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RESUMEN



Los pacientes con leucemia aguda mieloblastica (LAM) de bajo riesgo suelen
alcanzar altas tasas de remision completa tras la quimioterapia de induccién estandar;
sin embargo, hasta un 30-40% de los pacientes pueden presentar recaida leucémica.
En este trabajo hemos realizado un analisis fenotipico y genotipico integral de muestras
pareadas al diagnéstico y recaida en 26 pacientes diagnosticados de LAM de bajo riesgo
con el fin de buscar patrones bioldgicos de evolucion clonal fenotipica y genotipica, y el
impacto potencial en el prondstico del paciente. Asi, hemos demostrado el resurgimiento
del clon fundador dominante a la recaida, con presencia de las mismas mutaciones
detectadas en el momento del diagnéstico en el 77% de los casos, aunque hasta un
40% de ellos presentaban cambios fenotipicos. Por otro lado, el 23% de los pacientes
(todos ellos pertenecientes al grupo NPM1™ presentaban una evolucién genética:
incluyendo pérdidas de NPM1™! y adquisiciones de DNMT3A™!y FLT3-ITD, de los
cuales un 66% presentaban también cambios fenotipicos. Ningun parametro clinico o
biologico fue estadisticamente predictor de la evolucién clonal en el momento de la
recaida, aunque un alto porcentaje de ellos se habia sometido a un trasplante alogénico
de progenitores hematopoyéticos en primera remision completa. Por ultimo,
demostramos que los pacientes con evolucion genética clonal en la recaida presentaban
de forma significativa peor prondstico al compararlos con los pacientes sin evolucion

clonal, mostrando estos ultimos una supervivencia global aproximadamente del 50%.

Asi, podemos concluir que una evaluacion exhaustiva de las caracteristicas
genéticas y fenotipicas en el momento de la recaida en la LAM de bajo riesgo
proporciona informacion bioldgica util, pudiendo tener importantes implicaciones

prondsticas.
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Favorable-risk acute myeloid leukemia (AML) patients achieve high rates of
complete remissions after standard induction chemotherapy but leukemia relapses still
appear in up to 30-40% of patients. Here, we have performed comprehensive genotypic
and phenotypic analyses in paired diagnosis/relapse samples of 26 patients diagnosed
with favorable-risk AML in order to seek biological patterns of clonal genetic and
phenotypic evolution and the potential impact on outcome. We demonstrate the
reemergence of the dominant founder clone with the same mutations detected at
diagnosis in 77% of the cases but 40% of them displaying phenotypic shifts. The
remaining 23% patients, all belonging to NPM 1™ group, showed genetic clonal evolution
including losses of NPM1™! and acquisition of DNMT3A™ and FLT3-ITD with 66% of
them also displaying phenotypic changes. No basal or biological parameter was
statistically predictor for clonal evolution at relapse, although a high percentage of them
had undergone allogeneic stem-cell-transplant at first complete remission. Those
patients with genetic clonal evolution showed significantly worse outcomes. Importantly,
those patients without clonal evolution at relapse still have an overall-survival probability
of nearly 50%.

We conclude that a comprehensive assessment of genetic and phenotypic
features at relapse in favorable-risk AML provides useful biological information and could
have important prognostic implications.
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1. INTRODUCCION
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1.1. LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA: DEFINICION Y ANTECEDENTES
HISTORICOS.

La leucemia aguda mieloblastica (LAM) es una enfermedad clonal heterogénea
resultante de la transformacion maligna de células madre hematopoyéticas (CMH),
sobre las que inciden diversas lesiones genéticas que actuan alterando los mecanismos
normales de proliferacion, auto-renovacion y diferenciacion celular’. La proliferacion
incontrolada dara lugar al acimulo de precursores mieloides inmaduros en la médula
0sea, los cuales mantienen la capacidad de replicarse, pero presentan un bloqueo en la
capacidad de diferenciacion hacia células hematopoyéticas maduras, provocando

insuficiencia medular y las consecuencias clinicas que de ello se derivan?.

El promedio de la incidencia de la LAM en la poblacién general es de 3-5 casos
por cada 100000 habitantes y afio, observandose un ligero predominio en varones. Su
incidencia aumenta exponencialmente con la edad, de menos de un caso por 100000
habitantes y afio para personas menores de 10 afos, a 14-16/100000 habitantes a los
75 anos?®. Esta enfermedad comprende el 80% de las leucemias agudas en adultos y el
15-20% de las pediatricas. Dentro de la totalidad de los procesos neoplasicos, la LAM
es la causante del 1,2% de la mortalidad global por cancer.

La LAM empez6 a considerarse una enfermedad en la primera mitad del siglo
XIX, cuando se publicaron algunos trabajos en los que se describian pacientes con
alteraciones en la sangre. Los pioneros fueron R Virchow*, en su trabajo “Sangre blanca
y tumoraciones esplénicas” y JH Bennett®, en 1845. Gracias a las técnicas de coloracion
de Ehrlich®, basadas en anilinas, se amplié el conocimiento de los distintos tipos de
células sanguineas en 1877. Un afio mas tarde, seria Neumann? quién distinguiera por
primera vez las dos formas de leucemia: linfoide y mieloide, sentando las bases para su
estudio en el siglo XX. Los estudios pioneros llevados a cabo mediante el fendmeno de
inactivacion del cromosoma X8 y mas recientemente, empleando moleculares sobre el

receptor de andrégenos humano, confirmaron el origen clonal de la célula leucémica®.
1.2. DIAGNOSTICO Y CLASIFICACION

El proceso diagnéstico de LAM se inicia con la identificacion morfologica de los
mieloblastos leucémicos en las preparaciones de sangre periférica y médula Gsea.
Segun los criterios actuales, la presencia de mas del 20% de blastos leucémicos
establece el diagnostico de leucemia aguda'®. Mediante estudio citoquimico de reaccion
de mieloperoxidasa (MPO), la presencia de > 3% de blastos MPO positivos establece

clasicamente la estirpe mieloide y el diagndstico de LAM.
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1.2.1. Clasificacion morfolégica FAB

La LAM es una enfermedad muy heterogénea, y esta diversidad también se
manifiesta morfolégicamente existiendo distintos grados de diferenciacion en el linaje
celular. Esta variabilidad morfol6gica fue la base para establecer la primera clasificacion
de la LAM, la clasificacion Franco-Americana-Britanica (FAB)® descrita en el afio 1976
(Tabla 1). Esta basada en la apariencia morfologica de los blastos, linea celular afecta,
grado de maduracion y reactividad a las diferentes tinciones citoquimicas de las células
blasticas, entre las que se incluyen: MPO, Negro Sudan B, Esterasa Especifica o Naftol
ASD Cloroacetato Esterasa, Esterasas no Especificas, Acido Peryddico de Schiff (PAS),
y Fosfatasa Acida, entre otras.

Tabla 1. Clasificacion FAB de la LAM

Denominacion Morfologia Frecuencia (%)

MO LAM sin diferenciacion 3

M1 LAM sin maduracién 15-20
M2 LAM con maduracion granulocitica 25-30
M3/MS variante LAP hipergranular/hipogranular 5-10
M4 LAM mielomonocitica aguda 25-30
M4Eo LAM mielomonocitica aguda con eosinofilia 5-10
Mba y M5b LAM monoblastica aguda 2-10
M6 Eritroleucemia 3-5

M7 LAM megacarioblastica 3-12

LAM: Leucemia aguda mieloblastica; LAP: Leucemia aguda promielocitica.

1.2.2. Estudios inmunolégicos en LAM

El desarrollo de Anticuerpos monoclonales (AcMn) dirigidos para antigenos de
diferenciacién mieloide a finales de 1980 y su deteccion en la superficie de los blastos
de LAM mediante técnica de Fosfatasa alcalina-Antifosfatasa alcalina y posteriormente
mediante Citometria de Flujo (CFM)'® supuso un avance en la clasificacion FAB para
complementar los datos morfoldgicos y ayudar a definir los subtipos FAB, en especial
las variantes mas indiferenciadas (MO y M1) o las de estirpe eritroide (M6) y
megacariocitica (M7).

Posteriormente, el desarrollo de técnicas de CMF de marcaje mdultiple o
multiparamétrica permitieron la identificacion de fenotipos leucémicos especificos'' que
constituyen actualmente la base para el seguimiento de enfermedad minima residual
(EMR) tras la terapia, ya que los blastos leucémicos mieloides son imposibles de

diferenciar de progenitores normales por criterios morfoldégicos o citoquimicos.
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En la Tabla 2 se resumen los marcadores especificos de cada linea celular, que

permiten una caracterizacion precisa en la mayoria de las LAM.

Tabla 2. Asociacién marcadores inmunolégicos con subtipos FAB

CD13 CD4a1
i oo ens 553 con Lo [ o o G o
------------
------------

+/-

FAB: Grupo cooperativo Franco-Americano-Britanico; GA: glicoforina A; MPO: mieloperoxidasa

1.2.3. Estudios genéticos en LAM

En la actualidad, el analisis citogenético al momento del diagnéstico de la LAM
es considerado como uno de los factores prondsticos mas importantes revelando alguna
anomalia numérica y/o estructural en torno al 50% de los pacientes. Son multiples los
estudios que demuestran de forma fehaciente que las alteraciones citogenéticas tienen
una marcada influencia en la presentacion y evolucion de la LAM'2', De forma que, los
hallazgos a nivel citogenético tienen un altisimo valor predictivo sobre las tasas de
remision completa (RC), la supervivencia libre de enfermedad (SLE), el riesgo de
recaida (RR) y la supervivencia global (SG).

El estudio citogenético convencional puede complementarse con andlisis de
hibridaciéon fluorescente in situ (FISH) para las alteraciones cromosémicas mas
importantes, asi como con técnicas de biologia molecular (RT-PCR, Reaccién en
cadena de la polimerasa de transcripcién inversa) de los reordenamientos genéticos
implicados en las translocaciones cromosdémicas mas frecuentes. Todos ellos de forma
conjunta se han convertido en herramientas necesarias para el manejo de la LAM, y asi
su uso combinado permite la diferenciacion de tres grupos de pacientes en términos de
prondstico: Riesgo Bajo de Recaida o Favorable, Riesgo Intermedio y Riesgo Alto de
Recaida o Desfavorable'® (Tabla 3).
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Tabla 3. Grupos de riesgo citogenético en la LAM

Grupo pronostico %SLE

FAVORABLE (25-30%)

1(8:21)(q22:022) RUNX1-RUNXT1 98 50-70
-inv(16)(p13022)/ (1(16:16)(p13:922 ]

CBFB-MYH11) <0 S
1(15:17)(q22:q12-21) PML-RARA 80-90 80-90

DESFAVORABLE (10-30%)

-Cariotipo complejo** 40 5-10
-inv(3)(921926)/t(3;3)(g21;026);
RPN1-MECOM
-1(6;9)(p23;034) 1(6;11)(927;923); 60 10-20
DEK-NUP214
-t(11;19)(g23;p13.1) KMT2A-MLLT1

-del(5q)

-Aberraciones numéricas: -5; -7 40 5-10

* No se detectan anormalidades clonales en mas de 20 metafases analizadas. ** Se define como la presencia de tres o
mas anormalidades en el cariotipo, no se incluyen la inv(16), t(16;16), t(8;21), t(15;17), t(9 ;11).(Moficiado de Mrézej K,
Hematology Am Soc Hematol Educ Program. 2006 ).

Dejando al margen la leucemia aguda promielocitica (LAP), s6lo dos alteraciones
citogenéticas se asocian a un prondstico de Bajo Riesgo, la t(8;21) y la inv(16) o
t(16;16)'¢, representando aproximadamente un 15-20% de todas las LAM. Ambas
alteraciones tienen en comun que resultan en el reordenamiento de dos transcritos de
fusién que engloban los genes encargados de la codificacion de los dos heterodimeros
del “core binding factor” (CBF), CBFa (AML1/ETO, actualmente denominado RUNX1 -
RUNX1T1) y CBFB (CBFB/MYH11), respectivamente. Ello ha llevado a la denominacion
de ambas entidades LAM-CBF.

En el extremo opuesto se sitian los pacientes con cariotipo de Alto Riesgo,
portadores de alteraciones etiquetadas como de mal prondstico, entre las que se
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encuentran cariotipos complejos o monosomias. Estos pacientes muestran un alto
indice de resistencia al tratamiento de induccién, con una elevada probabilidad de
recidiva y en consecuencia una baja SG, en torno al 5-14%%17-'® (Figura 1).

Finalmente, en un lugar Intermedio queda un grupo de pacientes muy
heterogéneo, que comprende el grupo mayoritario de LAM (45-60%), donde a su vez
predomina el grupo de pacientes con cariotipo normal. También se incluyen las
alteraciones cromosémicas no clasificadas en los grupos de Bajo y Alto Riesgo. La SLE
en el grupo de riesgo Intermedio serd mejor que la observada en el grupo de mal
pronostico, aunque con una amplia variabilidad en la evolucién clinica dentro del

grupo™®.

(15;17) (n= 607)
1(8;21) (n=421)
inv(16)/t(16; 16) (n=284)
- t(g i11) (n‘—‘2
@ N — { =

MRC/NCRI AML Trials: Overall Survival .5“,(3) /(t 3: 3))(n-59)
Ages 16-59 —— 1(9;22) (n=44")

—_— Other t(11q23) (n=60%)
100" 1(3;5) (n=25"

——————— -5/del(5q) (n=258")

~7/del(7q) (n=336%)

AML with other MDS-related (n=343**)

81%
75

61%

50 A

% alive

1 39%

27%

y5e
2%

25

-11%

Years from entry

Figura 1. Impacto de las alteraciones citogenética en la supervivencia en pacientes con LAM (Grimwade D. Blood. 2001).

1.2.4. Diagnéstico integrado: Clasificacion OMS 2001-2008

Durante las casi 3 décadas en que se utilizé el sistema FAB para clasificar la
LAM, se descubrié que muchos casos de LAM estan asociados con anomalias genéticas
recurrentes que afectan las vias celulares de maduracion y proliferacién mieloides. La
clasificacion FAB proporcioné un marco morfolégico, citoquimico e inmunoldgico
consistente en el que se pudo apreciar la importancia de las lesiones genéticas. En
algunos casos, como la LAP y la leucemia aguda mielomonocitica con eosinéfilos
anormales (M4Eo), las caracteristicas morfoldgicas predicen las anomalias genéticas.
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Sin embargo, las correlaciones morfol6gico-genéticas no son universales, y los
hallazgos genéticos pueden predecir el pronéstico y las propiedades biolégicas de la

leucemia de manera mas consistente que la morfologia.

Asi, nacié la clasificacion de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), para
incorporar e interrelacionar los hallazgos morfolégicos, inmunofenotipicos, citogenéticos
y alteraciones moleculares®. Define entidades bioldgicamente homogéneas, buscando
ser no so6lo una herramienta Gtil para el diagnéstico, sino también en clinica, y que se
correlacionen de una forma mas precisa con el pronostico. En 2001 se publica la primera
clasificacion OMS para LAM, reconociendo tres subgrupos unicos: (1) LAM con
anomalias genéticas recurrentes [t(8;21)(922;922), inv(16)(p13922) o t(16;16)(p13;922),
t(15;17)(922;912)], y anomalias 11g23; (2) LAM con displasia multilinea, y (3) LAM y
sindromes mielodisplasicos (SMD) relacionadas con la terapia. Los casos que no
satisfacian los criterios de ninguno de estos subgrupos, o para los cuales no se podian
obtener datos genéticos, se clasifican como una de las entidades de un cuarto subgrupo:

LAM, no categorizada de otra manera.

Uno de los mayores desafios en la posterior revisién 2008 fue cémo incorporar
aberraciones genéticas con importancia pronéstica, manteniendo el principio de definir
entidades homogéneas, biolégicamente relevantes y mutuamente excluyentes, basadas
no so6lo en el valor pronostico de una anormalidad genética, sino también en
propiedades morfoldgicas, clinicas y fenotipicas Unicas. Esto fue particularmente
relevante para incluir las mutaciones mas frecuentes y con reconocida importancia
pronostica en la LAM: FLT3, NPM1y CEBPA, principalmente en el contexto de LAM con
cariotipo normal (LAM-CN).

Asi, en la clasificacion de 2008, en el subgrupo de LAM con anomalias genéticas
recurrentes se conservaron las 3 entidades incluidas en la edicién anterior y se incluyen
como "entidades provisionales" la LAM con NPM7 mutado (NPM1™%) y LAM con
mutacién CEBPA bialélica (CEBPA) (Tabla 4). Debido a que las mutaciones en FLT3
frecuentemente acompanan a otras lesiones genéticas, incluyendo anormalidades bien
reconocidas como la t(15;17) (g22;912) y la t(6;9)(p23;934), no se incluyé como criterio
definitorio para ninguna entidad diferenciada?'.
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Tabla 4. Clasificacién de la OMS 2008 para las LAM.

. LAM con alteraciones genéticas recurrentes
LAM con 1(8;21) (922;922), LAM (CBFa)/ETO.
LAP (LAM con t(15;17)(q22;921)(PML/RARa) y variantes).

LAM con eosindfilos anormales en médula dsea con inv(16)(p13g22) o t(16;16)(p13;922),
(CBFB/MHY11)

LAM con t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL y sus variantes.
LAM con 1(6;9)(p23;934); DEK-NUP214

LAM con inv(3)(g21926.2) o 1(3;3)(q21;926.2); RPN1-EVI1
LAM (megacarioblastica) con t(1;22)(p13;913);RBM15-MKL1
Provisionalmente: LAM con NPM1 mutada

Provisionalmente: LAM con CEBPA mutada

1ll. LAM relacionadas con tratamientos previos

Relacionados con alquilantes

Relacionados con inhibidores de la topoisomerasa (epipodofilotoxina y adriamicina,
principalmente)

Relacionadas con otros tratamientos

V. Sarcoma granulocitico

VII. Neoplasia de células dentriticas blastica plasmocitoide

(*): Deben mostrar: 1) historia de SMD o SMD/SMP; b) alteraciones citogenéticas relacionadas con SMD (3g-, -5, 59-, -
7,79-, +8, +9 11g-, 12p-, -18, -19, 20qg-, +21, t(1;7), t(2;11) y cariotipos complejos; 3) displasia en = 50% células en al
menos 2 lineas mieloides LAM: Leucemia Aguda mieloblastica; LAP: Leucemia Aguda Promielocitica; LA: Leucemia
Aguda. (Modificado Arber. WHO. 2008)
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1.2.5. Revision OMS 2016

La actualizacién de la OMS 2016 sigue definiendo entidades especificas para la
LAM centrandose en subgrupos significativos de citogenética y genética molecular. Se
reconocen un gran niamero de anomalias citogenéticas recurrentes, que no se incluyen

formalmente en la clasificacion debido a su baja frecuencia?.

Se resaltan cambios relacionados con las actualizaciones de los nombres de los
genes (como el cambio de MLL a KMTZ2A), asi como el reconocimiento de que las inv(3)
(921.3926.2) o 1(3;3)(g21.3;026.2) no representan un gen de fusion, sino que
reposicionan un potenciador GATAZ distal para activar la expresion de MECOM v,
simultdneamente, conferir haploinsuficiencia GATA2?%24, Con el fin de subrayar la
importancia de la fusion PML-RARA, que puede ser criptica o el resultado de complejas
reorganizaciones citogenéticas distintas de t(15;17) (g24.1;021.2), la LPA con esta
fusién pasa a denominarse LAP con PML-RARA.

Por su parte, LAM con NPM1™ty LAM con CEBPA™ pasan a ser entidades
definitivas, al constatar diversos estudios el pronéstico favorable de dichas entidades
independientemente de la presencia de displasia multilinea, y de alteraciones

cromosomicas no mayores asociadas®®?".

Se agregan dos nuevas categorias provisionales: 1) LAM con expresién BCR-
ABL1, para reconocer estos raros casos de LAM de novo que pueden beneficiarse de
la terapia con inhibidores de tirosin-kinasa. Aunque la distincién diagnostica entre la LAM
de novo con expresion BCR-ABL1 y la transformacion blastica de la leucemia mieloide
crénica (LMC) puede ser dificil sin informacién clinica adecuada, se considera que la
importancia de detectar esta fusidbn que permite una terapia dirigida, justifica una
categoria de enfermedad provisional. 2) LMA con RUNX1 mutado, para los casos de
LAM de novo con esta mutacién que no estan asociados con anomalias citogenéticas
relacionadas con los SMD, representando un grupo biolégicamente distinto con un
prondstico posiblemente peor que otros tipos de LAM (Tabla 5).

Se mantienen los criterios de diagnostico de LAM con cambios relacionados con
mielodisplasia (presencia de displasia multilinea, hemopatia mieloide previa,
alteraciones citogenéticas relacionadas), aunque con algunas modificaciones en dichas

alteraciones genéticas relacionadas (como exclusion del9q).

Aparece como nueva categoria la de Neoplasias Mieloides con predisposicion
linea-germinal (Neoplasias Familiares Mieloides) que incluyen tanto LAM y SMD. El
reconocimiento de estos casos es de gran relevancia clinica, ya que ademas de
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cuidados clinicos y estudios bioldgicos especiales, dichos pacientes y familias van a
requerir consejo genético especializado®.

Tabla 5. Clasificacién de las neoplasias mieloides agudas segin la OMS, 2016

LAM con anomalias genéticas recurrentes:
-LAM con t(8;21)(q22;022); RUNX1-RUNX1T1
-LAM con inv(16)(p13.1g22) o t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
-LAM con PML-RARA
-LAM con t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3KMT2A
-LAM con 1(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214
-LAM con inv(3)(g21.3926.2) o t(3;3)(q21.3;26.2); GATA2, MECOM
-LAM (megacarioblastica) con t(1;22)(p13.1;913.3); RBM15-MKL1
-LAM con mutaciones NPM1
-LAM con mutaciones bialélica CEBPA
-Entidad Provisional: LAM con BCR-ABL1
-Entidad provisional: LAM con mutaciones RUNX1

LAM relacionada con tratamientos citotdxicos

Sarcoma mieloide

Neoplasia de célula dendritica plasmocitoide blastica

LAM: Leucemia Aguda mieloblastica. (Modificado de Arber. Blood. 2016)
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1.3. CLASIFICACION PRONOSTICA EUROPEAN LEUKEMIA NET 2017

Desde el afio 1990 un grupo de expertos internacionales en LAM constituyen
periédicamente grupos de trabajo para elaborar consensos de recomendaciones en
LAM. El ultimo consenso ha sido elaborado por European Leukemia-Net (ELN) en el
ano 2017 e incluyen recomendaciones en el diagnéstico, tratamiento, criterios de
respuesta, asi como la definicién de grupos de riesgo genético/molecular en LAM del
adulto.

Estas recientes recomendaciones recopilan los datos moleculares obtenidos en
los dltimos afnos mediante técnicas de secuenciacidbn masiva de siguiente generacion
(NGS; Next Generation Sequencing) que han aportado una visién sin precedentes del
espectro y frecuencia de las mutaciones, sus distintos patrones de cooperacion y
exclusividad mutua, el paisaje epigenético, su arquitectura subclonal y evolucion clonal
durante la enfermedad®34. En el afio 2008 se publicé el primer caso de secuenciacion
gendémica completa de un caso de LAM-CN evidenciando mutaciones en NPM1y FLT3
asi como otras 8 nuevas mutaciones®. En 2012 Patel y cols®®. analizaron el estado
mutacional de 18 genes en 398 casos de LAM identificando las combinaciones

mutacionales que ocurren mas comunmente (Figura 2).

Un ano después, la Red de Investigacion del Atlas del Genoma del Cancer
analiz6 el genoma o exoma completo de 200 pacientes con LAM mediante
secuenciacion masiva, concluyendo que el genoma de pacientes con LAM tiene una
media de 13 mutaciones®. Identificaron los 23 genes mas frecuentemente mutados y
agruparon 8 categorias funcionales: las fusiones del factor de transcripcion (18%), el
gen que codifica NPM1 (30%), genes supresores de tumores (16%), modificadores
epigeneéticos (genes relacionados con la metilacion del ADN (44%) y modificadores de
la cromatina (30%), genes de sefalizacion (50-60%), genes del factor de transcripcidn
mieloide (22%), complejo de cohesina (13%), y genes del complejo de spliceosoma
(14%) (Figura 3). Ademas, volvieron a describir los patrones de cooperacion y de
exclusividad mutua, sugiriendo fuertes relaciones biolégicas entre las categorias

genéticas.
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A Total Cohort

Overall
Gene Frequency (%)

FLT3 (ITD, TKD) 37 (30, 7)
NPM1 29
DNMT3A 23
NRAS
CEBPA
TET2
WT1
IDH2
IDH1
KIT
RUNX1
MLL-PTD
ASXL1
PHFG
KRAS
PTEN
TP53
HRAS
EZH2

—
o

O O N NNWWWLBLWUVEO \J 0 0 0 O

B Patients with Mutant DNMT3A C Patients with Mutant FLT3

Figura 2: Concurrencia de diferentes mutaciones en LAM (Patel JP. N Engl J Med. 2012)

Posteriormente, en 2016 Papaemmanuil y cols®’, analizaron el estado
mutacional de 111 genes mieloides en una serie 1540 pacientes con LAM, afadiendo a
las 8 categorias ya conocidas, 3 categorias mas: LAM con mutaciones en la cromatina
y en genes reguladores RNA-splicing (18%), LAM con mutaciones en TP53,
aneuploidias cromosdémicas o ambas (13%); y, provisionalmente, LAM con mutaciones
de IDH2-R172 (1%).
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Figura 3: Categorias funcionales de los genes que estan frecuentemente mutados en LAM (Déhner H. N Engl J Med
2015).

La frecuencia de mutaciones en los principales genes muestra distinta frecuencia
segun las categorias genéticas previamente recogidas en la clasificacion OMS 2016

aportando informacién prondstica de relevancia (Figura 4)3.
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DNPAT3A “50% | FLT3TD “40% | Cobesin' “20% | NRAS "20% H7:11)(p15.4:915.2); NUP98-HOXAS —
IDH115% | 1DH2™'* "15% | PTPN11 15% | TET2 "15% 1(3:21)(q26.2:q22); RUNX1-MECOM

Figura 4. Categorias clinicamente relevantes con impacto pronéstico (Modificado de: Déhner H. Blood. 2017).

Contodo ello el panel de expertos de ELN-2017 decidi6 simplificar la clasificacion
prondstica a 3 grupos (favorable, intermedio, adverso) en lugar del anterior sistema de
cuatro grupos. Configurando la categoria de riesgo favorable se incluyen: LAM-CBF,
LAM con NPM1™sin FLT3-ITD o con ratio baja y LAM con CEBPA™ (Tabla 6).

Tabla 6. Clasificacion de la LAM basada en el riesgo segun la ELN 2017

Favorable -1(8;21) (922;922.1); RUNX1-RUNX1T1
-inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;022); CBFB-MYH11
-NPM1 mutado sin FLT3-ITD o con FLT3-ITD®%
-CEBPA mutado bialélica

Desfavorable -1(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214

-t(v;11 g283.3):reordenamiento de KMT2A
-4(9;22)(g34.1;911.2); BCR-ABL1
-inv(3)(g21.3926.2) o (3;3)(q21.3;926.2); GATA2, MECOM(EVI1)
-del(5q) o -5;-7;-17/abn(17p)
-Cariotipo complejo, cariotipo monosémico
-NPM1 no mutado y FLT3-ITD?
-RUNXT mutado
-ASXL1 mutado
-TP53 mutado

(Modificado de: Déhner H. Blood. 2017).
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Ademas del riesgo determinado por las caracteristicas biol6gicas de la LAM al
diagndstico, el manejo de los pacientes afectos de LAM dependera de:

a) Factores relacionados con el paciente: fundamentalmente la edad, asociada
de manera independiente a peor prondstico; comorbilidades clinicas especificas y
estado general del paciente que modulan la tolerancia a la quimioterapia, asi como
presencia de alteraciones genéticas relacionadas con LAM de pacientes mayores que
comportan mayor resistencia al tratamiento, (asociadas SMD/sindromes
mieloproliferativos cronicos (SMPc) o exposicién a citotéxicos previos).

b) Factores post-tratamiento: La monitorizacion de EMR, medida tanto por CMF
como por técnicas moleculares, supone una herramienta de gran utilidad en el periodo
post-remisién, ayudando a la toma de decisiones terapéuticas tanto pre como post-
trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH). La profundidad de la respuesta
proporciona una valiosa informacion que debe ser realizada en laboratorios

centralizados experimentados®®4'.

1.4. LAM DE BAJO RIESGO CON NPM1™ut
1.4.1. Caracteristicas clinicas

La incidencia de mutaciones de NPM1 oscila entre 25 y 50% de las LAM, siendo
significativamente mas frecuente en los pacientes con cariotipo normal, ascendiendo a
un 46-67%*2. Es por tanto el subtipo de LAM mas frecuente. Las mutaciones de NPM1
se asocian con los subtipos FAB M4 y M5 fundamentalmente, sin que se suelan
observar en cambio en la LAM-M3. Suelen tener una cifra de leucocitos mas alta, ser
mas frecuente en mujeres, asociarse a una cifra de plaguetas mas elevada y una cifra
mayor de blastos en médula ésea***’. Presentan altas tasas de RC tras quimioterapia

de induccion estandar, pero con SG de 40-50% debido a tasas de recaida de 30-40%*"
49

1.4.2. Caracteristicas biolégicas de NPM1"'y NPM1™"

El gen NPM1 se localiza en el cromosoma 5, en el locus 59035 y codifica una
fosfoproteina nucleolar de 294 aminoacidos que actia de lanzadera entre el nucleo y
citoplasma y que en condiciones normales tiene una localizacion predominantemente

nucleolar®.
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Las actividades biolégicas de NPM1 estan relacionadas en gran medida con su
estructura (Figura 5).

NH, COOH

O Nuclear export signal (NES)
W290 @ Nuclear localization signal (NLS)
' 2 | J @ Aromatic region

N-terminal Cen_tral C-termi_nal @ Nucleolar localization signal (NoLS)
domain region domain

Figura 5. Estructura y dominios funcionales de NPM1. EI dominio N-terminal contiene dos dominios de sefiales de
exportacion nuclear (NES). La region central contiene dos regiones acidas que abarcan una sefal de localizacién nuclear
bipartita (NLS). La NLS también se localiza en el dominio C-terminal, junto con una regién aromatica en el extremo

terminal, formando la sefal de localizacion nucleolar (NoLS). con los residuos de triptéfano (W) 288 y 290. (Heath.

Leukemia. 2017)

Aunque NPM1 tiene dominios que permiten la localizacién citoplasmatica,
nucleoplasmatica y nucleolar, ésta reside principalmente en el nucléolo®. La proteina
puede ser exportada al citoplasma para realizar funciones bajo ciertas condiciones,
mediadas por la union de CRM1 a los dominios NES. Sin embargo, en condiciones
fisiologicas, la importacién nuclear predomina sobre la exportacion, y el NPM1 es
conducida al nucléolo para realizar sus funciones. Hasta la fecha, se han descrito cuatro
funciones principales NPM1, que incluyen un papel en la biogénesis del ribosoma, el
mantenimiento de la estabilidad gendmica, la respuesta al estrés dependiente de p53 y
la modulacién de las vias de supresién mediante interaccién con la proteina del marco

de lectura alternativa (Arf)%3.

Las mutaciones en NPM1 estan generalmente restringidas al exdén 12. Hasta la
fecha se han identificado >55 mutaciones Unicas en el exén 12 de NPM1°+%8, La mayoria
de las mutaciones consisten en una insercion de 4 pares de bases, ocurriendo en >95%
entre los nucledtidos 960 y 961, pero también ocurriendo dentro de 10 nucledtidos hacia
arriba o hacia abajo. La mutacion mas comun se llama Tipo A y constituye ~80% de los
casos, involucrando la duplicacion de TCTG (nucleétidos 956-959), creando una
insercién en la posicion 960. Las mutaciones tipo B y D son también bastante comunes,
ambas produciendo 4 inserciones de pares de bases en la posicion 960%°. Otras
mutaciones son raras, ocurriendo en <1% de los casos. Se desconoce la frecuencia de
otras mutaciones que ocurren fuera del exén 12, ya que la mayoria de los estudios

restringen su analisis a este exon®°.
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Sin importar el tipo de mutacién, todas las variantes del exén 12 causan un
desplazamiento del marceo de lectura en el C-terminal, resultando en un reemplazo de
los ultimos 7 aminoacidos, con 11 residuos diferentes. Esto afecta a uno o a ambos de
los residuos clave de triptéfano en el C-terminal, y da lugar a una secuencia distinta,
creando un nuevo dominio NES. Las mutaciones en NPM1 dan lugar a una exportaciéon
nuclear funcionalmente mas fuerte que la sefal de importacion, contrariamente al NPM1
wild-type (NPM1%"); y, por consiguiente, a una localizacién citoplasmatica de la

proteina®’.

La localizacion citoplasmatica aberrante es una caracteristica comun de todas
las mutaciones de NPM1, y es probable que sea critico por su papel en la
leucemogénesis. Sin embargo, los mecanismos exactos que conducen a ello, aun no
han sido dilucidados. Dadas sus funciones pleiotropicas, se propone que las mutaciones
en NPM1 impulsen a la leucemia a través de una combinacién de pérdida y ganancia

de funciones y ganancia en diferentes procesos celulares (Figura 6)2.

‘en‘u’asome 4
.c -
N
y FbwTy \‘
/ growth!!! growthil! \
su ernumera /
/ (sup! ry) J. degradatlon O \ \

‘I‘ = | Myc / 3 ‘\I |

‘ | \

‘. c 53 \ | B ‘ \ | .‘

| ytoplasm ) ,‘ ! | Cytoplasm | ‘f \‘ ||
N1 /|

\ o) \ ‘. \ NPM1 i
-_—— \ Nucieolus/
degradation
- =
\/ —__Nucleus -
Arf.. e

\ \ Nucleolu5//
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y causando una degradacion; la ubiquitinaciéon de p53 por MDM2 causa una degradacion de p53, impidiendo la inhibicién
del crecimiento; la haploinsuficiencia de NPM1 conduce a centrosomas supernumerarios. B. NPM1c se une y deslocaliza
a Fbw7y al citoplasma, disminuyendo la estabilidad y causando una degradacion; sin Fbw7y, los niveles del oncogén
Myc aumentan, promueven el crecimiento y la proliferaciéon; NPM1 interactia e inhibe la caspasa 6 / 8, promoviendo

indirectamente el crecimiento (Heath. Leukemia. 2017).

1.4.3. Mutaciones acompaifantes en LAM-NPM1™"!

Modelos murinos demuestran que la presencia de NPM1™ provoca una
proliferacién mieloide pero no es suficiente para el desarrollo de LAM, siendo necesaria
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la presencia de eventos oncogénicos cooperantes. Numerosos estudios han
demostrado que NPM1™! se produce simultdneamente con algunas mutaciones
asociadas a la LAM, como FLT3, DNMT3A, IDH1, IDH2 y NRAS®. Estas mutaciones
parecen no acumularse en un orden aleatorio, sino que pueden ser atribuidas a eventos
tempranos y tardios en el proceso de transformacion de una CMH normal o célula
progenitora a la leucemia®. La coexistencia de mutaciones en estos genes ademas de

contribuir a la leucemogénesis, aportan informacién pronéstica relevante.
1.4.3.1. Mutaciones en FLT3

El gen FLT3, situado en el brazo largo del cromosoma 13 (13g12), codifica una
proteina denominada FLT3 que pertenece a la familia de los receptores tirosin kinasa
de clase 3, conocido también como stem cell kinasa 1 (STK1) o kinasa fetal hepatica 2
(flk2)%5%°, FLT3 se expresa fundamentalmente en las células hematopoyéticas

progenitoras y media la diferenciacion y proliferacién de las mismas™.

Entre las mutaciones mas importantes en LAM, destacan por su frecuencia (20-
27% de LAM-CN) e implicacién prondstica, las duplicaciones internas en tandem de
FLT3 (FLT3-ITD), las cuales afectan a la region yuxtamenbrana (exones 14-15). La
duplicacion segmental del domino yuxtamembrana de FLT3 promueve la
autodimerizacion y la autofosforilacion del receptor, que en consecuencia pasa a estar
constitutivamente fosforilado activando a AKT”"-"2, Uno de los efectos caracteristicos de
las FLT3-ITD, es que la proliferacion de las células ITD transducidas estd mediada por
las rutas RAS y STATS, algo que contrasta con el hecho de que la activacion mediada
por ligando de FLT3 normal no permite ni la activacion de STAT5 ni su union al ADN"3,

El otro tipo de alteraciones encontradas son las mutaciones puntuales en el
dominio tirosin-quinasa de FLT3 (FLT3-TKD). Estas suceden con una frecuencia en
torno al 5-10% en los pacientes con LMA, y raramente coexisten con las FLT3- ITD7a.
La mayoria de las FLT3-TKD tienen lugar en el exén 835 con una 1sustitucion de &cido
aspartico a tirosina (D835Y o asp835Tyr), sin embargo, ademas de ésta, se han descrito
otras mutaciones puntuales, deleciones e inserciones, tanto en este mismo codén como
en los adyacentes” 747677 Las FLT3-TKD promueven una proliferacién independiente
de ligando a través de la autofosforilacidén y la activacion constitutiva del receptor, al
igual que las FLT3-ITD, aunque con ciertas diferencias bioldgicas significativas’®”®
(Figura 7).
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Figura 7. Vias de sefalizacion de FLT3 y sus mutaciones con inhibidores en fase clinica (Lim SH, J tras Med 2017).

La mayoria de estudios otorgan un papel prondéstico adverso a la presencia de
mutaciones de FLT3-ITD, con mayor riesgo de recaida y menor SG, mientras que las
mutaciones FLT3-D835 no aparecen acompanfarse de un pronostico adverso en los
pacientes con LAM-CNIB*®_ | as LAM-NPM™presentan FLT3-ITD hasta en un 40% de
los casos, casi el doble que en el resto de LAM confiriendo pronostico adverso®.
Biolégicamente parece que FLT3-ITD aparece como un evento oncogénico posterior a
la mutacion NPM1 afectando a subclones leucémicos. De esta forma la carga alélica de
la mutacion FLT3-ITD es importante ya que, diversos estudios que los pacientes con
ratio alelo mutado/alelo WT elevado, presentan un pronéstico desfavorable en cuanto a
SLE y SG8%92  siendo este prondstico particularmente desfavorable cuneado no se
detecta FLT3" (ratio>2). Asi, en LAM-NPM1™T Pratcorona y cols®. demostraron el
impacto desfavorable de FLT3-ITD solamente cuando la ratio alélica era superior a 0.5
(Figura 8).
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Figura 8: Impacto en la supervivencia global y riesgo de recaida de la raion alelica de FLT-ITD en pacientes con LAM-
NPM1(Pratcorona y cols. Blood 2013).

1.4.3.2. Mutaciones en DNMT3A

El gen DNMT3A se localiza en el cromosoma 2 (2p23.3), esta compuesto por 22
exones y codifica una proteina de 912 aminoacidos denominada ADN (citosina-5)
metiltransferasa 3A. Tiene 3 dominios, dos para su unién a ADN y H3 y uno de actividad
metiltransferasa que afade grupo metil a la posicion C5 de citosina en las regiones CpG
de los promotores creando una marca epigenética que regula numerosos procesos

incluidos embriogénesis y hematopoyesis normal. (Figura 9) %3,

Autorenovacion Diferenciacion Autorenovacion Diferenciacion

' CpG metiladas

CpG no metiladas

. Histona H3
# H3Kdme3

Figura 9: Modelo para la accion DNMT3A en CMHs. Los genes especificos de CMH son en su mayoria no metilados y
se expresan en CMHs normales (izquierda). Al recibir una sefal para diferenciar, DNMT3A metila y silencia estas
regiones para permitir el compromiso de linaje. Esto se asocia con una pérdida de H3K4me3 y el gen represién en las
celdas B. DNMT3A-null CMH (derecha) no puede silenciar los genes CMH, por lo que, al recibir un estimulo para
diferenciarse, los genes especificos de CMH permanecen expresados debido a una falta de metilacién y H3K4me3
elevado. Al dividirse las células, la via de auto-renovaciéon de CMH permanece activa en las CMH-DNMT3A-null,
resultando en su acumulacion en la médula ésea. De los pocos CMH-DNMT3A-null que se diferencian, su progenie
muestra metilacién incompleta y represion parcial de los genes. (Challen GA, Nat Genet. 201 ).
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Las mutaciones en DNMTS3A ocurren en alrededor del 14-18% de todos los
pacientes con LAM, ascendiendo a un 20-35% en las de cariotipo normal y hasta un
50% de LAM-NPM1™t Las mutaciones mdas recurrentes se dan en el exén 22,
concretamente en la arginina en posicion 882 (R882), siendo sustituida en el 70-80% de
los casos por una histidina (R882H) y en el resto por una citosina (R882C)%%, Estas
mutaciones sin sentido “missense” en heterocigosis actian con efecto dominante
negativo sobre la enzima no mutada WT provocando una reduccién significativa de la

actividad metiltransferasa e hipometilacion global del genoma.

Los mecanismos por los cuales DNMT3A mutada contribuye a la
leucemogénesis no son completamente conocidos. Koya y cols®. demostraron, en un
experimento murino, que los receptores de células con DNMT3A™! presentaban una
acumulacion aberrante de CMH con desregulaciéon de los genes asociados a la
diferenciacién, aunque sin cambios en el estado de metilacion de las islas CpG
asociadas a sus promotores. La enzima DNMT3A™ interactlia con el complejo represivo
policomb 1 (PRC1), causando silenciamiento transcripcional, independiente de

metilacion.

La evidencia acumulada hasta la fecha, sefiala a DNMT3A™!como un elemento
fundador, que surge en la célula madre hematopoyética incluso antes de que la LAM se
desarrolle. La aparicién de otras mutaciones asociadas llevaria a la aparicion de
leucemia®19-1%2 Hasta en un 40% de los pacientes con LAM con DNMT3A™! se
observé que, aunque las células de la leucemia desaparecian de la médula 6sea
después de una quimioterapia intensiva, persistia la mutacion en DNMT3A. Esto sugeria
que la mutacién en DNMT3A' podria ya estar presente en la CMH. Esta célula se
denomind "célula madre premaligna" y contribuiria a la hematopoyesis mas que otras
células madre (es decir, se ha expandido clonalmente), sin inducir leucemia. Tres
estudios recientemente publicados han demostrado la presencia de CMH clonales con
mutaciones en genes reguladores epigenéticos pueden estar presentes incluso en
individuos normales'1%, Se detectaron que los genes mutados con mayor frecuencia
son los que también mutan con mayor frecuencia en pacientes con LAMy SMD: TET2,
ASXL1y DNMT3A, siendo estas ultimas las mas frecuentes (26% a 58%). Con todo ello
se definié una nueva entidad de enfermedad que se asocia con un mayor riesgo de
neoplasias hematolégicas y un aumento de la mortalidad., denominada "hematopoyesis
clonal de potencial indeterminado" (CHIP) (Figura 10)'%.
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Figura 10: Desarrollo gradual de la hematopoyesis policlonal (normal, sin evidencia de mutaciones somaticas) a la
hematopoyesis clonal de potencial indeterminado (CHIP), SMD, LAM, ICUS, citopenia idiopatica de importancia
indeterminada. Los genes mutados (DNMT3A, ASXL1, TP53) se muestran como ejemplos; otros genes pueden verse
afectados, y en un orden diferente (Modificado de Heuser. Disch Arztebl Int. 2016).

El impacto pronéstico de la presencia de DNMT3A™" en LAM-NPM1 es aln
controvertido, con algunos estudios que demuestran un impacto desfavorable (Figura
11)97199 y otros estudios en los que DNMT3A™no modifica el prondstico en pacientes
de riesgo favorable.

NPM1*', DNMT3A™ n=112 —
NPM1*", DNMT3A™ n=18 —
NPM1™ DNMT3A"™ n=46 —
NPM1™ DNMT3A™ n =78 —
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Figura 11: Supervivencia de los pacientes con citogenética de riesgo intermedio segin el estado mutacional de
NPM1/DNMTS3A. (Metzeler KH, Blood. 2016).
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1.4.3.3. Mutaciones en IDH

Las proteinas IDH son enzimas homodiméricas implicadas en diversos procesos
celulares, incluyendo la adaptacién a la hipoxia, la desmetilacion de las histonas y la
modificacion del ADN. Ambas participan en el metabolismo de los carbohidratos,
catalizando la descarboxilacion oxidativa del isocitrato a alfa cetoglutarato (2HG),
generando la reduccién de los agentes NADPH o NADH, necesarios para diferentes
procesos biologicos. La enzima IDH1 esta localizada en el citoplasma o en el
peroxisoma y cataliza las reacciones de descarboxilacion oxidativa del isocitrato a a-
cetoglutarato utilizando exclusivamente NADP+ como aceptor de electrones''®'"’. El
gen que codifica para esta enzima se encuentra situado en el cromosoma 2 (2933.3)
dando lugar a una proteina de 414 aminoacidos. Su variante mitocondrial es la enzima
IDH2, componente critico del ciclo de Krebs, catalizando las reacciones de
descarboxilacién oxidativa del isocitrato a a-cetoglutarato utilizando también
exclusivamente NADP+ como aceptor de electrones. Esta proteina de 452 aminoéacidos
esta codificada por el gen IDH2 localizado en el cromosoma 15 (15g26.1). Las enzimas
mutantes IDH tienen actividad neomoérfica y catalizan la reduccion del a-cetoglutarato al
enantibmero 2-hidroxiglutarato, que se asocia con el ADN y la hipermetilacién de
histona, la expresion génica alterada y el bloqueo de la diferenciacién de las células

progenitoras hematopoyéticas (Figura 12)3*'18.119,
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Figura 12: Las enzimas mutantes IDH1 e IDH2 resultan en un aumento del oncometabolito, 2-hidroxiglutarato, el cual,
induce un bloque de diferenciacién celular al inhibir la actividad de la histona que modifica la cromatina y de las
demetilasas del ADN. La inhibicion de estos reguladores epigenéticos conduce a una "firma de la hipermetilacion” que
altera la expresion del gen de tal manera que las células pierden la capacidad de progresar de progenitores inmaduros

a un estado totalmente diferenciado (Modificado de Madeiros. Leukemia. 2017).
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Las mutaciones en IDH1 e IDH2 se encuentran entre las mutaciones mas
comunes en la LAM (aproximadamente un 20% de los pacientes y 15% de LAM-
NPM1™"  objetivandose un aumento de la frecuencia en pacientes de mayor edad.
Ambas mutaciones suelen asociarse con un aumento de las plaquetas en sangre
periférica y de los blastos en médula ésea al diagndstico. En las mutaciones en IDH2,
la arginina es reemplazada con mayor frecuencia por glutamina en el residuo 140
(R140Q) y por lisina en el residuo 172 (R172K), siendo menos frecuente las
sustituciones por otros aminoacidos (p. ej., IDH2-R172W)'2%-121 | as mutaciones en IDH1
son menos frecuentes que en IDHZ2 y rara vez se encuentran simultaneamente en el
mismo paciente. En IDH1, las mutaciones con mayor frecuencia involucran una
sustitucién de la arginina por cisteina (R132C) o histidina (R132H) en la posicion
132120123124 Estudios recientes, parecen indicar que las mutaciones en /DH podrian ser
considerados eventos pre-leucémicos, que conservarian aun la capacidad de
diferenciarse, sobrevivirian a la quimioterapia, proliferarian durante la remision, y

podrian llevar al paciente a la recaida 122123,

En impacto pronéstico de las mutaciones de IDH en LAM-NPM1 es también
controvertido. Patel y cols®, estudiaron la relevancia para determinar pronéstica de las
mutaciones somaticas mas frecuentes en 398 pacientes jovenes (<60 anos) con LAM,
mostrando un efecto favorable de NPM1™! concurrente con IDH1™! o IDH2™. Por el
contrario, Paschka y cols'?* encontraron que el subgrupo de pacientes con LAM-CN con
un genotipo IDH™ |NPM1™!/FLT3-ITD", presentaban una SG significativamente peor
que los pacientes con LAM-CN-/DH™, Generalmente, es mucho mas probable que
IDH2-R140 esté acompanado por NPM1™y otra mutacién recurrente que IDH2-R172.

1.4.4. Caracteristicas fenotipicas de LAM-NPM1™!

Los blastos leucémicos de las LAM-NPM1™! presentan con frecuencia un
inmunofenotipo caracterizado por la ausencia de CD34, y una expresion intensa de
CD33, CD123, HLA-Dr y CD15'%. Asimismo, pueden presentar expresion aberrante de
CD7 o CD56 en 11-30% de los casos'® (Figura 13).
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Figura 13: Inmunofenotipo al diagnéstico de LAM-NPM1 con positividad para CD33, CD11b y CD14 y negatividad para
CD117,CD15 y CD34.

La ausencia de expresién de CD34 esta fuertemente asociada a LAM-NPM 1™,
ya que se encuentra en un 92.5% de los casos en comparacioén con un 28.4% en las
LAM con NPM1WT™4 Esta caracteristica puede reflejar el origen de este tipo de LAM a
partir de las pocas CMH de la médula 6sea con marcador de linaje negativo, CD34
negativo y CD38 negativo. Alternativamente, CD34 podria estar down-regulado como
resultado de la transformacién leucémica. Asimismo, la falta de expresion de CD34 en
NPM1™ podria ser un indicador de una buena respuesta a la inducciéon quimioterapia.
Sin embargo, Junca y cols'?’, demostraron que, aunque la positividad CD34 ha sido
considerada como un factor pronéstico adverso en la LAM y que suele ser negativo en
la LAM-NPM1™! este marcador puede expresarse en el momento del diagndstico o
adquirirse en una recaida en un numero variable de casos, y que su expresion no es un
factor de pronéstico desfavorable en el LAM, ni en el momento del diagndstico ni en la
recaida. No obstante, otros trabajos Zhu y cols'?, indican que la expresién de CD34
podria suponer un pronéstico mas desfavorable en LAM-NPM1.

Ehninger y cols'®, analizaron en una cohorte de 319 pacientes con LAM, la
expresion de CD33 y CD123 y detectaron que los pacientes con LAM-NPM1™
independientemente del estado de FLT3-ITD, tenian niveles significativamente mas
altos de CD33 que los pacientes con NPM1*'. De manera similar, los niveles de CD123
fueron significativamente mas altos en los pacientes con LAM-NPM1™! que los
pacientes NPM1". De Propis'?, investigd la relacién entre la expresion cualitativa y
cuantitativa de CD33 y la presencia de mutaciones en NPM1y FLT3 en pacientes con
LAM. Determiné que los niveles de expresion de CD33 en la superficie de células LAM
pueden tener implicaciones clinicas y que una mayor intensidad de expresién del
antigeno podria implicar una mayor unién de los anticuerpos terapéuticos y, en
consecuencia, una mejor respuesta a la administracién de quimioterapia conjugada con

anticuerpos. De hecho, las células que muestran una mayor intensidad de CD33 tienen
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una mayor probabilidad de capturar e interiorizar los agentes antileucémicos, observado
ya en pacientes con LAP. Sin embargo, la perdida de expresion de los antigenos en las
células leucémicas a lo largo de la enfermedad, podria interferir con el tratamiento con

estos agentes terapéuticos.

1.5. LAM DE BAJO RIESGO CBF: CARACTERISTICAS CLINICAS Y
BIOLOGICAS

1.5.1. Caracteristicas clinicas

Las LAM que afectan a los genes encargados de la codificacion de los dos
heterodimeros del CBF, son la 1(8;21)(g22;922) e inv(16)(p13g22)/t(16;16)(p13922) y
resultan en la generacion de los genes de fusion anormales correspondientes RUNXT-
RUNX1T1 y CBFB-MYH112, respectivamente''. La LAM t(8;21) se clasifican
mayoritariamente en subtipos FAB M1-M2 y la inv(16) en M4-Eo y suponen
aproximadamente un 15-20% de todas las LAM. Los pacientes con LAM-CBF muestran
mejor prondstico comparado con otros grupos citogenéticos alcanzando RC 85-90% de
los pacientes'®. Sin embargo, la SG global a 5 afos es aproximadamente del 50%

debido a una tasa de recaida de ~40%"22.
1.5.2. Caracteristicas biolégicas

RUNX1 y CBFf forman un complejo de factores de transcripcion heterodiméricos
CBF que regula la ontogenia hematopoyética normal. El factor basico de union esté
compuesto por una subunidad alfa y una subunidad beta. La subunidad alfa se une a
una secuencia consensuada de ADN TGT/cGGT vy la subunidad beta estabiliza la
interaccion entre la subunidad alfa y el ADN. La asociacion de CBFf3 induce un aumento
de 40 veces en la afinidad de union del ADN de RUNX. Por lo tanto, ambas subunidades
son necesarias para lograr la maxima eficacia transcripcional de los genes diana
posteriores, como la proteina tirosina quinasa especifica de los linfocitos, el receptor del
factor 1 estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos, la interlukina 3 y la
mieloperoxidasa (Figura 14A)'34,
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Figura 14: Esquema del modelo de leucemogenesis en LAM-CBF. A: Subunidades normales alfa y beta complejo CBF
gie permiten transcripcion génica. En RUNX-RUNXT1 y CBFB-MYH11 el heterodimero formado con la subnidad mutada

provoca silenciamiento transcripcional. (Solh M, AM J Hematol 2012)

El gen de fusibn CBFB-MYH11 se identificd inicialmente en 1993 y la proteina
de fusién correspondiente CBFR-SMMHC (cadena pesada de miosina del musculo liso)
se identifico en 1996. CBFB-SMMHC forma grandes agregados nucleares, captura la
subunidad alfa RUNX1 en el citoplasma y detiene la diferenciacion celular (Figura 14C).
La t(8;21) fue descrita por primera vez en 1973 y el gen de fusiéon RUNX1-RUNX1T1 fue
identificado en 1992. El producto de la proteina de fusién de t(8;21) estd compuesto por
el dominio de homologia RUNT de uniéon del ADN de RUNX1 y la mayoria de los
RUNX1T1 excepto los primeros 30 aminoacidos en el N-terminal. La ausencia del
dominio de transactivacion C-terminal en la proteina de fusibn RUNX1-RUNX1T1

interrumpe la hematopoyesis normal de forma dominante-negativa'®.
1.5.3. Mutaciones acompanantes en LAM-CBF

Los modelos murinos de knock-in, han demostrado que ambos genes de fusion
CBF son necesarios, pero no suficientes para causar una leucemia y que se requieren

mutaciones adicionales. Asi, en los modelos preclinicos de ratones, la induccién
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mutagénica de segundas mutaciones daba lugar al desarrollo de la LAM. En los
pacientes con LAM-CBF, las mutaciones que se detectan con mas frecuencia son,
NRAS/KRAS (19-40%), C-KIT (15-35%)y FLT3-TKD?®:1%,

1.5.3.1. NRAS/KRAS

NRAS y KRAS pertenecen a la familia de oncogenes RAS. Las proteinas
producidas por estos genes juegan un papel importante en la division y diferenciacién
celular, asi como en la apoptosis. Ambas proteinas son proteinas G monomeéricas, con
actividad GTP hidrolasa. Esta se puede encontrar activa cuando esta unida a GTP y la
inactiva cuando estd unida a GDP. Participan en la sefalizacién de las vias
PIBK/PTEN/AKT y RAF/MEK/ERK.

El gen que sintetiza NRAS se localiza en el cromosoma 1 (1p13.2), mientras que
el de KRAS se localiza en el cromosoma 12 (12p12.1). El 90% de las mutaciones suele
presentarse en los exones 12 y 13 y suelen ser mutaciones puntuales'’. Conducen a
un aumento de la actividad de RAS que resulta en un aumento de la proliferacién y
disminucién de la apoptosis (Figura 15).
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Figura 15: Los genes RAS desempefian un papel importante en la via de sefializacién dependiente de la proteincinasa
de activacion mitogénica (MAPK), una ruta metabdlica encargada de regular la proliferaciéon, diferenciacion, supervivencia
y muerte celular o apoptosis. (N. Rodén. Biopat).

Las mutaciones de NRAS parecen ser de las mas prominentes en pacientes con

LAM y se han reportado en alrededor de un 11% a 30% de los casos de LAM, de ellas
hasta en un 20% y 40% se presentan en LAM-CBF con t(8;21) e inv(16%),
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respectivamente. Aunque en las mutaciones en K/NRAS fueron descritas en LAM hace

anos, el impacto prondstico de estas mutaciones sigue siendo controvertido 138139,

Algun estudio las asocia con peor supervivencia'*®, mientras que otros autores
encuentran sélo un impacto pronéstico negativo en casos de LAM con cariotipo
favorable*®. En cambio, Neubauer y cols'', describen asociacién con prondstico
favorable, mientras que otros trabajos no muestran ningun tipo de impacto en la

evolucion de la LAM.
1.5.3.2. Mutaciones en C-KIT

C-KIT (CD117) es un receptor de tirosina cinasa de la subfamilia clase III.
Generalmente, C-KIT en interaccion con el ligando, juega un papel importante en la
supervivencia, proliferacion, diferenciacion y activacion funcional de las células
progenitoras hematopoyéticas. La expresion C-KIT se produce en los mieloblastos y
esta presente en el 60-80% de los pacientes con LAM'#2,

Las mutaciones en C-KIT suelen asociarse a las LAM-CBF, encontrandose en
un 13-46%. Estas mutaciones ocurren principalmente en el exén 8 0 17 y se observan
en el 20-25% de los casos de t(8;21) y 30% de los casos de inv(16). La mayoria de
trabajos han confirmado la mutacién en C-KIT a un pronéstico desfavorable, con una
menor supervivencia. Asi, en pacientes con LAM-CBF, la presencia de C-KIT supone
una mayor tasa de recaidas (hasta 80%) tras alcanzar similares tasas de RC'*3.

1.5.4. Caracteristicas inmunofenotipicas de LAM-CBF

Adriaansen y cols'#, fue uno de los primeros que describié el inmunofenotipo de
LAM-inv(16) (p139g22), analizando las muestras de 8 pacientes. Asi, describio varias
poblaciones celulares heterogéneas; principalmente debido a la presencia de multiples
subpoblaciones, que variaban en tamano entre los pacientes. Sin embargo, el
inmunofenotipo de estas subpoblaciones fue comparable, independientemente de su
tamano relativo, expresando practicamente todos los blastos leucémicos CD13, CD2,
CD11b, CD11c, CD14, CD33, CD34, CD36, CDw65, CD2 y HLA-DR. A su vez, Nucifora
y cols'®, relacionaron la expresién aberrante de CD56 y CD19 con LAM-(8;21) (Figura
16).
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Figura 16: Inmunofenotipo al diagnéstico de LAM- RUNX-RUNXT con positividad para CD34, CD33 doble poblacion,
expresion aberrante de CD56 y CD19 con CD13low.

Estudios posteriores han definido que el inmunofenotipo frecuente de los blastos
de la LAM con t(8;21)/RUNX1-RUNX1-T1 se corresponde con la expresion de CD34,
CD117, CD13, CD33, CD19 y CD56, mientras que la LAM con inv(16)/CBFB-MYH11
expresan generalmente antigenos de linea mielomonocitica (con un subconjunto de
blastos que expresan un inmunofenotipo mieloide tipico y otro subconjunto de blastos

gue expresaban un inmunofenotipo monocitico)'#.

1.6. LAM DE BAJO RIESGO CEBPA: CARACTERISTICAS CLINICAS Y
BIOLOGICAS

El gen CEBPA se encuentra localizado en la banda del cromosoma 19q13.1 y
pertenece a la familia de las proteinas CCAAT/enhancer-binding, que participan en el
equilibrio entre la proliferacion celular y la diferenciacion terminal'#’. La proteina CEBPA
42-kDa tiene cuatro dominios principales: la parte C-terminal que contiene un dominio
de la cremallera (bZIP) leucina que media la homo- o heterodimerizacién; el dominio de
union al ADN (DBD), un dominio basico cargado positivamente capaz de interactuar con
secuencias especificas de ADN; y dos dominios reguladores y transactivadores TAD1 y
TAD2'8 (Figura 17).

En la hematopoyesis, el gen CEBPA juega un papel fundamental en las primeras
etapas de la diferenciacién mieloide y se expresa particularmente en las células
mielomonociticas. CEBPA tiene multiples acciones como la disminucion de la expresién
de C-MYC que permite la diferenciacién, la regulacién directa de la expresidén de genes
especificos del linaje granulocitico y la accién sinérgica con otros genes clave en el
desarrollo mieloide, incluyendo genes complejos de CBF y PU.1'48,
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Figura 17 Dominios funcionales de CEBPA p30 y p42 (Ohlsson E, Leukemia 2016)

Las mutaciones en CEBPA se encuentran en aproximadamente el 5-10% de los
casos de LAM. La mayoria de las mutaciones en CEBPA son dos, que frecuentemente
involucran una combinacion de una mutacion en N-terminal y otra en C-terminal,
tipicamente en diferentes alelos. Datos recientes han demostrado que los casos de
CEBPA®™ en lugar de mutaciones Unicas, estan asociados con una firma de expresion
génica comun y con un prondstico relativamente favorable'®. Basandose en estas
observaciones, la LAM-CEBPA®™ ha sido reconocida como una entidad propia en la
clasificacion revisada de la OMS®. Se han reportado sindromes de predisposicion
genética familiar LAM-CEBPA. La asociacion de CEBPA?™ con mutaciones en GATA2
confiriera mejor SG mientras que con mutaciones en TETZ2 supone peor SG'.

1.6.1. Caracteristicas inmufenotipicas de LAM-CEBPA®™

La LAM con mutaciéon en CEBPA no ha sido asociada con un inmunofenotipo
especifico. Mas bien, se ha descrito que muestra positividad para antigenos
comunmente expresados en los blastos mieloides como CD15, CD7, CD34 y HLA-DR.
Sin embargo, este perfil fenotipico no fue capaz de detectar eficazmente los casos con
mutacion por CEBPA, no detectandose en alrededor del 25% de ellos. Mannelli y cols ',
desarrollaron un método de cribado basado en el inmunofenotipo, y a través de un
extenso analisis fenotipico en una cohorte de 251 casos de LAM, encontraron que varias
aberraciones fenotipicas ocurrian recurrentemente en la poblacion blastica en el
subconjunto de casos de CEBPA®". Los blastos mostraron caracteristicas de asincronia
de maduracion con expresion de CD34 y CD117 concomitantes con CD15, CD65 y MPO
de alta intensidad, ademas, hubo una expresion de CD7. Este hallazgo es consistente
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con publicaciones anteriores, que correlacionaban la expresién de CD7 en la LAM con
la pérdida de CEBPA"™ debido a mutaciones o silenciamiento por mecanismos
epigenéticos'¥2'%3, Ademas, se objetivo que los neutrdfilos y monocitos presentaban una
sobreexpresién de CD64 y que la serie eritroide se amplié cuantitativamente en los
casos CEBPAY en comparacion con los casos CEBPA" y CEBPAS™, especialmente en
sus etapas mas inmaduras. De hecho, la falta de funcién normal de CEBPA se ha
asociado con un desequilibrio del programa transcripcional de las células
hematopoyéticas. Las consecuencias funcionales de la alteracion del CEBPA
provocarian un blogueo de la diferenciacién granulocitica y una reorientacion
preferencial hacia el linaje eritroide. Los hallazgos de este trabajo serian una prueba de
la correlacion entre las anormalidades fenotipicas y el estado CEBPAY™, lo que indica la
participaciéon de varios linajes y, por lo tanto, el origen clonal comun de los diferentes
linajes. Ademas, estos datos explicarian la homogeneidad fenotipica observada, debido

a las vias de maduracion dependientes de la mutacion del CEBPA.

1.7. OTRAS MUTACIONES DE PRONOSTICO ADVERSO: TP53

El gen TP53 se encuentra en el cromosoma 17 (p13.1), se extiende a lo largo de
20 kb de ADN gendmico y contiene 11 exones. Codifica una proteina, denominada
proteina tumoral p53, formada por 393 aminodacidos que se agrupan en tres dominios
diferenciados: 1) el dominio aminoterminal transactivador, y que interacciona con la RNA
polimerasa aumentando la transcripcion; 2) el dominio de unién al ADN, en la regién
central, resistente a la accién de enzimas proteoliticas que permite la funcién de p53
como factor de transcripcion; 3) el dominio carboxiterminal que dota a p53 de las
funciones como sefial de localizacion nucleolar, oligomerizacion y como diana de
fosforilacion para una quinasa dependiente de ciclina, interviniendo también en la
apoptosis, en la regulacién de la transcripcién y en el reconocimiento del dafo de la
doble cadena de ADN'®*,

La activacién del gen TP53 se produce por dafo celular y por algunos
oncogenes, y produce un incremento de las formas activas de la proteina con capacidad
de union al ADN y con capacidad de funcionar como factor de transcripcion. Una vez
activada la proteina p53 se une a las zonas promotoras de muchos genes, impidiendo
la progresién del ciclo celular en G1 y en G2, permitiendo que las enzimas de reparacién
de ADN corrijan los defectos inducidos y en el caso de que éstos sean irreparables, la
célula sea desviada hacia la apoptosis. Por todo ello, se ha denominado a p53 como el
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guardian del genoma, puesto que interviene una vez activada, en el mantenimiento de

su integridad (Figura 18)'%5%,
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escape y continle dividiéndose, dando lugar a la célula cancerosa. (Modificado de Kamp, Curr Opin Genet Dev. 2016).

Hasta el momento se han identificado un gran nimero de mutaciones diferentes
en TP53, dando lugar a una proteina alterada. Aproximadamente el 95% de las
mutaciones descritas se localizan en el dominio de unién al ADN, perdiendo los
mutantes su afinidad por el mismo. Las consecuencias funcionales de las mutaciones
de TP53 son variadas y dependen no sélo de la region o dominio afectado sino también
del tipo de mutacién. Se han encontrado mutaciones en TP53 en lineas celulares
generadas a partir de casos con LAM, lo que sugiere que estas lesiones pueden
contribuir a la inmortalizaciéon celular. La mayoria de las mutaciones corresponden a
mutaciones puntuales que originan un cambio en el aminoacido que codifican, aunque

también se han descrito mutaciones que desplazan la pauta de lectura %",

Actualmente, en pacientes con LAM de novo, la frecuencia de mutaciones en
TP53 es menor del 10%, asociandose con cariotipos complejos/aneuploides y
monosomicos y corroborandose su asociacion con una mayor resistencia a la
quimioterapia y con una supervivencia mas corta. Los pacientes que presentaban
cualquier alteracién en TP53 se caracterizaban por presentar mayor edad, un mayor
grado de complejidad gendmica y frecuentemente presentan leucemias secundarias a

otras neoplasias, tanto hematolégicas como no hematoldgicas 62164,
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1.8. EVOLUCION CLONAL GENETICA

Como se ha comentado con anterioridad, un alto porcentaje (85-90%) de
pacientes afectos de LAM de bajo riesgo (NPM 1™ LAM-CBFy CEBPA?™) alcanzan RC
con 1-2 ciclos de quimioterapia de induccion. Sin embargo, la SG a 5 afnos se sitla en
torno al 35-50% siendo la causa fundamental de muerte, la recidiva de LAM que con
frecuencia muestra refractariedad o peor respuesta al tratamiento. Todo ello indica que
el clon leucémico puede resistir a la quimioterapia y que las células leucémicas a la

recaida han evolucionado biol6égicamente con respecto al diagndstico.

Estudios pioneros analizaron los hallazgos de cariotipo convencional
comparando diagnostico y recaida en LAM y demostraron que ~65% presentaban
cambios citogenéticos en la recaida estableciendo el concepto de evolucion clonal
citogenética'®'%, Sin embargo, ha sido en los ultimos afos, gracias al desarrollo de las
plataformas de secuenciacion masiva, cuando se ha producido un notable avance en el
conocimiento del papel de las mutaciones en el desarrollo de la LAM y su cinética de

evolucion clonal en las recidivas
1.8.1. Mutaciones en el desarrollo de LAM

La evidencia reciente sugiere que, en la LAM, la mutacién inicial a menudo se
origina en la CMH y crea una célula madre pre-leucémica. La célula madre pre-
leucémica conserva la capacidad de diferenciarse en el espectro completo de células
mieloides y linfoides maduras, y son las mutaciones subsecuentes en los niveles de
células madre o células progenitoras las que llevarian a la transformacion en células
madre de leucemia o células “iniciadoras de leucemia”. Incluso un clon de células
tumorales podria ser reemplazado por otro clon que adquiere nuevas mutaciones y
crece mas agresivamente'®’'72 Podrian ser necesarias décadas, para que una CMH
alterada se convirtiese en una leucemia franca. En LAM, los estudios de secuenciacion
masiva han demostrado que hasta 10 mutaciones son adquiridas en serie en un solo

linaje celular, que finalmente generard un clon leucémico dominante.

Asi, en este mapa mutacional, surgen dos nuevos conceptos: las mutaciones
“drivers o conductoras “, que conducen a la formacién del tumor porque propician que
las células cancerosas crezcan y las mutaciones “passengers o pasajeras”, que
representan la mayoria de mutaciones en la enfermedad, que por si solas no provocan
la aparicién de tumores, pero una vez adquiridas tras el evento iniciador, podria ser

responsable de la inestabilidad genémica, impulsando la evolucion clonal®”®.
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1.8.2. Analisis de evolucion de espectro mutacional diagnéstico-recaida

El trabajo esencial en el estudio de la evolucion clonal en la LAM a la recaida fue
realizado en 2012 por Ding y cols'®®. Realizaron secuenciacion genémica completa en
muestras pareadas diagndstico-recaida,de 8 LAM (3 casos LAM-NPM1™) hallando en
cada caso un cluster de mutaciones dominantes en el clon fundador en la muestra del
diagnostico. A la recaida observaron la pérdida de subclones del tumor primario en len
4 de los 8 casos, sugiriendo eran erradicados gracias al tratamiento. Sin embargo,
algunas mutaciones eran adquiridas a la recaida y podrian conferir resistencia a la
quimioterapia. Establecieron dos patrones cinéticos de evolucion clonal: Patrén 1: El
clon dominante al diagnéstico produce la recaida adquiriendo nuevas mutaciones (3 de
8 pacientes) y Patron 2: un clon minoritario al diagnéstico sobrevive y se expande a la
recaida (5 de 8 pacientes) (Figura 19)

Independientemente del patron de evolucion clonal, se evidencié una alta
frecuencia de transversiones probablemente inducidas por la quimioterapia. Ding y
cols'®. sugerian que, aunque la quimioterapia es requerida para lograr una inicial
remision en los pacientes con LAM, podria contribuir a la recaida generando nuevas
mutaciones en el clon fundador o en los subclones, los cuales posteriormente eran

sometidos a la seleccién y expansion clonal.

Patrén 2

w

o
'®
2]

Figura 19: El modelo 1 muestra el clon dominante en el tumor primario que evoluciona hacia el clon de la recaida al
obtener mutaciones especificas de recidiva. EI modelo 2 muestra un clon minoritario que lleva la gran mayoria de las
mutaciones tumorales primarias, que sobrevive y al expandir, produce la recaida( Modificado de Ding L, ,Nature. 2012).
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Por tanto, se abrian varias alternativas hipotéticas de evolucion clonal en LAM.
La primera hipdtesis mas simple es que el clon leucémico predominante persistia
después del tratamiento, eventualmente expandiéndose para dar lugar al clon refractario
y recidivante (Figura 20a). La segunda hipotesis, es que, a lo largo de la enfermedad,
se seleccione un subclon resistente al tratamiento, que se expandiria y seria el
responsable de la recaida (Figura 20b). Una tercera hipotesis, es que el tratamiento con
agentes terapéuticos, daninos a su vez para el ADN, contribuya a la evoluciéon genética
de la leucemia, lo cual resultaria en el clon recidivante (Figura 20c). Y, por ultimo, es
que los agentes terapéuticos, actuen sobre las células pre-leucémicas para inducir

mutaciones adicionales que resulten en un nuevo clon recidivante (Figura 20d)'®’.

Tratamiento [ Ye)

‘ Recaida @O clones leucémicos
~ 0@

00 Clones de CM pre-
o0 leucémicos

Leucemia ® CM normales

&

Figura 20: Modelo de progresion clonal de CMH a un clon leucémico franco. Los estudios genédmicos y funcionales han
demostrados que son necesarios multiples mutaciones para transformar células normales en un clon leucémico. En el
caso de una leucemia aguda, estas mutaciones pueden ocurrir en las células hematopoyéticas en la médula 6sea, la
mayoria de las cuales tienen una corta vida. Dado que las células madre hematopoyéticas (CMH) son las Unicas células
autorrenovables entre los progenitores de médula 6sea, se ha propuesto un modelo segun el cual las mutaciones deben
acumularse secuencialmente dentro de distintos clones de CMH a lo largo del tiempo (eje x), dando lugar a la generacion
de un clon leucémico (eje y). Segun este modelo, el compartimento de CMH en el momento del diagndstico estaria
compuesto por CMH genéticamente normales y clones de CMH pre-leucémicas, que presentarian algunas mutaciones,
pero no todas fundadoras de la leucemia. (Modificado Jan M . Oncogene. 2013).

CM normal

Posteriormente en 2013, Parkin y cols'’4, analizaron muestras pareadas
diagnéstico-recaida de 28 LAM (Incluyendo 8 casos de LAM-NPM1™) y 11 muestras
pareadas diagnostico-refractariedad primaria. Realizaron perfil gendémico mediante
SNP-arrays y secuenciacion de 13 genes comunmente recurrentes. Sus resultados
demostraban que la LAM recidivante representaba en todos los casos el resurgimiento
o evolucién de un clon fundador. En esta serie, todas las alteraciones genéticas

presentes en el momento del diagnédstico, persistian también en la recaida. Por otro
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lado, en algunos pacientes se encontraron 2 clones dominantes que coexistian en el
momento del diagnéstico, siendo al menos uno sensible a la quimioterapia, pero otro
resistente, reforzando el concepto de que la recaida y/o persistencia de la LAM, es
debida a la erradicacién incompleta de los clones fundadores de LAMy no a la aparicién
de nuevos clones no relacionados. Asi, demostraron una creciente complejidad
gendmica en el momento de la recaida, pero manteniendo un clon ancestral comun,
fundador de la LAM'74,

Por tanto, los estudios genémicos realizados en los ultimos 5 afios demuestran
que en la LAM existen multiples clones y subclones de forma paralela, que se someten
a una competencia evolutiva durante la progresion de la enfermedad, produciendo una
jerarquia clonal dentro de cada paciente'®16%172173  Estos clones pueden tener
diferentes susceptibilidades a las opciones de tratamiento y, por lo tanto, representarian
reservorios importantes durante la recaida de la enfermedad'#*'%51%€  Ademas, las
células de la LAM de forma habitual, adquieren un pequefio nimero de mutaciones
adicionales a la recaida sugiriendo que algunas de estas mutaciones pueden contribuir
a la seleccion clonal y a la resistencia a la quimioterapia'®®'7>17¢- Asi, el genoma de la
LAM en un paciente individual tiene en “continuo movimiento el objetivo” y por tanto la
erradicacion del clon fundador como la totalidad de sus subclones son imprescindibles
para conseguir la cura. Por tanto, podemos afirmar que la evolucion clonal es el sello
distintivo de la LAM.

1.9. EVOLUCION FENOTIPICA EN LAM

Para el diagnéstico de la LAM, la determinacién del patron de expresiéon de
antigenos, ademds del andlisis citomorfolégico, es esencial. La deteccion de
inmunofenotipos asociados a la leucemia (IAL) mediante el uso de CMF permite el
diagnéstico fiable de la LAM en hasta el 90% de los pacientes con una sensibilidad entre
102y 10°. La determinacién de IAL se basa en la combinacién de un marcador de
progenitor (CD34, CD133, CD117) combinado con marcador mieloide (CD13, CD33) o
DRy otros marcadores de expresion aberrante como son anfigenos infidelidad de linea
(CDh7, CD2, CD19, CD56), asincronismo madurativo y alteracion cuantitativa de
marcadores normales. Asi, el uso de la CFM se considera una herramienta aplicable a
la mayoria de pacientes para la monitorizacion de la EMR durante el tratamiento con
importancia pronostica ampliamente demostrada tanto en adultos como en poblacion

pediatrica’'’817®,
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Sin embargo, el principal inconveniente de la monitorizacion de EMR por CMF
es la dificultad de estandarizacién debido, entre otros aspectos, a que el IAL establecido
al diagnéstico y altamente inestable presentando cambios de expresion hasta en un
90% de los pacientes afectos de LAM'"®-'84 | os mecanismos precisos que conducen a
esta evoluciéon clonal fenotipica no son bien conocidos y podria deberse a cambios
espontaneos o0 mas plausiblemente a selecciébn de subpoblaciones minoritarias
resistentes al tratamiento’®'. En este sentido, Lagenbrake y cols'. analizaron los
cambios inmunofenotipicos en una poblacion pediatrica con LAM, encontrando cambios,
que incluian tanto la ganancia y como la pérdida de antigenos en el 88% de los
pacientes. Evidenciaron que las células blasticas mostraron un inmunofenotipo mas
inmaduro en el momento de la recaida expresando antigenos asociados a progenitores
CD34 y CD117 que podrian ser més resistentes al tratamiento quimioterapico. Ademas,
Yébenes y cols'®, analizaron la evolucion clonal fenotipica en 41 pacientes afectos de
LAM a la recaida y evidenciaron un 7.3% de casos con expansiéon de un clon minoritario

al diagnéstico.

Ademas, algunos estudios han valorado la co-ocurrencia de cambios fenotipicos
y citogenéticos a la recaida en pacientes con LAM'180.183184  Globalmente, el
porcentaje de pacientes con cambios fenotipicos es mayor en el grupo de pacientes que
también presentan cambios citogenéticos sugiriendo mecanismos comunes de

evolucion clonal.
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La patogenia de la LAM implica la adquisicién secuencial de varias lesiones
genéticas y gracias a los estudios de secuenciacion, la lista de mutaciones recurrentes
esta bien caracterizada. El espectro completo de mutaciones, las distintas
combinaciones posibles, su potencial valor diagnéstico, prondstico o terapéutico vy,

sobre todo, cuales de ellas tienen un caracter causal, son areas de gran interés actual.

La recaida sigue siendo la principal causa de mortalidad en la LAM. Por ello, los
ultimos trabajos se han centrado en estudiar su base patogénica, sabiendo hoy en dia
que la LAM es una enfermedad dinamica, que va evolucionando a lo largo de su curso
y esta evolucién es lo que lleva a que uno o varios clones resistentes al tratamiento,
produzcan la recaida de la enfermedad. Esto se traduce en frecuentes cambios
moleculares y fenotipicos a la recaida en LAM.

La mayoria de los estudios se han centrado en las LAM de riesgo
citogenético/intermedio molecular, probablemente por ser el grupo mas heterogéneo y,
amplio. Sin embargo, aquellos pacientes incluidos en el grupo de bajo riesgo
citogenético/molecular, con excepcién de los pacientes PML/RARAa, siguen teniendo
unas tasas de recaida nada despreciables. La hip6tesis de trabajo es establecer si el
comportamiento clonal a la recaida en el grupo especifico de LAM de bajo riesgo podria
tener reflejo en las caracteristicas fenotipicas y en el impacto prondstico tras los
tratamientos de rescate
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Estudio mutacional de los genes DNMT3A, IDH1/2, NJKRAS y TP53 en los pacientes
catalogados como LAM de bajo riesgo citogenético/molecular en las muestras del
diagndstico y de recaida.

Estudio inmunofenotipico de los pacientes catalogados como LAM de bajo riesgo
citogenético/molecular en las muestras del diagnéstico y de recaida.

Establecer los patrones de evolucion clonal en los pacientes catalogados como LAM
de bajo riesgo citogenético/molecular y su correlacién con los resultados
inmunofenotipicos.

Relacionar los resultados citométricos/moleculares con los datos clinicos de los
pacientes.

Analizar el impacto en la supervivencia y recaida de los patrones de evolucion clonal.
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4. PACIENTES Y METODOS
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4.1. PACIENTES

Diseno de estudio clinico-biol6gico retrospectivo no intervencionista, para el cual

definimos los siguientes criterios de inclusién:

4.1.1. Criterios de inclusion

1. LAM-Bajo Riesgo citogenético-molecular segln criterios de ELN 20108,

2. RC documentada tras recibir tratamiento de induccion, con posterior recaida
medular de la enfermedad.

3. Disponibilidad de muestra de ADN procedente de médula 6sea tanto del diagnéstico
como de la recaida de la leucemia.

4. Disponibilidad de los datos citométricos de la LAM tanto del diagnéstico como de la
recaida.

5. Disponibilidad de los datos clinicos, bioldgicos y evolutivos.

Con estos criterios, se reclutaron un total de 26 pacientes que habian sido
diagnosticados de LAM entre los afios 1990-2012. Los pacientes procedian de los
hospitales: Universitario Reina Sofia de Coérdoba (N=10), Universitario Morales
Messeguer de Murcia (N=7), Universitario y Politécnico La Fe de Valencia (N=6), y
Policlinico Tor Vertaga, de Roma (N=3).

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital
Universitario Reina Sofia de Cérdoba. Los pacientes vivos firmaron el consentimiento
informado en concordancia con las recomendaciones de la Declaracion de Derechos

Humanos, la conferencia de Helsinki y las regulaciones institucionales.

4.1.2. Caracteristicas de los pacientes al diagnéstico:

La Tabla 7 muestra las caracteristicas globales y la Tabla 8 las caracteristicas
clinicas individuales de los 26 pacientes. El diagndstico morfolégico se realizé segun
clasificacion FAB™® y OMS?'. La serie estaba compuesta por 13 varones (50%) y 13
mujeres (50%), con una mediana de edad al diagndstico de 49.5 afos (rango: 13-71
anos), siendo 8 pacientes mayores de 60 afos. La mediana de leucocitos fue de 16.8
x10%L (rango: 1.4-149 x10%L) y el porcentaje de blastos en médula 6sea 69% (rango:
32-100%). De acuerdo con la clasificacion FAB, un paciente fue catalogado como LAM-
MO, 6 como LAM-M1, 9 como LAM-M2, 8 como LAM-M4 y 2 como LAM-M5. En todos
los pacientes se realiz6 al diagndstico estudio citogenético mediante cariotipo de bandeo

convencional a partir de cultivo estimulado con mitégenos. A su vez, se realizé estudio
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molecular en todos los pacientes de la mutacion: en NPM1 mediante curvas Melting de
alta resolucion'® (10 pacientes) o mediante andlisis de fragmentos de restriccion'® (16
pacientes);  de RUNX1-RUNX1T1y CBFB-MYH11 mediante RT-PCR
estandarizado®?'% y de CEBPA y C-KIT por secuenciacion. FLT3-ITDy FLT3-TKD se
estudiaron al diagnéstico mediante RT-PCR'' y/o mediante andlisis de fragmentos de
restriccion. Con respecto al estudio citogenético-molecular, 16 pacientes presentaron
CN-NPM1™/FLT3"; 4 pacientes presentaron t(8;21)/RUNX-RUNXT1, 4 pacientes
presentaron inv(16)/CBF-MYH11 y 2 pacientes presentaron CN-CEBPA®™ Todos los
estudios basicos al diagndstico se realizaron de forma rutinaria en cada paciente en su
hospital de procedencia.

Los pacientes fueron tratados con los protocolos de tratamiento
PETHEMA/GIMEMA LAM vigentes en el momento del diagndéstico, empleando
quimioterapia estandar de induccién que incluia daunorrubicina o idarrubicina mas
citarabina con o sin etopdsido. La terapia post-remision consistié en 1 6 2 cursos de
quimioterapia de consolidacién con dosis intermedias/altas de citarabina y posterior
intensificacion con trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéticos (auto-TPH)
(N=7) o alogénico (alo-TPH) (N=10) segun las guias terapéuticas vigentes.
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Tabla 7. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio (N=26)

Edad, ainos

Rango 13-71
Hombre 13 (50%)

Citogenética N(%)

t(8;21) 4 (15.4%)

CN-CEBPA®™ 2(7.6%)

Mediana 16.8

Blastos en MO, %

Rango 32-100

Altas dosis de citarabina 9 (34.6%)

Alo-TPH 10 (38.5%)

Mediana 17.5

CN: cariotipo normal, TPH: trasplante progenitores hematopoyéticos, Auto: Autolégo, ALO: alogénico, MO: Médula 6sea,
IA: indice acumulado, NPM1: nucleofosmina-1 CEBPAdm: CCAAT potenciador de la proteina de unién alfa con mutacion
bialélica. RC: remisién completa
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Tabla 8: Caracteristicas de los pacientes.

TPH 1 SG TRAS TTO
PACIENTE | CENTRO “mmm CARIOTIPOE | MOLECULAR RECAIDA SLR(dlas) VIVO RECAIDA RECAIDA

HURS 1 02.08 Hombre 55 B 46XY NPM1 MUT AUTO 16 10.09 ALO
3 HURS 1 0590 54 Muler 46XX NPM1 N No 1o 05.11 7679 No 38 QT
_____-_-_____-__
HURS  31.05.09 Hombre 4.9 46XY, 1(8:21) RUNX1' AUTO  16.12.10
HURS 6 03.07 Mujer 46XX NPMIMUT  AUTO  4.01.08
_-_-___ _-__
9 HURS 23 0209 32  Hombre 15.0 39 M1 46XY NPM1 MUT ALO  9.09.09 198
.10 © Mujer 613 | 92 | M5a  46XX ___-__
11 HPTV 190811 39  Hombre NA 54 M1 46XY NPM1 MUT No  29.12.11 132 No 1 NO
12 ' Hombre =~ 88 | 80 | M2  46XY,nvi6 | AUTO | 43 | si | 48 | AO
13 HPTV 21143 57  Hombre 1490 35 M1 46XY NPM1 MUT No  201.14 365 Si 36 ALO
_____-_-_____-__
HMM  13.0509 46  Homber 19.1 46XY NPM1 MUT AUT  12.01.12 974 Si 60 ALO
_____-_-_____-__
RUNX1-
10.07.02 Mujer M2 4BXXEE21)  Hon No  09.01.13 18 QT-AZA
oa 11.13 Mujer 46XX PM1 MUT 28.04.15
_ _-_- _ -_
21 HLF 16.06.04 52 Hombre 4 83 Mo 46XY FLTNPM1MT  ALO  28.01.10 2052 No 0 QT-AZA
22 HLF 12,0808 @ 32  Mujer 17 | 100 M1 46XX  NPMIMT = ALO | 10.0241 92 | si 71 23ALO
23 HLF  14.07.08 37  Hombre 110 = M4 46XY,nvi6  CBFb/MYH1 No  503.09 234 si 94 ALO
.24 HLF  27.0609 @ 64  Mujer 143 | NA | M4  46XX, invi6 = CBFb/MYH1 =~ AUT = 17.0641 = 720 S 67
25 HLF  11.0411 60  Hombre 1109  NA M2 46XY CEBPA®™  ALLO  27.05.13 777 No 16 AIR-ALO

HURS: Hospital Universitario Reina Sofia (Cérdoba), HPTV: Policlinico di tor Vergata (Roma), HMM: Hospital Universitario Morales Meseguer (Murcia), HLF: Hospital Universitario La Fe (Valencia).
NA: No disponible. Mut: Mutado, RC: Remision Completa; AUT: Autologo, ALO: Alogenico, *: Blastos en médula 6sea, WBC: Leucocitos (x10%L), SLE: Supervivencia libre de enfermedad; TTo:
tratamiento. NPM1: Nucleofosmina-1; CEBPA: CCAAT potenciador de la proteina de unién alfa ; dm: bialélica, AZA: Azacitidina, QT: quimioterapia.

63



4.1.3. Evolucion clinica de los pacientes a la recaida:

Todos los pacientes recayeron con una mediana de tiempo de 17.5 meses (rango
4-252 meses). A los pacientes sometidos a Alo-TPH en primera RC se realiz6
seguimiento del quimerismo hematopoyético en todos los pacientes mediante PCR
cuantitativa, siendo todas las recaidas en células del receptor.

Tras la recaida, 17 pacientes fueron tratados con quimioterapia intensiva
nuevamente, de los cuales 12 fueron sometidos a Alo-TPH; otros 6 pacientes recibieron
azacitidina, y 3 pacientes solamente tratamiento paliativo y/o de soporte. A fecha de
cierre del analisis (31/10/2017), 15 pacientes habian fallecido, todos a causa de
progresion leucémica, encontrdndose 11 pacientes vivos y en RC. La mediana de
seguimiento desde la recaida fue de 54 meses (rango:16-94).

4.1.4. Caracteristicas de los controles

Como controles, incluimos 7 pacientes con LAM de novo de Bajo Riesgo
citogenético/molecular con cariotipo normal con NPM1™/FLT3". De los 7 pacientes, 4
eran varones (57.4%) y mujeres (42.8%), con una mediana de edad al diagnéstico de
46.7 anos (rango: 22-69 anos), siendo 2 pacientes mayores de 60 afnos. La mediana de
leucocitos fue de 12.8 x10%L (rango: 1.2-98 x10%L) y el porcentaje de blastos en médula
Osea fue 58% (rango: 36-100%). De acuerdo con la clasificacién FAB, 1 como LAM-M1,
2 como LAM-M2, 3 como LAM-M4 y 1 como LAM-M5.

Todos fueron tratados con quimioterapia intensiva, alcanzando la remisién
completa tras la induccion, siendo consolidados con Auto-TPH en 4 casos y 3 con Alo-
TPH. La mediana de seguimiento es de 24 meses (rango: 16-38), encontrandose en el
momento de analisis del estudio todos los pacientes vivos y en RC.

4.3. DISENO DEL ESTUDIO

El estudio bioldgico incluyd a) analisis genético mediante secuenciacién directa
Sanger y/o NGS de los genes seleccionados y b) andlisis del perfil inmunofenotipico
obtenido mediante CMF en los centros de origen. Ambos estudios biolégicos se
realizaron de forma pareada en las muestras de diagnéstico y de recaida. En la fase
final se integraron los datos obtenidos y se correlacionaron los hallazgos genéticos y

fenotipicos con las variables clinicas.

La Figura 21 resume gréaficamente el disefio de nuestro estudio:
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Figura 21: Resumen del disefo del estudio.
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4.4. ESTUDIO GENETICO

Para el andlisis genético, seleccionamos los genes DNMT3A, NRAS, KRAS,
IDH1, IDH2 ya que, segun diversos autores frecuentemente se coexpresan en las LAM-
Bajo Riesgo. Ademas, incluimos también el estudio de TP53 por asociarse con firmas
genéticas de alto riesgo y hallarse frecuentemente mutado en LAM secundarias, y con
escasa respuesta/nula respuesta a tratamiento. Posteriormente, buscamos a lo largo de
cada gen, las “zonas calientes o hot-spots”, aquellas donde se concentran el 80-90% de
las mutaciones relacionadas con LAM, de tal manera que fuera factible su estudio

mediante secuenciacién directa Sanger.
4.4.1. Extraccion de ADN
4.4.1.1. Extraccion de ADN en Trizol

. Para la extraccién de ADN de muestras de aspirado de médula Gsea
empleamos TRIzol® (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Dejamos
secar bien el pellet y anadimos 20 pyL de agua libre de RNasa, quedando el ADN
resuspendido, y cuantificandolo mediante andlisis espectrofotométrico (NanoDrop
Technologies Inc, Wilmington, DE).

4.4.1.2. Extraccion de DNA a partir de extension de médula ésea

En 20 casos partimos de una extension de médula ésea en un porta almacenado
con cubreportas. Tras retirada del cubreporta, se anadieron 250 pl de PBS 1x, con
posterior arrastre de la muestra y depdsito en placa de Petri. Una vez recogida toda la
muestra, la pasamos desde la placa a un tubo eppendorf. Aiadimos 250 pl de buffer AL
y 20 ul de proteinasa K [KIT QlIAamp® DNA Mini and Blood Mini Handbook (Qiagen)]
siguiendo las instrucciones del fabricante. Dejamos secar y resuspendimos en 20 pl de
RNasa, quedando el ADN resuspendido y cuantificado mediante analisis
espectrofotométrico (NanoDrop Technologies Inc, Wilmington, DE).

4.4.2. Amplificacion completa del ADN genémico

Se realizdé amplificacion completa del ADN genémico mediante el REPLI-g Midi
Kit de QIAGEN. Para ello, partimos de una cantidad de ADN gen6mico mayor a 10 ng
suspendido en tampédn Tris-EDTA (TE) hasta obtener un volumen final de 2,5 ul. En
aquellos casos en los que el ADN de partida era de mejor calidad, se parti6 de una
cantidad de 1-10 ng de ADN gendmico. Siguiendo las instrucciones del fabricante, se
obtuvo una gran cantidad de ADN amplificado uniformemente, con un rendimiento de
aproximadamente 40 pg por 50 ul de reaccion. EI ADN amplificado se diluyé en TE a
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una concentracion 1:100 y se uso6 de forma general 3 ul del ADN diluido para cada PCR.
El ADN amplificado se traté del mismo modo que el ADN gendémico con los minimos
ciclos congelacion-descongelacion posibles, por lo que se almacené a 4°C a corto plazo
0 a -20°C para almacenaje a largo plazo.

4.4.3. Estudio mutaciones en genes NRAS, KRAS, IDH1/2, DNMT3A 'y TP53
4.4.3.1. Diseno de cebadores

Buscamos la secuencia del gen mediante la aplicacién web PubMed del National
Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed) y

las mutaciones mas frecuentes en cada gen que se asocia con LAM, mediante
Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC)

(http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic/) (Figura 22). Asi, teniendo

en cuenta donde se concentran las mutaciones en cada gen (“puntos calientes”) y poder
abarcarlas de forma segura con un correcto analisis, disefiamos dos parejas de
cebadores para NRAS, otros dos para KRAS, tres para TP53, una para IDH1, una para
IDHZ2 y una para DNMTS3A.

El disefio de los cebadores se realizd empleando el programa Oligonuclaotide
Properties Calculator (OligoCalc) y Primer3 Input

(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) (versién 0.4.0)'%2. Ademas,

se prob6 que sblo amplificaran la regién de interés, es decir, que fueran especificos
(mediante un BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) de alineamiento de
secuencias de nucledtidos entre dichos cebadores y la secuencia consenso del genoma
humano proporcionada por el NCBI. Una vez obtenidos los cebadores, se realiz6 una
PCR de comprobacion in silico mediante UCSC Genome Bioinformatics
(http://genome.ucsc.edu/). En la Tabla 9 se detallan las secuencias de los cebadores

usados. Todos los cebadores fueron de disefio propio, salvo para IDH1/2, que fueron
los reportados por Keyur y cols'®.
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Figura 22. Representacion gréfica de las mutaciones en cada uno de los genes estudiados. Cada flecha “naranja”
representa una pareja de primers. En NRAS, los hot-spot se encuentran en los exones 1-2, en KRAS en los exones 1-2,
en TP53 en los exones 4-8, en DNMT3a en el ex6n 22, en IDH1 en el exdn 4 y en IDH2 en exén 4 (Modificado de Kihara
R. Leukemia. 2014).
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Tabla 9. Secuencias de los cebadores

CEBADOR SECUENCIA 5°- 3°

NRAS _exont Sequence amplification FW CGGTGTTTTTGCGTTCTCTA
NRAS_exon1 Sequence amplification RV TTGCATAACTGAATGTATACCCAAA
NRAS_exon1 Internal sequencing FW GATGTGGCTCGCCAATTAAC
NRAS_exon1 Internal sequencing RV TGGGTAAAGATGATCCGACA

KRAS_exon1 Sequence amplification FW CTTAAGCGTCGATGGAGGAG
KRAS_exonf Sequence amplification RV CCCTGACATACTCCCAAGGA
KRAS_exon1 Internal sequencing FW AAAAGGTACTGGTGGAGTATTTGA
KRAS_exonf Internal sequencing RV AGAATGGTCCTGCACCAGTAA

TP53_exond 5 Sequence amplification FW AAAAAGAAAAGCTCCTGAGGTGAG
TP53_exon4 5 Sequence amplification RV CCCATTTACTTTGCACATCTCA
TP53_exon4 5 Internal sequencing FW GGAGGTGCTTACGCATGTTT
TP53_exon4 5 Internal sequencing RV GGGAGGTCAAATAAGCAGCA

TP53_exon7_8 Sequence amplification FW ACTCAGTTTTCTTTTCTCTGGCTTT
TP53 exon7_8 Sequence amplification RV CAAATGCCCCAATTGCAGGTAAAACA
TP53_exon7_8 Internal sequencing FW CTTAGGCTCCAGAAAGGACAAG
TP53_exon7_8 Internal sequencing RV CAAATGCCCCAATTGCAGGTAAAACA

M13_Sequence amplification FW TGTAAAACGACGGCCAGTTGAGAAGAGGGTTGAGGAC

IDH 1
TT
IDH 1 M13_Sequence amplification RV CAGGAAACAGCTATGACCAACATGCAAAATCACATTAT
- TGCC
IDH_1 M13_Internal sequencing FW TGTAAAACGACGGCCAGT
IDH_1 M13_Internal sequencing RV CAGGAAACAGCTATGACC

KRAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog; NRAS: Neuroblastoma RAS viral oncogen homolog; TP53: Tumor

protein p53: TP53; DNMT3a: DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 alpha; IDH: Isocitrate dehydrogenase.

NRAS reference sequence http://www.ncbi.nim.nih.gov/refseq/rsg; Accession number: NG_007572.1
KRAS reference sequence http://www.ncbi.nim.nih.gov/refseq/rsg; Accession number: NG_007524.1
TP53 reference sequence http://www.ncbi.nim.nih.gov/refseq/rsg; Accession number: NG_017013.2
DNMT3a reference sequence http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/rsg; Accession number: NG_029465.2
IDH1: reference sequence http://www.ncbi.nim.nih.gov/refseq/rsg; Accession number NG_023319.2
IDH2: reference sequence http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/rsg; Accession number NG_023302.1

ANENENENENEN
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4.4.3.2. Secuenciacion directa Sanger

Se amplificé cada segmento usando el KIT AmpliTagGold® en termociclador (2720-
Thermal Cycler) Applied Biosystems, Roche (New Jersey, USA) adaptando las
condiciones del fabricante. Los productos amplificados obtenidos se visualizaron en un
gel de agarosa al 2%. Las Figuras 23-28 muestran las caracteristicas y condiciones de
amplificacion y ejemplo de la banda de cada uno de los genes amplificados (modificado

de Kihara Ry cols. Leukemia. 2014)'%4,

REACCION DE PCR PARA NRAS

TaqPolimerasa 0.125 pl
NRAS Forward 10 uM
NRAS Reverso 10 uM

Reaccién para P1/P2 W
Buffer 2.5 pl u S T
Magnesio 2.5 ul L l il '
DNMTPs 2 pl =
H20 14.875 pl Eiiansph) F2(s87p0)

Desnaturalizacion

95°C durante 5°

95°C durante 5°

Alineamiento
(35 ciclos)

959C durante 15"
649C durante 30"
72°C durante 45"

959C durante 15"
64°C durante 30"
72°C durante 45"

Extension

72°C durante 7°

72°C durante 7°

49C oo

49C oo

REACCION DE PCR PARA KRAS

Reaccién para P1/P2

Buffer 2.5 pl

Magnesio 2.5 ul
DNMTPs 2 pl

H20 14.875 ul
TaqPolimerasa 0.125 ul
KRAS Forward 10 uM
KRAS Reverso 10 uM

i :

i

Figura 23. Representacion de la PCR para NRAS

I

P1 (544 pb)

P2 (681pb)

Desnaturalizacion

959C durante 5°

959C durante 5°

Alineamiento

959C durante 15"

952C durante 15"

(35 ciclos) 63°C durante 30" 63°C durante 30”
72°C durante 45" 72°C durante 45"

Extension 72°C durante 7° 72°C durante 7°
49C oo 49C oo

Figura 24. Representacion de la PCR para KRAS
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REACCION DE PCR PARADNMT3A

Reaccién para P1

Buffer 2.5 ul

Magnesio 2.5 pul
DNMTPs 2 pl

H20 14.875 ul
TagPolimerasa 0.125 ul
Dnmt3a Forward 10 uM
Dnmt3a Reverso 10 uM

v

—

i
' T1FH « naeit
il lrlﬂ“i‘illLt

- [

anram

P1 (329 pb)

Desnaturalizacién

952C durante 57

Alineamiento

952C durante 15"

(35 ciclos) 58¢C durante 30"
729C durante 45"
Extension 722C durante 7°

42C oo

Figura 25. Representacion de la PCR para DNMT3a

REACCION DE PCR PARATPS3

Reaccioén para P1/P2/P3

Buffer 2.5 pl

Magnesio 2.5 ul
DNMTPs 2 pl

H20 14.875 pl
TaqPolimerasa 0.125 pl
TPS53 Forward 10 uM
TP53 Reverso 10 um

P1 (679 pb)

P2 (722 pb)

P3 (593 pb)

Desnaturalizacién

952C durante 5°

952C durante 5°

952C durante 5°

Alineamiento

952C durante 15”

952C durante 15”

952C durante 15”

(35 ciclos) 602C durante 30” 602C durante 30” 582C durante 30”
72°C durante 45” 72°C durante 45" 72°C durante 45”

Extension 72°C durante 7° 72°C durante 7° 72°C durante 7°
49C oo 49C oo 49C oo

Figura 26. Representacién de la PCR para TP53
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REACCION DE PCR PARAIDH1

Reaccion para P1

Buffer 2.5 ul

Magnesio 2.5 pul
DNMTPs 2 pl

H20 14.875 ul
TaqPolimerasa 0.125 pl
IDH1 Forward 10 uM
IDH1 Reverso 10 uM

Figura 27. Representacion de la PCR para IDH1

!
.

P1 (250 pb)

Desnaturalizacion

95°C durante 5°

Alineamiento

952C durante 15”

(35 ciclos) 612C durante 30”
72°C durante 45”
Extension 72°Cdurante 7°

49(C oo

REACCION DE PCR PARAIDH2

Reaccion para P1

Buffer 2.5 ul
Magnesio 2.5 pul
DNMTPs 2 pl
H20 14.875 pl

TagPolimerasa 0.125 pl

P1(324pb)

Desnaturalizacion

952C durante 5°

Alineamiento

952C durante 15”

IDH2 Forward 10 pM (35 ciclos) 61°C durante 30”
72°C durante 45”

IDH2 Reverso 10 uM Extension 72°C durante 7°
49C oo

Figura 28. Representacion de la PCR para IDH2

Una vez que todos los productos han sido amplificados, se realiza la purificacion
con el KIT QlAquick® PCR Purification / Gel Extraction KIT (QIAGEN Valencia CA.
USA), siguiendo las instrucciones del fabricante y realizamos la PCR de secuenciacién.
Para ello, usamos 5 uM del cebador foward, 1 uL de la enzima Big Dye Terminator v3.1

Cycle Sequencing Reaction KIT (Applied Biosystems, Foster City, CA), 2 pyL del Buffer
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5x Terminator v1.1 Cycle Sequencing Reaction kit y 5 uL del producto purificado. Se
realiz6 otra purificacién mediante el empleo del KIT comercial Centri-SEP Spin Columns.
Princeton Separation KIT (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Finalmente, el producto obtenido fue resuspendido en 20 pL de formamida y se
secuencié en ABI Genetic Analyzer 3130 platform (Applied Biosystems Inc., Foster City,
CA). Los resultados de secuenciacion fueron analizados mediante Seq Scanner ® V1.0
software (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA). En aquellas muestras en las que

se encontré una mutacion, se confirmé de forma bidireccional.
La sensibilidad de la secuenciacion por Sanger fue de un 10%'°.
4.4.3.3. Next Generation Sequencing (NGS)

Se disefnaron cebadores especificos para las secuencias de interés (Tabla 10)
en los genes DNMT3A e IDH1/2, para analizar la presencia de las mutaciones
detectadas por Sanger en las muestras de la recaida, pero no en el diagnéstico, en los
pacientes UPM 10 (DNMT3A), UPN 2 (IDH1/IDH2) y UPN 9 (IDH1/IDH2) con una
técnica de mayor sensibilidad. La reaccion de amplificacion de PCR se realizé con 10
ng de ADN, usando un programa de 94°C durante 3 minutos, seguido de 30 ciclos de
94°C durante 30 segundos; 60°C durante 10 segundos; 72°C durante 30 segundos y un
ultimo paso de elongacién a 72°C durante 30 segundos. Los productos de PCR se
prepararon para la secuenciacion utilizando el KIT NEXTflex™ Rapid DNA Sequencing
(Bio Scientific, Austin TX).

Las librerias resultantes fueron secuenciadas en el secuenciador lllumina Hi-Seq
1500 con una profundidad 100x. Los andlisis primarios, incluyendo el base-calling,
filtrado de lectura y demultiplexacion se realizaron con el software estandar de llumina
(CASAVA 1.8.2). Se utilizaron herramientas SAM para calcular la profundidad de lectura
y las frecuencias de nucledtidos para cada posicion de los amplicones™®'7. La
sensibilidad de la secuenciacion por NGS fue de un 0.5%'%.

Tabla 10. Cebadores para la NGS

. Tamaiho Region
m Posicion (hg19) | Cebador Forward Cebador Reverse

DNMT3A- _ CTTCAGCGGAGCGA TGCCCTCTCTGCCTT chr2:25457169-
Dg7ey  CNr2:25457261C>A AGAG TTCT 147bp 25457315
IDH1-  chr2:209113192G> TTTACCCATCCACTC TGATGAGAAGAGGG 1,0 chr2:209113130-
SNP105 A ACAAGC TTGAGGA P 209113273
chr15:90631934C> CTAGGCGTGGGATG GCTGCAGTGGGACC chr15:90631872-
ol ) T TTTTTG ACTATT i) 90632015
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4.4.3.4. Analisis de pirosecuenciacion

En nuestro estudio, encontramos dos mutaciones en el gen DNMT3A, no
reportadas hasta ahora en la bibliografia. Para demostrar su especificidad leucémica,
decidimos estudiarlas mediante pirosecuenciacion en ADN procedente de médula 6sea
de donantes sanos, asi como en las muestras en RC de los pacientes portadores.

Los cebadores para el andlisis de cuantificacion de alelos se disefaron utilizando
el software PyroMark 2.0.1.15 (Qiagen). La reaccién PCR se realizd con 0,05 umol/l de
cebadores forward y reverso, 0,2 mmol/l de dNTPs, 50 ng de ADN genémico, 1,5 mmol/I
de cloruro de magnesio, 1x PCR buffer y 0,2 U de Immolase DNA polimerasa (Bioline)
sometiéndola a 45 ciclos con una temperatura de 56°C. Los productos de la PCR se
verificaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% mediante campana

ultravioleta, obteniendo un producto amplificado de 178 pb.

La secuenciacién pirostatica se completé utilizando el pirosecuenciador
PyroMark Q24 (Qiagen, Valencia CA) con 15 ul de producto PCR. Los resultados fueron

analizados con software PyroMark Q24 version 2.0.6.
4.4.3.5. Modelado de Homologia

Para predecir el efecto sobre la proteina DNMT3A que podrian tener las nuevas
mutaciones halladas en el gen, se empled un servidor de modelado semi-automatico
Swiss-Model (Biozentrum, Basel, https://swissmodel.expasy.org), y analisis con el
programa Swiss-Pdb Viewer, version 41.0 (https://spdbv.vital-

it.ch/download prerelease.html). Obtuvimos una secuencia de aminoacidos de la

proteina mutada y se comparé con las secuencias de las estructuras proteicas
depositadas en el Banco de Datos de Proteinas, seleccionando aquellas secuencias
peptidicas con mas similitud a la nuestra, que fueron las 3aib. 1. Ay 4u7p. 1. A. Las
plantillas seleccionadas fueron superpuestas y alineadas de forma estructural con
nuestras proteinas mutadas. La calidad de los modelos resultantes fue verificada
manualmente con Swiss-Pdb Viewer y las figuras fueron realizadas con software POV-
Ray 3.7.0 (http://www.povray.org/download).

4.5. ESTUDIO INMUNOFENOTIPICO

Para el analisis inmunofenotipico en los pacientes del H. Reina Sofia (N=10) se
incubaron 20 pL de médula ésea en EDTA, durante 10 minutos a temperatura ambiente
con los siguientes anticuerpos monoclonales conjugados con isotiocianato de
fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), complejo proteina peridin-clorofil (PerCP) o
aloficocianina (APC): anti-CD65 (clon 88H7), anti-CD15 (clon HI98), anti-HLADR (clon
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L243), anti-CD7 (clon 4H9), anti-CD2(clon S5.2), anti-CD14 (clon M®P9) , anti-CD19
(clon J3-119), anti-CD117 (clon 104D2), anti-CD56 (clon N901), anti-CD13 (clon L138),
anti-CD11b (clon ICRF44), anti-CD38 (clon HB-7), anti-CD34 (clon 8G12) y anti-CD33
(clon WM53), siendo la mayoria de Becton-Dickinson (San Agustin Guadalix, ES). En la
Tabla 11 se detallan los AcMo empleados.

Tras la incubacion, las muestras fueron lisadas con cloruro de amonio y
resuspendidas en solucion salina con fosfato. La adquisicion de al menos 30.000
episodios leucémicos se realizd en citdbmetros de flujo FACScaliburTM o FACSCantoTM
Il (Becton-Dickinson). El analisis de los datos fenotipicos comparando el diagnostico y
la recaida se realizé mediante los softwares FACSDIVA™ or PAINT-A-GATE Software
(Becton-Dickinson).

La expresion del antigeno se clasifico en cada centro como: fuerte (presencia en
mas del 50% de las células, débil (presencia de 10% al 50% de las células) o negativa
(presencia en menos del 10%) para cada uno de los antigenos anteriores. El analisis
multidimensional de los inmunofenotipos de diagnéstico y recaida se realiz6 utilizando
las funciones de fusidén y célculo del software Infinicyt (Cytognos SL, Salamanca,
Espafna) cuando los archivos citométricos (List-Modes) contenian los marcadores

comunes necesarios.

Tabla 11. Relacion de AcMo empleados en el estudio

Anticuerpo Tipo de Ig Clon Fluorocromo Proveedor
monoclonal

CDe65 88H7 Beckman-Coulter
___—
HLA-DR lgG2a L243 PerCP Becton-Dickinson
____—
IgG2a FITC Becton-Dickinson
____—
CD19 IgG1 J3-119 Beckman-Coulter
____—
CD56 IgG1 N901 Beckman-Coulter
____—
CD11b IgG1 IRCF44 Becton-Dickinson
____—
CD34 IgG1 8G12 FITC Becton-Dickinson

4.6. DEFINICIONES

Las definiciones clinicas aplicadas para los analisis estadisticos fueron las
definidas por ELN-201738
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-RC: Porcentaje de blastos en médula 6sea inferior al 5% sobre la celularidad
nucleada con normalizacion de los recuentos hematopoyéticos en sangre periférica, lo
que implica un recuento absoluto de neutréfilos >1.000/ul y de plaquetas 2100.000/uL 1%,

-Recaida de la LAM: Después de haber alcanzado RC la presencia de 25% de
blastos en médula ésea o reaparicién de blastos en sangre periférica o desarrollo de
enfermedad extramedular.

-Supervivencia libre de recaida (SLR): Se calcula desde que el paciente alcanza
RC hasta que se documenta la reaparicién de la enfermedad segun los criterios
previamente descritos.

-S@G: Se calcula desde la fecha de diagnéstico de la leucemia hasta la fecha de
la ultima visita o hasta la muerte del paciente, sea ésta por la causa que sea y con
independencia del estado de la enfermedad.

-Supervivencia Libre de Evento (SLE): Se calcula desde la fecha que el paciente
alcanza RC, hasta la fecha que recae de la enfermedad o fallece o cualquiera de las dos

cosas que ocurra en primer lugar.

4.7. ANALISIS ESTADISTICO

La comparacion de variables continuas entre grupos se realizé mediante el
estadistico t-Student para variables con una distribucién normal o con test no
paramétrico U de Mann-Whitney. La homogeneidad de las varianzas para la t-Student
se estudio mediante la prueba de Levene. La comparacion de variables cualitativas entre
grupos se realizé6 mediante Chi-cuadrado.

La estimacién de la SLE, SLR y SG se realizd6 mediante el método de Kaplan-
Meier. Las diferencias en dichas estimaciones de acuerdo a las distintas variables de
agrupacién se calcularon con el test de log-rank.

El analisis de supervivencia se completdé con un andlisis multivariante mediante
un modelo de regresion de Cox. Todas las variables con un valor de P<0,1 en el analisis
univariante fueron trasladadas al andlisis multivariante, junto con aquellas que sin tener
dicho valor de P han sido descritas previamente como potenciales variables de valor
prondstico en la LAM. Las variables en las que el numero de casos perdidos era mayor
al 10% fueron excluidas del estudio multivariante.

En todos los casos el nivel de significacién estadistica se establecié con un valor
de P<0,05. Todos los estudios estadisticos se llevaron a cabo con el paquete estadistico
SPSS en su version 17.0.
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5. RESULTADOS
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5.1. PERFIL MUTACIONAL AL DIAGNOSTICO DE PACIENTES CON LAM
NPM1™t | AM- CBF Y LAM-CEBPAY™

Mediante secuenciacion convencional Sanger encontramos las siguientes
mutaciones en las muestras obtenidas en el momento del diagnéstico en los 26

pacientes con LAM de bajo riesgo.

En los 16 pacientes con LAM-NPM1™! encontramos: 3 casos (18.7%), con
DNMT3A™! [dos casos c. 2645G>A, p. arg882his (R882H) y una nueva mutacion
€.2705_2706delTC, p.phe902fs (F902fs) (Figura 29)]; 2 casos (12.5%) con IDH1™!SNP
rs11554137 (G105); 2 casos (12.5%), con IDH2™'c.419G>A, p. arg140glu (R140Q) y 1
caso (6.2%) con mutacion FLT3-TKD (c.2503T, ratio:0.18). No se encontraron
mutaciones en los genes NRAS, KRAS y TP53 en el momento del diagndéstico inicial.

Iy 1.1 eslsse e e
CTTCTCTCCTCTAAAAGAATATTTT GCGT p.Fgozfs
2(|$5 2|77J 2]75 2|80 2‘85 2?0

WT
ttc_gct_ccg_ctg ——» Phe_ala_pro_leu

(Fenilalanina+alanina+prolina+leucina)

Mut

tgc_tcc_get_g — Cys_ser_Ala

(cisteina+serina+alanina)

Muestra diagndstico

Figura 29. Deteccién de la mutacién p. F902fs en el gen DNMT3A mediante secuenciacién directa Sanger en el paciente
UPN 7 en la muestra del diagnostico, asi como afecta la mutacién a la secuencia de aminoé&cidos.

De los 8 pacientes con LAM-CBF se detect6 1 caso (12,5%), con DNMT3A™
R882H y 1 caso (12,5%) con mutacion C-KITy finalmente no se encontraron mutaciones
adicionales en los 2 pacientes con LAM-CEBPA.

5.2. PERFIL MUTACIONAL DE LOS CONTROLES CON LAM-NPM1

Analizamos la presencia de mutaciones en las muestras de 7 pacientes controles
con LAM-NPM1™ que permanecen en RC. Encontramos que los pacientes que no
recaen, muestran al diagnéstico menos complejidad genética que el grupo de pacientes
recaidos, detectando tan sélo un caso (14.3%), con una mutacion en IDH1 ¢.395G>A,
p. arg132his (R132H). sin detectarse ningin caso con DNMT3A™!o en el resto de genes
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analizados. En la Figura 30, se representan los porcentajes comparativos de las
mutaciones en los pacientes recaidos del estudio y los controles en RC.

NPM1 diagnéstico NPM1 controles

I No other mutation
[] DNMT3amut

B FLTamt
I iDH1met

[ IDH2mu

Figura 30. Proporcion de mutaciones concurrentes con NPM1™! en el grupo de pacientes que recaen (a) y en el grupo
control (b) en el momento del diagnéstico de la LAM *FLT3: RATIO <0.8.

5.3. PATRONES GENETICOS A LA RECAIDA:

Analizamos mediante secuenciacion Sanger convencional la presencia de
mutaciones en las muestras obtenidas en el momento de la recaida leucémica.
Encontramos dos patrones: a) Persistencia de las mismas mutaciones que en el clon
diagnostico (N=20) y b) Cambios en el perfil mutacional con respecto al clon diagnéstico
(N=6).

En la Figura 31 se detallan las mutaciones detectadas en cada paciente al
diagnéstico y a la recaida.
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5.3.1. Persistencia del clon original

Este patrén se evidencié en 20 pacientes (77%), perteneciendo 10 al grupo LAM-
NPM1mu(62.5%), 8 al grupo LAM-CBF (100%) y 2 al grupo LAM-CEBPA (100%).

En los 10 pacientes LAM-NPM1™ |las mutaciones tanto en NPM1, como en
DNMT3A e IDH1/2, permanecieron estables con la misma variante de la fraccion alélica
(VAF) y estando presentes tanto en la muestra de la recaida como del diagnéstico. Entre
estos pacientes, cabe destacar el paciente UPN 3 que presenté la recaida leucémica
mas tardia de la serie (a los 21 afos del diagndstico) y detectandose NPM1™junto con
las mismas mutaciones de IDH2 e IDH1 en ambas muestras.

En los grupos de LAM-CBF y LAM-CEBPA, tanto las fusiones RUNX1-RUNX1T
y CBFB-MYH11, como las mutaciones en CEBPA, asi como DNMT3A y C-KIT,
permanecieron estables, sin adquisicion de nuevas mutaciones.

La Figura 32, representa el caso del paciente UPN 7, con la evolucion
esquematica (modificada de Ding y cols'®®) del curso de la LAM con el comportamiento
de las mutaciones detectadas con persistencia del clon original.

e

Figura 32. Representacion gréfica de la recaida en el paciente UPN 7: la leucemia es provocada por un clon principal
con NPM1 y DNMT3a mutados que persiste tras la QT y origina la recaida expandiéndose (no evolucién clonal)
(Modificado de Ding L, Nature. 2012).

5.3.2. EVOLUCION CLONAL

Este patron de cambios en el perfil mutacional a la recaida, se evidenci6 en 6 de
los 26 pacientes (23%), todos ellos pertenecientes al grupo LAM-NPM1™(36,5%). Los
cambios que se evidenciaron fueron: pérdida de NPM1™! en 4 casos, adquisicion de
DNMT3A™en 2 casos [R882H y una nueva mutacién ¢.2626 G>T, p.asp876tir (D876Y)]
y 1 paciente adquiri6 FLT3-ITD. La ausencia inicial de estas mutaciones adquiridas a la
recaida (2 DNMT3Ay 1 FLT3-ITD), fue confirmada en las muestras del diagndstico por
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NGS, asi como por RT-PCR. La pérdida de mutacién NPM1 a la recaida se confirmé
por PCR-Melting (N=1), analisis de fragmentos (N=2) y por NGS= 1) Los hallazgos
mutacionales de los pacientes individuales, se detallan a continuacion:

- Paciente UPN 2: NPM1™presente en la muestra del diagndéstico, pero ausente

en la muestra de la recaida. Ademas, se detectd tanto en la muestra del

diagnéstico como de la recaida, una mutacién en el gen DNMT3a, la mutacion

clasica R882H (Figura 33).

i ] ANER
sTCTCCAACATGAGCCAC ;;GGCGAGGCAGAG ACTGCTGi [CCAACATGAGCCCCTTGGCGAGGCAGAGACTGCTGGGC
210 215 220

190 195 200 205

Manh |
NARA, |
‘l”‘:‘!!"‘n]?

iy 2 "‘l \
i 1 |
AR

afl
VA T A
' RHrI
AARR

Muestra diagndstico

WT
CGC

Mut

CAC

0

195 200 205 210 215 220 225

R882H

Muestra recaida

—» Arg

(arginina)

—> His

(histidina)

Figura 33. Deteccion de la mutacién R882H en el gen DNMT3a mediante secuenciacion directa Sanger en el paciente
UPN 2 en las muestras del diagnéstico y recaida, asi como afecta a la secuencia de aminoacidos.

Paciente UPN 10: NPM1™presente tanto en la muestra del diagndstico como

de la recaida. Se detect6 en la muestra de la recaida una mutacion en el gen

DNMTS3A, una mutacién nueva hasta ahora no reportada en la bibliografia,

D876Y. Esta mutacion sélo se encontré en la muestra de la recaida, analizando

la muestra del diagndstico tanto por secuenciacion directa Sanger como por
NGS, sin detectarla (VAF: 0 a 48.4%) (Figura 34).
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Figura 34. Deteccion de la mutacién D876Y en DNMT3a. A). No se detecta la mutacion en la muestra del diagnostico
mediante Sanger. B). Se detecta la mutacion en la muestra de la recaida mediante Sanger. C). Al realizar el andlisis
mediante NGS, no se detecta la mutacion.

- Paciente UPN 11: NPM1™presente tanto en la muestra del diagndstico como
de la recaida. Ademas, se detect6 una mutacion en FLT3-ITD, solo en la muestra
de la recaida.

- Paciente UPN 16: NPM1™presente sélo en la muestra del diagnéstico. No se
detectd en la muestra de la recaida. No se detectd ninguna mutacién adicional.

- Paciente UPN 19: NPM1™!presente s6lo en la muestra del diagnéstico. No se
detectd en la muestra de la recaida. No se detectd ninguna mutacién adicional.

- Paciente UPN 21: NPM1™presente sélo en la muestra del diagnéstico. No se
detect6 en la muestra de la recaida. Ademas, se detectd una mutacién en FLT3-
TKD, (ratio alélica <0.18) en la muestra del diagnéstico, pero no en la de la
recaida y una mutacién en el gen DNMT3A, R882H (VAF: 7.1 % a 49.1%).
Ambas muestras, se analizaron por Sanger y por NGS.

La Figura 35, representa el caso del paciente UPN 10, con la evolucién
esquematica (modificada de Ding y cols'®) del curso de la LAM con el comportamiento

de las mutaciones detectadas con evolucion clonal.
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Figura 35. Representacion gréfica de la recaida en el paciente UPN 10: la leucemia es provocada por un clon principal
con NPM1 mutado. La recaida es provocada por un nuevo clon, con NPM1™!y adquisicion de una nueva mutacién en el
gen DNMT3a (evolucion clonal) (Modificado de Ding L. Nature. 2012)

5.4. ANALISIS DE PIROSECUENCIACION Y MODELADO DE LAS
NUEVAS MUTACIONES EN DNMT3A

En el estudio mutacional de nuestra serie hallamos dos mutaciones nuevas no
reportadas previamente y que no figuraban en la base de SNPs, en el gen DNMT3A (c.
p. F902fs del paciente UPN 7 y D876Y del paciente UPN 10). Decidimos demostrar
mediante andlisis cuantitativo de pirosecuenciacion, que éstas se relacionaban con el
clon tumoral y no se detectaban en las muestras de RC del paciente ni en muestras de

controles sanos.

Analizamos la presencia de ambas mutaciones mediante pirosecuenciacion en
muestras de pacientes a la RC (confirmada por morfologia, CFM y RT-PCR) obtenidas
previo al trasplante y en muestra de sangre periférica de donante sano. Nuestros
resultados mostraban que ninguna de las mutaciones se encontraba presentes ni en las

muestras en RC de ambos pacientes ni en el sujeto sano (Figura 36).

Como aproximacién a la relevancia bioldégica que podrian tener ambas
mutaciones sobre la funcién de DNMT3A, construimos un modelo 3D in silico de la
proteina normal, uno resultante de la mutacién D876Y (mutante 1) y otro resultante de
la mutacion F902fs (mutante 2). Como se puede ver en las Figuras 37 y 38, ambas
mutaciones ocurren en el C-terminal, lejos del centro activo. En el caso de la mutacién
D876Y se trata de un cambio de un aminoacido aromatico, por uno menos complejo, no
alterando la estructura terciaria de la proteina. Sin embargo, de la mutacion F902fs, el
aminodacido que se introduce es una cisteina, que tiene carga negativa, interaccionando

con otras cisteinas, pudiendo agregarse entre si. Esto dificultaria su salida del reticulo
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endoplasmico, no pudiendo ejercer su funcién, y como consecuencia podria implicar
una disminucién de la actividad de metilacién del ADN.
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Figura 36. Analisis de la variacion de la secuencia en el exén 22 del gen DNMT3a de los pacientes 7 y 10 por analisis
de pirosecuenciacion. A). Mapa del exdn 22 del gen DNMT3a mostrando las regiones analizadas (flechas negras) de la
sustitucion ¢.2626 G>T y deleccién ¢. 2705_2706delTC respectivamente. B). Determinacion de la frecuencia alélica del
polimorfismo de un Unico nucleétido c.2626 G>T. C). Andlisis del porcentaje de la delecién ¢.2705_2706delTC.
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A mutante B salvaie

Figura 37. Modelos tridimensionales para las proteinas DNMT3A mutantes. La linea roja sefnala el lugar de las
mutaciones y los circulos verdes la sustitucién de los aminoacidos méas complejos por otros mas simples.

P-7, mutDNMT3A LA . P-10, mutDNMT3A

Figura 38. Modelos tridimensionales para las proteinas DNMT3a mutantes. La secuencia de aminoacidos del DNMT3a
mutado se comparé con las secuencias de tipo wild type del Banco de Datos de Proteinas. A) La eliminacion de dos
nucleobases en el ADN introdujo pequefios cambios en la secuencia de aminodacidos (izquierda) aunque lejos del lado
activo (centro). B) Los cambios en una nucleobase producen una substituciéon de aminoéacidos y alteracién no secuencial
fueron encontrados en superposicién 3D.

5.5. PERFIL FENOTIPICO AL DIAGNOSTICO DE LOS PACIENTES LAM
NPM1™t | AM-CBF Y LAM-CEBPAY™

El andlisis fenotipico por CMF fue evaluado en todas las muestras en el momento
del diagnéstico. La mayoria de los pacientes con LAM-NPM1™ mostraron una fuerte
expresion de CD33 y CD13 (93,8% y 62,5% respectivamente) con una fuerte expresion
de CD117 y CD34 en 43,8% de los casos y una expresion aberrante de CD56 en 12,5%.
Por otro lado, los blastos de LAM-CBF tuvieron una expresién de CD117 fuerte en todos
los casos, asi como CD34 en 87,5% de los casos y expresion de CD56 y CD19 aberrante
en el 12,5% de los casos. Por ultimo, ambos pacientes con LAM-CEBPA se
caracterizaron por una expresiéon de CD34, CD117, HLA-DR, CD33 y CD13.

89



5.6. PERFIL FENOTIPICO DE LOS PACIENTES LAM-NPM1™ | AM-CBF
Y LAM-CEBPA" A LA RECAIDA

Analizando la expresién de los marcadores en cada paciente y comparando su
expresion en los momentos del diagnéstico y recaida, se objetivd una estabilidad
completa de la expresion de los marcadores en 14 pacientes (53,8%).

Por el contrario, se confirmé la evolucion del perfil fenotipico (definida como una
modificacion significativa de la intensidad en al menos un marcador) en 12 pacientes
(46%): 8 de los 16 del grupo NPM1™t(50%) y 4 de los 10 del grupo CBFy CEBPA. Los
cambios mas frecuentes fueron en la expresion en CD15 (58.3% de los pacientes),
CD117, CD34 y CD56 (41.6%), CD7 y CD13 (33.3%), CD11b, CD4, CD33 y CD14
(25%).

Se objetivo la adquisicion de CD34 en la recaida en dos pacientes del grupo
NPM1™! asi como la adquisicién de CD56 en 2 pacientes (1 del grupo NPM1™y otro
del grupo CBF) y la pérdida de CD56 en 4 pacientes (3 del grupo NPM1™ty otro del
grupo CEBPA) y la adquisicion de CD7 en 2 pacientes del grupo NPM1™'y la pérdida
de CD7 en otros dos pacientes (1 del grupo NPM1™y otro del grupo CEBPA) otro del
grupo CEBPA)

En la Figura 39 se muestran de forma gréfica los cambios en la expresion de
cada paciente diagnostico/recaida.
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En la Figura 40 se muestra los cambios de fenotipo diagnéstico/recaida de varios
pacientes y en las Figura 41 el paciente 10 en representacién 3D.
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Figura 40a: Paciente UPN 5 RNUX-RUNXT1 No cambios fenotipicos a la recaida
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Figura 40b: Paciente UPN 2 NPM1™! Cambios fenotipicos a la recaida con pérdida de expresién de CD34,CD56 y
CD14
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Figura 40c: Paciente UPN 10 NPM1™! Cambios fenotipicos a la recaida con pérdida de expresién de CD15y CD11b
con ganancia de CD7,CD34 y CD117

Figura 41: Un caso representativo (paciente UPN 10) de analisis multidimensional del perfil completo del inmunofenotipo
utilizando la funcién de Separador Automatico de Poblacion (APS) del software Infinicyt. La poblacién rosada corresponde
al diagnéstico y la poblacién azul corresponde a la recaida.

5.7. CORRELACION CAMBIOS FENOTIPICOS CON CAMBIOS
GENOTIPICOS

De los 6 pacientes en los que se detect6 evolucién clonal, 4 presentaron también
cambios fenotipicos (66.7%), mientras que, en los 20 pacientes con persistencia del clon
original, 8 (40%) presentaban cambios fenotipicos, aunque esta diferencia no alcanzé
significacion estadistica (P =0.3) (Figura 42).
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De la serie global, un total de 12 (46.1%) mostraron a la recidiva el mismo perfil

mutacional y fenotipico.

Figura 42: Diagrama de distribucion de cambios Inmunofenotipicos en los pacientes con o sin evolucion clonal
mutacional

5.8. IMPACTO CLINICO DE LOS CAMBIOS FENOTIPICOS Y
GENOTIPICOS A LA RECAIDA

En el momento del andlisis de resultados, 11 pacientes estaban vivos y en RC,
con una mediana de seguimiento desde la recaida de 55 meses (rango: 16.3-96.3),
siendo la probabilidad de SG de 40,7% + 10 para la serie global (Figura 43-A). El
tratamiento de rescate incluyd quimioterapia intensiva y posterior alo-TPH [N=12
(46.1%)] y quimioterapia intensiva y/o azacitidina [N=11 (42.3%)], mientras que 3
pacientes recibieron sélo tratamiento paliativo. Los pacientes que se sometieron a
procedimientos de quimioterapia intensiva y posterior Alo-TPH, mostraron una
probabilidad de SG significativamente superior (82.5 £ 11.3% versus 7.1+ 6.9%), siendo
la media de SG en el grupo que se sometié a Alo-TPH de 83.2 meses (IC 95%: 66.7 a
99.7) y de 11.6 meses (IC 95% 28.1 a 62.0) en el grupo que no se realizé (P<0.01)
(Figura 43-B).
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Figura 43A. Supervivencia Global de la serie (N=26); 43B.Supervivencia Global segun Alo-Trasplante tras la recaida (Si,
N=12, azul; No, N=14, verde).

5.8.1.- Impacto clinico de los patrones de evoluciéon genética

Analizamos las principales caracteristicas clinicas y biolégicas comparando los
pacientes sin evolucion clonal (N=20) con los pacientes NPM1™ con cambios genéticos
(N=6) (Tabla 12). El tiempo medio transcurrido entre la RC y recaida fue mas corto en
los pacientes que mostraron evolucion clonal [12,6 meses, rango: 6-67 vs. 18.5 meses
(rango: 6-252) (P=0.236). Considerando sélo el grupo NPM1™! (N=16), el 66.7% (4/6)
de los pacientes con evolucion clonal se habian sometido a Alo-TPH en primera RC
frente al 20% (2/10) en el grupo de evolucién no-clonal (P=0.780).

Es importante destacar que los pacientes con LAM sin evolucion clonal en la
recaida tuvieron una SG estimada significativamente mejor en comparacién con el grupo
que si mostraron evolucion clonal (48.5+11.5% vs.16.7+£15.2%, P=.003), con un tiempo
medio estimado de SG de 53.6 (95%IC: 34.8-72.4) versus 8 meses (95%IC: 0-19.3)
respectivamente. Cabe destacar que la probabilidad de SG fue idéntica (48,5% + 16,3)
para los pacientes con LAM con o sin NPM1™! dentro del grupo sin evolucién clonal
(Figura 44).
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Tabla 12. Comparacién de las caracteristicas clinicas y biolégicas evolucién clonal/no evolucién clonal

No evolucion clonal Evolucion clonal Valor de P

N (%) N (%)

Numero de pacientes

Mediana (rango) WBC x10°/I 17 (1.49-149) 16.6 (4-145) 0.623

Genético/molecular

-CN-NPM1™ 10 (50) 6 (100) 0.129
-1(8;21) 4 (20) 0

-inv(16) 4 (20) 0

-CN-CEBPA™ 2(10)

4 (66.7)

Cambios fenotipicos

0.121

Alo-TPH tras recaida 1(16.7) 0.235
SLE/SLR 36.1+13.6% 16.74£15.2% 0.008

WBC: Leucocitos totales en sangre periférica; MO: médula 6sea; CN: cariotipo normal; TPH: Trasplante de progenitores
hematopoyéticos; alo-tph: Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos; RC: Remisién completa; SG:
supervivencia global; SLE: Supervivencia libre de evento; SLR: Supervivencia libre de recaida.

0,8

g 48.5%  16.3
E 0,4+
| 16.7%£15.2% P=.003

meses

Figura 44.SG segun evolucién clonal SI/No: el grupo de pacientes que no presenté cambios genotipicos en la recaida
tuvo una supervivencia global mejor tras la recaida (48.5+11.5%) que el grupo que si presento cambios genotipicos
(16.7+15.2%), p=.003. A su vez, la SG fue idéntica (48,5% * 16,3) para los pacientes con LAM con o sin NPM1™! dentro
del grupo sin evolucién clonal
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En el andlisis multivariante para SG, s6lo la evolucion clonal como factor adverso
(P=0.01) y el ser sometido a Alo-TPH como tratamiento de rescate tras recaida como
factor clinico favorable (P<0.001) permanecieron con significacién estadistica. Asi, los
pacientes con evolucion clonal tendrian un riesgo de fallecer de casi cinco veces
superior que los pacientes sin evolucion clonal, siendo el riesgo un valor comprendido
entre 1.43 y 17.43 veces superior, con un error del 5%. Por otro lado, los pacientes
sometidos a alo-TPH tras la recaida, tendrian un riesgo de fallecer hasta 16 veces
menor, que los que no se sometian a dicho procedimiento, disminuyendo este riesgo
entre un valor de 100 y 3.33 con un error del 5% (Tabla 13). El resto de variables no
alcanzaron significacién estadistica.

Tabla 13. Andlisis multivariable

Variables (categorias) Supervivencia global

Coeficiente

Beta Hazard ratio (95% Valg de
(SE) IC)
Alo-TPH como tratamiento tras recaida -0.28
(Si.No) (.80) 0.06 (0.01 —0.30) 0.001
Edad a la recaida, afnos (Continua) 0.907
Supervivencia libre de recaida ) )
(Continua) 0-339

Cambios fenotipicos (Si, No) - - 0.242

IC: Intervalo de confianza; RC: remisién completa, TPH trasplante de progenitores hematopoyéticos.

5.8.2. Impacto clinico de los patrones de evolucion fenotipica

No hubo diferencias estadisticas significativas en las variables clinico/biologicas
al diagnéstico comparando los 12 pacientes con estabilidad fenotipica y los 14 con
cambios fenotipicos (Tabla 14). La probabilidad de SG fue de 33.3£13.6% y 46.9+14.1
para los pacientes con y sin cambios fenotipicos, respectivamente, sin alcanzar
diferencias estadisticamente significativas, siendo la media de 27.5 (IC95%: 9.3 a 45.7)
en el grupo con cambios fenotipicos y 53.2 (IC 95%: 30.6 a 75.7) en el grupo sin cambios
fenotipicos (Figura 45A). Por otro lado, los pacientes que presentaron adquisicion o
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pérdida de CD7 tuvieron una menor SG frente al resto de pacientes 0% vs 50.4+11.4,
siendo la media de 6.1 (IC95%: 0 a 13.1) en el grupo con adquisicién/pérdida de CD7 y
54.4 (IC 95%:35.6 a 73.3) en el grupo sin cambios en CD7, P=0.13. Esta peor SG se
mantuvo en el grupo con adquisicion/pérdida de CD56 frente al resto de pacientes y
adquisicion de CD34 frente al resto de pacientes, pero sin alcanzar la significacién
estadistica.

Si agrupamos los 12 pacientes que presentan estabilidad fenotipica completa y
genotipica a la recaida con los 14 que presentan cambios fenotipicos y/o genotipicos,
no entramos diferencias significativas comparando las principales caracteristicas
clinicas (Tabla 15). La SG fue de 47.6+x15 y 35.7+12.8%, para el grupo estable y grupo
con evolucién, respectivamente sin alcanzar diferencias significativas, siendo la media
28.8 (IC 95%: 11.6 a 46.1) en el grupo con cambios y 54.7 (IC95%: 31.0 a 78.3) en el
grupo sin cambios (Figura 45B).

Tabla 14. Caracteristicas de los pacientes con cambios inmunofenotipicos y sin cambios

| _No camblos [3 Camblole

Total de pacientes

Genero (Hombre) 7 (50%) 6 (50%) P= 0.625
Mediana leucocitos 19,1 (1,4-110) 15 (1,7-149) P= 0.235
Mediana blastos (MO) (%) 77,5 (32-98) 58 (35-100) P=0.241
Citogenetica / molecular P=0.122

-CN-NPM1mut 8 (57,1%) 8 (66,7%)

-1(8;21) 2 (14,3%) 2 (16,7%)

-inv(16) 3 (21,4%) 1 (8,3%)

-CN-CEBPA™ 1(7,1%) 1 (8,3%)
TPH en 1°RC (si) 9 (64,3%) 8 (66,7%) P=0.235
Mediana meses hasta recaida 19,5 (7—252) 12,5 (6-125) P=0.478
SG 46.9+14.1%, 36.4114.5% P=0.234
SLE/SLR 34.1£16 33.3£13.6 P=0.359

MO: médula 6sea; CN: cariotipo normal; RC: remisién completa; TPH: Trasplante de progenitores hematopoyéticos; SG:
supervivencia global. MO: médula ésea; CN: cariotipo normal; RC: remisién completa; TPH: Trasplante de progenitores
hematopoyéticos; SG: supervivencia global, SLE: Superviencia libre de evento; SLR: Supervivrencia libre de recaida
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Tabla 15. Caracteristicas de los pacientes con cambios inmunofenotipicos y genotipicos y sin cambios

_

Total de pacientes

Mediana leucocitos 21,4 (1,4-110) 15 (1,70-149) P=0.478
775(32:98)
Citogenetic / molecular P=0.124
-CN-NPM{mut 6 (50%) 10 (71,4%)
-1(8;21) 2 (16,7%) 2 (14,2%)
-inv(16) 3 (25%) 1(7,1%)
-CN-CEBPAd™ 1 (8,3%) 1(7,1%)

‘TPHen1RC(si) =~ 8(667%) 9(643%) P=0184
Mediana meses hasta recaida 18,5 (7-252) 15,5 (6-125) P=0.478

SLE/SLR 35.7+12.8% 31.7+16.4% P=0.348

MO: médula ésea; CN: cariotipo normal; RC: remisién completa; TPH: Trasplante de progenitores hematopoyéticos; SG:
supervivencia global. MO: médula 6sea; CN: cariotipo normal; RC: remision completa; TPH: Trasplante de progenitores
hematopoyéticos; SG: supervivencia global, SLE: Superviencia libre de evento; SLR: Supervivrencia libre de recaida

e
T

3 8
f:, 46.9% * 14,1 3 47.6% £ 15
; 33.3% £ 13,6 g 35.7% + 12,8
0 ol
P=.2 | P=.2
) © 00 i) ) #010 10000 : 1) 200 4000 6010 00 10000

Figura 43. A). La supervivencia global es mayor en el grupo de pacientes sin cambios inmunofenotipicos(49.9+14.1%,
verde) que los que presentaron cambios (33.3+13.6%, azul) pero sin alcanzar la significacion estadistica. B). La
superviencia global es mayor en los pacientes sin cambios inmunofenitipicos/moleculares (47.6+15, verde) que los que
presentaron cambios (35.7+12.8%, azul), pero sin alcanzar |a significacién estadistica.
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6. DISCUSION
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Las LAM-bajo riesgo citogenético/molecular presentan unas altas tasas de
curacion, sin embargo, un porcentaje significativo de pacientes contintan falleciendo
como consecuencia de la enfermedad. La principal causa de recaida leucémica es la
persistencia de un clon leucémico resistente al tratamiento quimioterapico recibido. Asi,
la LAM es una enfermedad heterogénea, en la cual existen multiples clones y subclones
que se someten a una competencia evolutiva durante la progresion de la enfermedad,
produciendo una jerarquia dentro de cada paciente. Estos clones tienen diferentes
susceptibilidades al tratamiento y, por tanto, representarian reservorios importantes
durante la recaida de la enfermedad. Por otro lado, las células leucémicas pueden
adquirir mutaciones adicionales a la recaida, las cuales podrian contribuir a la seleccion

clonal y a la resistencia a la quimioterapia.

En este estudio hemos abordado el comportamiento clonal genotipico y
fenotipico en una serie de 26 pacientes con LAM de bajo riesgo citogenético/molecular
que, tras alcanzar la RC tras el tratamiento, presentaron una recaida de la enfermedad.
Hemos demostrado el resurgimiento del clon dominante fundador de la LAM, el cual
presentaba las mismas mutaciones que se detectaron en el momento del diagnéstico
en el 77% de los casos, mientras que, en un 23%, se objetivé una evolucién clonal con
adquisicién o pérdida de mutaciones. Todos los casos con evolucion clonal pertenecian
al grupo NPM1™ty ademas, el 66% de ellos mostraron también cambios fenotipicos.
Ningun parametro basal o biologico se relacion6 de forma estadisticamente significativa
con la evolucion clonal en recaida, aunque un alto porcentaje de ellos se habia sometido
a Alo-TPH en la primera RC. Los pacientes con evolucién clonal genética mostraron
resultados de SG significativamente peores a los que no la presentaron. Por otro lado,
los pacientes sin evolucion clonal a la recaida presentaron una probabilidad de SG de
alrededor del 50%.

6.1. DIFERENTES PATRONES DE EVOLUCION CLONAL EN LAM DE
BAJO RIESGO

En los Gltimos afos diferentes grupos de investigacion'®%1741%8 han estudiado la
cinética del comportamiento clonal a la recaida LAM mediante estudios genéticos
heterogéneos, (WGS, WES, SNPs o Mutaciones genes diana) en muestras pareadas
diagnéstico-recaida, identificando dos patrones principales: a) Patrén1 aquellos
pacientes en los que la recaida es producida por el propio clon fundador de la LAM que
no es completamente erradicado con el tratamiento quimioterapico y, tras adquirir

mutaciones, se expande dando lugar a la recaida leucémica, y b) Patron 2, en el que la
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recaida era producida por un subclon minoritario existente en el momento del

diagndstico, que sobrevivia a la terapia inicial, ganaba mutaciones adicionales y se

expandia provocando la recaida. En ambos casos, la quimioterapia era
obviamente, insuficiente para erradicar la leucemia. Sin embargo, el porcentaje de
pacientes que presentan cada uno de los patrones, difiere notablemente entre los
estudios. Asi, Ding y cols'®, encontraron un 60% de pacientes con recaida en clon
fundador, mientras que Garg y cols'®®en una serie de LAM-FLT3™, encontraron un 40%
y Parkin y cols'* un 100%.

En nuestro estudio de 26 pacientes con LAM de bajo riesgo, y analizando perfil
mutacional de genes diana: (NPM1, FLT3, C-KIT, DNMT3A, NRAS, KRAS, TP53, IDH1
e IDH2) encontramos 20 de 26 casos (77%) recaen con Patron 1 de persistencia del
mismo clon fundador, mientras que 6 (23%) recaen con cambios genéticos mutacionales
sugiriendo el Patrén 2 de expansion de clon minoritario.

Si encontramos diferencias notables en el comportamiento clonal segun el grupo
de LAM de bajo riesgo, Asi, todos los pacientes afectos de LAM-CBF y CEBPA"
mostraron en su totalidad Patrén 1 de persistencia del clon fundador mientras que los
pacientes con LAM-NPM™ 62.5% presentaron Patréon 1 de persistencia del clon
fundador, y 37.5% presentaron evolucion clonal Patrén 2 (Tabla 16).

Tabla 16. Resumen de las principales publicaciones de evolucion clonal genotipica.

Clon
9 Subclon

Ding y cols™®, 2012 3/5
H 174 =
Parku; g1c3:ols , 8 8 UHR-SNP 6.0 arrays 28/0
198
Garg y cols™?, 2015 13 0 WES 2/5
.. HR-SNP-array
199
Krénke y cols™, 51 44 profiling and 10/44
2013 . .
mutation analysis
WES and SNP
200
Sood y cols®%°, 2016 10 10 arrays 6/4
Martinez-Losada, 26 26 Sanger and NGS 20/6

2018
WGS: Whole-genome-sequencing; UHR: Ultra-high resolution; WES: Whole-exome-sequencing; HR: High-resolution;

SNP: single-nucleotide polymorphism, NGS: Next Generation Sequencing.

103



6.2. PERSISTENCIA DEL CLON FUNDADOR EN LAM-CBF y CEBPA9™

En nuestra serie todos los pacientes afectos de LAM-CBF (N=8) y LAM-
CEBPA™ y un 62.5% de los pacientes con LAM-NPM1™ recaen debido a la
persistencia del clon leucémico fundador, demostrando la inefectividad de la

quimioterapia para erradicar la célula madre leucémica en estos pacientes.

El comportamiento de la célula madre leucémica (CML) ha sido estudiado por
varios grupos. Asi, en la LAM se ha evidenciado la existencia de una organizacién
celular jerarquica, ocupando el vértice una pequefa fracciébn de éstas CML, que
persistirian de forma autorrenovable a lo largo de la evolucion de la enfermedad, siendo
las responsables de mantener la leucemia®'. Esta idea conceptual de que la leucemia
esta organizada de manera jerarquica se remonta a estudios realizados para identificar
progenitores de LAM clonogénicos in vitro. Shlush?®2 demostré méas tarde que la LAM
esta organizada de esta manera jerarquica in vivo, siendo similar a la hematopoyesis
normal, y siendo repuesta por las CML. Estas CML podrian desplazar a las CMH
normales de sus nichos y ser capaces de permanecer inmoviles durante largos periodos
de tiempo, como seria en caso del paciente UPN 3 de nuestra serie, el cual recaia con
el mismo perfil genético y fenotipico 20 afios después de alcanzar la RC. Asi, desde una
perspectiva clinica, el modelo de CML implica que para erradicar la enfermedad y lograr
una cura a largo plazo para los pacientes, el tratamiento también tiene que eliminar esta
poblacion residual. Las CML constituyen un reservorio celular neoplasico que
probablemente contribuya a la resistencia a la quimioterapia, a la generacion de
subclones, a la persistencia de enfermedad residual y como consecuencia, a la eventual
recaida de la enfermedad y por ello, son un objetivo atractivo para el desarrollo de

nuevas terapias anti-leucémicas.

En cuanto a los pacientes con LAM-CBF, presentan estabilidad de los transcritos
de fusion RUNX-RUNXT1 y CBFb-MYH11 a lo largo del curso de la enfermedad y por
ello, representan buenos marcadores genéticos para la monitorizacién de la EMR.
Pueden asociar mutaciones en otros genes, con mas frecuencia en NRAS, C-KIToy de
forma menos frecuente suelen asociarse a mutaciones epigenéticas?®2. En nuestro
trabajo también hemos demostrado también la estabilidad de las mutaciones
acompanantes (C-KIT y DNMT3A) a lo largo de la enfermedad, detectandose tanto al
diagnéstico como a la recaida. Estos hallazgos estan en concordancia con los
publicados por Sood y cols?®, que demuestran que la recaida en LAM-CBF se produce
mayoritariamente por el clon fundador que adquiere mayor complejidad genética.
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Events acquired during
transformation of HSPCs into
Leukemic blasts at diagnosis

HSPCs

RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11

FLT3, KIT, DNMTT3A, SMC1A, SMC3,
EXH2, NRAS, WT1 DHX15, trisomy 8,
del6p

Serial acquisition of mutations

0000

r

Blasts

&

[ Therapy and complete remission ]

Events acquired at relapse:

FLT3, KIT, RAD2, WT, trisomy 8,
del(3q) (GATAZ), del(4q) (KIT)

.

Dominant Ancestral clone
clone acquired acquired new
new mutations mutations
AET4,INVT1,INVT3, AET1, AET2, AET3,
INVT6, INVTT AETS5, AETT7,INVT2,
INVT4, INVT5

Figura 44. Modelo de evolucion clonal en LAM-CBF estimado mediante CNV y SNPs. Las mutaciones estan
representadas con X de colores, siendo en rojo la mutacién inicial. Modificado de Sood y col Leukemia 2016.

En los 2 pacientes incluidos en nuestra serie con mutaciones bialélicas en
CEBPA no encontramos mutaciones acompanantes en el diagndéstico ni adquisicién de

mutaciones nuevas a la recaida.
6.3. PATRON DE EVOLUCION CLONAL EN LAM-NPM1mut

En nuestra serie, un 37.5% de las LAM-NPM1™ presentd evolucién clonal, con
cambios en el perfil mutacional de los genes incluidos en el estudio, mientras que el
62.5% mantienen el mismo patrén genético. Estos hallazgos estdn en concordancia con
los resultados de Krénke y cols'®, que analizando perfil mutacional y SNPs arrays en
53 pacientes LAM-NPM 1™ a| diagnédstico y recaida, demuestran que aproximadamente
la mitad de los pacientes recaen debido a la persistencia del clon fundador y otra mitad

por expansién de clon ancestral minoritario
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Events acquired at relapse
del(17p) (TP53); del{12p) (ETVE)

Adesay)

Early events Late events del{11p) (WT1), del{17q) (NF1)
FLT3-1ITD / UPD13
DNMT3A NRAS q
FLT3-TKD . IDH1; NRAS
NPMI .
FLT3ITD . -
1bHz UPD13q : Identical clone
del(9q) n=10 (19%)
1DH1 ;
: - 49%
Initial clone
s with evolution
n=16 (30%)
Transformation ) AML Relapsed AML -
n=10 (19%)
: - 51%
: /A \ Ancestral clone
. G with evolution
. n=17 (32%)
‘. —

~ \‘
Unrelated clone 0%

Figura 45. Modelos de evolucién clonal en LAM-NPM1 basado en la estabilidad de marcadores genéticos
diagnostico/recaida. Adaptado de Krdnke y cols. Blood 2013)

En nuestra serie, la pérdida de NPM1™ en la recaida fue la evolucion genética
mas frecuente (N=4, 25%), seguida por la adquisicion de mutaciones en el gen DNMT3
(N=2) y de FLT3-ITD (N=1). Estos hallazgos tienen notables implicaciones bioldgicas y

clinicas.

6.3.1.- Pérdida de NPM1 a la recaida

Si bien es cierto, que NPM1 esta considerada una de las mutaciones mas
estables en el transcurso de la LAM, existen trabajos recientes donde, al igual que en
nuestra serie, describen la pérdida de NPM1 en las muestras de recaida. Kronke y
cols'®, encontraron pérdida de NPM1™! en 5 de 53 pacientes (9.4%). Este hallazgo
habia sido previamente reportando, ocurriendo en aproximadamente 10% de los
pacientes, siendo considerada la recaida como una LAM secundaria no relacionada con
la LAM original?®2%, Sin embargo, la persistencia de mutaciones en DNMT3A al
diagnéstico y recaida en los 5 pacientes de la serie de Krdonke y en 1 caso de nuestra
serie, demuestra que la recaida es debida al mismo clon ancestral. De hecho, mas
recientemente, Herold y cols?®, analiz6 el comportamiento de NPM1 en una serie de
pacientes que habian desarrollado SMD tras el tratamiento con quimioterapia de LAM-
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NPM1™  detectando en cinco pacientes la pérdida de NPM71, pero conservando

mutaciones ancestrales comunes.

La explicacion biol6gica de la persistencia de LAM a pesar de la pérdida del evento
fundador, se deriva del estudio con modelos de ratones transgénicos con NPM1™,
demostrando que, si bien NPM1 era el promotor del cancer hematolédgico, requiere
eventos cooperativos para promover la leucemogénesis, siendo insuficiente para
generar por si s6lo una leucemia abierta. A su vez, estos eventos cooperativos podrian

ser los causantes de la recaida leucémica, incluso en ausencia de la NPM 162207,

La pérdida de NPM1™tiene, ademas, implicaciones clinicas. Asi, las recientes
guias ELN-2017 recomiendan la monitorizacién secuencial de EMR por CMF o RT-
gPCR para un marcador genético®, ya que ha demostrado ser clinicamente relevante,
tanto para la determinaciéon de la respuesta al tratamiento como para la deteccion
temprana de recaidas. Se ha considerado que NPM1™! es estable durante la evolucién
de la enfermedad y, de hecho, se utiliza como marcador molecular para la EMR por RT-
gPCR. Recientemente, se ha demostrado la asociacion de la persistencia de
transcripciones mutadas en sangre periférica tras la quimioterapia con un significativo
mayor riesgo de recaida®®2% de tal forma que la monitorizacion cuantitativa de NPM 1™t
se ha incorporado a las guias mas recientes de manejo de LAM-NPM1 para la toma de
decisiones terapéuticas de intensificacion de tratamiento en casos de persistencia de
EMR. Es, por tanto, importante conocer que entre 9-25% de los pacientes pueden
presentar recaidas NPM1 negativas y por tanto la monitorizacién molecular de EMR
para NPM1 puede beneficiarse de la monitorizacion simultdnea mediante CMF.

6.3.2 Interaccion NPM1 y DNMT3A

Hasta un 50% de los pacientes LAM-NPM 1™ muestran mutaciones en DNMT3A
62209 siendo consideradas como eventos previos a NPM1. Las mutaciones DNMT3A
proporcionan una ventaja de repoblacion para las CMH, configurandose como clones
pre-leucémicos, y sugiriendo que persisten meses 0 anos antes de que se desarrolle
LAM-NPM1. De hecho, al diagnéstico la frecuencia de la variable alélica del mutante
DNMT3A es mas alta que NPM1. Y, ademas, el analisis de las mutaciones en el
momento del diagndstico y la recaida, reveld que las mutaciones en DNMT3A persistian
incluso en pacientes que perdieron las mutaciones en NPM1 en el momento de la
recaida, siendo por tanto mas estables. Esto confirma las mutaciones en DNMT3A como
un evento temprano, que probablemente precede a las mutaciones en NPM1 en la
leucemogénesis y persiste en las CMH pre-leucémicas?'%-215,

107



Sin embargo, en nuestra serie dos pacientes adquirieron DNMT3A™! en la
recaida, uno de ellos con pérdida asociada de NPM1™ Esto pone de manifiesto la
complejidad cinética de las interacciones de DNMT3A™!y NPM1™! en pacientes con
LAM en recaida. En la serie de Kronke y cols'®, también reportaron que en este
modificador epigenético podrian ocurrir nuevas mutaciones, incluso como un "evento
tardio". Ademas de la mutacion mas conocida, R882H2'®, hemos encontrados dos
mutaciones nuevas, D876Y (a la recaida) y p. F902fs (al diagnéstico y recaida),
habiendo demostrado in silico el papel que podria tener en la proteina, traduciéndose
en una disminucién de la actividad de metilacion del ADN vy, por tanto, pudiendo estar

implicada en la leucemogénesis.

6.4. EVOLUCION FENOTIPICA

En nuestra serie, hemos confirmado la presencia de cambios fenotipicos a la
recaida en el 46% de los pacientes (12 de 26, 8 del grupo LAM-NPM1™!y 4 del grupo
LAM-CBF). Los pacientes que mostraron evolucién clonal a la recaida presentaron con
mas frecuencia cambios fenotipicos (67% vs 40%).

Numerosos estudios han demostrado que los cambios fenotipicos en los blastos
de LAM a la recaida son frecuentes, aunque los porcentajes varian (10-80%) segun la
metodologia empleada y puntos de corte.

La evolucion fenotipica tiene implicaciones clinicas y biolégicas. Desde el punto
de vista clinico, el seguimiento de EMR mediante CMF puede estar dificultado por el
porcentaje de cambios fenotipicos observados. La mayoria de los centros realizan EMR
empleando un panel amplio de AcMns para evitar los falsos negativos provocados por
los cambios en el fenotipo del diagndstico, de tal forma que se detectan y reportan como
positivas todas aquellas combinaciones fenotipicas que son consideradas aberrantes
independientemente de si estaban presentes o no al diagnostico. En nuestra serie de
LAM de bajo riesgo, la monitorizacion de EMR se realiza mediante RT-PCR cuantitativa
de transcritos de fusion RUNX71-RUNX1T1, CBFp-MYH11 o NPM1™! siendo los
primeros muy estables. Sin embargo, como se ha comentado la pérdida de NPM1 puede
ocurrir 10-25% de pacientes y en nuestra serie esta evolucion clonal conlleva también

fendbmenos de cambios fenotipicos hasta en un 67% de los pacientes.

Las implicaciones biol6gicas de los cambios fenotipicos vienen determinadas por
su potencial relacién con los cambios genéticos. Hipotéticamente los cambios en el perfil
gendmico a la recaida, independientemente del tipo de patrén de evolucién clonal,
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provocarian modulaciéon en la expresion antigénica. Algunos estudios, ademas de
identificar los cambios fenotipicos han intentado correlacionarlos con los cambios a nivel
citogenético, sin alcanzar significacién estadistica en la mayoria de los estudios. Del
mismo modo nuestros resultados tampoco pueden confirmar de forma estadisticamente
significativa la asociacion de cambios mutacionales con cambios fenotipicos (Figura
17).

Tabla 17. Resumen de las principales publicaciones de evolucién clonal fenotipica

N2pacientes Bajo riesgo Cambios Fenotipo | Cambios Cariotipo
SI/NO SI/NO

25:1e1r7 . 12/124 32/40
---—-
Voskova 201083 27/22 39/10
I
Zeijlemaker201418 19/14
I
Martmgg;léosada 12/14

En nuestra serie, un total de12 pacientes (46.1%) recaen con el mismo fenotipo
y perfil mutacional, 8 solamente con cambios fenotipicos, 2 solamente con cambios
mutacionales y 4 con cambios fenotipicos y genotipicos. Todos estos hallazgos
configuran un perfil de evolucién clonal compleja que hacen de la LAM una diana
terapéutica y de seguimiento de EMR en “continuo movimiento”.
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Figura 46: Posibilidades de dinamica de evolucion genética y fenotipica en LAM: Cada color en cromosomas representa
una mutacion y cada color en superficie un antigeno fenotipico. Adaptado de Zeijlemaker y cols. Cyt Part B 2014.

6.5. IMPACTO PRONOSTICO DEL PATRON DE EVOLUCION CLONAL

La inestabilidad genémica puede desempenar un papel clave en el desarrollo de
la resistencia a la terapia anti-leucémica. Por lo general, después de una recaida, las
células leucémicas suelen ser mas resistentes a la quimioterapia estandar?'’. Esta
resistencia suele estar correlacionada con la adquisicion de nuevas mutaciones en caso
de recaida. Por lo tanto, varios estudios han demostrado que la progresion cariotipica o
molecular en la recaida de la LAM puede predecir un mal pronéstico como factor
independiente?'®. Esto se evidencia en nuestro estudio: por un lado, hemos observado
que los pacientes que han recaido presentan una mayor complejidad genémica a la hora
del diagnéstico al compararlo con los pacientes control (1 s6lo paciente en el grupo
control, sin recaida, presentaba una mutacién en el gen IDH1) y por otro lado, los
pacientes con cambios moleculares recaida/ diagnéstico, presentaban una menor tasa
de supervivencia 48.5+11.5% vs.16.7£15.2%, (p=.003) y, ademas, falleciendo mas
precozmente, 12.6 meses (6-67 meses) versus 18.5 meses (6-252 meses). La evolucion
clonal permanece como un factor adverso independiente en el analisis multivariante. Es

interesante sefalar que en el grupo NPM1™! (N=16), el 66,7% de los pacientes que
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revelaron evolucién clonal se habian sometido a Alo-TPH en primera RC (4 de 6) en
comparacion con el 20% (2 de 10) dentro del grupo sin evolucion clonal. En los estudios
genéticos realizados hasta la fecha en LAM en muestras pareadas diagndstico-recaida
(Tabla 16) no se habia reportado el impacto en la supervivencia de los patrones de
evolucién clonal. Es interesante mencionar que la SG de los pacientes NPM1™que
recaen sin cambios mutacionales, es similar a la reportada para los pacientes LAM-CBF
en primera recaida por el Intergrupo Frances de LAM2'°,

La presencia de cambios fenotipicos se asocia también a peor supervivencia,
pero sin alcanzar diferencias estadisticamente significativas. Estos hallazgos, refuerzan
el concepto de que los cambios mutacionales confieren a las células mecanismos
intrinsecos de resistencia, mientras que los cambios fenotipicos podrian ser solamente
reflejo de cambios genéticos en algunos casos como, por ejemplo, la activacion de
genes especificos de linea B como PAXS5 caracteristico de LAM-CBF con RUNX1-
RUNX1T1, que provoca la expresion de CD192%°,

6.6. AUSENCIA DE MUTACIONES TP53 Y K/NRAS EN LAM-BAJO
RIESGO

Las mutaciones en TP53 y suele estar asociado a pacientes con LAM con
cariotipos complejos 0 monosomias'®, siendo muy infrecuente su asociacion con
NPM1, CEBPA o CBF. Las mutaciones en TP53 son caracteristicas de LAM secundarias
a quimioterapia previa. En nuestra seria no encontramos mutaciones de TP53 en las
muestras del diagnéstico ni tampoco a la recaida, sefialando que la quimoterapia
empleada para el tratamiento de LAM de bajo riesgo puede ser insuficiente para eliminar
el clon fundador o clones minoritarios emergentes, pero no induce nuevos clones
secundarios.TP53 positivos. En la serie de Kronke y cols', solamente en un paciente
(2%) se detect6 una mutacién en TP53 a la recaida.

Por otro lado, mutaciones en NRAS y KRAS suelen asociarse con NPM1%, y
LAM-CBF no estando bien definido el posible valor pronéstico. En nuestro trabajo, no
hemos encontrado ninguna mutacién de la via RAS en muestras al diagnéstico ni a la

recaida.
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6.7. LIMITACIONES DE NUESTRO ESTUDIO

Las principales limitaciones de nuestro estudio son: i) naturaleza retrospectiva
de casos no consecutivos, ii) el nimero limitado de casos proporcionados por diferentes
instituciones, iii) la heterogeneidad de los tratamientos de primera linea y de recaida.
Asimismo, hemos limitado el estudio solamente a los genes mas frecuentemente
mutados y la metodologia de secuenciacion convencional y NGS empleada nos aporta
una sensibilidad 5-10% lo cual no permite detectar clones minoritarios. Asimismo, no se
ha caracterizado completamente la relevancia bioldégica de las mutaciones nuevas
detectadas en el gen DNMT3A.

A pesar de estas limitaciones, nuestra serie aporta por primera vez informacion
completa fenotipica, mutacional y pronéstica de los pacientes de riesgo favorable a la
recaida, Sin embargo, se necesitan series mas grandes con LAM de riesgo favorable
uniformemente tratada para confirmar la evolucion clonal como un factor de pronéstico

adverso independiente.
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Los pacientes con LAM de bajo riesgo citogenético/molecular que presentan una
recaida de la enfermedad muestran mayor complejidad genética al diagndstico que

los que permanecen en remisién completa.

La totalidad de los pacientes con LAM-CBF y el 62.5% de los pacientes con LAM-
NPM1™ recaen por resurgimiento del clon principal que es resistente al tratamiento

quimioterapico de primera linea.

Hasta un 25% de pacientes afecto de LAM-NPM1™ presenta pérdida de NPM1™ a
la recaida, lo cual puede implicar dificultades en la monitorizacion molecular de
EMR.

Las interacciones entre mutaciones en DNMT3A y NPM1 son dinamicas pudiendo
ocurrir las mutaciones epigenéticas de forma inicial en la leucemogénesis o aparecer

de forma tardia en la recaida.

Los pacientes de LAM de bajo riesgo citogenético/molecular con NPM1™ que
presentan evolucion clonal genética en la recaida muestran también con alta

frecuencia (66.7%) cambios fenotipicos.

Los pacientes de LAM de bajo riesgo citogenético/molecular con NPM1™ que
presentan evolucién clonal genética en la recaida presentan un prondstico
significativamente desfavorable comparado con los pacientes con recaida del mismo
clon fundador

Los pacientes con LAM de bajo riesgo citogenético/molecular que presentan
cambios fenotipicos a la recaida presentan peor supervivencia que los que no

muestran cambios fenotipicos, aunque sin alcanzar significacion estadistica.

No hemos encontrado aparicion de mutaciones en TP53 a la recaida de LAM de
bajo riesgo que sugieran LAM secundaria a quimioterapia.
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Patients diagnosed with favourable-risk AML who relapse, showed more
complex mutational landscape at diagnosis than those who are in sustained

complete remission

. All AML-CBF patients and 62.5% of AML-NPM1™! patients relapse with
reappaerance of main founder clone which is resistant to first line

chemotherapy schedules.

Up to 25% of AML-NPM1™ patients show loss of NPM1™at relapse which can
hamper molecular monitoring of MRD

Inteacctions between DNMT3A and NPM1 mutations are dynamic and
epigenetic modifiers mutations can be adquried either early in leukemogenesis
process or later at relapse.

. AML-NPM1™!patients who show clonal evolution at relapse displayed also
frequent (66.7%) phenotypic shifts.

. AML-NPM1m™“patients who show clonal evolution at relapse harbor significant
worse outcome than those relapsing from the same founder clon

Favourable-risk AML patients who show phenotypic changes at relapse harbor
worse outcome than those without changes, albeit no statistical difference was
reached.

. We have not detected TP53 mutations adquired at relapse of favourable-risk
AML that could have pointed the development of secondaty AML:
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Acute myeloid leukemia (AML) is a dynamic disease caused by accumulating
somatically acquired driver mutations generating branching competing clones’. In
favorable-risk-AML, high resolution genomic profiling by single-nucleotide-
polymorphism-array of paired diagnosis-relapse NPM1™" and CBF AML samples has
revealed increased genomic complexity at relapse but most patients retained founding
mutations®3. Furthermore, it has been extensively reported that phenotypic changes
are commonly found at relapse in AML patients. It seems plausible that clonal evolution
could be also reflected in the phenotypic-shifts of AML blast cells found at relapse,
although the correlation with genetic clonal evolution has not been established®*”. The
aim of our work in to determinate the patterns of genetic clonal evolution occurring from
diagnosis to relapse in favorable-risk-AML-patients by tracking the kinetic behavior of
most frequent co-mutations in paired samples and correlated with the occurrence of
phenotype-shifts on blast cells and with the clinical outcome.

We included a total of 26 favorable-risk-AML (non-promyelocytic) patients,
according to European Leukemia Net (ELN) criteria who relapsed after achieving
complete remission (CR). They were treated with the intensive chemotherapy
schedules standard at the time of diagnoses and experienced a relapse after a median
of 17.5 months (range 4-252) (Table1). As controls, we used seven NPM1™" AML-
patients (median age of 46.7 years, range 22-69) who achieved sustained CR after
treatment with a median follow-up of 24 months and no-evidence of leukemia relapse
at last follow-up.

Bone marrow-derived genomic DNA was obtained from paired diagnosis-
relapse samples. Detailed methods are available in supplementary material. At
diagnosis, we found: In 16 NPM1™' AML-patients: 3 cases with DNMT3A™" (18.7%,
two R882H and one new mutation ¢.2705_2706delTC), 2 cases with IDH1™" (12.5%),
2 cases with IDHZ™'(12.5%) and 1 case with FLT3-TKD™'(c.2503>T, at low ratio 0.18).
No mutations in RAS and TP53 were found. In contrast, 7 non-relapsing NPM1™!
controls showed less genetic complexity: we only detected one case with IDH1™"
(14.3%) and no DNMT3A™" was detected. For CBF-AML (N= 8) we detected 1 case
with DNMT3A™" (12.5%) and 1 with C-KIT™!(12.5%) and no mutations were found in 2
CEBPA-patients. At the time of relapse, two patterns of genetic findings were
observed. A pattern of persistence of mutations of the original founding clone (No
clonal evolution) was found in 20 patients (77%): 10 from NPM1™ AML-group (62.5%),
8 from CBF-AML(100%) and 2 from CEBPA(100%). In 10 NPM1™' AML-patients,



IDH™ and DNMT3A remained stable with the same variant allelic fraction (VAF) and no
acquisition of TP53™ was detected. In the CBF-AML and CEBPA groups, DNMT3A™"
and CKIT™ remained stable at relapse and acquisition of TP53™" was not observed
(Figla). Interestingly, a second pattern consisting of changes in gene mutation profile
at relapse (clonal evolution) was found in the remaining 6 patients(23%), all belonging
to NPM1™! AML-group (36.5%):loss of NPM1™" was confirmed in 4 cases, evolution of
DNMT3A™" in 2 cases [one R882H (7.1 % to 49.1% of VAF) and one new mutation
p.D876Y (0 to 48.4% VAF)], 1 patient acquired FLT3-ITD and 1 patient lost previous
FLT3-TKD™". Absence of these newly acquired mutations (2 DNMT3A and 1 FLT3-
ITD) in diagnosis samples was confirmed by NGS as well as by RT-PCR(Fig1a). By
quantitative pyrosequencing analysis we demonstrated that both new DNMT3A
mutations (c.2705_2706delTC,p.F902fs from patient-7 and c¢.2626G>T,p.D876Y from
patient-10) were only found in leukemic samples and were absent in marrow samples
obtained in CR as well as in healthy donor (Suppl-Fig1). From in silico approach, both
mutations could alter normal function of native DNMT3A decreasing the activity of DNA
methylation (Suppl-Fig2)

For immunophenotypic analyses, at least 30.000 leukemic events were
acquired mostly in FACSCalibur or FACSCanto Il dual-triple laser flow cytometers and
list modes files were analyzed with CELLQUEST™, FACSDIVA™ or PAINT-A-GATE
Software(BD,Biosciences). Multidimensional analyses of immunophenotypes obtained
at diagnosis and relapse were performed using the File merge and Automatic
Population Separator (APS) functions of the Infinicyt software (Cytognos SL,
Salamanca,Spain). At diagnosis, most of NPM1™' AML-patients displayed strong
CD33 and CD13 expression (93.8% and 62.5% respectively) with strong CD117 and
CD34 expression in 43.8% and aberrant CD56 in 12.5%. CBF-AML blast cells
expressed strong CD117 in all cases, CD34 in 87.5%, CD56 and aberrant CD19 in
12.5% of cases. At the time of relapse, complete stability in the expression of all
markers was observed in 14 patients (53.8%). By contrast, phenotypic profile evolution
(defined as a significant intensity modification in at least one marker) was confirmed in
12 patients (46%): 8 out of 16 NPM1™" group (50%) and 4 out of 10 no-NPM1™" group
(40%). More frequently shifted expression was observed in CD15 (58.3% of patients),
CD117, CD34 and CD56 (41.6%), CD7 and CD13 (33.3%), CD11b, CD4, CD33 and
CD14 (25%) (Fig1b). When seeking for the incidence of phenotypic shifts comparing
both genetic groups, we found that a significant percentage of patients that showed no-
clonal evolution pattern still displayed phenotypic shifts (8 out of 20, 40%) and this
percentage was even higher in those showing clonal evolution pattern (4 out of 6,
66.7%,), although statistical difference was not reached (P =.3). Altogether,12 (46.1%)



favorable-risk AML patients relapsed maintaining the same mutational and phenotypic
profile. A representative case of phenotypic shift is shown in Supplementary Figure 3.

Finally, we analyze the impact on outcomes of genetic patterns and phenotypic
shifts. At the time of analyses 11 patients were alive and in CR. Median follow-up after
leukemia relapse was 55 months (range:16.3-96.3) and OS probability was 40.7%* 10
for the global series (Fig2a). Salvage rescue treatment included allo-SCT after re-
induction chemotherapy (N=12, 46.1%) and intensive chemotherapy+azacitidine
(N=11, 42.3%) whereas 3 patients received only supportive care. Patients who
underwent allo-SCT showed a statistical significant better OS probability (82.5 + 11.3%
vs. 7.1£ 6.9, p= <.01). Median time elapsed from CR to relapse was shorter in patients
disclosing clonal evolution [12.6 (6-67) months versus 18.5 (6-252) months] compared
to no-clonal evolution group. Considering only NPM1™' group (N=16), 66.7% of
patients disclosing clonal evolution had undergone allo-SCT at first CR (4 out of 6,
66.7%) compared to 20% (2 out of 10) within no-clonal evolution group (Suppl-
Table1). Importantly, favorable-risk AML patients with no-clonal evolution at relapse
harbored a significantly better estimated OS compared to clonal evolution group
(48.5+11.5% vs.16.7+£15.2%, P=.003) with an estimated OS mean time of 53.6 (95%
Cl: 34.8;72.4) versus to 8 months (95 Cl%: 0;19.3) respectively. Of note, OS probability
was identical (48.5% * 16.3) for AML patients with or without NPM1™" within the no-
clonal evolution group (figure 2b). In the multivariate analysis, only clonal evolution
remained as significant adverse factor and allo-SCT as salvage treatment of relapse as
favorable clinical factor (Suppl-Table2).

In this study, we have addressed the genotypic and phenotypic clonal behavior
in a series of 26 relapsing favorable-risk AML patients. Our study demonstrated that
the main scenario for leukemia relapse is the re-emergence of founder clone with no-
clonal evolution (77% of cases), albeit 40% of them displayed phenotypic changes.
This finding suggests that conventional chemotherapy protocols could be unable to
achieve a complete eradication of founder AML clone which is able to regenerate the
bulk of leukemic blasts after a variable period of time. This is in agreement with
previous reports of genomic profiling studies by SNP-arrays in AML series including all
risk-subtypes or NPM1™' cases®® demonstrating increasing genomic complexity at
relapse, showed significantly worse outcomes®® but maintaining a common ancestral
founder clone. Our data suggest the persistence of a rare subset of leukemic-stem-cell
(LSC) in favorable-risk-AML after achievement of CR. These LSC are capable to
remain quiescent for long periods®, such as in patient-3 who relapsed with the same
genetic and phenotypic profile 20 years after CR achievement. On our series, all CBF-
AML showed mutational stability, albeit displaying phenotypic changes in 40% of



cases. By contrast, clonal evolution was present in 36.5% of NPM1™"' AML and 66% of
1mut

them displayed also phenotypic shifts. Loss of NPM at relapse was the most

ut

frequent genetic evolution in our series followed by the acquisition of DNMT3™. Loss
of NPM1 at relapse was confirmed in 4 cases (25% of 16 NPM1 cases). Three of them
had undergone allogeneic SCT at first CR and received Aza and/or CT with dismal
outcome. It is plausible to consider these cases as “secondary therapy-related” or
“clonally unrelated” AMLs. Importantly, our findings suggest that MRD monitoring can
be hampered by frequent phenotypic changes and also by the possibility of NPM1™!
losses. Therefore, MRD-monitoring by MFC or RT-qPCR for a genetic marker'', can be
complementary and parallel monitoring could be quite useful to avoid false-negative
MRD results providing useful biological information to trace clonal evolution'.

Strikingly, in our series, DNMT3A™" evolved in two patients, one of them with
concurrent loss of NPM1™!. These findings, also in accordance with those reported by
Krénke et al®., point out the kinetic complexity of the interactions of DNMT3A™" and
NPM1™ in AML-patients at relapse, where new mutations in this epigenetic modifier
occur as a “late event” in some instance®'°.

As conclusion, a comprehensive assessment of genetic and phenotypic
features at relapse in favorable-risk AML provides useful biological information and

could have important prognostic implications.
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Table 1. Clinical and biological data of 26 favourable-risk AML patients.

PT [ CENTRE DIAGNO AGE SEX WBC Blasts | FAB | KARYO | MOLECULAR TRANSP RELAPSE RFS ALIVE | OS after Treatment
SIS * TYPE LANT (days) relapse relapse
at 1* CR
1 HURS 1.02.08 47 M 55.5 90 M4 46XY NPM1 M AUT 16.10.09 623 Yes 87 ALLO
2 HURS 14.05.11 39 F 145.0 92 M5a 46XX NPM1 M7 ALLO 16.11.11 186 No 5 AZA
3 HURS 1.05.90 54 F NA NA M2 46XX NPM1 M No 10.05.11 7679 No 38 Qr
4 HURS 31.10.11 61 F 7.4 58 M2 46XX NPM1 M AUT 10.06.13 696 Yes 43 ALLO
5 HURS 31.05.09 47 M 4.9 85 M1 46XY, RUNX1- AUT 16.12.10 564 No 26 ALLO
1(8;21) RUNXT1
6 HURS 2.11.11 71 M 29 53 M2 46XY,t RUNX1- No 21.05.12 201 No 3 NO
(8:21) RUNXT1
7 HURS 6.03.07 52 F 72.6 80 M2 46XX NPM{ M AUT 4.01.08 304 No 7 Qr
8 HURS 16.06.07 65 M 69.9 98 M4 46XY NPM1 M ALLO 21.07.08 401 No 15 AZA
9 HURS 23.02.09 32 M 15.0 39 M1 46XY NPM1 M ALLO 9.09.09 198 No 5 AZA
10 HURS 4.05.12 64 F 61.3 92 M5a 46XX NPM1 ™7 ALLO 10.12.12 220 No 1 NO
11 HPTV 19.08.11 39 M NA 54 M1 46XY NPM1 M No 29.12.11 132 No 1 NO
12 HPTV 10.04.12 28 M 8.8 80 M2 46XY,in CBFb/MYH1 AUT 18.06.13 434 Yes 43 ALLO
vi6
13 HPTV 21.1.13 57 M 149.0 35 M1 46XY NPM1 "o No 2.01.14 365 Yes 36 ALLO
14 HMM 25.02.09 13 F 21 75 M1 46XX CEBPA ™7 ALLO 26.07.12 1247 Yes 54 2 ALLO
15 HMM 13.05.09 46 M 19.1 32 M4 46XY NPM1 " AUT 12.01.12 974 Yes 60 ALLO
16 HMM 25.02.12 66 F 16.6 52 M4 46XX NPM1 M NO 12.11.13 536 Yes 38 ALLO
17 HMM 10.07.02 65 F 17.0 35 M2 4B6XX t RUNX1- No 09.01.13 183 No 5 QT-AZA
(8;21) RUNXT1
18 HMM 14.05.13 21 M 1.4 58 M2 46XY,t RUNX1- ALLO 26.12.13 226 No 2 AZA
(8;21) RUNXT1
19 HMM 08.11.13 46 F 14.4 59 M4 46XX NPM1 M ALLO 28.04.15 536 No 1 Qr
20 HMM 07.02.14 14 F 77.0 80 M2 46,XX, CBFb/MYH1 No 30.09.15 600 Yes 16 ALLO
inv16
21 HLF 16.06.04 52 M 4 83 Mo 46XY FLT3/NPMI1 ALLO 28.01.10 2052 No 0 QT-AZA
22 HLF 12.08.08 32 F 17 100 M1 46XX NPM1 MU ALLO 10.02.11 912 Yes 71 2N-3"b
ALLO
23 HLF 14.07.08 37 M 110 55 M4 46XY,in CBFb/MYH1 No 5.03.09 234 Yes 94 ALLO
vi6
24 HLF 27.06.09 64 F 14.3 NA M4 46, XX, CBFb/MYH1 AUT 17.06.11 720 Yes 67 Qr
invi6
25 HLF 11.04.11 60 M 110.9 NA M2 46XY CEBPA ALLO 27.05.13 777 No 16 RIC-ALLO
26 HLF 4.04.07 68 F 21.4 63 M4 46XX NPM{™T No 12.08.08 496 No 4 QT

PT: patient, HURS: University Hospital Reina Sofia (Cérdoba); HPTV: Policlinico di tor Vergata
(Roma); HMM: University Hospital Morales Meseguer (Murcia); HLF: University Hospital La Fe

(Valencia); M: Male; F: Female; NA: not available; *: Blasts in bone marrow; Mut: Mutated; CR:

Complete remission; AUT: Autologous; Allo: Allogeneic; RFS: Relapse free survival; OS: Overall

survival.




MAIN FIGURE LEGENDS:

Figure 1: Clonal behavior in a series of 26 relapsing favorable-risk AML patients. (A)
Mutation analyses in paired diagnosis (D) and relapse (R) samples in 26 patients. Each
column represents an individual patient. Colored bars indicate the presence of
mutation, blank bars represent wild type for the specific gene and beige bars represent
not available data. *VAF 0%; **VAF: 48.4%; #VAF 7.1%; ## VAF 44.8%. (B)
Immunophenotypic patterns in paired diagnosis (D)/ relapse (R) of 26 patients. Each
column represents an individual patient. Colored bars indicate strong, dim and negative
CD antigen detection for each marker. “Strong” means greater than 10*, “dim” means
between 10° and 10* and “negative” means lower than 10°. Blank bars represent non-
available data.

Figure 2.- Overall Survival. (A) OS for the whole series (N=26). (B) OS comparing
patients with NPM1 and clonal evolution (red), NPM1 without clonal evolution (green)
and CBF/CEBPA without clonal evolution (blue).
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FIGURE 2
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SUPPLEMENTARY METHODS

Bone marrow-derived genomic DNA was obtained from paired diagnosis-
relapse samples using QIAmp® DNA Mini Kit, (Qiagen, Valencia CA) following
manufacturer’s instructions. The quality and concentration of extracted DNA were
assessed by spectrophotometry by Nano-Drop_1000 (NanoDrop Technologies Inc,
Wilmington, DE).

NPM1™" was routinely detected at diagnosis and relapse by high-resolution-
melting curves or restriction fragment length polymorphisms (N=3), RUNX71-RUNX1T1
and CBFB-MYH11CBF by standardized RT-PCR and CEBPA by Next Generation
Sequencing. Relapses after allo-SCT were all from recipient origin as assessed by
routine chimerism analysis. FLT3-ITD and TKD mutations were screened at diagnosis
and relapse by Sanger Sequencing (N=3), NGS (N=6) or multiplex PCR and capillary

electrophoresis assay (N=17).

1. Next Generation Sequencing (NGS)

Specific primers flanking positions of interest were designed. PCR reaction was
done with 10 ng of DNA as follows: 94°C for 3 minutes, followed by 30 cycles of 94°C
for 30 seconds; 60°C for 10 seconds; 72°C for 30 seconds and a final elongation step
at 72°C for 30 seconds. PCR products were prepared for sequencing using the
NEXTflex™ Rapid DNA Sequencing Kit (Bio Scientific, Austin TX), following the
manufacturer’s instructions. Three independent PCR products of suspected cases and
control samples were used for sequencing. The resulting libraries were sequenced on
an lllumina Hi-Seq 1500 at 2 x 100. Primary analyses, including base calling, read
filtering and demultiplexing were performed according to the standard lllumina
processing pipeline (CASAVA 1.8.2). Sequence read pairs were mapped to the human
genome assembly GRh37/hg19 (build 37.2, February 2009) with BWA (Untergasser et

al, 2012). SAM tools were used to calculate read depth and nucleotide frequencies for



each position of the amplicons (Untergasser et al, 2012; Li H et al, 2009). Median

coverage was 1361 (range 367-4000).

2. DNA sequencing analysis by Sanger

To perform Sanger sequencing method, we used 20 ng of total genomic DNA to
perform PCR (AmpliTaqGold® with GeneAmp®. Applied Biosystems. Roche. New
Jersey. USA). PCR products were visualized under UV light lamp to confirm the
presence of the correct size of fragments. Then, amplicons were purified using
QIAquick® PCR Purification/ Gel Extraction KIT (QIAGEN Valencia CA. USA) and DNA
sequencing analysis was executed bidirectional by an internal sequencing primer
(BigDye® terminator v3.1 Cycle Sequencing kit, Applied Biosystems Inc., Foster City,
CA). Sequencing PCR protocol consisted of an initial cycle at 96°C for 1 minute
followed by 40 cycles at 96°C for 10 seconds, 50°C for 5 minutes and 60°C for 4
seconds. Then, products were purified using Centri-SEP Spin Columns, Princeton
Separation KIT (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA). Sequencing data were
analyzed by Seq Scanner ® V1.0 software (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA).

To analyze specified mutations in KRAS, NRAS, TP53, DNMT3A, IDH1 and
IDH2 genes, we designed a pair of normal desalted primer sequences per gene using
Internet-based software Primer3web version.4.0.0. (Li H et al, 2009) Then, we
completed Basic Local Alignment Search Tool
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/rsg/) to address the optimal alignment of

sequences. All primers sequences are described in the table below.

3. SNP and deletion analysis by pyrosequencing and homology modeling of
DNMT3A new mutations.

To demonstrate the leukemic specificity of two new mutations found in DNMT3A
gene, we analyzed by pyrosequencing normal BM cells from healthy donors and

samples at complete remission from carrier patients. Primers for pyrosequencing



based allele quantification analysis were designed using the PyroMark Assay Design
Software 2.0.1.15 (Qiagen), with the forward being 5’ biotinylated. A 178 base pairs
(bp) region was amplified on human genomic DNA. PCR reaction was performed in 30
uL of 0.05 ymol/L specific primers, 0.2 mmol/L dNTPs, 50 ng genomic DNA, 1.5
mmol/L magnesium chloride, 1x PCR buffer, 0.2 U of Immolase DNA polymerase
(Bioline) for 45 cycles with annealing temperature of 56°C. PCR products were verified
by electrophoresis on a 2% w/v agarose gel. Pyrosequencing was completed using a
PyroMark Q24 pyrosequencer (Qiagen, Valencia CA) with 10 to 15 ul of PCR product
according to the manufacturer’s instructions. The allele and deletion frequencies in the

target region were analyzed by PyroMark Q24 software version 2.0.6.

4. Homology modeling

A three-dimensional model of mutated DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3A
was calculated using Swiss-Model, a semi-automated modeling server, and analysed
with the Swiss-Pdb Viewer. The amino acid sequence of the mutated protein was
compared with the sequences of the protein structures deposited in the Protein Data
Bank. After analyzing structures of proteins that had the highest structural quality and
significant sequence similarity with the mutated protein, we chose 3a1b.1.A and
4u7p.1.A as templates. The templates were superimposed and aligned structurally.
The quality of the resulting models was verified manually with Swiss-Pdb Viewer. The

figures were rendered with POV-Ray.

5. Phenotypic analysis by Multiparameter Flow cytometry

Immunophenotype analysis of leukemic cells was performed on erythrocyte-
lysed bone marrow samples obtained at diagnosis and relapse by multiparametric flow
cytometry (MFC)®. At least 1 x 10° cells were stained with fluorescein isothiocyanate
(FITC), phycoerythrin (PE), peridin-chlorophyll-protein (PerCP) or allophcocyanin
(APC) conjugated Monoclonal-Antibodies combinations which included: anti-CD65
(clone 88H7), anti-CD15 (clone HI9), anti-HLADR (clone L243), anti-CD7 (clone 4H9),
anti-CD2 (clone S5.2), anti-CD14 (clone M®P9), anti-CD19 (clone J3-119), anti-CD117
(clone 104D2), anti-CD56, anti-CD13 (clone L138), anti-CD11b (clone ICRF44), anti-
CD38 (clone HB-7), anti-CD34 (clone 8G12) and anti-CD33 (cloneWM53), mostly from
Becton-Dickinson).

At least 30.000 leukemic events were acquired mostly in FACSCalibur or
FACSCanto Il dual-triple laser flow cytometers and list modes files were analyzed with
CELLQUEST™, FACSDIVA™ or PAINT-A-GATE Software. (BD, Biosciences). Antigen

expression was categorized considering mean value at Log-scale as “strong” (greater



than 10%), “dim” (between 10% and 10%) and “negative” (lower than 103, as matched
isotype controls). Multidimensional analyses of immunophenotypes obtained at
diagnosis and relapse were performed using the File merge and Automatic Population

Separator (APS) functions of the Infinicyt software (Cytognos SL, Salamanca, Spain).

6. Statistical analysis

The Fisher exact test or chi-square test (with Yates’s correction for continuity
when needed) was used to compare categorical data and quantitative data was
compared with the Mann-Whitney U test. Overall survival (OS) from leukemia relapse
was calculated using the Kaplan-Meier method including the 95% confidence interval
(95% CI). Clinical status was updated in February 2017. The two-sided log-rank test
was used for univariate comparisons. Multivariate analysis was performed by Cox
regression forward stepwise method. Calculations were performed using IBM SPSS
statistical for Windows version 17.0. (IBM Corp., Armonk, NY, USA).

7.- Primer sequences



GENE PRIMER NAME SEQUENCE 5°- 3°
Sequence CGGTGTTTTTGCGTTCTCTA
NRAS _exon1 amplification
forward (FW)
Sequence TTGCATAACTGAATGTATACCCAAA
NRAS_exon1 amplification
reverse (RV)
Internal GATGTGGCTCGCCAATTAAC
NRAS_exon1 .
— sequencing FW
Internal TGGGTAAAGATGATCCGACA
NRAS_exon1 .
— sequencing RV
NRAS exon? S.e.que.nce CAATGTCAAACAACCTAAAACCA
- amplification FW
NRAS exon2 Sgguepce GGCAGAAATGGGCTTGAATA
- amplification RV
NRAS exon? Interpal TTGCATTCCCTGTGGTTTTT
— sequencing FW
Internal TGGTAACCTCATTTCCCCATA
NRAS_exon2 .
— sequencing RV
KRAS exont S(.a.que.nce CTTAAGCGTCGATGGAGGAG
- amplification FW
KRAS exon1 Sgguepce CCCTGACATACTCCCAAGGA
- amplification RV
Internal AAAAGGTACTGGTGGAGTATTTGA
KRAS_exon1 .
— sequencing FW
Internal AGAATGGTCCTGCACCAGTAA
KRAS_exon1 .
— sequencing RV
Sequence ATCCTAATGGGTATGTGGTAGCAT
KRAS_exon2 L
- amplification FW
Sequence AAGAGTACAGAAGGCTGTGGAGTC
KRAS_exon2 e
- amplification RV
KRAS exon?2 Interpal GGTGCTTAGTGGCCATTTGT
— sequencing FW
Internal TGCATGGCATTAGCAAAGAC
KRAS_exon2 .
— sequencing RV
TP53 exond 5 S(.a.que.nce AAAAAGAAAAGCTCCTGAGGTGAG
- —" | amplification FW
TP53 exond 5 Sgguepce CCCATTTACTTTGCACATCTCA
- — | amplification RV
TP53 exond 5 Interr\al GGAGGTGCTTACGCATGTTT
— — | sequencing FW
TP53 exond 5 Interpal GGGAGGTCAAATAAGCAGCA
— —| sequencing RV
Sequence TGTGCAAAGTAAATGGGTTTAACTA
TP53_exon6 e
- amplification FW
Sequence AAGAAAACTGAGTGGGAGCAGTAAG
TP53_exon6 L
- amplification RV
Internal AAAAAAGGCCTCCCCTGCTTGCCAC
TP53_exon6 .
— sequencing FW
Internal GATGTGATGAGAGGTGGATGGGTA
TP53_exon6 .
— sequencing RV
TP53 exon7 8 S(.a.que.nce ACTCAGTTTTCTTTTCTCTGGCTTT
- — | amplification FW
Sequence CAAATGCCCCAATTGCAGGTAAAACA
TP53_exon7_8 e
- — | amplification RV
Internal CTTAGGCTCCAGAAAGGACAAG
TP53_exon7_8 .
— — | sequencing FW
Internal CAAATGCCCCAATTGCAGGTAAAACA
TP53_exon7_8 .
— — | sequencing RV
Sequence TTTATAAAGGACAGAAGATTCGGCAGAA
DNMT3A L
amplification FW
DNMT3A Sgguepce CCTTACACACACGCAAAATACTCCTT
amplification RV
DNMT3A Internal TTTATAAAGGACAGAAGATTCGGCAGAA

sequencing FW




Internal

CCTTACACACACGCAAAATACTCCTT

DNMT3A .
sequencing RV
IDH 1 M13_Sequence | TGTAAAACGACGGCCAGTTGAGAAGAGGGTTGAGGAGTT
amplification FW
IDH 1 M13_Sequence CAGGAAACAGCTATGACCAACATGCAAAATCACATTATTGC(
- amplification RV
M13_Internal TGTAAAACGACGGCCAGT
IDH_1 —
— sequencing FW
M13_Internal CAGGAAACAGCTATGACC
IDH_1 —
— sequencing RV
IDH 2 M13_Sequence | TGTAAAACGACGGCCAGTGGGTTCAAATTCTGGTTGAA
— amplification FW
IDH 2 M13_Sequence CAGGAAACAGCTATGACCTAGGCGAGGAGCTCCAGT
— amplification RV
M13_Internal TGTAAAACGACGGCCAGT
IDH_2 — .
— sequencing FW
IDH 2 M13_Internal CAGGAAACAGCTATGACC

sequencing RV




SUPPLEMENTAY FIGURES

Supplementary Figure 1. Analysis of sequence variations in DNMT3a exon22
from patients 7 and 10 by pyrosequencing and Sanger sequencing. (A) Map of
DNMT3a exon 22 showing the analyzed region (black arrows) for the substitution
€.2626 G>T and the deletion c. 2705_2706delTC, respectively. (B) Left: Determination
of allele frequency of single nucleotide polymorphism ¢.2626 G>T by pyrosequencing.
Right: Determination of C.2626 G>T mutation by Sanger: the mutation is only found in
the relapse sample. (C) Left: Deletion ¢.2705 2706delTC percentage analysis by
pyrosequencing. Right: Determination of ¢.2705_2706delTC by Sanger: the mutation is
found in the diagnosis and relapse samples. A healthy donor was included in the
experiment.
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Supplementary figure 2. Three-dimensional models for DNMT3A mutants. The
amino acid sequence of the mutated DNMT3A was compared with the wild type
sequences from Protein Data Bank. (A) Deletion of two nucleobases in DNA introduced
small changes in amino acid sequence (left) although far from active side (center). (B)
Changes in one nucleobase produce an amino acid substitution and non-sequence
alteration were found in 3D superposition.

A

P-7, mutDNMT3A
-

Supplementary Figure 3. Representative case (Patient 10) of multidimensional
analyses of complete immunophenotype profile using Automatic Population Separator
(APS) function of Infinicyt software. Pink population corresponds to diagnosis and blue
population corresponds to the relapse.



Supplementary Figure 4. Overall Survival. (A) patients with (red) or without (blue)
phenotypic changes and (B) patients with (red) or without (blue) phenotypic and/or

genetic changes.
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SUPPLEMENTARY TABLES.

Supplementary Table 1.

Clinical and biological data comparing genetic patterns at relapse

No clonal evolution Clonal evolution P Value
N (%) N (%)

Number of patients 20 6
Gender (Male ) 11 (55) 2 (33,3) NS
Median (range) WBC x10°%/I 17 (1.49-149) 16.6 (4-145) NS
Median (range) marrow blasts 63 (32-100) 71 (52-92) NS
Cytogenetic / molecular group

-NK-NPM1mut 10 (50) 6 (100) NS

-1(8;21) 4 (20) 0

-inv(16) 4 (20) 0

-NK-CEBPADbi 2 (10) 0
SCT before relapse

-Allogeneic 6 (30) 4 (66,7) NS

-Autologous 7 (35) 0
Phenotypic changes 8 (40) 4 (66.7) NS
Median months until relapse 18.5 (6-252) 12 (6-67) NS
Allo-SCT after relapse 11 (55) 1(16.7) NS
OS Probability 48.5+11.5% 16.7£17.9% .003

WBC: White BLood cell; NK: normal karyotype; SCT: Stem cell transplantation;

OS: Overall Survival

Supplementary Table2.

Multivariate Cox regression analysis of variable influencing Overall Survival alter

leukemia relapse

Variable Overall survival
(categories and codes)
Beta P
coefficient Hazard ratio (95% CI) value
(SE)
Allo-SCT as treatment for relapse -0.28 0.06 (0.01 - 0.30) 0.001
(Yes,No) (.80)
Clonal evolution (Yes, No) 1.60 4.99 (1.43 - 17.43) 0.01
(.64)
Age at relapse, yr (Continuous) - - 0.907
Relapse Free Survival (Continuous) - - 0.339
Previous Allo-SCT at first CR - - 0.236
(Yes,No)
Phenotypic shifts (Yes,No) - - 0.242
Genetic subgroup (NPM 1™, - - 0.483

CBF/CEBPA)




Supplementary Table3.

Karyotype at diagnosis and relapse

Patient | Karyotype at diagnosis Karyotype at relapse

1 46XY 46XY

2 46XX NA

3 46XX 46XX

4 46XX 46XX

5 46XY, 1(8;21) 46XY, 1(8;21)
6 46XY,t(8;21) NA

7 46XX 46XX

8 46XY NA

9 46XY NA

10 46XX 46XX

11 46XY NA

12 46XY,inv16 46XY,inv16
13 46XY 46XY

14 46XX 46XX

15 46XY 46XY

16 46XX 46XX

17 46XX,t(8;21) NA

18 46XY,t(8;21) NA

19 46XX NA

20 46,XX, inv16 46,XX, inv16
21 46XY 46XY

22 46XX 46XX

23 46XY,inv16 46XY,inv16
24 46XX,inv16 46XX,inv16
25 46XY 46XY

26 46XX 46XX

NA: Not available.




