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Analisi de la trisomia 8 en les sindromes mielodisplasiques

1. HEMATOPOESI

L’hematopoesi és el mecanisme fisioldgic responsable de la formacié de més
de 100 bilions de cél-lules sanguinies madures cada dia mitjangant la
diferenciacié i proliferacié de cél-lules mare hematopoétiques. Inicialment,
aquest procés es dona en la placenta materna, en el fetge i en la melsa en
'embrid, perd en l'adult esta confinat en el microambient medul-lar a I'interior
dels ossos. El microambient esta format per cel-lules de I'estroma medul-lar
que segreguen citocines i proteines moduladores de la matriu cel-lular i
cél-lules mesenquimals que generen os, grassa i cartilag. Les cél-lules
estromals presenten factors de creixement juntament amb molécules d’adhesid
i d’'assentament en la seva membrana cel-lular, produint-se interaccions
cél-lula-cél-lula amb les cél-lules hematopoéetiques. Aquestes interaccions sén
essencials per la nidificacié i proliferacid dels diferents subtipus cel-lulars en

zones especifiques de I'estroma medul-lar'.
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Figura 1. Esquema de la hematopoesi humana (Modificat de Woessner i Florensa. 2008).



Introduccié

Les cél-lules medul-lars més indiferenciades son les cél-lules mare totipotents
(amb capacitat de proliferacio, diferenciacio i autorenovacio), que en la seva
diferenciacid donen lloc a dues grans unitats formadores de colonies (CFU)
hematopoétiques, la limfoide (CFU-L) i la mieloide (CFU-M)'. En els adults, la
majoria de cel-lules mare es troben en fase quiescent, estat que els hi confereix
proteccio als agents genotoxics i una llarga supervivencia. Tant I'estat de
quiescencia, com el procés d’auto-renovacié i diferenciacié d’aquestes cel-lules
estan regulats per estimuls externs i per xarxes intracel-lulars reguladores de la

transcripcio®*®

. Nosaltres ens centrarem en la mielopoesi o formacié de
cél-lules diferenciades mieloides (cél-lules dendritiques mieloides, mondcits,

neutrofils, basofils, eosinofils, hematies i plaquetes) a partir CFU-M.

1.1 MIELOPOESI

Les CFU-M o progenitors mieloides mantenen I'habilitat d’autorenovar-se pero
la capacitat de diferenciar-se és unicament cap a la linia mieloide. Aixd es deu
a I'adquisicio de receptors d’alguns factors de creixement especifics i la perdua
d’'altres. Els factors de creixement que semblen ser importants en la
supervivéncia i expansié de les cel-lules progenitores in vitro sén el factor de
creixement de cél-lules mastocitiques (kit-lligand), varies interleucines (IL),
factor estimulant de colonies (FEC), factor inhibidor de leucémia (LIF),
eritropoetina (EPO), trombopoetina (TPO) i FLT3-lligand, entre altres™”.
Aquests factors actuen de forma sinergica entre si, generant una elevada
activitat mitotica. Per altra banda, la diferenciacié cel-lular també esta regulada
per xarxes de transduccié de senyals intracel-lulars®’. En la figura 2 podem
veure els principals factors de transcripcio (GATA-1, GATA-2, PU.1, entre
altres) que regulen la diferenciacido mieloide i a quin nivell de la diferenciacio

actuen®.
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Figura 2. Esquema dels factors de transcripcié especifics per a la diferenciacié mieloide
(Modificat de Orkin i cols. 2008).

Les cél-lules progenitores mieloides no posseeixen trets que permetin
diferenciar-les morfoldbgicament, perd si que presenten un conjunt d’antigens
de membrana caracteristics que sén el CD34, HLA-DR, juntament amb CD38 i
CD33. Posteriorment es produeix la diferenciacié cap a precursors mieloides.
La majoria de cél-lules de la medul-la 6ssia son cél-lules precursores, i al
voltant del 90% so6n precursors mieloides, els quals ja presenten trets
morfologics especifics que ajuden a la seva identificacio i classificaci6é. En
aquest estadi també es donen gran quantitat de mitosis amb una gran
amplificacio de la poblacié cel-lular. La diferenciacio dels precursors mieloides
va associada a la pérdua de CD34 i a I'expressio d’antigens especifics de serie

i d’estadis més madurs’.



Introduccié

Granulopoesi

La série granulopoética representa entre un 60-65% de les cel-lules de la
medul-la 0ssia. La granulopoesi engloba la maduracio dels neutrofils, eosinofils
i basofils a partir dels seus precursors. El mieloblast, al llarg de I'evolucié cap a
neutrofil madur presenta una série de canvis morfologics: reduccié de la relacio
nucli-citoplasma, maduracié de la cromatina amb peéerdua dels nucléols,
reduccio progressiva de la basofilia citoplasmatica, aparicié de la granulacio
primaria o atzurdfila i, per ultim, aparici6 de la granulaci6 secundaria o
especifica (neutrofila, eosinodfila o basofila). Aixi doncs, el mieloblast és la
primera cél-lula mieloide morfoldogicament identificable. Del mieloblast en deriva
el promieldcit, la cél-lula més gran en el procés evolutiu, la qual és basofila amb
arcoplasma perinuclear i nucli de cromatina laxa i nucléol. En aquest estadi
apareix la granulacié primaria on es localitza la mieloperoxidasa. Seguidament
es forma el mieldcit, I'ultima cél-lula amb capacitat de divisié. Aquest esta
desproveit de nucléol, ha perdut la basofilia i té ja granulacié especifica. La
maduracié progressa cap a metamielocit on el nucli presenta forma reniforme.
Aquest ultim, va estretint-se cada vegada més fins a I'estadi de banda o caiat i,
finalment, es produeix la segmentacid nuclear, donant lloc als neutrofils
segmentats o polimorfonuclears’?.

La maduracio dels eosindfils i els basofils segueix els mateixos passos de la
maduracio dels neutrofils fins a I'aparicié dels granuls especifics.

“~
2)
X
Q
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&

Figura 3. Esquema de la maduracié granulopoética normal
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La série granulopoetica neutrofila presenta una expressio intermédia del
marcador CD45, que ens permet distingir-la de la linia monocitica i limfoide. El
precursor mieloide més immadur, el mieloblast, és indistingible fenotipicament
del precursor monocitic més immadur. Perd presenta un patré fenotipic de
maduracié diferenciat al de la série monocitica. Aixi doncs, els marcadors
d'immaduresa inicials CD34 i HLA-DR desapareixen, i en I'estadi de promielocit
ja no s’expressen. EI CD117 es manté en l'estadi de promieldcit deixant
d’expressar-se en estadis posteriors. Aquest és l'estadi a partir del qual
s’expressa CD15. El mielocit adquireix I'expressio de CD11b i posteriorment
expressa CD16. Aquests marcadors incrementen d’intensitat amb la maduracio.
Els marcadors CD33 i MPO s’expressen des dels progenitors i es mantenen
amb la maduracié cel-lular. L'expressi6 de CD13 és variable durant la
maduracid; s'observa alta intensitat d’expressio en mieloblasts i promieldcits,
disminueix en els mielocits i augmenta de nou fins a estar molt intensament
expressat en el neutrofii madur®. Els neutrofils polisegmentats presenten
CD10°.

Myelo/monoblast  Promyelocyte Myelocyte Metamyelocyte  Neutrophil

CD34 Band cell
CD117 CD117
HLA-DR
CD13™ CD13™ CD13™ CD13 CD13™
CD33"™ CD33™" CD33* CD33™ CD33
CD15 CD15 CD15 CD15
CD11b CD11b CD11p™
CD16 CD16™

Figura 4. Esquema de la variacio del patré d’expressié immunofenotipic en el desenvolupament
granulopoétic normal (Modificat de Van Lochem i cols. 2004).



Introduccié

Monopoesi

El monocit forma part del sistema mononuclear fagocitic. La cél-lula més
immadura és el monoblast, dificiiment identificable morfoldogicament. Aquest
doéna pas al promonocit, una cél-lula de gran mida amb nucli de contorn
irregular amb cromatina laxa i amb un o diversos nucléols, i posteriorment, a
monocit que son les cél-lules de més gran mida de la sang periferica. En
aquest estadi el nucli és voluminés i molt irregular, la cromatina és
lleugerament condensada, d’aspecte com pentinat i sense nucléols. Aquest
ultim passa a la sang periférica i finalment es dirigeix als teixits on nia en forma
d’histiocit o de macrofag (si conté material fagocitat). Per tant, els estadis més
madurs d’aquesta linia, presenten una morfologia i funcio diferent depenent del
teixit on s’ubiquen. Configuren les cél-lules dendritiques en quasi tots els teixits,
les cel-lules de Kupffer en el fetge, els macrofags dels alvéols pulmonars, els

macrofags de les seroses, els osteoclasts de la medul-la ossia i la microglia en
|1,5

el sistema nervids centra

Figura 5. Esquema de la maduraci6 de la série monocitica normal

Pel que fa als marcadors fenotipics dels mondcits, cal destacar que expressen
els marcadors mieloides MPO, CD13 i intensament el CD33. L’antigen HLA-DR
es presenta als estats molt inicials del progenitor comu granulo-
monoeritromegacariocitic, pero només es manté en la maduracio de la série
monocitica-macrofagica. Els antigens més sostinguts i que es presenten des
d’estadis més immadurs sén el CD11b, CD11c, CD4, CD64 i la lisozima. El

promonocit expressa de forma intensa CD33 amb pérdua de CD34 i CD117. En
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aquest estadi i en el de mondcit s’expressa debilment CD15. En les fases més
madures s’adquireix CD14 i, finalment, CD16 en el monocit més madur'®,

I Il 1] v
Myelo/monoblast Pro-monocyte Monocyte Macrophage
CD34
CD117
HLA-DR HLA-DR HLA-DR HLA-DR
CD13 CD13™ CD13™ CD13
CD33 CD33™ CD33™ CD33
CD11b CD11b CD11b
CD15™ CD15™
CD14 CD14

Figura 6. Patr6 d’expressido immunofenotipic del desenvolupament de la série monocitica

normal (Modificat de Van Lochem i cols. 2004).

Eritropoesi

En condicions normals els precursors eritroides representen entre un 30% i un
35% dels elements nucleats de la medul-la ossia. La serie eritroide al llarg de la
seva maduracié va perdent grandaria i basofilia, i degut a la condensacié de la
cromatina disminueix la relacié nucli-citoplasma fins a I'extrusio del nucli. El
procés s’inicia a partir de la maduracié del progenitor eritroide cap a
proeritroblast, el precursor més immadur, passant pels estadis d’eritroblast
basofil, eritroblast policromatofil, eritroblast ortocromatic, reticulocit (després
d’expulsar el nucli), i culmina en hematia o eritrocit. La vida mitjana d’un eritrocit

és d’uns 120 dies en els humans'®.

Figura 7. Esquema de la maduraci6 eritroide normal



Introduccié

Pel que fa al fenotip, la série eritroide es caracteritza per perdre gradualment
Iexpressio de CD45'. Aquest només s’expressa en el eritroblast més immadur
el qual es reconeix per expressar també CD117, CD36 i CD71 (receptor de la
transferrina). EI CD36 i CD71 deixen d'expressar-se en el moment en que
s’expulsa el nucli. La série eritroide presenta des dels seus progenitors més
immadurs glucoforina C, considerant-se un marcador de linia. L'expressié de
glucoforina A (CD235a) s’adquireix en la fase d’eritroblast i es manté intensa

fins a 'hematia®.

Pro-erythroblast Erythroblast Erythrocyte
CD117
CD45™
CD71 CD71
CD36 CD36
CD235a CD235a

Figura 8. Esquema de la variacié del patré d’expressié immunofenotipic en desenvolupament

de la série eritroblastica normal (Modificat de Van Lochem i cols. 2004).

Megacariopoesi

La diferenciacio megacariocitica es diferéncia de la resta de les linies mieloides
en qué les diferents divisions nuclears de [Ievoluci6 madurativa no
s’acompanyen de divisions citoplasmatiques. Aquest procés s’anomena
poliploiditzacié. La ceél-lula precursora més immadura és el promegacarioblast,
I'dnic estadi evolutiu en que la serie megacariopoética pot realitzar una mitosi
completa. Seguidament ve el megacarioblast, la primera cél-lula identificable
morfologicament. Aquest és de mida petita, amb nucli unic o bilobulat de
cromatina laxa amb un o diversos nucleols, citoplasma basofil i escas, sense
granulacié i amb mamellons citoplasmatics. L'estadi seglent és el de
promegacariocit, element amb nucli polilobulat, cromatina condensada sense
nucléols, i amb citoplasma basofil. A partir del promegacariocit s’inicia la

granulogénesi. Per ultim, el megacariocit madur és la cél-lula més gran de la
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linia i és I'estadi formador de plaquetes. Un 65% dels megacariocits tenen una
ploidia 8N, tot i que és variable. El seu citoplasma ha perdut tota la basofilia i
esta carregat de granuls atzurofils que s’agruparan en 10-12 unitats en la
periféria cel-lular mitjangant les membranes de demarcacio. En les darreres
etapes de la maduracié es desprenen fragments citoplasmatics plens de
granuls anomenats proplaquetes. Finalment, els granuls delimitats per les
membranes de demarcacid es despendran donant lloc a les plaquetes o
trombocits".

Els progenitors megacariocitics comparteixen els marcadors fenotipics
mieloides CD33 i CD13, junt amb els marcadors de linia CD61 i C41 que
mantenen durant tota la maduracié. A partir del promegacarioblast adquireix el
marcador CD42 que també mantenen en la seva maduracio. Sent, tots tres,

marcadors de linia®®.

Figura 9. Esquema de la maduracié de la série megacariocitica normal

2. NEOPLASIES MIELOIDES

Les neoplasies mieloides sén expansions clonals de cél-lules d’'una o més
linies mieloides que, segons [I'Organitzaci6 Mundial de la Salut (OMS),
engloben les linies granulocitica (neutrofils, eosindfils i basofils),
monocitica/macrofagica, eritroide, megacariocitica i mastocitica’’. Les
neoplasies mieloides es donen quan precursors mieloides proliferen en exceés.

Si aquests precursors no maduren, donen lloc a leucémies mieloides agudes.
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Si els precursors mieloides maduren, i ho fan de manera efectiva, es
produeixen les neoplasies mieloproliferatives (NMP) i si en canvi, maduren
ineficagment, donen lloc a les sindromes mielodisplasiques (SMD)'. Tanmateix,
algunes de les neoplasies mieloides presenten caracteristiques de les
neoplasies mieloproliferatives juntament amb altres propies de les sindromes
mielodisplasiques, classificant-se en un grup diferenciat en la classificacié de I
OMS.

Classificacio6 de les neoplasies mieloides segons ’'OMS'%:
- Neoplasies mieloproliferatives
- Neoplasies mieloides/limfoides amb eosinofilia i alteracions de
PDGFRA, PDGFRB i FGFR1
- Neoplasies mielodisplasiques/ mieloproliferatives
- Sindromes mielodisplasiques

- Leucémies agudes mieloides

2.1 SINDROMES MIELODISPLASIQUES

Les sindromes mielodisplasiques son un grup de neoplasies clonals de la
cél-lula mare hematopoeética que es caracteritzen per una mielopoesi ineficac,
presentant displasia en una o més de les linies mieloides, una medul-la ossia
(MO) normo o hipercel-lular, una elevada apoptosi intramedul-lar, que és la
responsable principal de I'aparicio de citopénies progressives a sang periferica
(SP)12’13.

Aquestes neoplasies tenen un curs clinic variable i un risc incrementat de

transformacio a leucémia aguda mieloide (LAM)'?,

2.1.1 Epidemiologia

Les SMD soén les neoplasies mieloides més frequents en pacients d’edat
avangada, amb una edat mitjana de presentacido de 70 anys, sent neoplasies
rares en gent jove'. La seva incidéncia s’ha estimat entre 3 i 4 casos per cada
100000 habitats a Europa''® i als Estats Units d’América’’. De la mateixa
manera, un estudi, recentment realitzat a la provincia de Girona, ha observat

una incidéncia similar a altres territoris europeus (3,3/100000 habitants)'®.
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Aquesta incidéncia s’incrementa considerablement amb I'edat, observant-se
meés de 75 casos per cada 100000 persones en la poblacié de més 65 anys19.
La incidencia d’aquestes malalties també varia segons el sexe amb una

predominanga dues vegades superior en homes que en dones'’.

2.1.2 Etiologia i patogeénia
Nomeés el 20% dels casos de SMD s6n secundaris a tractament citotoxic previ.
El 80% restant sén esporadiques o no es coneix especificament I'agent

etiologic causant'?

. Tot i aixi, les exposicions a benzé o altres dissolvents,
radiacions ionitzants, tints pel cabell, agents quimics utilitzats en I'agricultura
com ara fertilitzants, herbicides i pesticides, i els habits toxics com el
tabaquisme, s’han descrit com a factors que predisposen al desenvolupament
d’'una SMD?. Per altra banda, altres factors de risc a tenir en compte sén els
antecedents familiars de neoplasies hematologiques®’, i algunes malalties
hereditaries com ara la sindrome de Down, la disqueratosi congeénita, la
sindrome de Shwachmann-Diamond, la sindrome de Diamond-Blackfan i

I'anémia de Fanconi entre altres'??'

. El risc de desenvolupar una SMD o una
LAM en un pacient amb una d’aquestes malalties va del 2 al 40% al llarg de la
vida®.

Es considera que el desenvolupament d'una SMD és un procés esglaonat, on
diverses alteracions oncogéniques progressives produeixen una proliferacio
cel-lular augmentada amb una maduracié conservada pero ineficient i una
apoptosi intramedul-lar excessiva®®, on el micro-ambient juga un rol
important®*2°.

Aixi doncs, les troballes que s’han relacionat amb la patogénia d’aquestes

neoplasies sén les seguents: alteracions en els mecanismes d’apoptosi
13,27-29

cel-lular , anomalies cromosomiques especifiques recurrents®®®' la
preséncia de disomies uniparentals®®*®, alteracions en la biosintesi
ribosomal®**, mutacions en gens implicats en la proliferacié cel-lular®®®,

mutacions en gens que produeixen alteracions epigenétiques com

38,39

modificacions en la metilacié de regions promotores de gens i variacions en

40,41

histones***!, canvis en microRNAs*?, disfuncions telomériques*®, alteracions o

mutacions de gens que controlen el splicing cel-lular***?, la desregulacié de la

immunitat i la inflamacio*®°.
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Algunes d’aquestes alteracions poden presentar-se en persones sanes, sent
insuficients per desenvolupar la malaltia. En un treball recent, Steeman et al.
proposen el nom de CHIP (Clonal Hematopoiesis of Indeterminate Potential o
hematopoesi clonal de potencial indeterminat) per definir aquests casos, i
expliguen que aquestes mutacions poden no tenir consequéncies per a
'hnematopoesi normal, perd, en canvi, poden conferir avantatge en la
supervivéncia de la clona. Posteriorment, amb [I'adquisici6 de noves
alteracions, es pot produir I'expansio de la clona i el fenotip patoldgic que
condueix a la SMD i, en alguns casos, I'evolucié a LAM®'.

CHIP MDS AML

Background mutations
unrelated to hematopoietic expansio

Early mutations that initiate
clonal expansion

Vs »
? o e.g. TET2, DNMT3A, GNAS,
f ') ASXL1, JAK2, SF3B1, PPM1D
Clonal @D /
Size J »/9 i N
d ¢
3 Cooperating mutations
: \ _that contribute to disease features_
® o

e.g. RUNX1, IDH1, IDH2,
U2AF1, KRAS, NRAS, STAG2,
CEBPA, NPM1, FLT3

A 4

Time
Figura 10. Esquema de l'evoluci6 clonal des de I' hematopoesi normal a sindrome mielodisplasica o

leucémia aguda mieloide. (Steensma i cols. 2015)

2.1.3 Diagnostic

Les SMD sén un grup de neoplasies mieloides que es caracteritzen per un moll
d’os normo o hipercel-lular, una o diverses citopénies a SP i displasia en com a
minim una de les linies mieloides: eritropoética, granulopoética i
megacariocitica. Aquesta definicio es van establir inicialment pel French-
American-British Leukaemia Co-operative Group (FAB) amb posteriors
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modificacions per part de 'OMS'#*2. En I'any 2007 Valent et al. van publicar
una proposta consensuada per part d’'un grup d’experts dels criteris minims per
al diagnostic de les SMD. Aquesta proposta es basava en 2 prerequisits: la
preséncia de com a minim una citopénia marcada (hemoglobina <11g/dL, un
recompte de neutrofils absoluts de <1.5x10%L i una xifra de plaquetes
<100x10%L) durant 6 mesos o més, i I'exclusié de causes secundaries de
displasia o citopénies, aixi com d’algunes malalties que poden tenir troballes
comunes (Taula 1). A més a més, com a minim, un dels seguents criteris
decisius havien de complir-se: displasia en més del 10% dels elements d’'una o
diverses de les séries mieloides, la presencia d’alteracions citogenétiques
recurrents i la preséncia d’entre un 5 i un 19% de ceél-lules blastiques. En
absencia de criteris decisius, la demostracio de clonalitat o bé la disminucio de
la formacié de colonies en cultius cel-lulars es consideraven altament

suggestives de SMD*.

TAULA 1. DIAGNOSTIC DIFERENCIAL DE LES SMD""***

Déficit de ferro, coure i/o factors de maduracio (Vitamina B12 i acid folic)

Alcoholisme

Cirrosi hepatica

Insuficiéncia renal

Anemia de processos cronics

Citopénies autoimmunes

Infeccions: virus (VIH, VHC,VHB, parvovirus B19, CMV) i paludisme

Exposicio a toxics (benzol, plom, arsénic, pesticides, productes quimics, etc.)

Tractament amb quimioterapia o radioterapia

Administracio d’eritropoetina, factor de creixement granulopoétic o analegs de la

trombopoetina

Farmacs (cotrimoxazol, immunosupressors, etc.)

Trastorns hematologics congénits

Anemia aplasica

HPN

SMD: Sindromes mielodisplasiques; VIH: virus immunodeficiéncia humana; VHC: virus hepatitis C; VHB:
virus hepatitis B; CMV: citomegalovirus; HPN: hemoglobindria paroxistica nocturna
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L'OMS, lany 2008, va establir els criteris que regeixen actualment pel
diagnostic de les SMD. Aquests es basen en descartar, inicialment, causes
secundaries de citopenies i mielodisplasia i, posteriorment, en la troballa de
displasia en com a minim el 10% de les cel-lules d’'una o més de les linies
mieloides del moll de l'os i/o increment del recompte de blasts (>1% a SP i >5%
a MO). En la taula 2 es citen les alteracions morfologiques considerades
constitutives de displasia. La mielodisplasia es pot acompanyar per un
increment en el nombre de mieloblasts fins a un maxim de 19% (a diferéncia de

la FAB, un recompte de 220% mieloblasts es considera LAM)'?.

TAULA 2. ALTERACIONS MORFOLOGIQUES QUE ES CONSIDEREN
CONSTITUTIVES DE DISPLASIA™>%

Diseritropoesi

Disgranulopoesi

Dismegacariocitopoesi

- Ponts internuclears

- Irregularitats nuclears

- Cariorrexi

- Multinuclearitat

- Canvis megaloblastics

- Mitosis andmales

- Cossos de Hoéwell-Jolly

- Puntejat basofil

- Distribucié anomala de Hb

- Sideroblasts en anell
(en la tincio de Perls)

- Vacuolitzacio

- PAS positivitat

- Macrocitosi o gigantisme
- Hipersegmentacio nuclear

- Hiposegmentacio nuclear

(pseudo Pelger-Hiiet)

- Nucli en anell
- Nucli en mirall

- Hipercondensacio

cromatinica (clumping)

- Apéndix nuclears
- Butxaques nuclears

- Granulacio gegant

(pseudo-Chediak-Higashi)

- Hipo/agranularitat
- Bastons d’Auer
- Cossos de Dohle

- Hiposegmentacio +

hipogranulacio

- Nuclis dispersos
- Elements bilobulats

- Elements monolobulats

. Micromegacariocits

Hb: hemoglobina; PAS: acid periodic de Schiff

Si els criteris morfologics son poc concloents, es pot realitzar el diagnostic de
SMD amb la troballa d’alguna de les alteracions citogenétiques recurrents que
es mostren en la taula 3. Excepte, la trisomia 8, la del(20q), i la perdua del

16



Analisi de la trisomia 8 en les sindromes mielodisplasiques

cromosoma Y detectades com a alteracio unica. Aquestes alteracions, tot i ser
alteracions citogenétiques frequents en les SMD, no s’inclouen com a

presumptives de SMD en abséncia de criteris morfoldgics concloents.

TAULA 3. ALTERACIONS CROMOSOMIQUES RECURRENTS EN LES SMD"*
Alteracions no balencejades Alteracions balencejades

-5 o del(5q) t(11;16)(g23;p13.3)

-7 o del(7q) t(3;21)(q26.2;922.1)

+8 t(1;3)(p36.3;921.2)

del(20q) t(2;11)(p21;923)

-Y inv(3)(q21926.2)

i(179) o t(17p) t(6;9)(p23;934)

-13 0 del(13q)

del(11q)

del(12p) 0 t(17p) En vermell: Alteracions no
del(9q) diagnostiques de SMD en
o absencia de criteris
idic(X)(q13) morfologics concloents

SMD: Sindromes mielodisplasiques.

A diferéncia de la proposta de Valent et al. publicada I'any 2007, en els criteris
diagnostics actuals de la OMS, els llindars per les citopénies s’estableixen amb
una hemoglobina <10g/dL, un recompte de neutrofils absoluts de <1.8x10%/L i
una xifra de plaquetes <100x10%L. Xifres per sobre d’aquests valors no sén
excloents de SMD en preséncia d’altres criteris concloents. Aixi mateix, la
preséncia de citopénies sense altres troballes no és suficient per al diagnostic
de SMD. Aquests casos reben el nom de ICUS (citopénia idiopatica de
significat incert)'"'2,

L’any 2012, el Grup Espanyol de Sindromes Mielodisplasiques (GESMD) va
elaborar unes guies consensuades per al diagnostic de les SMD®. En
concordanga amb els criteris de 'OMS 2008, en aquestes guies especifica que
per un correcte diagnostic de les SMD és imprescindible conéixer els
antecedents personals del pacient, les dades cliniques i analitiques, i la
realitzacio de I'analisi morfologic i I'estudi genétic de la medul-la ossia. La
determinacié d’alteracions moleculars i [l'estudi immunofenotipic no es

consideren essencials pel diagnostic de les SMD (Taula 4).

17



Introduccié

TAULA 4. TECNIQUES DIAGNOSTIQUES DE LES SMD | EL SEU GRAU DE
RECOMANACIO SEGONS DELS GUIES ESPANYOLES DE DIAGNOSTIC |

TRACTAMENT DE LES SMD®%.

Frotis de sang periférica

(sense anticoagulant)

Imprescindible

Analitica completa

(perfil estudi d’anémia)

Imprescindible

Puncio aspirativa medul-lar

 Estudi morfologic

* Estudi citogenétic

e Citometria de flux

Imprescindible

Imprescindible

Pot ser util en el seguiment de la malaltia

minima residual en casos candidats a alo-TPH

Bidpsia Ossia

Imprescindible en casos seleccionats (sospita

de fibrosi, punci6 aspirativa seca o ICUS)

FISH, SNP/CGH arrays

Recomanats en casos amb estudi citogenétic

poc informatiu

Biologia molecular

Recomanat en casos molt seleccionats (estudis
de clonalitat en ICUS, mutacié del gen JAK2 en
casos amb trombocitosi, i determinacio dels
reordenaments de PDGFRA | PDGFRB i
anomalies del gen FGFR1 en casos amb

eosinofilia

SMD: Sindromes mielodisplasiques; TPH: Transplant de progenitors hematopoétics; ICUS: citopénia
idiopatica de significat incert; FISH: Hibridacié in situ fluorescent; SNP: Polimorfismes d’un unic nucleotid;

CGH: hibridacié gendmica comparada

Les mutacions géniques descrites actualment no son especifiques de les SMD,

es poden trobar en altes tipus de neoplasies®, i algunes, fins i tot, s’han descrit

en persones sanes en forma de CHIP®®*". Aixi doncs, donat a la possibilitat de

la troballa d’aquestes alteracions en gent sana i per la dificultat d’accés per

majoria d’hospitals a la tecnologia necessaria per la seva analisi, actualment no

s6n aplicables de forma rutinaria en el diagnostic de les SMD**®*°_ No obstant,

s’ha demostrat que alguns d’aquests marcadors genétics tenen un valor

18




Analisi de la trisomia 8 en les sindromes mielodisplasiques

pronostic, i possiblement, en un futur, s'utilitzaran com indicadors de necessitat
d’iniciar tractament en pacients amb aquestes mutacions®’ %",

Actualment, els estudis moleculars que es realitzen de rutina van dirigits a
excloure mutacions més especifiques d’altres neoplasies hematologiques, com

s’especifica en la taula 4.

2.1.3.1 Puncié aspirativa de medul-la 6ssia

Es una técnica senzilla que es sol practicar sobre I'estérnum o en la cresta
iliaca. Altres estructures Ossies també poden puncionar-se, perd sempre sota
control radioldgic. El material aspirat es pot sotmetre a diferents procediments
amb finalitat diagnostica com son la realitzacié de frotis per tincio panoptica i
valoraci6 morfologica, cultius cel-lulars, tecniques immunofenotipiques,
tecniques de microscopia electronica, estudis citogenétics i estudis moleculars’”.
Per al diagnostic de les SMD, la puncié aspirativa de medul-la 0ssia és
imprescindible, aixi com la realitzacié de I'estudi morfologic i citogenétic que es
realitza amb el material medul-lar®*.

Les recomanacions per un estudi citologic correcte davant la sospita d’'una
SMD son realitzar, en preparacions tenyides amb May-Grunwald-Giemsa i
sense anticoagulant, un recompte diferencial de 200 leucocits en el frotis de
sang periférica i de 500 cél-lules nucleades en I'extensio del moll d'os. La
determinacié del percentatge de displasia en les séries eritroide, granulocitica i
megacariocitica s’ha de realitzar en el moll de l'os, valorant uns 200 elements
en les dues primeres i un minim de 30 elements en la série megacariocitica.
Una linia es considera displasica si presenta, en la medul-la 0ssia, dismorfies
en el 10% o més dels seus elements. La valoraciéo dels diposits de ferro
medul-lar mitjangant la tinci6 de Perls permet avaluar la preséncia de
sideroacréstia (diposits de ferro intra mitocondrial) i el comptatge de
sideroblasts en anell i descartar ferropénia o bloqueig macrofagic del ferro'?>.
L’estudi citogenétic de medul-la dssia és imprescindible en els casos de sospita
de SMD.
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2.1.3.2 Biopsia ossia

La biopsia Ossia és una tecnica exploratoria d’alta rendibilitat diagnostica i que
complementa a la punci6 aspirativa en I'analisi de la medul-la 6ssia. La biopsia
Ossia es realitza normalment en la cresta iliaca. La mostra d’os és utilitzada per
la realitzacié d’estudis morfoldgics, immunohistoquimics, genétics i moleculars’
Els estudis morfologics de talls histologics del cilindre ossi ens informaran,
sobretot, de la cel-lularitat de la mostra i la preséncia de fibrosi medul-lar.
Malauradament, aquesta técnica té un escas rendiment pel que fa al
reconeixement cel-lular i a la valoracio dels trets morfoldgics de dishemopoesi’.
Aixi doncs, en l'estudi diagnostic de les SMD la biopsia 0ssia és una prova
complementaria, que esta indicada davant la sospita de fibrosi medul-lar, en
puncions aspiratives medul-lars no productives (seques) o amb poca
cel-lularitat i en els casos de citopénia idiopatica de significat incert (ICUS)*.

2.1.3.3 Tecniques d’analisi genomic

2.1.3.3.1 Citogenética Convencional

Es la técnica citogenética que permet I'analisi de I'estructura dels cromosomes.
Les ceél-lules a estudi es cultiven amb el mitogen adient i, després de sotmetre-
les a una digestio enzimatica, es realitza 'extensio sobre un portaobjectes i es
tenyeix amb un colorant adequat. La lectura del cariotip es realitza en cél-lules
en metafase, analitzant no solament el nombre de cromosomes existents, sind
també el bandeig de cadascun d’ells per determinar-ne I'estructura. En I'analisi
de bandes G es realitza una tincidé especifica, obtenint una alta resolucié de
bandes fosques i clares. Les bandes clares contenen gran quantitat de gens, i
les bandes fosques (bandes G), corresponen a zones pobres en gens. Amb
I'analisi microscopic del cariotip amb bandes G es procedeix a la recerca
d’alteracions numeriques i estructurals cromosomiques.

Com hem dit anteriorment I'estudi del cariotip en les SMD esdevé una analisi
indispensable pel diagnostic d’aquestes neoplasies. La troballa d’alteracions
estructurals especifiques sén concloents de mielodisplasia, i cadascuna d’elles
té un impacte pronostic concret. Aixi doncs, les Guies Espanyoles de
diagnostic i tractament de les SMD, aconsellen que l'analisi cromosomic es
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realitzi mitjangant I'analisi de bandes G, avaluant com a minim 20 metafases.
Tot i aixi, una xifra inferior de metafases sera considerada informativa si es
detecta una anomalia de caracter clonal®. D’acord amb International System
for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN), si s’observa el mateix guany o la
mateixa alteracido estructural en dues metafases o la pérdua del mateix
cromosoma en com a minim tres, és quan l'alteracié es considerara clonal®.
En els casos on no és possible I'analisi convencional del cariotip es recomana
completar-lo mitjangant altres tecniques de citogenética com la FISH o els

SNP/CGH arrays.

2.1.3.3.2 Hibridaci6 in situ fluorescent (FISH)

L’ hibridacié in situ fluorescent permet determinar la preséncia o alteracio de
sequencies concretes en I'acid desoxiribonucleic (ADN) a estudi. A diferéncia
de la citogenética convencional, aquesta técnica permet analitzar tant cél-lules
en metafase com nuclis en interfase, podent-la aplicar en extensions cel-lulars i
també talls de teixit solid®®. Es una técnica que es basa en la capacitat de
'ADN de desnaturalitzar-se amb l'elevacié de la temperatura (70-80°),
mitjangant el trencament de ponts d’hidrogen que es troben entre les seves
dues cadenes. L‘hibridaciéo es basa en la uni6 de sequencies de nucleotids
marcades amb fluorocroms (sondes), que hem aplicat a la mostra, a la seves
zones complementaries especifiques de I'ADN desnaturalitzat. Finalment,
s’avaluen els senyals dels fluorocroms de les sondes unides a I'ADN,
mitjangant un microscopi de fluorescéncia®. Aquesta técnica permet la
deteccid alteracions numeriques i estructurals dels cromosomes aixi com definir
cromosomes marcadors.

Segons les Guies Espanyoles de diagnostic i tractament de les SMD, I'aplicacio
d’aquesta tecnica és molt recomanable en aquells casos en qué no es disposi
d'un estudi del cariotip o en pacients amb cariotip normal perd que no s’ha
pogut realitzar I'analisi de com a minim 20 metafases. Les sondes que s’han
recomanat aplicar en aquests casos sén la de 5q i la de 7q, per la seva

implicacié pronostica®.
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Figura 11. Esquema de procediment de la técnica de Hibridacié in situ Fluorescent (Modificat
de Speicher i Carter. 2005).

2.1.3.3.3 Microarrays genomics

Els microarrays d’ADN gendmic consisteixen en una matriu solida en el que s’hi
troben fixades milions de sequéncies d’ADN normal (sondes). Sobre aquesta
matriu s’aplica a '’ADN a estudi marcat amb fluorocrom i es realitza la hibridacio
de totes les sondes en un sol procediment. Existeixen dos tipus de microarrays
genomics, els microarrays de CGH (comparative genomic hybridization) i els
microarrays de SNP (single nucleotide polymorfism). Els microarrays de CGH
es basen en la cohibridacio in situ de ADN tumoral i ADN control, cadascun
marcat amb un fluorocrom diferent, i es realitza una comparacié de la intensitat
de fluorescéncia entre els dos. Els microarrays de SNP sén una variant dels
anteriors. En aquests la hibridacio de 'ADN no és competitiva, ja que s’utilitzen
dues matrius, en una s’aplica 'ADN patologic i en l'altre 'ADN control. Amb
aquesta técnica s’analitza el nombre de copies (guanys i pérdues) de material
genétic i canvis en un unic nucledtid. Es, per tant, una técnica que permet
detectar disomies uniparentals adquirides (pérdues d’heterozigocitat entre els
dos al-lels d’'un mateix gen, per pérdua del al-lel matern o patern d’un gen i

posterior reemplacament per ADN idéntic al al-lel homonim)®*°¢.
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Els microarrays de SNP han demostrat la capacitat de detectar alteracions no
objectivades per citogenética convencional en el 30% dels casos de SMD®’.
L’'inconvenient d’aquestes técniques és que no estan a I'abast de la majoria
dels laboratoris. Aixi doncs, les Guies espanyoles de diagnostic i tractament de
les SMD consideren una prova recomanable en aquells laboratoris on es pugui

realitzar, en substitucio de la técnica de FISH.
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Figura 12. Esquema de l'analisi mitjancant microarray de CGH (A) i microarray de SNP (B).

(Rajcan-Separovic i cols. 2012)%.

21334 Tecniques moleculars

Actualment, la detecci6 de mutacions puntuals en les SMD unicament
defineixen clonalitat. Recentment s’han relacionat algunes d’aquestes
mutacions amb el pronostic dels pacients amb SMD que les presenten®*8.
Inicialment, els gels d’agarosa dissenyats per a la deteccid de diferents
llargades de fragments d’ADN mitjangant electroforesi, constituien la forma
basica de deteccio dalteracions moleculars. Posteriorment, el
desenvolupament de la técnica de reaccié en cadena de la polimerasa (PCR)
va permetre la detecci6 de mutacions puntuals especifiques. Aquesta técnica
es basa en l'addicié de nucledtids marcats complementaris a les hebrees
d’ADN, mitjangant la ADN polimerasa. En l'actualitat s’estan implementant

noves técniques de seqiienciacid d’ADN que es basen en el métode Sanger®®.
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Aquest métode es fonamenta en la detecci6 de la sequéncia d’ADN mitjangant
PCR, utilitzant encebadors marcats radioactivament i nucleotids modificats que
produeixen la parada de la reaccié en cadena de sintesi dADN en el moment
de la seva incorporacio. A partir d’aqui, es produeixen diferents cadenes de
diferents llargades i s’analitza la seva longitud mitjangant un gel d’electroforesi,
podent després determinar I'ordre de cada fragment segons la llargada de
cadascun d’ells. El marcatge d’aquest ultim nucledtid i de cadascun dels
fragments, permet determinar la sequéncia de nucledtids d'una cadena
d’ADN’®. Amb aquestes técniques es permet detectar totes les mutacions del
fragment d’ADN analitzat, a diferéncia de la técnica basica de PCR, on es

detecta unicament la mutacio a estudi.
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Figura 13. Esquema de la tecnica de sequenciaciéo de DNA mitjancant el métode de Sanger
(Cooper. 2000).

Actualment, existeixen noves tecnologies pel genotipatge de grans longituds
de genoma anomenades next-generation sequencing. Aquestes permeten la
sequenciacid massiva a gran escala, proporcionant informaciéo del genoma

sencer de forma rapida i acurada’
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2.1.4 Classificacié

La classificacio inicial de les SMD va ser la realitzada a I'any 1982 pel grup
cooperatiu FAB, que classificava les SMD en cinc categories basant-se en
criteris analitics i morfologics. Les variables considerades eren la xifra de
monocits sanguinis, la preséncia de trets dismorfics, el percentatge de blasts a
SP i MO, la preséncia de bastons d’Auer, i el percentatge de sideroblasts en
anell (Taula 5)°2.

Els posteriors avencos en el coneixement de [l'etiopatogénia d’aquestes
neoplasies i I'associacié d’alteracions morfoldgiques concretes a alteracions
citogenétiques i moleculars van posar de manifest la necessitat d'una nova
classificacio. Un 5-10% de les SMD no son classificables segons la classificacio
de la FAB'. Per aquest motiu 'any 2001 va sorgir una nova proposta per part
de 'OMS’? la qual es basava en les segiients variables: la preséncia de
citopénies, el percentatge de blasts a SP i MO, el percentatge de sideroblasts
en anell, el nombre de linies displasiques, la preséncia de bastons d’Auer i la
preséncia de la del(5q) aillada en I'estudi citogenétic. Aquesta classificacio va
ser revisada i modificada I'any 2008, sent actualment la més seguida per al

diagnostic i classificacio de les SMD'.

TAULA 5. CLASSIFICACIO DE LA FAB DE LES SMD*
Blastes (%) Monocits | Sideroblastes
Subtipus SP MO SP en anell MO
(%)
AR <1 <5 <1x10°%/L <15
ARSA <1 <5 <1x10°%/L =15
AREB <5 5-20 <1x10%/L Indiferent
21-30
AREB-T =5 +/- Bastons <1x10°%L Indiferent
d’Auer
LMMC <5 0-20 =1x10%/L Indiferent

SMD: Sindromes mielodisplasiques; AR: anémia refractaria; ARSA: anémia refractaria sideroblastica;
AREB: anémia refractaria amb excés de blastes; AREB-T: anémia refractaria amb excés de blastes en
transformacio; LMMC: leucémia mielomonocitica cronica; SP: sang periférica; MO: medul-la ossia.
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Els canvis més significatius de la classificacié de 'OMS versus la de la FAB
son: la consideracié de LAM davant la troballa d’'un recompte de més d’'un 20%
de blasts i davant la preséncia de 1(8;21)(q22;922), inv(16)(p13922),
t(16;16)(p13;g22) o t(15;17)(921;922), lexclusi6 de la leucemia
mielomonocitica cronica (LMMC) de la classificacio de les SMD, i la
consideracid de neoplasies relacionades amb el tractament aquelles SMD
desenvolupades posteriorment a l'exposici6 a un tractament citotdxic

(radioterapia o quimioterapia)'"'2.

Classificacio de les SMD segons I’OMS 2008'>

1- Citopeénia refractaria amb displasia unilineal (CRDU)

Les CRDU suposen del 10-20% de totes les SMD, i inclou tots aquells casos
que presenten una citopenia refractaria o bicitopénia i la preséncia de displasia
en una unica linia mieloide. La pancitopénia s’inclou dins de les SMD
inclassificables’’. El recompte de blasts ha de ser inferior a '1% a SP i 5% a
MO, i el recompte de sideroblasts en anell inferior al 15%. S’inclouen doncs,
I'anemia refractaria (AR) (casos amb anémia i diseritropoesi), la neutropénia
refractaria (NR) (casos amb neutropénia i disgranulopoesi) i la trombocitopénia
refractaria (TR) (casos amb trombocitopénia i dismegacariopoesi). Tot i aixi, la
discordancga entre la citopénia i la linia displasica també es pot presentar. La
majoria dels casos son anemies refractaries, sent rares les neutropénies i les
trombocitopenies refractaries.

Les AR presenten alteracions citogenétiques en meés del 50% dels casos i les
més frequents son la del(20q), la trisomia 8 i anomalies en els cromosomes 5 o
7. Presenten un curs clinic variable amb una mitjana de supervivéncia de 66

mesos i un 2% de les mateixes evolucionen a LAM als 5 anys™.

2- Anéemia refractaria amb sideroblasts en anell (ARSA)

L’ARSA representa entre el 3 a'11% de les SMD. Es caracteritza per presentar
anemia, displasia en la série eritrocitica, comptatge de 15% o més sideroblasts
en anell i abséncia de blasts (<1% en SP i <56% a MO). Tot i aixi, en alguns
casos es pot observar també la preséncia de neutropénia i/o trombocitopenia.

L’aspirat medul-lar sol presentar un increment important dels precursors
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eritropoétics displasics, amb series granulocitica i megacariopoétiques sense
alteracions. Es de destacar, dins dels trets de diseritropoesi, la preséncia de
puntejat basofil marcat junt amb una alteracio en la distribucié de I'hemoglobina
com a troballa caracteristica en aquesta entitat (ghost cells)""*. El moll de I'os
sol ser hipercel-lular i acostumen a observar-se abundants mastocits i sovint
histiocits blau-mari’. La sobrecarrega férrica medul-lar és tipica, amb possibles
diposits excessius de ferro també al fetge i a la melsa. La preséncia de
sideroblasts en anell no és exclusiva de ARSA, es pot trobar també en altres
subtipus de SMD i en situacions no neoplasiques. S’han d’excloure d’aquest
grup aquells casos que presenten una xifra de plaquetes superior a 450x10°/L,
classificant-se com a una entitat provisional dins del grup de neoplasies
mielodisplasiques/ mieloproliferatives amb el nom d’anémies refractaries amb
sideroblasts en anell i trombocitosi (ARSA-T)°.

Les alteracions cromosomiques es troben entre el 5 al 20% dels casos,
afectant tipicament a un sol cromosoma. Una de les troballes moleculars
recentment descrites és la mutacid del gen SF3B17, implicat en el splicing
cel'lular, la qual es troba entre el 68 i el 82% dels casos***>7>"® j gs
responsable, en part, del diposit del ferro en forma de granuls d’hemosiderina
en les mitocondries, formant la imatge de sideroblasts en anell en la tincié de
Perls*>"". Aproximadament 1-2% dels casos de ARSA evolucionen a LAM. | la

supervivéncia global d’aquestes SMD és de 69-108 mesos’>.

3- Citopénia refractaria amb displasia multilineal (CRDM)

Aproximadament el 30% de les SMD es classifiquen en aquest grup, i es
defineixen per ser aquelles SMD amb més d’una linia mieloide amb trets
displasics, menys d'1% de blasts a SP i menys de 5% de blasts a MO,
independentment de si presenta una o diverses citopenies i del nhombre de
sideroblasts en anell. En les CRDM les alteracions citogenétiques es poden
trobar en més del 50% dels casos. El 57-76% dels casos amb més de 15% de
sideroblasts en anell presenten la mutacié del gen SF3B7**°. En conjunt tenen
un curs clinic variable, el pronostic d’aquests pacients es relaciona amb la
intensitat de la citopénia i de la dishemopoesi. La frequéncia de transformacié a
LAM al cap de 2 anys és del 10% i la mediana de supervivéncia és d'uns 30

mesos’>.
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4- Anémia refractaria amb excés de blasts (AREB)

Les AREB representen al voltant del 40% dels casos de SMD. El seu
diagnostic es basa en la preséncia del 5 al 19% de blasts a MO o del 2 al 19%
en SP. La presencia de trets de dishemopoesi és sempre present perd no
implica canvis en la classificacié. Es classifiquen en dos subgrups: AREB-1, si
presenta 5-9% blasts a MO o 2-4% a SP, i en AREB-2, si presenta 10-19% de
blasts a MO o0 5-19% a SP. Es classifiquen també com a AREB-2 tots aquells
casos de SMD que presenten bastons d’Auer, independentment del nombre de
blasts.

Les alteracions citogenetiques es troben en aproximadament el 50% dels
casos, sent el cariotip complex una troballa possible. Donat a I'increment de la
xifra de blasts, aquest grup de SMD presenten una supervivéncia menor a la
resta de grups i una evolucié més frequent a LAM. Aixi doncs, aproximadament
el 22% dels casos de AREB-1 i el 40% dels casos de AREB-2 progressen a
LAM, i la mediana de supervivéncia €s de 16 mesos per les SMD tipus AREB-1
i de 9 mesos les AREB-2"°.

5- Sindrome mielodisplasica amb del(5q) aillada

L’any 1974 Van den Berghe et al. van descriure un tipus de SMD caracteritzada
per presentar-se, majoritariament, en dones amb edat superior a 50 anys en
forma d’anémia macrocitica, plaquetes normals o elevades, série eritroide
hipoplasica, i menys de 5% de blasts en sang i medul-la dssia. Aquesta SMD
presenta la delecié del brag llarg del cromosoma 5 pel que es va anomenar
“Sindrome 5q-“"®. Segons la classificacié de 'OMS del 2008 les “Sindromes
5q-“ es troben incloses dins de les SMD amb del(5q) aillada. Aquest grup de
'OMS es caracteritza per presentar la pérdua del brag llarg del cromosoma 5
com a unica alteracio citogenética (a excepcid de la pérdua del cromosoma Y) i
sol presentar-se amb anémia i amb o sense neutropénia. La trombocitosi és
present en un 33-50% de les ocasions, sent rara la trombocitopenia. En aquest
grup la xifra de blasts és inferior a 1% a SP i a 5% a MO i no s’observen
bastons d’Auer. L’aspirat medul-lar sol ser molt cel-lular amb frequent
hipoplasia de la série roja i trets de dismegacariopoesi caracteristics, amb
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megacariocits augmentats en nombre perd de mida petita i amb nucli
monolobulat. La displasia en la resta de series mieloides és poc frequent.
Recentment s’ha descrit com a possible patogénesi del defecte eritroide de les
SMD amb del(5q) la perdua d’un dels al-lels del gen RPS14, ocasionant un
defecte en una proteina ribosomal’®. Aquesta disfuncié ribosomal produeix una
activacio de la via de p53 amb acumulacié nuclear d’aquesta proteina de
manera selectiva en les cél-lules de la seérie eritroide®. L’apoptosi depenent de
la proteina p53 es troba implicada en la correcta maduracié de la linia eritroide,
explicant el possible defecte maduratiu d’aquesta en les SMD amb del(5q)%%".
També s’ha reportat el mecanisme d’expansio clonal degut a I'activacié de la p-
catenina per haploinsuficiéncia del gen CSNK71A71 en aquests pacients.
L’activacié de la p-catenina produeix una proliferacidé i posterior apoptosi
intramedul-lar de les cél-lules mare hematopoétiques®?. Per altre banda, s’ha
suggerit a partir de models animals, I'haploinsuficiéncia d’alguns microRNAs
(miR-145 i miR-146a) com a origen de la frequent trombocitosi observada en
aquests pacients®’. S’han trobat, també, mutacions d’alguns gens, ja descrites
en altres neoplasies mieloides (ASXL1, TET2, DNMT3A i JAK2)**,

Aquest grup de SMD tenen un relatiu bon pronodstic. Aproximadament el 18%
d’aquests pacients evolucionen a LAM al cap de 5 anys del diagnostic, amb
una supervivéncia mitjana de 66 mesos®. La morbiditat d’aquests pacients es
deu a I'anémia i la isquémia tissular per falta de transport d’oxigen. Aixi doncs,
la majoria dels pacients amb SMD amb del(5q) presenten dependéncia
transfusional important i, com a conseqiiéncia, sobrecarrega férrica®. El
tractament amb Lenalidomida reverteix les alteracions morfologiques i
citogenetiques, i redueix el requeriment transfusional en aquest grup de

pacients®’.

6- Sindrome mielodisplasica inclassificable

Aquest subgrup de SMD engloba aquells casos que no tenen criteris per
classificar-se en cap dels altres grups. No tenen una morfologia especifica,
perd es pot realitzar el diagnostic de SMD inclassificable en els seguents

Ccasos:
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- Pacients amb trets de CRDU o CRDM pero amb 1% de blasts a SP.
- Casos de displasia unilineal amb pancitopénia a SP.

- Pacients amb citopénia persistent amb <1% blasts a SP i <56% a MO,

preséncia de displasia evident en una o diverses series mieloides pero

en menys del 10% dels elements, i amb alguna alteracié citogenética

considerada com presumpta evidéncia de SMD (Taula 3).

TAULA 6. TAULA RESUM DE LA CLASSIFICACIO DE LES SMD (OMS 2008)™

Blastes (%)

Sideroblasts

Subtipus Citopénies Displasia
SP MO en anell (%)
CRDU Unio
<1 <5 Unilinia <15
(AR; NR; TR) bicitopénia
ARSA Anémia 0 <5 Eritroide 215
Una o varies
CRDM _ _ <1 <5 = 2 linies Indiferent
citopénies
Una o varies
AREB-1 _ _ <5 5-9 Indiferent Indiferent
citopénies
5-19 10-19
Una o varies +/- +/-
AREB-2 Indiferent Indiferent
citopénies Bastons Bastons
d’Auer d’Auer
Megacariocits
SMD amb
. Anémia <1 <5 amb nucli Indiferent
del(5q) aillada _
hipolobulat
<10% en una
o varies linies
SMD Bio amb
<1 <5
inclassificable | pancitopénia citogenética
presumptiva
de SMD

SMD: Sindromes mielodisplasiques; CRDU: citopénia refrectaria amb displasia unilinia; AR: anemia
refractaria; NA: neutropénia refrectara; TR: trombopénia refrectaria; ARSA: anémia refractaria amb
sideroblastica; CRDM: citopenia refractaria amb displasia multilinia; AREB: anémia refractaria amb excés de
blastes; SP: sang periférica; MO: medul-la dssia
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Formes especials de SMD
Algunes SMD presenten caracteristiques clinico-bioldogiques que no s’han
considerat com definitdories d’'un subgrup concret dins de les classificacions

esmentades préviament, i que en canvi, tenen trets distintius. Aquests sén:

- SMD hipoplastics:

Conjunt de SMD que en comptes de manifestar-se amb un moll normo o
hipercel-lular presenten des de [linici hipocel-lularitat medul-lar
(cel-lularitat de <30% en menors de 60 anys i <20% en majors de 60
anys). Representen el 10% de les SMD i tenen un predomini en el sexe
femeni. En aquests casos cal descartar causes secundaries d’hipoplasia
com son trastorns autoimmunes i mielopatia toxica. Per altra banda, el
diagnostic diferencial amb I'aplasia medul-lar pot ser molt dificil. S’ha
suggerit que la hipocel-lularitat d’ambdues patologies pot tenir un origen
comi®. A més a més, les dues entitats presenten certa resposta al

tractament immunosupressor®®®.

- SMD amb mielofibrosi:

Al voltant del 17% de les SMD presenten mielofibrosi. Aquest grup de
SMD sol presentar un elevat requeriment transfusional, associant-se a
displasia multilineal, trombocitopénia, citogenetica de mal pronostic i a
un nombre elevat de blasts. La fibrosi medul-lar en les SMD representa
un factor de risc de molt mal pronostic®®. El diagnostic diferencial
principal que s’ha de realitzar és amb les neoplasies mieloproliferatives
en fase fibrotica. En els casos on hi ha més de 20% de blasts, ja
considerats LAM, s’ha de descartar la LAM megacarioblastica i la
panmielosi amb mielofibrosi, que a diferéncia d’'una LAM procedent d’'un

SMD amb mielofibrosi, aquestes dues entitats tenen un inici agut’.
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2.1.5 Pronostic

Les SMD son un grup de neoplasies clonals molt heterogeni, cosa que fa que
també tinguin un pronodstic molt variable. A més a més, donat que la majoria es
donen en pacients d’edat avancada, s’ha de tenir en compte les comorbiditats
associades al malalt. Per tant, la determinacié del grup pronostic de cada cas
facilita la decisié terapéutica i el maneig del pacient amb SMD*. L’index
pronostic més utilitzat fins ara ha estat el “International Prognostic Scoring
System (IPSS), representat en la taula 7. Aquesta estratificacidé dels pacients
amb SMD es basa en les seguents variables: el percentatge de blasts a MO, el
tipus d’alteracio citogenética i el nombre de citopénies. Aconseguint assignar
les SMD en quatre grups pronostics diferents segons la supervivéencia global i
el risc de transformacié a LAM, segons I'assignacié d’'una serie de punts: baix
risc (puntuacio 0), risc intermedi 1 (puntuacio 0,5-1), risc intermedi 2 (puntuacio
1,5-2) i alt risc (puntuaci6 2,5-3,5) (Taula 7). En I'estudi realitzat al 1997, els
grups presentaven una mitjana de supervivencia de 5.7 anys, 3.5 anys, 1.2

anys i 0.4 anys respectivament®'.

TAULA 7. INDEX PRONOSTIC INTERNACIONAL (IPSS)”

Variables pronostiques | 0 punts 0,5 punts 1 punt 1,5 punts | 2 punts
Blastes en MO <5% 5-10% 11-20% 21-30%
Cariotip* Bo Intermedi Dolent

Citopénies 0-1 2-3

*Cariotip:

Bo: normal, -Y, del(5q), del(20q) com alteracions uniques
Dolent: complex (=3 anomalies) o anomalies del cromosoma 7

Intermedi: altres anomalies Uniques o dobles

MO: medul-la ossia

Posteriorment 'OMS I'any 2007, va proposar una nova estratificacio pronostica
modificant l'anterior IPSS, on considerava la displasia multilineal i la
dependéncia transfusional com a variables de mal pronostic®®. Tot i aixi,
aquesta proposta no va demostrar predir millor la supervivéncia dels malalts
amb SMD que I'IPSS.
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TAULA 8. INDEX PRONOSTIC BASAT EN LA CLASSIFICACIO DE L’OMS (WPSS)

Variables pronostiques 0 punts 1 punt 2 punts | 3 punts

Categoria de la OMS AR, ARSA, CRDM, CRDM-SA | AREB-1 | AREB-2
“Sindrome 5q-"

Cariotip* Bo Intermedi Dolent

Requeriment
No Regular

transfusional®

*Cariotip:
Bo: normal, -Y, del(5q), del(20g) com alteracions Uniques
Dolent: complex (=3 anomalies) o anomalies del cromosoma 7

Intermedi: altres anomalies Uniques o dobles

AR: anémia refractaria; ARSA: anemia refractaria amb sideroblastica; CRDM: citopénia refractaria amb
displasia multilinia; CRDM-SA: citopénia refractaria amb displasia multilinia amb sideroblastes en anell;
AREB: anémia refractaria amb excés de blastes

+Requeriments transfusionals: 21 transfusié cada 8 setmanes en un periode de 4 mesos.

En els ultims anys s’han realitzat diferents publicacions demostrant com altres
variables tenen valor pronodstic en aquests pacients. Aixi doncs, la preséncia de
fibrosi medul-lar moderada/greu s’ha referit com un factor de mal pronostic tant
en termes de supervivéncia global (SG) com d’evolucié a LAM®'. Un altre factor
pronostic que s’ha referit és el grau de certes citopénies en les SMD de baix
risc, sent de molt mal pronostic la xifra de plaquetes <30x10%L i la xifra de
neutrofils <0,5x10%L%*®*. La importancia de la preséncia de certes alteracions
citogenetiques en les SMD ja estava reconeguda, pero I'lPSS resta limitat en
I'estratificacio del risc, ja que agrupa diverses alteracions citogenétiques dins el
grup d’anomalies de risc citogenétic intermedi. Amb la intencié de millorar el
poder predictiu d’aquestes alteracions, I'any 2012 es va realitzar un estudi
cooperatiu a escala mundial amb 2902 pacients amb el qual estratificaven els
pacients amb SMD en 19 categories de risc citogenétic, podent precisar millor
el paper dalgunes anomalies no reconegudes en [I'IPSS®. Aquesta
classificacié ha sigut adoptada pel recentment publicat index pronostic per les
SMD anomenat Revised International Prognostic Scoring System (IPSS-R)%
Aquest segueix basant-se en les variables de I'lPSS. Les diferéncies son les
seguents: separa les alteracions citogenetiques en 5 grups pronostics (molt bo,

bo, intermedi, pobre i molt pobre) en comptes de 3, diferencia el percentatge de
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blasts en MO en quatre (0 - 2%, >2 - <5%, 5 - 10% i >10%), dividint el valor de
blasts <5% en dos, i no només comptabilitza el nombre de citopénies sin6

també el grau de les mateixes. Amb aquestes variables estratifica els pacients

en 5 grups de risc. Segons I'article de Greenberg et al. on es va publicar aquest

nou index pronostic, 'lPSS-R inclou algunes noves variables en el métode

d’analisi del risc pronostic de les SMD, sent més precis que I'lPSS.%” A més a

meés, aquest index reconeix el paper de I'edat com un factor influent en la SG

perd gens decisiu en l'evolucio a LAM. Els grups de risc segons els punts

atorgats son: molt baix risc (puntuacié 0-1.5), baix risc (puntuacié >1.5-3), risc

intermedi (puntuacié >3-4,5), alt risc (puntuacio >4,5-6) i molt alt risc (puntuacio

>6) (Taula 9)

TAULA 9. INDEX PRONOSTIC INTERNACIONAL REVISAT (IPSS-R)*"*

Variables 0 0,5 1 1,5 2 3 4
pronostiques | punts punts punt punts punts punts | punts
Grup de risc | Molt _ Molt

Bo Intermedi | Dolent
citogenétic* Bo Dolent
Blastes .
<2 >21i<5 5-10 >10
en MO (%)
Hb (g/dL) =10 =8i <10 <8

PL (x10°/L) | =100 | =50i<100 <50

RAN (x10°/L) | =0.8 <0.8

*Grup de risc citogenétic:

Molt bo: -Y, del(11g) com alteracions uniques

Bo: normal, -Y, del(5q), del(12p), del(20g) com alteracions
uniques i alteracions dobles que incloguin del(5q)

Intermedi: del(7q), +8, +19, i(17q) com a alteracions uniques i
qualsevol altre clon independent amb una anomalia Unica o doble
Dolent: -7, inv(3)/t(3q)/del(3q), dobles que incloguin -7/del(7q),
complex amb 3 anomalies

Molt dolent: complex amb >3 anomalies

MO: medul-la dssia; Hb: hemoglobina; PL: plaquetes; RAN: recompte absolut de neutrofils
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Les anomalies moleculars no s’inclouen com a factors pronodstics en 'lPSS-R,
tot i que, en els ultims anys s’ha demostrat la influéncia d’algunes mutacions

D37%881 g'ha descrit que al voltant del 90%

géniques en el pronostic de les SM
de les SMD presenten mutacions somatiques en algun gen, i que dues terceres
parts es troben en casos de SMD sense alteracions citogenétiques®’. Els gens
mutats en més frequencia sén TET2, SF3B1, AXL1, SRSF2, DNMT3A i

RUNX1%"%9 (Figura 14).

. s H H i 0
Splicing Factors (~50%) Both Splicing Factors (SF) & Epigenetic Regulators (~45%)
Epigenetic Regulators (ER) -TET2  (20%)
- SF3B1 (18:/o) Overlap (25%) -ASXL1 (15%)
- ggg/;; Egé‘,; - DNMT3A (12%)
- 2% -EZH2  (5%)
- ZRSR2 (5%) -IDH1/2  (5%)
- Others (5%) - Others  (5%)

Rarely co-occur with

Often co-occur except
each other

for TET2 and IDH

TP53 and no SF or ER (~5%)

Often complex karyotypes with
frequent del(5q), abnormal
chromosome 7, and monosomies

No Common Abnormality (~5%) Other mutations less frequent

Karyotype Abnormality Only (~5%) Mutations in Other Genes Only (~15%)

- Transcription Factors
RUNX1, ETV6, PHF6, GATAZ, ...
- Kinase Signalling
NRAS, KRAS, JAK2, CBL, ...
- Cohesins
STAG2, SMC3, RAD21, ...
- DNA Repair

Figura 14. Distribucié estimada del valor percentual de les mutacions recurrents i les anomalies
citogenetiques en les SMD a partir de les dades dels estudis de Bejar et al. 2011,
Papaemmanuil et al 2013 i Haferlach et al 2014 (Bejar i cols. 2014).

Les mutacions de AXL1, DNMT3A, SRSF2, EZH2 i RUNX1 s’associen a mal
pronostic®”*%41%8 | a mutacié del gen TP53 és menys freqiient (5%) perod
també implica mal pronostic i sol associar-se a 'augment de la xifra de blastes i
a SMD amb cariotip complex, i preveu un alt risc de recaiguda i una inferior

351 La seva troballa implica

supervivéncia post transplantament al-logénic
poca resposta al tractament amb lenalidomida en els casos de SMD amb del
(5q)%"91% | a mutacié de TET2 és la més freqlient i no implica prondstic en
aquestes neoplasies, tot i que, s’ha observat una millor resposta al tractament

hipometilant en les SMD amb aquesta mutacié''. Les mutacions de SF3B1

35



Introduccié

estan associades a bon prondstic i es troben altament relacionades amb la
preséncia de sideroblastes en anell**’®.

Recentment, Papaemmanuil et al. han realitzat un estudi on ha observat un
increment del nombre de mutacions en les SMD més avancgades i en I'evolucio
a leucémia aguda, correlacionant un empitjorament en el pronostic dels
pacients quan més nombre de mutacions somatiques presenten®’.

Alguns estudis han proposat incloure les mutacions géniques en els indexs
pronostics de les SMD, pero I'escassa millora en l'estratificacio del risc enfront
dels indexs pronodstics actuals i la dificultat d’accés per a molts centres a la
tecnologia necessaria per a la seva analisi, fa que actualment encara no

s’utilitzin com a marcadors pronostics.

2.1.6 Tractament

Les SMD no tenen un tractament especific segons el subgrup de la
classificacid de 'OMS per I'heterogeneitat i la variabilitat en la supervivencia
d’aquestes neoplasies. El tractament es basa en el grup de risc pronostic en
que s’engloba el malalt. Cal dir que aquestes neoplasies son incurables sense
un trasplantament al-logenic de progenitors hematopoétics (alo-TPH), el qual
es reserva a pacients molt seleccionats a causa de l'alta mortalitat del
procediment (37% als 3 anys)'®. Aixi doncs, és indispensable una correcta
classificacio i estratificacio prondstica de les mateixes. Gracies a aix0, es podra
estratificar el risc de manera individualitzada i determinar la necessitat de
tractament adequant-se a cada cas concret.

Hi ha dos grans grups de tractament per les SMD, el tractament de suport, que
es basa en la millora global dels simptomes derivats de la malaltia, i el
tractament actiu, que fa referéncia al tractament farmacologic dirigit a modificar

la historia natural de les SMD.

Les recomanacions del GESMD per a l'inici del tractament, sigui de suport o
actiu, en les SMD s6n°*:

1. Tots els pacients amb SMD d’alt risc son candidats a tractament actiu.
2. Les citopénies son el principal motiu de tractament en els pacients amb
SMD de baix risc.
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3. L’'anémia és la principal causa de tractament en pacients amb SMD. La
decisio de tractar es valora de forma individual i en funcié de la seva
repercussio clinica. Una xifra d’hemoglobina de menys de 10g/dL es
considera motiu d’iniciar tractament.

4. La trombocitopénia greu (<20-30 x 10°L) s’associa a major risc de
sagnat i mortalitat per hemorragia i a menor SG. Els pacients amb xifra
de plaquetes <30 x 10%L es consideren candidats a tractament i en
canvi els pacients amb plaquetes 30-100 x 10°%L sén candidats a
seguiment proxim, només amb la preséncia de sagnat son subsidiaris a
tractament.

5. La preséncia de neutropénia greu (<0,5 x 10%/L) en pacients de baix risc
s’associa a major risc d’infeccions, menor SG i major evolucio a LAM,
per aixd s’ha de considerar sempre l'inici de tractament. La neutropénia
moderada (0,5- 1 x 10%/L) sense infeccions de repeticié no sén candidats
a iniciar tractament. La preséncia d’infeccions de repeticido requereix

individualitzar el tractament, independentment de la xifra de neutrofils.

S’inclouen dins del tractament de suport les transfusions de concentrats
d’hematies i/o plaquetes, administracié d’agents estimulants de I'eritropoesi, de
factors estimulants de colonies de granulocits i/o d’analegs de la trombopoetina
i 'is profilactic d’antibiotics.

El tractament farmacologic de les SMD es troba en ple desenvolupament de la
troballa de nous agents actius. Els farmacs ampliament utilitzats actualment
son la Lenalidomida (derivat de la Talidomida), indicat en els casos de SMD
amb del(5q) aillada i dependeéncia transfusional; tractament immunosupressor
(TIS) amb gammaglobulina antitimocitica (ATG) en combinaci® o no amb
ciclosporina (CsA) en SMD on s’ha objectivat una certa resposta als mateixos
(SMD hipoplasics, preséncia de HLA DR15 i SMD amb trisomia del cromosoma
8); els agents hipometilants com la Azacitidina, aprovada en pacients d’alt risc
en primera linia no candidats o amb impossibilitat de tractament intensiu
(quimioterapia/alo-TPH) i com a segona opcié terapéutica després del
tractament de suport en pacients de baix risc (també existeix la Decitabina pero
actualment no esta aprovada a la Comunitat Europea); la quimioterapia
intensiva en els pacients candidats a alo-TPH sense donant apropiat, i
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finalment, I'dnica opcid curativa, I'alo-TPH, indicats en pacients d’alt risc que

compleixin criteris de comorbiditat optims per a la realitzacié del mateix>*.

3. CROMOSOMA 8
El cromosoma 8 en humans correspon a un dels 23 CHROMOSOME 8
parells de cromosomes homolegs fruit de

'empaquetament de 'ADN en una mitosi'®. La

quantitat d’eucromatina empaquetada en el
cromosoma 8 representa al voltant del 5% del total

del genoma i conté aproximadament 146 milions de
bases nitrogenades, les quals codifiquen per 793
gens diferents'®. Existeixen diferents tipus
d’'alteracions geneétiques i citogenétiques que
afecten al cromosoma 8 i comprenen mutacions
genétiques, alteracions en I'estructura cromosomica
i alteracions en el nombre de copies del

cromosoma. Aquestes alteracions s’han relacionat

amb [l'aparicié de diferents estats patologics, aixi

, . 8
com, neoplasies [ defectes en el Figura 15. Esquema de la

desenvolupament'®. morfologia  optica  amb
bandes G del cromosoma 8

. " Gilbert i cols. 2001
3.1. Mutacions géniques en el cromosoma 8: (G ! )

Les mutacions genétiques es defineixen com a canvis, delecions o
translocacions de bases nucleotidiques d’'un gen. Aquestes mutacions poden
alterar el marc de lectura genética produint la no transcripcié génica, alterar la
funcionalitat de la proteina resultant o resultar en una sintesi de proteines
diferents'®. Diferents exemples de gens compresos en el cromosoma 8, la
mutaci6 dels quals comporta diferents patologies, son el LPL
(Hiperlipoproteinemia), ASAH1 (Lipogranulomatosi de Farber), HR (Alopécia
Universal), NEFL i GDAP1 (Malaltia de Charcot-Marie-Tooth), WRN (Sindrome
de Werner), FGFR1 (Sindrome de Pfeiffer, Sindrome de Jackson-Weiss,
Sindrome de Kallman i carcinoma escamés de pulmo) i C-MYC (amplificacions

del gen en limfomes i alguns tumors solids), entre altres'®.
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3.2. Alteracions estructurals:

Els canvis estructurals dels cromosomes es deuen a ruptures del cromosoma
seguides de la pérdua o reordenament de material genétic'® i sén les
seguents:

- Delecions: Perdues d’una part del cromosoma que afecten la porcio
terminal o intermédia del mateix.

- Inversions: reordenaments que consisteixen en dues ruptures dins
del mateix cromosoma seguides d’una reincorporacio invertida del
fragment intermedi resultant.

- Isocromosoma: delecié d’un dels bragos del cromosoma i duplicacio
del brag restant. En el cromosoma 8 és meés frequent I'isocromosoma
del brag llarg, i(89).

- Translocacions: trasllats d'un tros de cromosoma 8 a un altre
cromosoma diferent. Una ftranslocacié reciproca balancejada és
aquella en qué es produeix intercanvi de material genetic entre dos o
més cromosomes diferents. Diverses translocacions del cromosoma
8 amb altres cromosomes estan implicades en neoplasies
hematologiques (1(8;21)(922;922) en LAM, (8;14)(q24;932) en el

limfoma de Burkitt, entre altres)'?.

3.3. Alteracions del nombre de copies del cromosoma:
Aquestes alteracions son degudes a alteracions en la meiosi cel-lular dels
gametes o en una incorrecta separacio de les cromatides en la segona mitosi

cellular de les cél-lules somatiques'®®

. Quan es produeix una pérdua d’un dels
cromosomes 8 homolegs en resulta una monosomia del cromosoma 8 (-8) i, en
canvi, si es guanya una o dues copies addicionals del cromosoma 8 tenim una
trisomia (+8) o tetrasomia del cromosoma 8 (+8,+8) respectivament.

Nosaltres ens centrarem en la trisomia del cromosoma 8, una de les alteracions

meés frequents en les sindromes mielodisplasiques.

3.3.1 Trisomia del cromosoma 8 (+8)

Aneuploidia a expenses de 'adquisicido d’'un cromosoma 8 extra en la dotacid

cromosomica cel-lular de forma constitucional o adquirida’”’.
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3.3.1.1 Trisomia constitucional del cromosoma 8

La trisomia constitucional del cromosoma 8 es deu a l'adquisicié d’'una copia
extra del cromosoma 8 en la fase d’embriogénesi o previament a la mateixa, i
per tant, es trobara en tots els tipus cel-lulars de l'individu. Aquesta pot ser
completa o en forma de mosaicisme. En la trisomia homogénia o completa
del cromosoma 8 totes les cel-lules d’'un individu presenten tres cromosomes
8 com a causa d'un error en la meiosi de les cél-lules germinals dels

108109 i acostuma a ser incompatible amb la vida'™®. La trisomia 8

progenitors
en mosaic (cTM8) o sindrome de Warkany es deu a la incorrecta disjuncio
cromosomica en la mitosi cel-lular post-zigotica i comporta la preséncia de dues
poblacions cel-lulars coexistents en un mateix teixit, una amb un cromosoma 8

extra i I'altre amb dotacié cromosomica normal’®®%.

ALTERACIONS CONSTITUCIONALS ALTERACIO ADQUIRIDA

Q d Q C o o

Ovul Espermatozoide Ovul

Espermatozoide Owul Espermatozoide
23cr +8 23cr 23cr 23cr 23cr 23cr
/"' \ // N\ /
¥ AN K N 1’_/
46cr+ 8 46cer 46¢r
Zigot Zigot Zigot
A \
%\ A
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46cr + 8 46cr+8  Aber A6¢r
Embrié Embrid Embrié
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/ 1\ / J \
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46cr + 8 46¢r + 8 [ 46cr 46¢r
Individuo Individuo Individuo
‘ \ \ \\
‘ N\
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/ ] 4 ' \ 4 / // \
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TOTS ELS TEIXITS
46¢r + 8 / d46cr

EN MOSAIC

TEIXIT TUMORAL  TEIXITS NORMALS
46¢cr + 8 A6cr

Figura 16. Esquema de els diferents tipus d’adquisicié de un cromosoma 8 extra.

La cTM8 és compatible amb la vida i s’ha descrit amb una frequéncia

" Es tracta d’'una sindrome clinica

d’'aproximadament 1/35000 naixements
molt heterogénia, en alguns casos amb retard mental i malformacions
(deformitats cranials, front prominent, paladar ogival, orelles d'implantacié baixa

i deformades, tronc allargat, solcs plantars profunds i mobilitat articular reduida)
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i altres casos amb presentacions quasi imperceptibles fenotipicament''*""?

S’ha postulat que la cTM8 predisposa, a aquests pacients, a presentar
fenomens autoimmunes''*, aixi com a I'aparicié de neoplasies al llarg de la
vida'"?.

Recentment, s’ha observat com la presencia d’aneuploidies, com la cT8M, es
relaciona amb defectes en el desenvolupament neuronal i amb la génesi
tumoral''®. Les neoplasies més freqiientment relacionades amb la cT8M sdn
les neoplasies mieloides.”*"">""" Maserati et al. varen publicar que la trisomia
8 és constitucional en un 15-20% de les LAM i les SMD''®. Tot i que, I'estudi es
basava en una série molt curta de pacients i utilitzant com a control, unicament,

la citogenetica constitucional de sang periférica.

3.3.1.2 Trisomia adquirida del cromosoma 8

La trisomia adquirida del cromosoma 8 és la preséncia, de forma clonal i
andmala, d’'un cromosoma 8 extra en una subpoblacié cel-lular de l'individu, és
a dir, restringida unicament en les cél-lules tumorals. Aquesta s’ha descrit en
diferents neoplasies com sén el tumor de Wilms, el sarcoma d’Ewing, el
carcinoma de cél-lules clares renal, els tumors germinals i sobretot en les
neoplasies hematopoétiques''®. Dins de les neoplasies hematopoétiques, la +8
predomina en aquelles d’origen mieloide. En les LAM i les SMD, la +8 és
lalteraci® numeérica més freqiient''"®'2°. En aquest treball ens centrarem en
les SMD amb +8.

4. SINDROMES MIELODISPLASIQUES AMB TRISOMIA 8 AILLADA

Les SMD amb +8 com a unica alteraci¢ citogenética (SMD+8) s’han descrit
amb una freqiiéncia d’entre el 5-11% de les SMD?"192:9298.119.121-124 ) 5 18 g5
I'alteraci6 més frequent en forma de guany cromosoOmic en aquestes
neoplasies, tot i aixi, aquesta alteracido no és considerada amb suficient valor
diagnostic en casos amb absencia de criteris morfologics concloents de SMD, a
diferéncia d’altres alteracions citogenétiques recurrents'®. Per altra banda,
I'impacte pronodstic de la +8 en les SMD no esta ben establert, ja que hi ha una
alta variabilitat entre la supervivéncia reportada en els diversos estudis
publicats09%98:121-123.125126 " Encarg que, segons I'IPSS i el nou IPSS-R, les
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SMD+8 es troben en el grup de risc intermedi amb una mitjana de
supervivéncia de 23 mesos®"**. En aquests estudis s’han inclds leucémies
mielomonocitiques croniques i casos amb més de 20% de blasts. Aquestes
neoplasies, segons els criteris de 'OMS, es consideren com a neoplasies
mielodisplasiques/mieloproliferatives (SMD/NMP) i LAM, respectivament i no
com a SMD.

4.1. Patogénesi de les SMD amb trisomia 8 aillada

Un dels punts de discussio en la patogénia de les SMD és si la cél-lula
neoplasica inicial és la cél-lula mare pluripotent o bé si la patogénesi s’origina
en una cél-lula meés diferenciada. En alguns casos de LAM s’ha demostrat la
presencia de la trisomia 8 tant en els precursors mieloides com en elements de
la linia limfoide, suggerint 'adquisicio d’aquesta alteracié en la cél-lula mare

t127.

pluripoten En pacients amb SMD, en canvi, hi ha alguns estudis on

conclouen que la +8 es troba exclusivament en la linia mieloide?® ",
Tanmateix, Nilsson et al. (2002) varen reportar la presencia de +8 en part de
les cel-lules mare pluripotents d’aquests pacients. Aquests autors, a partir de
cultius cel-lulars, van demostrar una diferenciacié ineficient de les cél-lules
mare disomiques en pacients amb SMD+8, suggerint que podrien formar part
de la clona patologica™'. Aixi doncs, no queda clar el moment exacte de la
diferenciacié cel-lular on es produeix I'adquisicio d’'un cromosoma 8 de més.
Per altra banda, la participacié del cromosoma 8 extra en la patogénia de les
SMD+8 no esta ben definida. S’han suggerit diverses hipotesis per explicar la
implicacié de la +8 en aquestes neoplasies. S’inclouen: la possibilitat d’'una
expressio augmentada dels gens del cromosoma 8, com a consequéncia de la
preséncia d’un cromosoma 8 extra, la desregulacié de la inactivacié génica
d’'un dels progenitors o silenciament genomic (genomic imprinting), i finalment
la possibilitat de la duplicaci6 de mutacions o reordenaments d’alguns gens

presents en el cromosoma 8 extra.

4.1.1 Augment de la carrega génica

Inicialment es va postular que el guany de la carrega genica de C-MYC, gen
localitzat en el brag¢ llarg del cromosoma 8 i que activa el cicle cel-lular,
explicava l'efecte de la +8 en les neoplasies hematoldgiques. L'any 1995,
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Mertens et al. en un estudi amb 2536 pacients amb diferents neoplasies
hematoldgiques van observar que, en la majoria de casos, el guany de material
genétic del cromosoma 8 es dona en forma d’adquisici6 d’'un cromosoma 8
sencer, i que, per tant, era improbable que l'efecte patogénic de la +8
s’expliqués Unicament per la sobreexpressié d’'un sol gen'*?. L’any 2004, Chen
et al. van realitzar un estudi per determinar les caracteristiques d’expressio
genica de cél-lules CD34+ purificades de 13 pacients diagnosticats de SMD
amb trisomia 8 com a unica alteracié. Aquests autors van veure que hi havia,
de forma diferencial, una sobreexpressio de gens implicats en mecanismes
immunes i en la inflamaci6 (TGF-B, receptor de TGF-B, IL-10, IL-7R,VCAM-1 i
C-MAF), de gens implicats en el control del cicle cel-lular i la transduccié de
senyals i d'oncogens (CCNE1, CDK2, IGF, IGFR1, V-ABL, RAD51 i AXL). En
canvi es va objectivar una infraexpressio d’alguns gens inhibidors de I'apoptosi
cel-lular (BIRC5 i NAIP)'*®. Posteriorment, el mateix grup investigador va
demostrar, mitjangant PCR quantitativa, la sobreexpressio dels gens C-MYC,
CD1 i SURVIVINA en pacients amb SMD +8"* Aquests gens produeixen
Iestimulacié del cicle cel-lular i la inhibicié de I'apoptosi'>*'®". L’any 2010,
Pellagatti et al. van publicar un nou estudi amb microarrays d’expressio on van
constatar, novament, que els pacients amb SMD amb +8 presentaven
desregulacié de vies associades amb la resposta immune'®. Posteriorment
Sloand et al. van observar la sobreexpressié del gen WT1 en pacients amb
SMD+8"*°. Anteriorment, ja s’havia reportat la sobreexpressié d’aquest gen en
altres tipus de SMD'™? i el seu paper antiapoptotic en aquest tipus de
neoplasies'*.

L’alteracié de gens implicats en el control del cicle cel-lular i en I'apoptosi
cel-lular, pot explicar, en part, la mielopoesi ineficag i la preséencia de
citopénies. Els gens implicats en la immunitat i la inflamacié sobreexpressats
en les SMD+8 es troben similarment sobreexpressats en l'aplasia medul-lar
133141 " Aquestes troballes son concordants amb el comportament clinic similar
d’ambdues patologies, les quals responen favorablement a immunoterapia®®.
Curiosament, els patrons d’expressié génica de les SMD +8 i de les LAM amb
+8 aillada no presenten caracteristiques comunes. En les SMD+8, al contrari
de les LAM amb +8 aillada, no s’observa sobreexpressié de gran part dels gens

localitzats en aquest cromosoma'**~"44
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4.1.2. Perdua del silenciament genéomic (genomic imprinting)

Mitjangant la reproduccié sexual els humans heretem dos copies de cada gen,
una materna i l'altra paterna, continguts en cadascun dels 23 parells de
cromosomes homolegs. Tot i aixi, existeixen diferencies funcionals entre I'al-lel
matern i el patern d’'un gen. En condicions normals i en la majoria de casos, es
produeix una inactivacié selectiva de l'al-lel matern o de I'al-lel patern de cada
gen. Aquest procés s’anomena silenciament gendmic o genomic imprinting
(Gl), i és essencial pel normal desenvolupament en els mamifers'®. El Gl es
troba definit per metilacions genétiques en la gametogenesi i es preserva a
través de les diferents divisions cel-lulars. La pérdua de la regulacid
epigenética de les metilacions de diferents gens, aixi com, la pérdua
d’heterozigocitat (LOH) com son les disomies uniparentals (UPD), o fins i tot, la
duplicacié de part del material genétic (com la trisomia del cromosoma 8),
poden produir una pérdua de I'expressio genética monoal-lélica i donar lloc a la
génesi tumoral™®'*®. Entre les SMD +8, s’han publicat casos de SMD on es
descriu I'origen paternal o maternal del cromosoma 8 duplicat, sense objectivar-
se dominancia clara'®. No obstant aixd, no hi han estudis adrecats
especificament a I'estudi de I'efecte de la pérdua de I'expressié monoal-lélica
en les SMD +8.

4.1.3. Mutacions o reordenaments de gens
En diversos estudis mitjangant Southern blot, FISH i bandeig multicolor i no

8147149 paulsson

s’han detectat alteracions criptiques balancejades en SMD+
et al. 'any 2006, mitjangcant microarrays de CGH, varen estudiar la preséncia
d’alteracions balancejades en 10 neoplasies mieloides amb +8 aillada (3 SMD,
1 LMMC i 6 LAM). Es varen observar alteracions balancejades no descrites fins
aquell moment en SMD en 4/10 casos analitzats, demostrant I'’heterogeneitat
d’aquestes neoplasies i postulant que la +8 com a unica alteracié pot no ser
suficient per a la leucemogeénesi'?’. Posteriorment, aplicant la técnica de SNP-
array en 8 pacients amb +8 com a unica alteracio (3 LAM i 5 SMD), no es van

aportar noves troballes'°.
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L’any 2011 Bejar et al. mitjangant sequenciaciéo massiva i genotipatge basat en
espectrometria de masses (Mass-Spectrometric Genotyping) van analitzar un
total de 432 pacients amb SMD entre els quals es trobaven 24 casos de SMD
+8. En tretze dels 24 pacients (54%) s’observava com a minim una mutacié en
els gens a estudi. Entre les mutacions trobades en les SMD amb +8, les més
frequents van ser les mutacions en TET2 (21%), en ASXL1 (16%), en
IDH1/IDH2 (15%) i en EZH2 (8%)*’.

TETZ2 és un gen implicat en el control de la metilacié del ADN. Les mutacions
en aquest gen produeixen una inactivacio del mateix'®'. No esta ben establert
si les mutacions en TETZ2 comporten impacte pronostic en pacients amb
SMD™2'%3 perd estudis recents suggereixen que poden predir una resposta
favorable a tractament amb agents hipometilants’'. ASXL1 i EZH2 s6n dos
gens implicats en la metilacid d’histones i en consequéncia la repressio de la
transcripcié génica actuant com a possibles supressors tumorals'®"'**"%° En
les SMD +8, un estudi recent ha objectivat una frequéncia superior a la descrita
per Bejar et al. de la mutacié de ASXL7 (45%) en aquests pacients'®. Les
mutacions de ASXL1 i EZH2 s’associen a una supervivencia menor en les SMD

relacionant-se amb una curta supervivéncia global®’ #1915,

Els gens
IDH1/IDHZ2 codifiquen per dos enzims dependents de NADP+ que converteixen
I'isocitrat a a-ketoglutarat (aKG). Les mutacions en aquests gens produeixen
una perdua de la funcié enzimatica normal produint 2-hidroxiglutarat (2HG) en
comptes de aKG'™'. Aquests enzims IDH1/IDH2 andmals produeixen una
hipermetilacio del DNA i una pérdua de funcionalitat del gen TET2, ja que és
dependent de aKG'®. Caramazza et al., en una série de 54 pacients amb
SMD+8, van corroborar la preséncia de mutacions de IDH1/IDH2 en un 15%
dels casos'®. Hi ha estudis que apunten que les mutacions en IDH1 s6n un

D'6%161 i altres estudis

factor independent de mal pronostic en les SM
assenyalen que les mutacions tant de IDH71 com de IDH2 no comporten un
pronostic advers'>. Altres mutacions genétiques descrites en RUNX1, SRSF2,
KRAS, NRAS, JAK2 sén menys freqiients®*>"1%01%2_ Cap d’aquestes mutacions
son especifiques de les SMD, i en aquests estudis la majoria de casos que
presentaven mutacions genetiques eren LMMC, SMD d’alt risc o SMD amb

elevat nombre de blasts (algunes eren LAM).
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4.1.4 Mecanismes immunes

Diferents grups han realitzat treballs que posen de manifest I'activacio del
sistema immune en les SMD. Publicacions inicials apuntaven a una disminucio
en l'activitat funcional de les cel-lules Natural Killer (NK) en els pacients amb
SMD dalt risc'®'®. Posteriorment, Chamuleau et al. van objectivar la
presencia de citotoxicitat contra les cel-lules precursores hematopoetiques
neoplasiques no regida pel complex major d’histocompatibilitat (MHC), en un
estudi on comparaven una seérie de 40 SMD de baix risc i de risc intermedi amb
una altra série de 10 controls sans, i van demostrar que les cél-lules NK eren
responsables, en part, d’aquesta citotoxicitat'®®. Aquestes dades demostren la
implicacié de les NK en la patogénesi de les SMD.

Els macrofags, també estan implicats en el mecanisme immune d’aquestes
neoplasies'®. Aquests sén, en condicions normals, un component essencial
del microambient de la medul-la 0ssia i es mantenen en constant contacte amb
les cél-lules hematopoétiques, sent les principals cel-lules fagocitiques i
secretores de citocines en el moll de I'os'. Maratheftis et al. van observar una
sobreexpressio de les proteines de membrana “Toll-like” (TLR) en les cél-lules
mononucleades medul-lars en les SMD. També van correlacionar la
sobreexpressié d’aquests receptors de membrana amb I'apoptosi cel-lular'®’.
Aquests receptors son especialment abundants a la membrana dels macrofags,
de les cél-lules dendritiques i dels neutrofils, i regulen la immunitat innata,
activant la secrecio de citocines proinflamatories. La secrecid de TNFa, INFy i
IL6 es veu incrementada en les SMD de baix risc i disminuida en les SMD d’alt
risc. En canvi citocines immunosupressores com la IL-10 s6n més segregades
en les SMD dalt risc'®®'®. El TNFa i el INFy produeixen I'estimulacié de
I'expressio de I'antigen FAS en les cél-lules hematopoétiques CD34+, que en
unir-se al seu lligand provoquen la mort cel-lular programada’’®""2, i I activacio
de la via de les p38 MAPK que també incrementa I'apoptosi cel-lular'”.
Aquestes citocines, per tant, indueixen la supressié de 'hematopoesi en el moll
de l'os.

Diferents treballs han demostrat que el 97% de les SMD presenten expansions
de cél-lules T oligoclonals, amb augment d’activacio de limfocits T CD8+ naive i

expansié de cél-lules T CD8+ efectores amb fenotip citotdxic en resposta a la
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presentacié d’autoantigens i d’antigens tumorals'®®'"*~'"® Epling-Brunette et al.
van objectivar que aquestes cél-lules T CD8+ efectores expressaven els
receptors de membrana CD244, activador de cél-lules NK i macrofags, inductor
de I'expressio de granzyme B i perforina i la produccio rapida de INFy i NKG2D,
i coestimulador de limfocits T CD8+. Aquest mateix grup van demostrar que
aquesta expansié de cél-lules T CD8+ clonals no es correlaciona amb el
cariotip 0 el subtipus de SMD'"®. Tanmateix, existeix una variabilitat de les
cél-lules T CD4+ segons el grup de risc de SMD. Kordasti et al. varen objectivar
un augment de citocines proinflamatories i de ceél-lules T CD4+ “helper”
productores de IL17 (Th17) en les SMD de baix risc'®, i en les SMD d’alt risc i
en l'evoluci6 a LAM, un augment de cél-lules T CD4+ reguladores Foxp3+
(Treg)'®'. Aquests autors van detectar una correlacié inversa entre les Th17 i
les Treg entre els dos grups de SMD. | aixi mateix, en les SMD d’alt risc les
Th17 serien inhibides per les Treg i en les SMD de baix risc el baix nombre de
Treg permetria I'activacié de Th17 amb secrecié de IL-17 i la induccié d’un

ambient proinflamatori'®°.

En un estudi in vitro recent, s’ha observat que
I'estimulaci6 amb IL-17 recombinant de cél-lules mononucleades de pacients
amb SMD produeix un increment de la produccié de citocines reguladores
TNFo i INFy'® Zou et al. van reportar que els pacients amb SMD que
presenten deplecio de cél-lules T CD4+ tenen una millor resposta al tractament
immunosupressor, i suggereixen que la disminucio de cél-lules T CD4+ és a
expenses de Treg'®.

Encara que el paper que tenen les cél-lules B en la patogénia de les SMD no
esta ben descrit, s’ha observat que els pacients amb SMD de baix risc
presenten un increment de I'apoptosi de limfocits B madurs juntament amb un
nombre de cél-lules progenitores B reduit'®*~"%¢.

Aquestes troballes i la resposta hematologica al tractament immunosupressor
en un 20 a un 45% dels SMD, suggereixen que la desregulacié del sistema
immunitari és una causa plausible de les citopénies en aquests pacients

(Figura 12)90,174,187—191
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Figura 17. Model d’interaccions immunes en les SMD. Els clons patoldogics (SMD)
sobreexpressen antigens o expressen nous antigens, i es produeix una expansio de cél-lules T
citotoxiques que produeixen un augment de citocines inflamatories, TNFa i INFy. Aixo,
juntament amb la disminucié de les Treg, promou un ambient proinflamatori que afavoreix
I'apoptosi dels progenitors hematopoétics produint la supressié de I’hemopoesi. (Adaptat de
Barret i cols. 2009.)

En un estudi realitzat per Sloand et al. on van analitzar I'expressié de FAS en
les cel-lules CD34+ de 25 pacients amb SMD i diferents alteracions
citogenétiques (monosomia 7, delecio 5q o trisomia 8), es va observar que les
cél-lules CD34+ dels pacients amb trisomia 8 presentaven més expressié de
FAS respecte als pacients amb altres alteracions. Aixi doncs, i d’'acord amb els
autors, els pacients amb SMD+8 haurien de respondre millor a TIS que aquells
pacients amb SMD en qué I'apoptosi regida per FAS juga un paper menor'®.
Donat el paper, que ja hem descrit, de la immunitat en I'expressio del receptor
FAS en les cél-lules hematopoetiques, Sloand et al. van realitzar un nou estudi
per determinar si realment I'apoptosi cel-lular en les SMD+8 era causada per
mecanismes immunes, objectivant una expansio de limfocits T CD8+ yf en tots
els 34 pacients amb SMD+8 analitzats. Els autors suggerien que aquesta
expansié de cél-lules CD8+ citotoxiques es devia, probablement, a una reaccio
a antigens presentats per part del clon amb +8. En cocultius de cél-lules
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hematopoetiques i limfocits T CD8+ y3 es va detectar la inhibicié especifica del
clon amb +8. En canvi, in vivo, el clon neoplasic amb trisomia 8 presenta
mecanismes de resisténcia a I'apoptosi regida per FAS. Aquesta afirmacio es
basa en qué un 67% dels pacients amb SMD amb +8 com unica alteracio
presentaven resposta estable a ATG amb normalitzacié del nombre de cél-lules
T, reversid de les citopénies i independéncia transfusional després del
tractament, perd, en canvi, presentaven un increment estable de la clona amb
trisomia 8 en la medul-la 6ssia’®.

En un estudi posterior del mateix grup es va observar, mitjangant PCR
quantitativa, una sobreexpressidé de C-MYC i SURVIVINA (inhibidor de
'apoptosi cel-lular). | en cultius de cél-lules mononucleades de SMD+8
tractades amb radiaci6 gamma, es va demostrar el poder inhibitori de 'apoptosi
per part de C-MYC i SURVIVINA. Aquests resultats expliquen el mecanisme de
supervivéncia per part de les cél-lules amb +8 a I'expansié clonal especifica de
limfocits T CD8+ citotoxics .

Més recentment, Sloand et al. han realitzat un estudi per analitzar si la
mielosupressié guiada per cél-lules T mitjancant la hiperexpressio de FAS es
deu a una interaccié especifica amb antigens procedents de la clona
neoplasica amb +8. En aquesta analisi, mitjangant cultius cel-lulars, van
objectivar que el percentatge de la clona neoplasica amb +8 es correlacionava
amb la producci6 de TNFo per part de les cél-lules T WT-1 antigen
especifiques introduides en el cultiu. Per altra banda, van identificar cél-lules T
especifiques per WT-1 en pacients amb SMD+8 mitjangant analisis amb
tetramers i assajos de deteccio de citocines intracel-lulars, i van demostrar que
la preséncia d’aquestes cél-lules es correlacionava amb la resposta a TIS.
Aquests resultats suggerien que WT-1 és un dels antigens desencadenants de
la mielosupressié immune en les SMD+8"%°.

Aixi doncs, en resum, els diferents estudis apunten que les SMD +8 expressen
antigens tumorals especifics que son responsables de l'activacio de cél-lules T
autologues, causant un ambient inflamatori que indueix I'apoptosi cel-lular. Tot i
aixi, s’ha demostrat que les cél-lules neoplasiques amb +8 de les SMD
presenten mecanismes de resisténcia a aquesta apoptosi.
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4.2 Tractament de les SMD amb trisomia 8 aillada

Existeixen diferents alternatives terapeutiques per les SMD. A causa de I
heterogeneitat en el curs evolutiu d’aquestes neoplasies, els criteris per a la
seleccié del tractament es basa en categoritzar especificament els pacients
segons el seu risc pronostic. Les SMD+8 no en sén una excepcié. En elles
també s’utilitzen els index pronodstics per establir la categoria de risc i
determinar el tractament més adequat. L’eleccié del tractament en les SMD i +8
es realitza equivalentment al esquema del global de les SMD. (Apartat 2.1.6)

Tractament immunosupressor

El tractament immunosupressor es basa en I'is de ATG sola o combinada amb
CsA. En els pacients que responen a TIS es produeix una milloria en
I'hnemopoesi i en consequéncia disminucié de les citopenies. Els unics dos
factors que s’han reportat amb un valor prondstic independent a la resposta a
TIS son I'edat <60 anys i la positivitat de 'antigen HLA-DR15. Tot i aixi, existeix
una preponderancia de pacients amb trisomia 8 i sexe femeni entre els casos
de SMD que responen a TIS"90:194.195

En un estudi realitzat per Sloand et al. un 61% dels pacients amb SMD+8 van
respondre al tractament immunosupressor. La resposta es basava en la millora
de les citopénies, tot i que, va observar un augment de la clona amb +8 en
I'estudi citogenetic d’aquests pacients. Com hem explicat en apartats anteriors,
la resposta clinica observada estava associada a la desaparici6 de les
expansions de céllules T a causa del TIS'®. En un assaig clinic recent, s’ha
observat que el TIS presenta una millor resposta hematoldogica que el
tractament de suport, perd que no té impacte pronodstic quant a supervivencia
global ni en la progressio a leucémia aguda. A més a més, el TIS és un
tractament que ocasiona una important toxicitat. En aquest estudi es va
observar efectes adversos en el 45% dels pacients, sent els més frequents les
infeccions severes, complicacions inflamatories, eventualitats trombotiques i
hemorragiques, febre post infusid i alteracions cardiaques''. Aixi doncs,
s’aconsella limitar aquests tractaments a casos en qué han fracassat totes les
altres opcions terapeutiques i presenten una elevada probabilitat de resposta a
TIS®™,
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Com hem dit anteriorment, les SMD son neoplasies clonals de la cél-lula mare
hematopoetica pluripotent caracteritzades per una mielopoesi ineficag, i un curs
clinic variable. El seu diagnostic és un dels més dificils entre els de les
neoplasies mieloides i depen basicament de diferents dades morfologiques
caracteristiques i de l'existéncia d’alteracions citogenétiques recurrents. La
trisomia 8, tot i ser l'alteracid citogenética més frequent en forma de guany
cromosomic en les SMD, no es considera diagnostica de SMD en abséncia de
criteris morfoldgics concloents (OMS 2008). Per altra banda, la trisomia 8 té
impacte pronostic en les SMD i, actualment, forma part de les alteracions
citogenetiques de risc intermedi segons el R-IPSS. La rad principal perquée
aquesta alteracio no és considerada amb suficient evidencia per el diagnostic
de una SMD és perqué s’ha descrit que en persones sanes es pot observar la
+8 de forma constitucional en mosaicisme. En casos de SMD, si la +8 aillada
es demostrés constitucional, no tindria valor prondstic. Dilucidar la incidéncia de
la cT8M en les SMD significaria un canvi important en el valor diagnostic de la
trisomia 8 en aquestes neoplasies i dilucidaria el valor pronostic real.

Les hipotesis plantejades eren que la trisomia 8 és majoritariament una
alteracié adquirida en aquestes neoplasies, sent, per tant, una alteraci6 amb
suficient valor diagnostic de SMD, fins i tot, quan hi ha alteracions
morfologiques suggestives perd no concloents d’aquesta entitat. Que és una
alteracié amb un impacte pronostic negatiu en les SMD i que les alteracions
citogenétiques acompanyants a la +8 empitjoren aquest pronostic.

Objectiu general:

La finalitat del treball és caracteritzar les SMD amb trisomia 8 a partir d’'una
analisi estadistic de pacients amb SMD amb trisomia 8 procedents del
“Registro Espariol de SMD’, i determinar I'impacte pronostic de les alteracions
addicionals.

Es pretén determinar si la trisomia 8 és una alteracio constitucional o adquirida

en les SMD, i aixi, finalment, establir el valor diagnostic i pronostic d’aquesta

alteracio.
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Objectius concrets:
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1.

Realitzar una analisi estadistic descriptiu i comparatiu dels diferents
grups de pacients amb SMD amb trisomia 8 segons el nombre
d’alteracions citogenétiques afegides a partir de la revisio retrospectiva
de casos del “Registro Espariol de SMD”.

Analitzar el valor prondstic de les alteracions citogenetiques addicionals
a la trisomia 8 en les SMD amb aquesta alteracio, a partir de les dades
recollides de pacients del “Registro Espariol de SMD”.

Determinar la incidéncia de la trisomia 8 de forma constitucional en els
pacients amb SMD amb aquesta alteracio, estudiant la preséncia de la
trisomia 8 en cél-lules no mieloides (limfocits CD3+) i cél-lules no
hematoldgiques (mucosa oral), mitjangant [I'analisi del cariotip
constitucional procedent de cultius de SP estimulats amb
fitohemaglutinina (PHA) i de la tecnica de FISH aplicada sobre limfocits
CD3+ i cel-lules de la mucosa oral.

4. Definir el valor pronostic i diagnostic real de la trisomia 8 en les SMD.
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Analisi de la trisomia 8 en les sindromes mielodisplasiques

En l'apartat seguent es descriuen el métode i els resultats del projecte de tesi
mitjangant la inclusio dels articles publicats fruit del treball realitzat.

Els articles inclosos son:

1) Prognostic value of trisomy 8 as a single anomaly and the influence
of additional cytogenetic aberrations in primary myelodysplastic

syndromes.

Saumell S, Florensa L, Lufio E, Sanzo C, Canizo C, Hernandez JM, Cervera J,
Gallart MA, Carbonell F, Collado R, Arenillas L, Pedro C, Bargay J, Nomdedeu
B, Xicoy B, Vallespi T, Raya JM, Belloch L, Sanz GF, Solé F.

British Journal of Haematology 2012 Nov;159(3):311-21. Factor impacte: 4,959

2) Trisomy 8, a cytogenetic abnormality in myelodysplastic

syndromes, is constitutional or not?

Saumell S, Solé F, Arenillas L, Montoro J, Valcarcel D, Pedro C, Sanzo C,
Luio E, Giménez T, Arnan M, Pomares H, De Paz R, Arrizabalaga B, Jerez A,
Martinez AB, Sanchez-Castro J, Rodriguez-Gambarte JD, Raya JM, Rios E,
Rodriguez-Rivera M, Espinet B, Florensa L.

PloS One. Acceptat per publicacio el 7 de Maig del 2015. Factor impacte: 3,53

57






Analisi de la trisomia 8 en les sindromes mielodisplasiques

1- Article 1. Valor pronostic de la trisomia 8 com a alteracié unica i la
influéencia d’ alteracions addicionals en les sindromes mielodisplasiques

primaries.

Aproximadament el 50% de les sindromes mielodisplasiques presenten
alteracions citogenetiques recurrents. Entre elles la trisomia 8 és el guany
cromosomic més frequent. Tanmateix, les caracteristiques de les SMD amb
trisomia 8 aillada no estan ben descrites, com tampoc ho esta la influencia
pronostica de les alteracions addicionals. L'objectiu d’aquest treball era
descriure les caracteristiques d’'una série de SMD+8 i valorar I'efecte pronostic

de les alteracions addicionals.

Pacients i Métode:

Es van recollir les dades de 257 pacients diagnosticats de SMD amb +8
procedents de la base de dades del registre del Grup Espanyol de Sindromes
Mielodisplasiques on constaven 3677 pacients. Els casos amb més de 20% de
blastes i les LMMC van ser exclosos, de manera que de 257 pacients 134
complien criteris de SMD segons 'OMS 2008. Es van classificar en diversos
grups segons la complexitat del cariotip: 72 SMD amb +8 aillada, 31 SMD amb
+8 i una alteracié addicional, 8 SMD amb +8 i dues alteracions addicionals i 23
SMD amb +8 i tres o més alteracions addicionals. Es van incloure les dades de
sexe, edat, valors d’hemoglobina, recompte total de neutrofils i plaquetes,
nombre de blasts a moll d’os, grup diagnostic segons 'OMS del 2008 i el grup

pronostic segons IPSS.

Es va realitzar una analisi estadistica per definir les caracteristiques de les
SMD+8, a partir d’'una analisi univariada i després amb un model multivariat per
determinar les variables pronostiques rellevants. Es va utilitzar el grup de
pacients amb SMD i cariotip normal del mateix registre per a comparar-lo amb
el grup de SMD+8 en termes de supervivéncia global i temps de transformacié

a leucémia aguda.
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Metode i Resultats

Resultats:

Grup de 72 pacients amb SMD amb +8 aillada:

La serie de casos de SMD+8 incloia 48 homes (66.7%) i 24 dones (33.3%) amb
una mitjana d’edat de 72 anys. Segons els criteris de 'OMS 2008 els pacients
es van classificar de la seguent manera: 9 AR (12.5%), 7 ARSA (9.7%), 21
CRDM/CRDM-SA (29.2%), 18 AREB-1 (25%), 14 AREB-2 (19.4%) i 3 SMD-U
(4.2%). Els pacients es van classificar en els seguents grups de risc d’acord
amb I'IlPSS: 45 (69.2%) en intermedi 1, 16 (24.6%) en intermedi 2 i 4 (6.2%) en
alt risc. El 62% dels pacients presenten més d’una citopenia en el moment del

diagnostic i la mitjana de recompte percentual de blasts en el moll de I'os va ser
de 4. En 11 de 72 pacients la trisomia 8 era present en totes les metafases. No
es van detectar diferéncies pronostiques significatives entre aquests 11
pacients i els que tenien alguna metafase normal (mitjana de supervivéncia 64
vs. 29 mesos, respectivament P=0.62).

Amb una mitjana de seguiment de 16 mesos es va observar una mitjana de
supervivéncia global per a les SMD+8 de 34.3 mesos i varen evolucionar a
leucémia aguda 13 pacients (18%) amb una probabilitat acumulada de
transformacio a leucémia aguda del 17.5% als 2 anys. En I'analisi univariada la
SG es veia influenciada per la xifra de plaquetes, el numero de citopénies, el
recompte percentual de blastes a moll d’os, el grup de risc segons I'lPSS i el
subtipus diagnostic segons la classificacio de 'OMS 2008.

En I'analisi comparatiu entre les SMD+8 i les SMD amb cariotip normal es va
observar una diferéncia estadisticament significativa en mitjana de SG entre els
pacients amb més de 5% de blastes. Observant una mitjana de supervivencia
global inferior en el grup de pacients de SMD+8 respecte als de cariotip normal
(9.5 vs 28.5 mesos). Aix0 no passava entre els pacients amb menys de 5% de
blastes.

En l'estudi multivariat es va observar que la xifra de plaquetes i el percentatge
de blasts a moll d’'os eren els parametres que tenien impacte pronodstic en les
SMD+8, amb un pitjor pronostic pel comptatge de plaquetes inferior a
100x10°%L i pel comptatge de més de 5% blasts medul-lars.
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Analisi de la trisomia 8 en les sindromes mielodisplasiques

Analisi de la série global de pacients:

Les alteracions més frequents addicionades a la trisomia 8 en el grup de SMD i
trisomia 8 amb una alteraci6 acompanyant eren la delecié de 5q seguida de la
deleccio de 11q.

No es van veure diferéncies cliniques ni analitiques entre els grups amb una,
dos o tres alteracions addicionals a la trisomia 8. La mitjana de supervivéncia
pels pacients amb una, amb dues i amb tres 0 més alteracions varen ser 40,
23.4 1 5.8 mesos, respectivament. En I'analisi de supervivéncia no es van trobar
diferéncies significatives entre les SMD amb +8 aillada, les SMD amb +8 i una
altra alteracio i les SMD amb +8 i dues alteracions addicionals. Agrupant doncs
aquests tres grups en un sol grup i comparant-lo amb el grup de SMD amb +8 i
tres o més alteracions addicionals, es van trobar diferencies estadisticament
significatives en la mitjana de supervivéncia global entre els dos grups (mitjana
SG: 34,3 vs 5,8 mesos, respectivament).

L’analisi multivariat va mostrar que el nivell d’hemoglobina (<100 g/l vs = 100
g/l), el recompte plaquetar (<100x10%1 vs =100x10%1), el nimero de blastes a
moll d’'os (5-20% vs. <5%) i la complexitat del cariotip tenien un impacte
pronostic independent. Aixi doncs, l'addici6 d’alteracions cariotipiques

representa un impacte pronostic negatiu sobre aquestes neoplasies.
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Summary

Trisomy 8 is the most common chromosomal gain in myelodysplastic syn-
dromes (MDS), however, little is known about the features of MDS with
isolated trisomy 8 and the influence of additional cytogenetic aberrations.
We determined the characteristics and prognostic factors of 72 patients
with trisomy 8 as a single anomaly and analysed also the impact of other
aberrations added to trisomy 8 in another 62 patients. According to our
study, MDS with isolated trisomy 8 was more frequent in men, with more
than one cytopenia in most patients (62%) and having about 4% bone
marrow blasts. The multivariate analysis demonstrated that platelet count
and percentage bone marrow blasts had the strongest impact on overall
survival (OS). The median OS for isolated trisomy 8, trisomy 8 plus one
aberration (tr8 + 1), plus two (tr8 + 2) and plus three or more aberrations
(tr8 + >3) was 34-3, 40, 23-4 and 5-8 months, respectively (P < 0-001).
Trisomy 8 confers a poorer prognosis than a normal karyotype in MDS
patients with > 5% bone marrow blasts. This study supports the view that
MDS with isolated trisomy 8 should be included in the intermediate cyto-
genetic risk group.

Keywords: trisomy 8, myelodysplastic syndromes, cytogenetic aberrations.

doi:10.1111/bjh.12035
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(Grupo Cooperativo Espanol de Citogenética
Hematologica; GCECGH).

The myelodysplastic syndromes (MDS) are a heterogeneous
group of myeloid stem cell neoplasms characterized by
hypercellular bone marrow with myeloid lineage dysplasia and
ineffective haematopoiesis leading to peripheral cytopenias.
The overall survival (OS) and risk of leukaemic transforma-
tion in such patients are highly variable (Greenberg et al,
1997; Sole et al, 2005; Bernasconi et al, 2007; Malcovati et al,
2007; Brunning et al, 2008; Schanz et al, 2012). The diagno-
sis and classification of MDS are among the most difficult of
the myeloid neoplasms (Valent et al, 2007; Brunning et al,
2008; Tefferi & Vardiman, 2009). Diagnostic problems arise
when the clinical and laboratory findings suggest MDS but
the morphological features are inconclusive. Conventional
karyotyping is an essential tool in these cases because some
specific cytogenetic abnormalities are considered presumptive
evidence for MDS (Brunning et al, 2008).

Trisomy 8 (tr8 or + 8) as a single anomaly is present in
about 11% of de novo MDS with an abnormal karyotype
(Paulsson & Johansson, 2007; Mitelman et al, 2011), and
represents about 5% of all MDS. Although trisomy 8 is the
most common cytogenetic chromosomal gain in MDS, the
finding of trisomy 8 is not definitive evidence for the diagno-
sis of MDS in the absence of morphological criteria of dys-
plasia (Brunning et al, 2008).

The outcome of MDS with trisomy 8 as a sole change var-
ies greatly (Yunis et al, 1988; Nowell & Besa, 1989; Sole et al,
1992, 2000, 2005; Morel et al, 1993; Bernasconi et al, 2007;
Schanz et al, 2011); but, according to the International Prog-
nostic Scoring System (IPSS), isolated trisomy 8 is included
in the intermediate cytogenetic risk group (Greenberg et al,
1997). On the other hand, there are very few studies that
have analysed the impact of additional karyotypic abnormali-
ties (Haase et al, 2007; Paulsson & Johansson, 2007).

The present study aimed to define the biological character-
istics of de novo MDS with trisomy 8 as a sole change, to
clarify the prognostic impact of trisomy 8 as a single anom-
aly, and finally, to elucidate the importance of the addition
of other chromosomal aberrations in terms of OS and acute
myeloid leukaemia (AML) transformation, of patients that
are included on the registry of the Spanish MDS group
(Grupo Espanol de SMD; GESMD).

Materials and methods

Patients

Between 1980 and 2011, 3677 patients from 106 Spanish cen-
tres had been diagnosed with MDS and subsequently had
been recorded in the GESMD registry. A total of 257 cases

diagnosed with MDS with isolated + 8 or with trisomy 8
and other additional cytogenetic aberrations were collected
from this registry. The diagnosis of the patients were
reviewed and reclassified according to World Health Organi-
zation (WHO) classification of 2008 (Brunning et al, 2008)
as follows: Refractory cytopenia with unilineage dysplasia
(RCUD), refractory anaemia with ring sideroblasts (RARS),
refractory cytopenia with multilineage dysplasia (RCMD),
refractory anaemia with excess of blasts type 1 (RAEB-1),
refractory anaemia with excess of blasts type 2 (RAEB-2) and
myelodysplastic syndrome-unclassified (MDS-U). Hence, 107
cases without sufficient criteria for MDS as well as patients
with chronic myelomonocytic leukaemia (CMML) and cases
with more than 20% bone marrow blasts were excluded from
the study. Cytogenetic formulation was also reviewed; 16
cases with MDS and trisomy 8 had an incomplete Interna-
tional System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN)
record (Shaffer et al, 2012) and were also excluded. After this
revision the data of 134 patients could be used; 72 with tri-
somy 8 as a single anomaly and 62 with trisomy 8 plus other
cytogenetic aberrations.

The thresholds used to assess the presence of cytopenias,
as recommended in the IPSS, were haemoglobin <100 g/l,
absolute neutrophil count (ANC) <1-8 x 10°/1 and platelet
count <100 x 10%/1 (Greenberg et al, 1997; Brunning et al,
2008). Patients were stratified into low, intermediate-1, inter-
mediate-2 and high-risk groups according to the IPSS criteria
(Greenberg et al, 1997). Patients were also grouped in four
categories of karyotype complexity: isolated trisomy 8 (tr8),
trisomy 8 plus one additional abnormality (tr8 + 1), trisomy
8 plus two additional abnormalities (tr8 + 2) and trisomy 8
plus three or more additional abnormalities (tr8 + >3)
(Table I).

Eight of 134 patients with trisomy 8 received chemother-
apy treatment, however, seven of them had already trans-
formed to AML. The remaining patients received supportive
care. The study was conducted fulfilling the biomedical Hel-
sinki Declaration of research guidelines.

In addition, patients in the GESMD registry database with
de novo MDS with a normal karyotype were reviewed to
meet the WHO classification (2008) criteria (Brunning et al,
2008); 1676 of them could be used to compare with the ser-
ies of cases with isolated trisomy 8 in terms of OS and time
to AML evolution.

Cytogenetics

All the bone marrow chromosome studies were performed
following chromosome-banding procedures and at least 20

© 2012 Blackwell Publishing Ltd, British Journal of Haematology



Table I. Patients characteristics of MDS with trisomy 8.

Median Number of patients,
(Q1-Q3) n (%)

Total number of patients 134
Age (years) 72 (66-79) 133

<60 14 (10-5)

>60 119 (85'5)
Sex 134

Male 81 (60-4)

Female 53 (39:6)
Haemoglobin (g/1) 96 (83-111) 131

<100 76 (58)

>100 55 (42)
ANC (x10°/1) 22 (0-76-2-8) 128

<1-8 66 (51:6)

>1-8 62 (48-4)
Platelet count (x10°/1) 176 (58-255-8) 130

<100 53 (40-8)

> 100 77 (59-2)
BM blasts (%) 5 (1-8) 130

<5 71 (54-6)

5-10 42 (32:3)

11-19 17 (13-1)
Cytopenias 127

None 20 (15-8)

One 45 (35-4)

Two 39 (30-7)

Three 23 (18:1)
WHO 2008 subtype 134

RCUD 15 (11-2)

RARS 11 (8-2)

RCMD 39 (29-1)

RAEB-1 34 (25-4)

RAEB-2 27 (20-1)

MDS-U 8 (6)
Karyotype complexity 134

tr8 alone 72 (53-7)

tr8 + 1 abnormality 31 (23-1)

tr8 + 2 abnormalities 8 (6)

tr8 + >3 abnormalities 23 (17-2)

Percentage of metaphases 106

with + 8

<100% 89 (83-1)

100% 17 (15-9)
IPSS risk group 119

Low 2 (1-6)

Intermediate-1 66 (55-5)

Intermediate-2 36 (30-3)

High 15 (12-6)

MDS, Myelodysplastic syndromes; ANC, absolute neutrophil count;
BM, bone marrow; WHO, World Health Organization; RCUD,
refractory cytopenia with uniilineage dysplasia; RARS, refractory
anaemia with ringed sideroblasts; RCMD, refractory cytopenia with
multilineage dysplasia; RAEB, refractory anaemia with excess of
blasts; MDS-U, MDS unclassifiable; tr8, +8, trisomy 8; IPSS, Interna-
tional Prognostic Scoring System.

Q1: percentile 25; Q3: percentile 75.

© 2012 Blackwell Publishing Ltd, British Journal of Haematology

Trisomy 8 in MDS

metaphases were analysed. Abnormal clones were described
in accordance with the 2009 ISCN (Shaffer et al, 2009).
Based on these guidelines, a clone was defined by two cells
showing the same gain of chromosomal material or the same
structural aberration, or by at least three cells showing loss
of the same chromosome. Karyotypic aberrations were
counted using the consensus counting guidelines developed
by International Working Group on MDS Cytogenetics
(Chun et al, 2010). Complex karyotype was considered when
there were three or more independent alterations in at least
two cells. If two or more clones with two aberrations were
present in the same patient, it was also considered as a com-
plex karyotype. In addition, we divided cases with complex
karyotype in two subgroups: MDS with three aberrations and
MDS with more than three (Schanz er al, 2012).

Statistical analysis

Statistical analysis was carried out in the overall series of
patients and also in patients with MDS with isolated trisomy
8, to define the clinical and diagnostic characteristics of this
group. Hence, the other karyotype complexity groups were
also studied.

The following initial variables were analysed at univariate
level for their possible association with the OS or evolution
to AML: age, sex, haemoglobin level, ANC and platelet
count, number of cytopenias and percentage of bone marrow
blasts at diagnosis. The WHO 2008 classification (Brunning
et al, 2008) and IPSS (Greenberg et al, 1997) were taken as
models to establish all cut-off points. Finally, WHO 2008
classification groups and IPSS risk categories were also evalu-
ated. OS and AML transformation analysis were performed
by using the Kaplan—Meier method followed by the log-rank
test (Kaplan & Meier, 1958; Mantel, 1966; Peto et al, 1976).
OS was calculated in months from date of MDS diagnosis
until date of death or last follow-up. The time to AML trans-
formation was the number of months elapsed between MDS
diagnosis and the development of AML. All univariate tests
were two tailed and, after Bonferroni correction, P-values
< 0-001 were considered as significant. Finally, Cox propor-
tional hazards multivariate model was used to define the OS
and to assess the relevant prognostic variables (Cox, 1972).
For multivariate analysis, a P-value < 0-05 was considered
significant.

The statistical analysis was performed using the Statistical
Package for the Social Sciences (spss) software, version 15.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Results

Patient characteristics

Among 3677 patients of the MDS registry of GESMD, 134
patients with trisomy 8 fulfilled the inclusion criteria for the
current study according to the WHO 2008 classification
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Table II. Patient characteristics according to the karyotype complexity.

Trisomy 8 (tr8) alone [1]  tr8 + 1 abnormality [2] tr8 + 2 abnormalities [3] tr8 + >3 abnormalities [4]

Median
(Q1-Q3) n (%) Median (Q1-Q3) n (%) Median (Q1-Q3) n (%) Median (Q1-Q3) n (%)

Age (years) 72 (59-85) 71 68 (63-79) 31 66 (51-81) 8 76 (68-79) 23

<60 8 (11-3) 2 (6'5) 3 (37-5) 1(4:3)

>60 63 (88-7) 29 (93-5) 5 (62-5) 22 (95-7)
Sex - 72 - 31 - 8 - 23

Male 48 (66-7) 19 (61-3) 3 (37-5) 11 (47-8)

Female 24 (33-3) 12 (38:7) 5 (62-5) 12 (52-2)

Hb (g/l) 96 (23)* 71 94 (18-3)% 29 97 (21-8)* 8 92 (18-1)* 23

<100 41 (57-7) 19 (65-5) 3 (37-5) 13 (565)

>100 30 (42-3) 10 (34-5) 5 (62-5) 10 (43-5)
ANC (x10°/1) 2-1 (1-3-6) 69 1-56 (0-8-2:6) 29 1-6 (0-4-2-7) 8 1-1 (0-9-1-1) 22

<1-8 30 (43-5) 15 (51-7) 6 (75) 15 (68-2)

>1-8 39 (56-5) 14 (48-3) 2 (25) 7 (31-8)
Platelet count (x10°/1) 155 (67-291) 71 165-5 (78-261) 28 144 (88-260-7) 8 52 (27-99) 23

<100 26 (36-6) 8 (28-6) 1 (12-5) 18 (783)

>100 45 (63-4) 20 (71-4) 7 (87-5) 5 (21-7)
BM blasts (%) 4 (1-8) 72 2-5 (1-6) 25 5-5 (2-10) 8 6 (2-11) 23

<5 40 (55-6) 18 (66-7) 3 (37-5) 10 (435)

5-10 27 (37-5) 4 (14-8) 4 (50) 7 (30-4)

11-19 5(69) 5 (18-5) 1 (12:5) 6 (26-1)
Cytopenias 69 28 8 22

None 13 (18-8) 5 (16:1) 1(12-5) 1(4:3)

One 26 (37-7) 10 (32-3) 4 (50) 5(21-7)

Two 20 (29) 9 (29) 3 (37-5) 7 (30-4)

Three 10 (14-5) 4 (129) 0 (0) 9 (391)
IPSS risk group 65 25 8 21

Low 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Intermediate-1 45 (69-2) 17 (68) 4 (50) 2 (9:5)

Intermediate-2 16 (24-6) 4 (16) 3 (37-5) 13 (61-9)

High 4 (6:2) 4 (16) 1(12-5) 6 (28-6)
WHO 2008 subtype 72 31 8 23

RCUD 9 (125) 4 (12:9) 1 (12:5) 1(43)

RARS 7 (9:7) 5 (16:1) 0 (0) 0 (0)

RCMD/RCMD-RS 21 (29-2) 8 (25-8) 1(12:5) 9 (391)

RAEB-1 18 (25) 6 (19-4) 4 (50) 6 (26:1)

RAEB-2 14 (19-4) 5 (161) 1 (12-5) 7 (30-4)

MDS-U 3 (42) 3(97) 1(12:5) 0 (0)

ANC, absolute neutrophil count; BM, bone marrow; IPSS, International Prognostic System; WHO, World Health Organization; RCUD, refractory
cytopenia with unilinage dysplasia; RARS, refractory anaemia with ringed sideroblasts; RAEB, refractory anaemia with excess of blasts; RCMD,
refractory cytopenia with multilineage dysplasia; RCMD-RS, RCMD with ringed sideroblasts; MDS-U, MDS unclassifiable; tr8, trisomy 8.

Q1: percentile 25; Q3: percentile 75.

*This value corresponds to the mean and standard deviation, in brackets.

(Brunning et al, 2008): 72 (53-7%) had trisomy 8 as a sole
abnormality, 31 (23-1%) had one additional abnormality, 8
(6%) had two additional abnormalities and 23 (17-2%) had
three or more additional abnormalities.

Trisomy 8 as a sole change

The 72 patients with trisomy 8 as a sole change were analy-
sed as a whole. Forty-eight patients were male (66:7%) and
24 were female (33-3%), with median age of 72 years (range,

27-88). The median haemoglobin level, ANC and platelet
count were 96 g/l (range, 44-149), 2-1 x 10°/1 (range,
0-1-13-6) and 155 x 10/l (range, 1-767), respectively. The
median bone marrow blasts was 4% (range, 0-19). Most of
the patients (80%) had one or more cytopenias: 57-7% had
haemoglobin level <100 g/l, 43-5% had ANC <1-8 x 10°/1
and 36-6% had a platelet count <100 x 10°/1. By WHO 2008
criteria (Brunning et al, 2008), patients were classified as fol-
lows: 9 RA (12:5%), 7 RARS (9:7%), 21 RCMD/RCMD-RS
(29-2%), 18 RAEB-1 (25%), 14 RAEB-2 (194%) and 3

© 2012 Blackwell Publishing Ltd, British Journal of Haematology



Table III. Univariate analysis according to karyotype complexity.

Trisomy 8 in MDS

P-value

[1] vs. [2] [1] vs. [3] [1] vs. [4] [2] vs. [3] [2] vs. [4] [3] vs. [4]
Age 0-357* 0-316* 0-348* 0-457* 0-189* 0-189*
Sex 0-659F 0-103+ 0-072% 0-2541 0-238+ 11
Haemoglobin (g/1) 0-759§ 0-602§ 0-710§ 0-452§ 0-931§ 0-421§
Absolute neutrophil count (x10°/1) 0-292* 0-275* 0-005* 0-610* 0-086* 0-684*
Platelet count (><109/1) 0-850* 0-778* <0-001* 0-935* <0-001* <0-001*
Bone marrow blasts (%)* 0-367* 0-540* 0-375* 0-270* 0-244* 0-888*
Cytopenias 1t 0-708% 0-008% 0-718% 0-054% 0-06%
IPSS risk group 01331 05561 <0-001% 0-421% <0-001% 0-08%
WHO 2008 subtype 0-587% 0-703% 0-487% 0-562 0-08 0-250%

IPSS, International Prognostic System; WHO, World Health Organization.

[1] tr8; [2] tr8 + 1; [3] tr8 + 2; [4] tr8 + 3.
*Mann—Whitney U.

FChi-square.

iFisher’s exact test.

§t-student.

MDS-U (4:2%). According to IPSS almost all patients were
included in the intermediate-1 or intermediate-2 groups.
(Table II).

Only 11 out of 72 patients showed trisomy 8 in all meta-
phases. In terms of OS, no statistical differences were found
between patients with all metaphases bearing +8 and patients
with some normal metaphases (median OS, 64 months vs.
29 months, P = 0-62).

Trisomy 8 in overall series

The haemoglobin level, ANC, platelet count, number of
cytopenias, proportion of bone marrow blasts, WHO subtypes
and IPSS scores for the overall series were described in Table 1.

Among cases with tr8 + 1, the most common abnormality
added to trisomy 8 was del(5q) (n =9, 29%) followed by del
(11q) (n =3, 9:6%), and only one case had an unrelated
clone. Almost all cases of trisomy 8 with other abnormalities
had also normal metaphases (83-1% of cases).

No statistical differences were found when comparing
clinical or analytic characteristics among the isolated tr8,
tr8 + 1 and tr8 + 2 groups. However, a lower ANC was
seen with the addition of cytogenetic alterations to trisomy
8. Median platelet counts between the tr8 + >3 group and
the other groups were statistically different (P < 0-001).
(Table III).

Univariate analyses

The results after performing Kaplan—Meier analysis for over-
all survival and risk of leukaemic transformation in the
whole series are shown in Table IVA. The median follow up
was 16 months (range, 1-122) and the median OS was
29-6 months. Thirty-three patients (24:6%) evolved to AML
during the follow-up.

© 2012 Blackwell Publishing Ltd, British Journal of Haematology

At the beginning, the series was analysed as a whole.
Among clinical parameters, age and gender did not have any
impact on OS or on AML transformation. The ANC, platelet
count, number of cytopenias and bone marrow blast percent-
age had a clear impact on OS (P < 0-001 for all the parame-
ters) but not on AML transformation (P = 0-314, P = 0-117,
P=0-242 and P =0:099, respectively). Platelet count
<100 x 10°/1 was a very unfavourable prognostic factor
(median OS, 9 months). Patients with > 5% bone marrow
blasts had worse prognosis than patients with blasts <5%
(P < 0-001). Hence, the OS and risk of AML transformation
were also differentiated by the prognostic IPSS subgroups
and WHO dlassification.

The data of patients with normal karyotype who were
listed in the GESMD registry (n = 1676) were used to ana-
lyse the prognostic impact of bearing trisomy 8, in terms of
OS and time to AML transformation. The median survival
for the karyotype complexity groups (normal, tr8, tr8 + I,
tr8 + 2, tr8 + >3) was 99, 34-3, 40, 23-4 and 5-8 months
respectively; with an OS statistically worse for tr§ + >3
patients (P < 0-001). For OS and AML transformation, no
significant differences were found between tr8 and tr8 + 1
(P =0-34) or between tr8 +1 and tr8 +2 (P = 0-267).
Subsequently, another two groups were analysed: tr8,
tr8 + 1 and tr8 + 2 vs. tr8 + >3, which identified statisti-
cally significant differences in median OS (34:3 vs. 58,
P < 0-001) (Fig 1).

Univariate analysis of prognostic factors for the 72 cases
of MDS with isolated trisomy 8 was also performed sepa-
rately. For these patients the median OS was 34-3 months
and 13 patients (18%) evolved to AML. Our data indicate
that in this subgroup, platelet count, number of cytopenias,
bone marrow blast percentage, IPSS risk groups and WHO
classifications showed a close association with OS and AML
transformation. The worse prognosis was shown for low
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Table IV. Results of univariate analyses of prognostic factors for overall survival and AML transformation in the (A) overall series and (B) MDS
with trisomy 8 as a sole anomaly.

Overall survival

AML transformation

Median Time to 25%  Cumulative probability
survival Patients alive probability of AML evolution
n (%) (months)  at 5 years (%)  P-value n (%) (months) at 2 years (%) P-value
(4)
Age 116 (86-6) 0-773 33 (24-6) 0-767
<60 years 11 135 10 6 (18:2) 20 45-5
> 60 years 105 54 14-3 27 (81-8) 19-6 209
Sex 117 (87) 0347 33 (24-6) 0-561
Male 69 (589) 165 145 18 (54-5)  14-8 232
Female 48 (41-1) 39.7 14-6 15 (45-5) 34 229
Haemoglobin 115 (85-8) 0-034 32 (23-8) 0-595
<100 g/l 67 (582) 139 119 18 (54-5) 16 23-8
>100 g/l 48 (417) 397 187 14 (31-6)  30-5 20-8
ANC 112 (83-5) <0-001 32 (23-8) 0-314
<1-8 x 10°/1 58 (51-8) 13-9 10-3 9(593) 20 25-8
>1.8 x 10°/1 54 (48-2) 50-9 229 3 (40-6) 19:5 20-3
Platelet count 114 (85-1) <0-001 2 (23-8) 0-117
<100 x 10°/1 45 (39-4) 9 44 6 (50) 14-8 333
>100 x 10%1 69 (60-63) 513 217 6 (50) 341 159
Cytopenias 111 (82) <0-001 2 (23-8) 0-242
None 18 (162) 81-6 277 2 (6:25) 794 0-05
One 39 (35-1) 50-9 23-1 3 (40-6) 231 256
Two 34 (30-6) 139 5-8 11 (34:3) 189 265
Three 20 (18:1) 67 5 6 (187) 148 30
BM blasts 114 (85-1) <0001 31 (23-1) 0-099
<5% 65 (57) 50-9 231 9 (29-1) 305 9.2
5-10% 35 (307) 115 5.7 13 (41.9) 231 28:6
11-20% 14 (12:2) 6:6 0 9 (29-1) 12:5 64-3
IPSS risk group 107 (60-4) <0-001 31 (23:1) 0-031
Low 0 (0) 0 0 0 (0) 0 0
Intermediate-1 62 (579) 635 25.8 15 (32:5) 484 16:13
Intermediate-2 33 (30-8) 9.2 3 9 (256) 305 242
High 12 (11:2) 65 0 7 (149) 226 58-3
WHO 2008 subtype 117 (87) <0-001 33 (24-6) 0-186
RCUD 14 (12) 34.3 231 3(91) 40 1413
RARS 9 (7-8) 81-6 60 1(3) 79-4 111
RCMD/RCMD-RS 36 (307) 319 166 5(152) 195 111
RAEB-1 28 (23.9)  10-5 7.1 4 (424) 231 50
RAEB-2 23 (19-6) 99 0 0 (30-3) 14-8 3417
MDS-U 7 (6) 63-5 42-8 0 (0) 0 0
Karyotype complexity 117 (87) <0-001 3 (24-6) 0-407
tr8 alone 63 (53-8) 34-3 20-6 3 (394) 189 175
tr8 + 1 26 (222) 40 115 9 (27-3) 20 269
tr8 + 2 8 (6-8) 234 125 5(152) 341 37:5
tr8 + >3 20 (17-1) 5-8 0 6 (18:2) 125 30
(B)
Age 62 (86-1) 0-714 0-89
<60 years 5(81) 13-53 20 1 12-8 20
> 60 years 57 (91:9) 34-33 21-1 12 18-9 17-5
Sex 3 (87-5) 0-122 0-311
Male 2 (66:6) 29-1 191 9 16 19
Female 21 (33-4) 69-2 23-8 4 19 75
Haemoglobin 63 (87-5) 0-038 0-498
<100 g/l 36 (57-1) 139 19-4 10 16 25
>100 g/l 27 (42-9) 63-5 22:2 3 30-5 7-4

© 2012 Blackwell Publishing Ltd, British Journal of Haematology



Table IV. (Continued)

Trisomy 8 in MDS

Overall survival

AML transformation

Median Time to 25%  Cumulative probability
survival Patients alive probability of AML evolution
n (%) (months)  at 5 years (%)  P-value n (%) (months) at 2 years (%) P-value
ANC 61 (847) 0-064 0-542
<1-8 x 10°/1 27 (44-3) 206 18:5 6 19 185
>1-8 x 10°/1 34 (557) 6925 235 7 23 176
Platelet count 63 (87:5) <0-001 0-458
<100 x 10°/1 22 (349) 9-6 9 7 19 27-3
>100 x 10”1 41 (65-1) 6925 268 6 2146 122
Cytopenias 61 (84:7) <0-001 0-239
None 12 (19-6) 86-4 25 0 - 0
One 23 (37-7) 69:25 30-4 6 23 217
Two 17 (27-9) 114 117 4 19 17:6
Three 9 (14-7) 7-8 11-1 3 12-8 333
BM blasts 63 (87-5) <0-001 0-394
<5% 37 (58-7) 64-2 32-4 3 30-5 5-4
5-10% 21 (33-3) 10-5 4.8 8 16 333
11-20% 5(79) 7-8 0 2 10-2 40
IPSS risk group 59 (81-9) <0-001 0-013
Low 0 (0) 0 0 0 0 0
Intermediate-1 41 (69-5) 69-25 31-7 7 30-5 122
Intermediate-2 14 (23-7) 82 0 5 10-2 35.7
High 4 (6-8) 65 0 1 7-3 25
WHO 2008 subtype 63 (87:5) <0-001 0-813
RCUD 9 (12:7) 34.3 222 1 19 11-1
RARS 6 (11-1) 86 50 0 0 0
RCMD/RCMD-RS 19 (31-8) 86-4 31-2 2 30-5 5-3
RAEB-1 13 (23-7) 9:5 66 7 23 46-15
RAEB-2 13 (15-9) 99 0 3 16 23-1
MDS-U 3 (4-8) 64-1 100 0 0 0

AML, acute myeloid leukaemia; ANC, absolute neutrophil count; BM, bone marrow; IPSS, International Prognostic Scoring SystemWHO, World

Health organization; RCUD, refractory cytopenia with unilineage dysplasia; RARS, refractory anaemia with ringed sideroblasts; RCMD, refractory
cytopenia with multilineage dysplasia; RCMD-RS, RCMD with ringed sideroblasts; RAEB, refractory anaemia with excess of blasts; MDS-U, MDS

unclassifiable; tr8, trisomy 8.

platelet count (median survival: 9-6 months) and the med-
ian survival for none, one, two or three cytopenias was
86-4, 69-2, 11-4, 7-8 months, respectively (P < 0-001)
(Table IVB).

Finally, we compared MDS with trisomy 8 as a sole
change with MDS with normal karyotype. We distinguished
two groups of patients: one with <5% bone marrow blasts
and other with > 5%. The median OS for patients with <5%
bone marrow blasts was 64-2 [95% confidence interval (CI),
31-5-96-7] vs. 82-3 (CI, 69-5-95) months, for MDS with iso-
lated trisomy 8 and normal karyotype respectively
(P = 0-48), whereas for the > 5% bone marrow blasts group
it was 9-5 (CI, 22-7-34-3) vs. 28-5 (CI, 7-1-12-1) months
(P < 0-001), respectively (Fig 2).

Multivariate analyses

In patients with isolated trisomy 8 the following parameters
showed prognostic impact regarding OS (Table V): platelet

© 2012 Blackwell Publishing Ltd, British Journal of Haematology

count and bone marrow blast percentage. In fact, platelet
count <100 x 10°/1 and bone marrow blasts >5% were
related with a poor prognosis. The platelet count was the
variable with more extreme risk groups, with a Hazard Ratio
(HR) of 3-4 (P < 0-02) for OS.

In multivariate analysis for the overall series of patients
with trisomy 8 the variables haemoglobin level, platelet
count, bone marrow blasts and karyotype complexity had an
independent prognostic impact. In agreement with the results
of univariate analysis, the addition of more aberrations to
trisomy 8 was strongly associated with poor prognosis
(tr8 +2 and tr8 + >3 wvs. tr8 and tr8 + 1) (HR 3-2;
P < 0-001) (Table V).

Discussion

Trisomy 8 as a sole change is the most frequent numerical
chromosome aberration in MDS (Paulsson & Johansson,
2007; Mitelman et al, 2011). However, the prognosis and
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Fig 1. Overall survival curves according to defined cytogenetic sub-
groups (tr8, tr8 + 1, tr8 + 2 and tr8 + > 3) by Kaplan—Meier analysis.

clinical impact of this aberration remain unclear (Haase et al,
2007; Paulsson & Johansson, 2007). Our group designed this
study in a large series of patients, in order to clarify the sig-
nificance of trisomy 8 as a sole change in MDS and to
improve the knowledge of the prognostic value of additional
aberrations.

Some previous studies have already analysed the prognos-
tic impact of trisomy 8 as a sole change but all of them
reported a small cohort of MDS with trisomy 8 and inside
an overall MDS cytogenetic analysis (Morel et al, 1993;
Toyama et al, 1993; Sole et al, 2000, 2005; Bernasconi et al,
2007; Haase et al, 2007; Pozdnyakova et al, 2008; Schanz
et al, 2011, 2012). Some reports suggested that isolated
trisomy 8 in MDS had a poor prognosis (Sole et al, 2000;
Bernasconi et al, 2007) and other studies suggested an inter-
mediate prognosis (Greenberg et al, 1997; Sole et al, 2005;
Haase et al, 2007). Our study analysed the largest series of de
novo MDS with trisomy 8, and contrary to other studies, we
excluded CMML and cases in which the blasts ranged
between 20% and 30%.
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Fig 2. Overall survival curves according to MDS with normal kar-
yoptype and MDS with trisomy 8 as a single anomaly depending of
bone marrow blasts count by Kaplan—Meier analysis.

The incidence of trisomy 8 among cases with abnormal
karyotype was reported to be around 16% in MDS, and
between 5% and 11% as a sole change (Greenberg et al,
1997; Sole et al, 2005; Bernasconi et al, 2007; Haase et al,
2007; Malcovati et al, 2007; Paulsson & Johansson, 2007;
Mitelman et al, 2011; Schanz et al, 2011, 2012). In the GES-
MD registry, trisomy 8 was present in 7% of the overall
series, but only 3-6% fulfilled the inclusion criteria in current
study. When only MDS with abnormal karyotype were analy-
sed, MDS with trisomy 8 represents 13% of them.

Among patients with trisomy 8 included in the present
study more than a half had this aberration as a sole change
(53-7%). Isolated trisomy 8 in MDS was more common over
60 years (88-7%) and twice as many men as women were
found (ratio 2:1) supporting previous reports (Pedersen,
1997; Sole et al, 2005). Most of patients had one or more
cytopenia (80%). Our results were in accordance with the
new proposal for cytogenetic stratification recently published
(Schanz et al, 2012). Both, degree and number of cytopenias

© 2012 Blackwell Publishing Ltd, British Journal of Haematology
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Table V. Results of multivariate analysis of prognostic factors for overall survival in MDS with trisomy 8 as a single anomaly and in the overall

series.

MDS with + 8 Overall series
Variable Categories Hazard ratio (95% CI) P-value Hazard ratio (95% CI) P-value
Haemoglobin <100 g/l vs. >100 g/l 2:2 (0-9-5-5) 0-09 1.9 (1.07-3-3) 0-027
Platelet count <100 x 10%/1vs. >100 x 10°/ 34 (1-2-91) 0-02 4:3 (2:3-79) <0-001
BM blasts 5-20% vs. <5% 2-5 (1-2-5-03) 0-01 2-8 (1-5-4-9) <0-001
Karyotype complexity tr8 + >2 vs. tr8 and tr8 + 1 - - 3.2 (1-8-57) <0-001
Sex Male vs. female 1-8 (0-8-4-5) 0-17 1-6 (0-9-2-8) 0-108
Age > 60 years vs. <60 years 27 (0-5-15-4) 0-24 23 (0-94-5-9) 0-067

MDS, Myelodysplastic syndromes; CI, confidence interval; BM, bone marrow; tr8, trisomy8; +8, isolated trisomy 8.

had impact on OS. Regarding AML risk transformation, our
series did not include enough patients to establish conclu-
sions. The worse prognosis for OS was shown for low platelet
count and higher number of cytopenias. The bad prognosis
of low platelet count had already been described (Kantarjian
et al, 2008), and a recent report indicated that MDS patients
with low or intermediate-1 IPSS risk score and severe
thrombocytopenia (<30 x 10°/1) had a very poor prognosis
(Gonzalez-Porras et al, 2011). For MDS with isolated trisomy
8, in our study, there was almost the same number of cases
with <5% bone marrow blasts than with >5%, with a
shorter survival for patients with >5% blasts. Using the
WHO 2001 classification (Brunning et al, 2001), Haase et al
(2007) reported that in MDS with trisomy 8 as a sole
anomaly the main groups were RCMD/RCMD-RS and
RAEB-2. The use of the WHO 2008 classification (Brunning
et al, 2008) in the present study identified a similar number
of patients in the RCMD/RCMD-RS, RAEB-1 and RAEB-2
groups. By IPSS cytogenetic prognostic subgroups, MDS with
isolated trisomy 8 was categorized as expected: 69-5% in
intermediate-1, 23-7% in intermediate-2 and 6-8% in high
risk.

Significant differences were seen when the median survival
time of the 1676 MDS with normal karyotype of the GESMD
registry was compared with the 72 MDS with trisomy 8 as a
sole change, with poorest prognosis for patients with trisomy
8 as a single anomaly (88 months vs. 34-3 months;
P =0-001). This data supports the idea of the negative
impact of trisomy 8 in MDS. Although, trisomy 8 has
been considered an alteration which confers an intermediate
prognosis to MDS (Morel et al, 1993; Greenberg et al, 1997;
Sole et al, 2005; Schanz et al, 2012), some studies have sug-
gested that trisomy 8 confers a worse outcome than other
cytogenetic alterations included in the intermediate IPSS risk
group (Bernasconi et al, 2007). These results could explain
the high incidence of trisomy 8 in cases with RAEB-1 and
RAEB-2. The median OS reported for patients of intermedi-
ate IPSS cytogenetic subgroup ranged between 23 and
32 months, and for patients with trisomy 8 as a sole change
between 11 and 25 months (Greenberg et al, 1997; Sole et al,
2005; Bernasconi et al, 2007; Haase et al, 2007; Schanz et al,
2012). Our results were not in accordance with these data; in
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our study the median OS for patients with isolated trisomy 8
was 34-3 months. The worst outcome reported in the previ-
ous studies is explained by the presence of cases with more
than 20% of blasts and CMML. Pozdnyakova et al (2008)
reported an OS of 19 months for de novo MDS with isolated
trisomy 8, but in their series, most of the patients had been
treated with active experimental drugs. This difference was
also maintained for risk of AML evolution. Referring to the
previous reports, the frequency of patients who progress to
AML varied from 8% to 63% (Morel et al, 1993; Sole et al,
2000, 2005; Paulsson et al, 2001; Bernasconi et al, 2007). In
our series 18% of patients diagnosed of MDS with trisomy 8
progressed to AML, and the probability of AML transforma-
tion was 17-7% at 2 years.

The new proposals for cytogenetic categorization have
regarded isolated trisomy 8, like previous IPSS classification,
as an intermediate prognosis alteration (Schanz et al, 2012).
These proposals published a median OS for MDS with +8 of
23 months and a median time to AML transformation of
38-6 months, but they also considered CMML and cases with
more than 20% of blasts (Schanz et al, 2012).

According to our study, MDS patients with isolated tri-
somy 8 should be included in the intermediate cytogenetic
risk group. We observed that patients with <5% bone marrow
blast bearing isolated trisomy 8 had the same prognosis as
patients with <5% blasts and a normal karyotype. However,
when the bone marrow blasts count is > 5%, isolated trisomy
8 implies a worse prognosis than a normal karyotype. This
last finding is the most interesting and relevant result of our
study and should be confirmed in a larger series of patients.

Trisomy 8 in association with other abnormalities

Trisomy 8 occurs in association with other alterations in
around 5% of MDS with abnormal karyotype (Haase et al,
2007; Paulsson & Johansson, 2007; Mitelman et al, 2011).
Based on Mitelman database (Mitelman et al, 2011) the most
common alterations in association to trisomy 8 were —5/del
(5q) often in complex karyotypes, t(1;7)(q10;p10), and del
(20q) mainly in simple karyotypes. In our group of patients
with tr8 + 1, the most common abnormality added to tri-
somy 8 was del(5q) followed by del(11q). Haase et al (2007)
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found a better survival for patients with an additional abnor-
mality to trisomy 8 than for patients with isolated trisomy 8
(median of: 44 months vs. 22 months) Probably, these results
are explained by the high presence of del(5q), but we should
not forget that CMML and >20% of blasts cases were
included in that study. We did not find the same result; in
fact, no difference between median OS of tr8 and tr8 + 1 was
found (P = 0-93). In the tr8 + 2 group, it is interesting that
no specific alteration added to trisomy 8 predominated and
only one patient had del(7q) cytogenetic aberration. Further-
more, the small number of patients in the tr8 + 2 group must
be considered to correctly interpret these results. That conclu-
sion was in accordance with the recently published new pro-
posals for MDS cytogenetic scoring system, which showed a
worse prognosis for MDS with more than three abnormalities
than for cases with three cytogenetic abnormalities (Schanz
et al, 2012). Interestingly, in our series, patients with tr8 + 2
should also be included in the intermediate risk category and
not in the high risk. In the multivariate analyses the prognosis
was poorer for patients with complex karyotype with HR 3-2
(tr8 and tr8 + 1 vs. tr8 + 2 and tr8 + >3). These results
must be confirmed with a larger series.

It is fair to say that most of our cases of trisomy 8 with
other abnormalities had normal metaphases (93%). In MDS
with trisomy 8, Mallo et al (2011) described the finding of
normal metaphases in a smaller series of patients, but these
authors also included cases with additional aberrations in
their analysis. They reported that the percentage of aberrant
metaphases had a clear impact on the outcome in MDS with
trisomy 8, with a shorter survival for cases with clone size of
100% (Mallo et al, 2011). In contrast, we analysed only
patients diagnosed with MDS with isolated trisomy 8, and no
impact was found between cases where all metaphases were
affected or those with some normal ones (P = 0-62).

With these data the following conclusions could be estab-
lished: (i) MDS with isolated trisomy 8 is more common in
men, most patients present with one or more cytopenias and
have median bone marrow blasts of 4%, (ii) patients with

<5% bone marrow blasts and isolated trisomy 8 have the
same prognosis as those with <5% and a normal karyotype,
(iii) patients with >5% bone marrow blast have a shorter
survival if an isolated trisomy 8 is found than if they have a
normal karyotype (iv) isolated trisomy 8 should be consid-
ered in the intermediate cytogenetic risk group, and finally
(v) patients with one or two additional aberrations presented
a similar OS than patients with isolated trisomy 8.
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Analisi de la trisomia 8 en les sindromes mielodisplasiques

2- Article 2. La trisomia 8, alteraciéo citogenética en les sindromes

mielodisplasiques, és constitucional?

En les SMD [lalteracié citogenética més frequent en forma de guany
cromosomic és la trisomia 8, i s’inclou dins del grup d’alteracions citogenetiques
de risc intermedi segons I' IPSS-R. Per altra banda, segons els criteris de
'OMS del 2008, la +8 no es considera presumptiva de SMD en casos sense
criteris morfoldgics concloents, ja que s’ha referit de forma constitucional en
mosaicisme en persones sanes. Tot i aixi, no existeixen estudis que demostrin
la naturalesa constitucional de la +8 en series amplies de pacients amb
SMD+8. L’objectiu del nostre estudi era determinar la incidéncia de la trisomia 8
de forma constitucional en les SMD amb aquesta alteracio, analitzant la
preséncia de la mateixa en la linia germinal d’aquests pacients, i definir el valor

diagnostic de la +8 en les SMD.

Pacients i Métode:

Es van analitzar mostres de SP i mucosa oral de 32 pacients afectes de
diferents neoplasies hematoldgiques procedents de diversos hospitals que
pertanyen al GESMD. Segons el seu diagnostic s’agrupaven en 22 SMD, 2
LMMC, 2 ARSA-T i 6 LAM. Cinc de les SMD i 2 de les leucémies agudes tenien

a moll de I'os alteracions citogenétiques afegides a la +8.

En tots els pacients es va realitzar un estudi citogenétic de sang periférica, a
partir de cultius cel-lulars estimulats amb PHA, amb la técnica de bandes G.
Mitjancant les técniques de centrifugacio en gradient de densitats es van
separar amb ficoll cél-lules mononucleades i amb dextra els granulocits.
Posteriorment, a partir de les cél-lules mononucleades es van aillar els limfocits
CD3+ mitjangant técniques immunomagneétiques. Les cél-lules de la mucosa
oral provenien del raspat de la mateixa. Aquestes cél-lules varen ser esteses
sobre un porta-objectes. La técnica d’hibridacio in situ fluorescent, utilitzant la
sonda centromérica del cromosoma 8 (CEP8), es va aplicar sobre els limfocits
CD3+, granulocits i cel-lules de la mucosa oral. Es van analitzar 200 nuclis

cel-lulars tant en els granulocits com en els limfocits CD3+ i un minim de 30
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Metode | Resultats

cél-lules de la mucosa oral, utilitzant el punt de tall de 5% com a llindar de
positivitat, d’acord amb els estandards del nostre laboratori.

Resultats:

Entre les 22 SMD amb +8 incloses en el treball, 17 tenien la trisomia 8 aillada
en el cariotip de moll d’os i cinc tenien també altres alteracions addicionals.
L’analisi citogenética de sang periferica estimulada amb PHA va demostrar la
preséncia de +8 en més del 5% de les cél-lules en 3 dels 22 pacients. En
I'analisi dels granuldcits dos pacients no es van poder estudiar per neutropénia
extrema. Aplicant la técnica de FISH es va observar la +8 en 18 pacients en un
percentatge entre 3 i 74%. Dos d’aquests casos no es van considerar positius
per no arribar al nostre punt de tall. En les mostres de limfocits CD3+ es va
observar la trisomia 8 en 5 dels 22 pacients estudiats en un percentatge entre
el 2 al 20%. En aquestes mostres, es va suposar que alguns dels nuclis amb
tres senyals en I'estudi de FISH, corresponien a mondcits que no s’havien aillat
correctament en el moment de la separacio cel-lular, ja que la puresa
d’aquestes mostres de limfocits CD3+ era entre el 76 i el 92%. En I'analisi de
les cel-lules de la mucosa oral no es va observar la +8 per FISH en cap cél-lula
de cap dels 20 pacients estudiats. Dues de les mostres de les mucoses no es
van poder analitzar per una incorrecta hibridacié in situ en el moment del
diagnostic.

Entre els deu pacients amb altres neoplasies mieloides i amb +8, només en un
dels casos amb LMMC es va demostrar la preséncia d’aquesta alteracio tant en
els limfocits CD3+, granulocits i mucosa oral en un percentatge significatiu
(28% i 60%, respectivament).

Amb aquests resultats es conclou que s’ha de descartar la cT8M mitjangant la
tecnica de FISH sobre limfocits CD3+ i cél-lules de teixit no hematologic com la
mucosa oral. Un cop descartada la cT8M, la trisomia 8 hauria de ser
considerada, presumptiva de SMD tot i no presentar trets morfologics decisius,

com les altres alteracions citogenetiques recurrents.
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Abstract

Isolated trisomy 8 is not considered presumptive evidence of myelodysplastic syndrome
(MDS) in cases without minimal morphological criteria. One reason given is that trisomy 8
(+8) can be found as a constitutional mosaicism (cT8M). We tried to clarify the incidence of
cT8M in myeloid neoplasms, specifically in MDS, and the diagnostic value of isolated +8 in
MDS. Twenty-two MDS and 10 other myeloid neoplasms carrying +8 were studied. Trisomy
8 was determined in peripheral blood by conventional cytogenetics (CC) and on granulo-
cytes, CD3+ lymphocytes and oral mucosa cells by fluorescence in situ hybridization
(FISH). In peripheral blood CC, +8 was seen in 4/32 patients. By FISH, only one patient with
chronic myelomonocytic leukemia showed +8 in all cell samples and was interpreted as a
cT8M. In our series +8 was acquired in all MDS. Probably, once discarded cT8M by FISH
from CD3+ lymphocytes and non-hematological cells, +8 should be considered with enough
evidence to MDS.
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Introduction

Myelodysplastic syndromes (MDS) are a heterogeneous group of acquired clonal hematopoiet-
ic stem cell disorders with increased risk of acute myeloid leukemia (AML) development. Diag-
nosis of MDS remains among the most challenging of the myeloid neoplasms and is based on
the presence of cytopenia(s), dysplasia in one or more myeloid lineages and less than 20% bone
marrow (BM) or peripheral blood (PB) blasts [1,2]. Around 50% of MDS cases presented clon-
al cytogenetic abnormalities [2]. Trisomy 8 (+8) is the most common chromosome gain in
MDS and is present in 5-7% of them [3]. MDS patients with isolated +8 are included in the
MDS intermediate cytogenetic risk group according to the new revised IPSS (IPSS-R) [4]. Nev-
ertheless, in contrast to other recurring chromosomal alterations, the presence of +8 as the sole
cytogenetic abnormality is not considered definitive evidence for MDS in the absence of mor-
phological criteria [2]. Since trisomy 8 was found as a constitutional mosaicism (cT8M) in
healthy people, it was not considered a tumour marker by some authors [5]. However, the inci-
dence of cT8M referred is very low; Nielsen and Wohlert detected one case of cT8M among ap-
proximately 35000 live births [6], and Seghezzi et al. found two cases out of 40140 [7]. In
addition, some studies suggested that +8 could be present as a cT8M in myeloid malignancies
[7-10] and Maserati et al. reported that +8 is constitutional in 15-20% of MDS and acute leu-
kemia [9]. We have analyzed the presence of +8 in granulocytes and CD3+ lymphocytes from
PB, as well as in oral mucosa cells from patients diagnosed with MDS carrying +8, in order to
clarify the incidence of cT8M in MDS and try to provide a precise diagnostic and prognostic
value for isolated +8, especially in cases where there is a degree of doubt.

Methods

A total of 32 patients with +8 were studied from different Spanish hospitals belonging to the
Grupo espariol de sindromes mielodispldsicos (GESMD): 22 diagnosed with MDS and 10 of
other myeloid neoplasms. The latter group included four patients with myelodysplastic/ myelo-
proliferative neoplasm [two chronic myelomonocitic leukemia (CMML) and two refractory
anemia with ring sideroblasts and thrombocytosis (RARS-T)] and six patients with AML. Five
of the MDS and two of the AML patients had additional cytogenetic alterations to +8 on the
bone marrow karyotype. One of the AML had a tetrasomy 8. Furthermore, we also studied 20
healthy controls (12 women and 8 men), with ages ranged between 20-60 years.

Blood Samples

Lymphocytes and granulocytes were isolated from 30mL of PB using standard cell separation
protocols. CD3+ cells were isolated from mononuclear cells by immunomagnetic beads (Milte-
nyiBiotec, Germany). Afterwards, CD3+ cells, as well as granulocytes, were fixed with Carnoy
fixative solution (3:1 methanol to acetic acid), and spread on independent slides for fluores-
cence in situ hybridization (FISH) studies. The decision to study CD3+ cells was based on the
discarted involvement of them in MDS [11-16], their practical accessibility, and the recom-
mendations of other authors for germline analisis in SNP and sequencing studies [17-19].

Oral Mucosa

The oral mucosa was scraped with a sterile cotton swab. Four smears were made by scattering
mucosa cells of the swabs over slides. The samples were fixed 10 min in Carnoy solution. Once
dried, slides were treated with acetic acid solution (3:2 acetic acid to methanol) at 45°C for

40 min, following with a 10 min digestion in 0.005% pepsin solution (Sigma Aldrich, St Louis,
MO) at 37°C, and ending with a dehydratation in 70%, 80% and 100% ethanol wash series.
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Karyotype Analysis

Metaphase staining chromosome analysis using phytohemagglutinin (PHA) stimulated cul-
tures of PB were carried out by G-banding technique. At least 15 metaphases were analyzed for
each patient. The analysis and nomenclature of the chromosomes were based on International
System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN) of 2013 [20].

Fluorescence in situ Hybridization (FISH)

The centromeric 8 spectrum-orange DNA probe (CEP 8, Vysis, Downers Grove, IL) was ap-
plied to CD3+ lymphocytes, granulocytes and oral mucosa cells slides. The hybridization was
performed overnight at 37°C. After washing, slides were counterstained with diaminophenylin-
dole (DAPI II). The results of the hybridization were evaluated in a fluorescence microscope. If
three signals of the same size and intensity were separated by at least one domain, +8 was con-
sidered. Following the European Cytogeneticists Association Specific Constitutional Guidelines
[21], +8 mosaicism was assessed in 200 nuclei for CD3+ lymphocytes and granulocytes, and a
minimum of 30 mucosa cells were analyzed. According to our laboratory, cutoff points for PB
samples as well as for oral mucosa cells were 5%.

The study was carried out in accordance with the biomedical Helsinki Declaration of re-
search guidelines and was approved by the Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) Parc
de Salut Mar. All participants provided their written informed consent to participate in
the study.

Statistical analysis

Opverall survival (OS) and time to AML transformation of patients with MDS and +8 were cal-
culated. They were defined to be the time from the MDS diagnosis to death or last follow-up
and to development of AML, respectively. Kaplan-Meier method was used to evaluate OS and
AML transformation. Data analysis was performed using the R software package (version
3.1.1; R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).

Results

The patient characteristics are shown in Table 1. Among 22 patients diagnosed with MDS and
+8, 17 cases had isolated +8 on BM karyotype at diagnosis, and five had also other additional
alterations. Cytogenetic analysis of PB PHA-stimulated cultures revealed +8 in 3 out of 22 pa-
tients in 5% to 65% of cells. Using FISH, trisomy 8 was observed in 3% to 74% of granulocytes
from all 18 patients studied (4 patients were not studied for extremely neutropenia). Two of
them were not considered positive for not reaching our cut off. For CD3+ cells samples, triso-
my 8 was seen in 5 out of 22 patients. However, only 4 of them showed trisomy 8 over 5% (6%
to 20%). Probably, those cells with +8 detected in CD3+ isolated samples were monocytes due
to contamination during cellular isolation (CD3+ cell purity being 76 to 91.1%). None of the
oral mucosa cell slides from 20 patients that could be analyzed showed +8, the other two cases
could not be analyzed for unsuccessful hybridization.

Among the ten patients with other myeloid neoplasms carrying +8, neither patients with
RARS-T nor AML ones presented +8 on CD3+ lymphocytes and oral mucosa cells, while one
of CMML patients showed trisomy 8 on both of them (CD3+ lymphocytes and oral mucosa
cells).

For the healthy controls, the median of CD3+ cells with trisomy 8 was 1.3% and no cell
from mucosa samples showed trisomy 8.
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Table 1. Patient Characteristics.

FLUORESCENCE IN SITU HYBRIDIZATION

CcD3 GRANULOCYTES MUCOSA
+ LYMPHOCYTES
WHO BONE MARROW KARYOTYPE PB KARYOTYPE % cells % of % cells with +8 % cells N° of cells
(PHA) with +8 purity with +8 analyzed
MDS
1 RA 46,XX,del(5)(q13933)[101/47,sl,+8[3]/48, 46,XX[20] 0 96 20 0 46
sld1,+22[4]/47,XX,+8[5]/46,XX[4]
2 RA 47,XY,+8[4])/46,XY[12] 46,XY[15] 0 96 3 0 100
3 RCUD 47,XX,+8[11]/46,XX[9] 46,XX[20] 88 74 0 75
4 RCMD 47,XX,+8[10]/46,XX[10] 47 ,XX,+8[5)/46,XX 91.1 - 0 100
[15]
5 RCMD 47,XY,del(5)(915933),+8[20] 46,XY[15] 0 95 - 0 100
6 RCMD 47 XY,+8[10]/46,XY[10] 46,XY[15] 7 86 69 0 100
7 RCMD 47 XY, +8[7]/46,XY[13] 46,XY[15] 0 85 - 0 100
8 RCMD 47 XY,+8[15]/46,XY[5] 48,XY,+8,+21[1)/46, 20 86 63 0 100
XY[19]
9 RCMD 47,XY,+8[16]/46,XY[4] 46,XY[20] 0 90 30 0 73
10 RCMD 47 ,XX,+8[20]/48,sl,+8[1]/46,XX[7] 46,XX[15] 0 92 31 - -
11  RCMD 47 ,XX,+8[5]/46,XX[15] 46,XX[20] 0 89 - 0 41
12 RCMD 47,XY,+8[8]/46,XY[12] 46,XY[20] 0 80 13 0 50
13 RCMD 47 ,XX,+8[5]/46,XX[26] 46,XX[15] 0 82 3 0 100
14 RCMD 47,XY,+8[13]/46,XY[7] 46,XY[20] 0 78 17 0 70
15 RCMD 47,XX,+8[20] 46,XX[20] 2 92 60 - -
16 RCMD 46,XX,del(5)(q14)[15])/47,XX,+8[2] 46,XX[15] 0 87 5 0 30
17 RCMD 47,XY,+8[8]/46,XY[15] 46,XY[20] 0 93 24 0 100
18 RAEB-1 47,XX,+8[9]/47,sl,i(17)(q10)[9] No metaphases 0 90 73 0 76
19 RAEB-2 47,XY,+8[7]/46,XY[13] 46,XY[20] 0 93 43 0 53
20 RAEB-2 47,XX,+8[2])/46,XX[18] 46,XX[20] 0 89 6 0 72
21 RAEB-2 45,X,-Y[8]/46,X,-Y,+8[5] 46,X,-Y,+8[13]/46, 0 96.7 47 0 54
XY[7]
22 MDS-U 47,XY,+8[19]/46,XY[1] 46,XY[20] 10 76 67 0 65
MDS/MPN
23 RARS-T 47,XX,+8[4]/46,XX[23] 46,XX[15] 0 93 - 0 31
24 RARS-T 47,XY,+8[3]/46,XY[17] 46,XY[15] 0 87 8 0 36
25 CMML 47,XY,+8[20] 46,XY[15] 8 84.7 - 0 80
26 CMML 47,XY,+8[15]/46,XY[5] 47,XY,+8[2]/46,XY 28 93 - 60 100
[48]
AML
27 AML-MDRC 47,XY,+8[2])/46,XY[2] 46,XY[15] 0 92 7 0 41
28 AML NOS No metaphases (FISH+8, 70%) 46,XX[15] 0 89 - - -
29 AML-MDRC 47,XY,+8[20] 46,XY[15] 0 95 58 0 83
30 APL 47 XX,+8,t(15;17)(922;q12)[15] /46,XX [5]  46,XX[15] 0 93 - 0 100
31 AML NOS 48,XY,+8,+8[18] 46,XY[15] 0 93.8 - 0 100
32 AML-MDRC 46,XY,-5,del(7)(q11g35),+8,der(17)t(5;17)  No metaphases 0 84.8 - 0 100

(p11;p11)[20]

Abbreviations: +8, trisomy 8; PB, peripheral blood; PHA, phytohemagglutinin; RA, refractory anemia; RCUD, refractory cytopenia with unilineage
dysplasia; RCMD, refractory cytopenia with multilineage dysplasia; RAEB, RA with excess of blasts; MDS-U, myelodysplastic syndrome unclassified;
RARS-T, RA with ringed sideroblasts and thrombocytosis; CMML, chronic myelomonocytic leukemia; AML, acute myeloid leukemia; AML-MDRC, AML
with myelodysplasia-related changes; AML NOS, AML not otherwise specified; APL, acute promyelocytic leukemia. In bold patient with constitutional
trisomy 8 mosaicism.

doi:10.1371/journal.pone.0129375.1001
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Outcome analysis

The data of twenty-one patients with MDS and +8 were available for Kaplan-Meier analysis.
Twelve patients died and five evolved to AML with a median follow up of 38.2 months (range,
2.6 t0 92.3 months). The median OS and median time to AML transformation for MDS with
isolated +8 were 85.9 and 2.8 months, respectively. No statistically significant differences in
median OS were found between MDS with isolated +8 and MDS with +8 and another
additional aberration.

Discussion

MDS are associated with clonal cytogenetic abnormalities in around 50% of patients [2] being
trisomy 8 the most common chromosome gain. According to the IPSS-R, isolated trisomy 8 is
included in the intermediate cytogenetic risk group [4]. The current analysis with 22 patients
diagnosed of MDS with isolated +8 and selected to be alive at the inclusion moment showed a
longer overall survival (median, 85.9 months) than expected. However, in our previous study
of 72 MDS with isolated +8 patients from GESMDregistry, the median overall survival was
34.3 months [3], demonstrating the intermediate risk confered by trisomy 8 to MDS and in
agreement with IPSS-R. In contrast to other recurring chromosomal alterations, isolated +8 is
not considered presumptive evidence of MDS when minimal morphological criteria are lacking
[2]. This is in part because +8 may be derived from a constitutional 8 mosaicism. Furthermore,
the incidence of cT8M among general population is very low [6,7]. In accordance, none of our
healthy controls showed trisomy 8 by FISH. In 2002, Maserati et al. reported that +8 in myelo-
dysplasia and acute leukemia is constitutional in 15-20% [9]. They had analyzed 13 cases of
different myeloid neoplasms (including seven MDS) and 1 case of acute lymphoblastic leuke-
mia and reported a cT8M in two of them after applying conventional cytogenetics from PB
PHA-stimulated cultures. Nevertheless, in that study the cT8M was confirmed on a skin fibro-
blasts culture in only one MDS patient. Some other previous studies to determine lineage in-
volvement in MDS, demonstrated that +8 was only found in myeloid lineage (granulocytes,
monocytes and erythroblasts) [11-16]. These studies did not analyze non-hematopoietic cells
because of their different aim. We evaluated the presence of +8 in 32 patients with different
myeloid neoplasms (22 MDS, 2 RARS-T, 2 CMML and 6 AML). In all but one patient, we ob-
served the +8 in myeloid cells and ruled it out in CD3+ lymphocytes and mucosa cells by FISH.
Regarding the remaining patient, with +8 in both lymphocytes and mucosa cells, we could con-
sider this alteration as constitutional. We believe that G-banding cytogenetics from PB PHA-
stimulated cultures is not useful to discard cT8M, because myeloid cells present in these sam-
ples may also divide, giving a false positive result. In fact in our series, karyotype of PB showed
+8 in 3 MDS patients but none of them presented +8 in oral mucosa samples. Hence, we con-
sider it mandatory to apply FISH on isolated CD3+ lymphocytes as well as on non-hematologi-
cal cells as oral mucosa ones for mosaicism studies. In the present project, the study of mucosa
cells helps to rule out the germinal nature of trisomy 8 in those cases with residual positive
CD3+ cells from samples with low purity. Non-use of the FISH technique on non-hematologi-
cal cells probably explains the higher cT8M incidence reported from Maserati analyses in a
short series with only 7 MDS patients [9]. Moreover, it is interesting to point out that the
CMML patient with constitutional +8 had been diagnosed with a Behget syndrome. Curiously
the association between the presence of a cT8M and increased risk of developing Behget syn-
drome [22] as well as a high risk of developing myeloid neoplasms [7,8,23], have already
been referred.

Another argument used against the value of +8 to diagnose MDS is the possible presence of
+8 as a seemingly clonal aberration in aplastic anemia (AA), which may disappear after
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immunosuppressive treatment [24]. Also Maciejewsky et al. have described a clonal evolution
to MDS as a late complication of AA [25]. Thus, +8 in the absence of unequivocal dysplasia,
would not be of help to differentiate hypocellular MDS from AA, entities that have been sug-
gested to share similar pathogenic process for bone marrow hypocellularity [26]. Furthermore,
a significant response rate of MDS with +8 to immunosuppressive therapy is well known [27].

In summary, our study confirms that cT8M should be ruled out using FISH on CD3+ lym-
phocytes and on non-hematological cells such as oral mucosa ones in MDS, and to the best of
our knowledge, is the first study performed under these conditions. Besides this, our results
suggest that trisomy 8 is acquired in almost all MDS, and probably, isolated +8 should be con-
sidered with enough evidence to diagnose MDS in normo and hypercellular bone marrow
cases. Studies with longer series are needed for more decisive conclusions.
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Analisi de la trisomia 8 en les sindromes mielodisplasiques

Les SMD so6n una de les neoplasies clonals de més dificil diagnostic dins de les
neoplasies mieloides. Aix0 es deu a la seva heterogeneitat tant en la forma de
presentar-se com en el pronostic clinic. Tot i que, els mecanismes
fisiopatologics no estan ben descrits, existeixen classificacions i estratificacions
pronostiques d’aquestes malalties fonamentades en aspectes clinics, analitics i
citogenétics. Les alteracions citogenétiques en les SMD son essencials en
I'estratificacid pronostica d’aquestes neoplasies i també son determinants en el
diagnostic dels casos on no hi ha criteris morfologics concloents. La troballa en
la citogenética convencional de moll de I'os de la trisomia 8 no és considerada
com a presumptiva de SMD, perd, en canvi, en els casos amb criteris
morfologics de SMD implica un pronostic intermedi segons I'lPSS-R. Existeixen
treballs on s’han analitzat les SMD+8 perd sempre dins d’'una serie global de
SMD i no s’ha analitzat impacte de les alteracions acompanyants®"9>%8121-
123125126 per altra banda, la publicacié de la constitucionalitat de la trisomia 8
en un 15-20% de les SMD en una seérie de 7 pacients''® ha implicat, en part,
que la trisomia 8 no sigui considerada com a diagnostica en els casos sense
criteris morfologics concloents. En aquesta tesi s’ha caracteritzat les SMD+8 i
s’ha pogut dilucidar la implicacié de la trisomia 8 en les SMD amb aquesta
alteracio i I'impacte de I'addicié d’altres alteracions addicionals. A més a més,
també s’han establert recomanacions davant la detecci6 de la trisomia 8 en el

moment del diagnostic d’aquestes neoplasies.

Aixi doncs, segons els nostres objectius vam realitzar els treballs anteriorment
presentats. Seguidament s’analitzara cadascun d’ells comparant els resultats
amb la bibliografia fins al moment publicada, i intentant treure conclusions amb

significat aplicable en la practica diagnostica i clinica.
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Treball 1.

Per assolir el primer dels objectius, caracteritzar les SMD amb +8 aillada i
dilucidar I'impacte pronostic de les alteracions addicionals, es va realitzar una
analisi descriptiva dels pacients amb SMD amb trisomia 8 procedents del
“‘Registre Espariol de SMD”.

Caracteritzacié de les SMD amb trisomia 8 aillada

La trisomia 8 és I'alteracié en forma de guany cromosomic més frequent en les
SMD. Entre els casos amb cariotip alterat, la incidéncia reportada d’aquesta
alteracio és d’'un 16%, i es presenta entre un 5 i 11% com a Unica alteracid
citogenéticg3!929°98.119.121123124 "Ey | nostre estudi la incidéncia va ser menor,
objectivant-se en un 13% dels casos de SMD amb cariotip alterat, representant
un 3,6% de la série global. Es interessant remarcar que en la majoria de
treballs s’indica la incidéncia de la +8 entre els casos amb cariotip alterat,
veient doncs que la incidéncia real, en el global de les SMD, és inferior. Més de
la meitat de casos de SMD amb +8, aquesta alteracio, es presenta aillada,
sent, aquest subgrup, objecte d’estudi per diversos grups de treball. Aixi doncs,
I'impacte pronostic de la trisomia 8 com a unica alteracio ja ha sigut analitzada
previament, perd en estudis amb pocs pacients dins I'analisi d’'una cohort global
de SMD, i sense realitzar una analisi descriptiu d’aquest subgrup de pacients.
En el nostre primer treball varem poder analitzar 72 pacients diagnosticats de
SMD amb trisomia 8 com a unica alteracio citogenética. La majoria de pacients
eren majors de 60 anys (88.7%) i predominaven dues vegades més els homes
que les dones, tal com ja es referia en treballs previs'?''*®. Els pacients es
classificaven en proporcions similars entre els grups de CRDM, AREB-1 i
AREB-2 de la classificacié de 'OMS 2008. Com estava previst, la majoria de
casos es classificaven en els grups de risc intermedi segons I'lPSS, només un
6.8% dels pacients ho van fer en el grup d’alt risc a causa de la preséncia d’alt
recompte de blasts. Tot i que la trisomia 8 és considerada com una alteracio
que implica un pronostic intermedi en les SMD, amb una supervivéncia mitjana
entre 11 i 25 mesos, aquesta afirmacio es basa en estudis on s’inclouen casos
de LMMC i LAM3"9>121123 E| nostre grup de 72 pacients, tots amb SMD, va
presentar una mitjana de supervivéncia global de 34,3 mesos. Un treball del
2008 que incloia també unicament pacients amb SMD amb +8 segons els
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criteris de la classificaci6 de I'OMS 2008, va reportar una mitjana de
supervivéncia global de 19 mesos, perd en aquest estudi els pacients havien
rebut tractaments actius experimentals, a diferéncia de la nostra série que
havien rebut només tractament de suport'?®. Per tant, sembla que, les SMD+8
presenten una millor supervivéncia global a la descrita fins ara. Per determinar
millor I'impacte prondstic de la +8 vam comparar les SMD+8 amb els casos de
SMD amb cariotip normal del mateix registre, i varem veure que presentaven,
de forma estadisticament significativa, una pitjor supervivéncia global (88 vs
34,3 mesos, respectivament). Aquest pitjor pronostic conferit per la trisomia 8
es dona sobretot en aquells casos on el recompte de blasts és igual o superior
a 5%. A més, un 18% de la nostra serie de casos amb SMD amb +8 aillada va
progressar a leucémia aguda, sent la probabilitat de transformaci6 de 17.7% al
cap de 2 anys. Aquestes dades confirmen l'impacte negatiu de la +8 en les
SMD. El nostre estudi reafirma que les SMD amb +8 aillada s’han d’incloure en

el grup de risc citogenétic intermedi, com consta en I'actual IPSS-R*>¥",

En I'analisi dels factors pronostics d’aquest grup de pacients amb SMD amb +8
aillada, tant el nombre de citopénies com el grau de les mateixes van tenir
impacte negatiu en la supervivéncia global. Per altra banda, Mallo et al. van
reportar que el percentatge de metafases alterades en el cariotip de MO té
implicacié pronostica en pacients amb SMD+8, observant un pitjor pronostic en
els casos en qué la clona patologica es detectava en el 100% de les
metafases. Aquest treball incloia casos amb SMD amb +8 sola i amb
alteracions addicionals®®. En el nostre treball varem estudiar la implicacié de la
clona patologica en el grup de SMD+8 sense observar diferéncies significatives
en la supervivéncia segons si la trisomia 8 s’observava de forma parcial o en
totes les metafases estudiades. Per tant, en les SMD+8, tenir totes les
metafases afectes no implica pitjor prondstic.

Impacte pronostic de les alteracions addicionals

Segons la revisio d’estudis previs, la trisomia 8 es troba associada a altres
alteracions citogenetiques en un 5% de les SMD amb cariotip alterat. Les
alteracions descrites més frequents addicionades a la trisomia 8 sén la -
5/del(5q) sovint en cariotips complexes, t(1;7)(q10;p10) i del(20q)'"*'®. En el

89



Discussio

nostre estudi vam observar que aquelles SMD amb +8 i una altra alteracio la
més frequent va ser la del(5q) i seguidament la del(11q).

En termes de supervivéncia global, s’ha descrit que les SMD amb del(5q)
acompanyada d'una altra alteracié addicional presenten una evolucié i un
pronostic similar®®. Una série de SMD amb +8 més una altra alteracié van ser
analitzades per Haase et al. comparant-les amb SMD+8, i varen trobar una
millor supervivencia en aquells casos en que la trisomia 8 s’acompanyava
d’'una altre alteracié (mitjana de 44 vs 22 mesos)'?*. Nosaltres no vam trobar
els mateixos resultats, de fet, en la nostra série de pacients no es van observar
diferencies estadisticament significatives entre els dos grups. Seria interessant
saber concretament quines eren les alteracions addicionals en la série de
Haase et al. Una valoracio possible seria que hi hagués una alta incidéncia de
del(5q) com a alteracié addicional, cosa que conferiria una millor supervivencia
global en aquest grup. En la nostra serie, la del(5q) era la més frequent pero
nomeés es trobava en un 9.29% dels casos, aixi doncs, cap alteracié addicional
a la +8 predominava. Per altra banda, no hem d’oblidar que en el nostre treball
varem analitzar una série més homogenia de casos, ja que vam excloure les
LMMC i els casos amb més de 20% de blasts.

Els casos de SMD amb +8 i dues alteracions més, son considerades com a
cariotip complex. En la proposta de score de risc citogenetic en SMD
publicades l'any 2012 varen demostrar que els casos que tenien tres
alteracions citogenetiques tenien un millor prondstic que els casos amb més de
tres alteracions®. De forma concordant, els nostres casos de SMD amb +8 i
dues alteracions afegides també anaven millor que els casos amb tres
alteracions addicionals, podent concloure que s’haurien de classificar en el

grup de risc intermedi i no en alt risc.
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Treball 2.

En el segon treball amb mostres de pacients amb SMD i +8 preteniem
determinar la incidéncia de la cT8M mitjancant I'analisi de la presencia de la +8
en la linia germinal. Donat el valor pronostic i la rellevancia diagnostica que

implica la preséncia de la +8 en la linia germinal d’aquests pacients.

Incidéncia de la trisomia 8 constitucional en les SMD amb aquesta
alteracio.

Maserati et al. varen reportar que la trisomia 8 era constitucional en un 15-20%
de les SMD i leucémies agudes amb aquesta alteracid’'®. Si aquesta incidéncia
fos real, representaria que en una proporcié molt alta de pacients amb SMD
amb +8, aquesta alteracié no s’adquireix amb la malaltia. Aquesta idea és poc
concordant amb la incidéncia detectada de cT8M en la poblacié general, 1 0 2
casos entre 40.000 naixements' '3,

L’estudi de 2002 de Maserati et al. té bastantes limitacions, les més destacades
son la mida mostral i 'heterogeneitat de la série de pacients. S’analitzaven 13
casos de neoplasies mieloides entre les quals unicament 7 casos eren SMD.
En aquest estudi basaven les seves conclusions a partir dels resultats de
I'estudi citogenétic de SP estimulada amb PHA. Només en un dels casos on la
trisomia 8 es va considerar constitucional es va verificar la preséncia d’aquesta
alteracié en fibroblasts (linia germinal)”g. En el nostre segon treball varem
descartar la constitucionalitat de la trisomia 8 en 22 casos de SMD amb +8,
mitjangant I'analisi de preséncia de la +8 per FISH en limfocits T (reportats
com a no clonals en les SMD) i en mucosa oral com a teixit no hematologic.
Amb aquests resultats no podem posar una xifra d’incidéncia de cT8M en
aquestes neoplasies, perd si que podem afirmar amb bastant seguretat que
aquesta incidéncia és menor al 15-20% que van reportar Maserati et al. El baix
nombre de pacients de la nostra serie, per la dificultat de reclutament, no ens
permet descartar que la trisomia 8 es pugui trobar de manera constitucional en
algun cas de SMD. Tot i aixi, els nostres resultats suggereixen que la trisomia 8
és adquirida en la majoria dels casos de SMD amb +8 i que la incidéncia de la
c8TM en les SMD és molt baixa. Estudis amb un nombre més gran de casos

son necessaris per determinar la incidencia real de la cT8M.
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Discussio

Valor diagnostic i pronostic de la trisomia 8 en les SMD.

Com hem comentat anteriorment, en casos amb citopénies a sang periférica
sense alteracions morfologiques concloents de SMD, la preséncia de la
trisomia 8 no es considera diagnostica. Amb el nostre treball suggerim que aixo
es deu, en part, a qué aquesta alteracioé es pot trobar en forma constitucional
en persones sanes. Per altra banda, en casos de SMD, la trisomia 8 aillada no
es pot utilitzar com alteracié citogenética amb valor pronostic si es demostra la
cT8M. En el nostre treball, la deteccio de la trisomia 8 per citogenética
convencional de SP en 3 casos i 'abséncia d’aquesta alteracié en limfocits T i
en teixit no hematologic en l'analisi mitjangant la técnica de FISH, permeten
concloure que, la citogenética convencional de SP no és util per descartar la
constitucionalitat de la trisomia 8. Es necessari aplicar la FISH en dos teixits no
implicats en la malaltia.

Un altre motiu pel qual la +8 no es considera diagnostica de SMD és perqué
s’han trobat casos de +8 en anémies aplasiques (AA). L’anémia aplasica cursa
amb citopénies a sang periférica i moll hipocel-lular sense displasia en les
séries mieloides ni blastes. S’han descrit casos de AA amb evolucié a SMD
com a complicacié tardana'®’. A més a més, en ambdues patologies s’han
descrit casos de desaparicidé de I'alteracio citogenética després de tractament
immunosupressor. Per tant, alguns autors suggereixen una patogénia similar
en l'origen de les citopénies entre les AA i les SMD hipocel-lulars®®. Perd en
aquells casos amb cel-lularitat normal o augmentada el diagnostic de AA no
hauria de considerar-se.

Per tant, un cop descartada la preséncia de la trisomia 8 en la linia germinal
mitjangcant FISH, aquesta alteracio pot utilitzar-se com a marcador clonal, tenint
valor pronodstic i considerant-se diagnostica de SMD en casos de citopenies
amb cel-lularitat normal o augmentada a MO. Quedant en dubte en els casos
de molls hipocel-lulars sense dismorfies en les séries mieloides ni blastes.
Caldran més estudis per determinar l'origen comu de les AA i les SMD

hipoplasiques.
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. Enles SMD amb +8 aillada predominen els pacients majors de 60 anys i
hi han dues vegades més homes que dones. La majoria de pacients
pertanyen als grups de CRDM, AREB-1 i AREB-2 de la classificaci¢ de
'OMS en proporcions similars i al grup de risc intermedi segons el
I'IPSS.

. Els pacients amb SMD amb +8 aillada presenten una mitjana de
supervivéncia inferior respecte als pacients amb SMD amb cariotip
normal de manera estadisticament significativa (34,3 vs 88 mesos

respectivament).

. Els pacients amb SMD amb menys de 5% de blasts tenen un pronostic
similar tan si presenten una +8 aillada com un cariotip normal. Si la xifra
de blasts és del 5% o més els pacients amb +8 tenen pitjor pronostic que
els de cariotip normal amb una mitjana de supervivéncia global de 9.5 vs

28.5 mesos, respectivament.

. En les SMD amb +8 aillada, el numero de metafases afectes no implica
diferencies pronostiques.

. La trisomia 8 aillada forma part de les alteracions citogenétiques de risc
intermedi en les SMD, d’acord amb el R-IPSS.

. No hi ha diferéncies estadisticament significatives, en termes de
supervivéncia global, entre les SMD amb +8 aillada i les que presenten
una o dues alteracions addicionals, mentre que les que s’acompanyen

de tres o més alteracions addicionals presenten pitjor pronostic.

. Els nostres resultats suggereixen que la trisomia 8 és adquirida en la
majoria dels pacients amb SMD i +8, i que, provablement, la incidéncia
de la c8TM en les SMD és molt baixa. Estudis amb un nombre més gran
de casos soOn necessaris per determinar la incidéncia real de la cT8M.
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8. Davant de SMD amb +8 aillada s’ha de descartar cT8M aplicant la

tecnica de hibridacio in situ fluorescent a limfocits CD3+ i a un teixit no
hematopoetic com cél-lules de la mucosa oral. La citogenetica
convencional de sang periférica a partir de cultius estimulats amb

fitohemaglutinina no és una tecnica util.

Descartada la cT8M, la trisomia 8 hauria de ser considerada com una
alteracié citogenética amb suficient valor diagnostic de SMD,
especialment en casos de citopenies i criteris morfoldgics insuficients.

10. Descartar la cT8M permet utilitzar la trisomia 8 aillada com alteracio

citogenetica amb valor pronostic.
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