportaria una importante informacion sobre la evolucion esperada de la

enfermedad.

. Como cualquier tecnologia, la NGS tiene algunos inconvenientes, como la
obtencién en un bajo porcentaje de falsos positivos. Es necesario el andlisis de los
resultados obtenidos por NGS por personal especializado y correctamente formado
gque sea capaz de emitir informes veraces y de facil interpretacién con alta utilidad

clinica.
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10. LINEAS DE INVESTIGACION FUTURAS






Lineas de investigacion futuras

1.- Analisis del efecto de las mutaciones en la respuesta al farmaco hipometilante

azacitidina en una serie amplia de pacientes con SMD - estudio activo.

2.- Caracterizacion molecular con un panel de exoma de los pacientes de la serie no
mutados en los genes de splicing del panel para identificar alteraciones en nuevos

genes no relacionados hasta el momento con la enfermedad.

3.- Andlisis de muestras consecutivas de pacientes con SMD/NMP-SA-T para estudiar
la dinamica mutacional de SF3B1 y JAK2 en relacion con los niveles de sideroblastos
en anillo, plaquetas y otras caracteristicas clinicas.
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