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RESUMEN

Los sindromes mielodisplésicos son un conjunto de neoplasias hematoldgicas clonales,
caracterizados por una hematopoyesis anémala, alteraciones morfoldgicas, funcionales y
genéticas de las células madre hematopoyéticas mieloides, ademas de un sustancial riesgo
de transformacion a leucemia aguda. Para su diagnostico es necesario llevar a cabo un
estudio integrado de morfologia, citogenética y, cada vez mas aceptado, molecular. De
hecho, la presencia de determinadas anomalias cromosoémicas (del(5q), del(7q)/-7,
cariotipo complejo) asi como mutaciones en determinados genes (SF3B1, DNMT3A,

ASXLI, TP53) se han asociado con la patogenia y el pronostico de esta enfermedad.

El objetivo principal de este trabajo es profundizar en el estudio de las caracteristicas
demograficas, diagnosticas, genéticas y prondsticas de aquellos pacientes con SMD que

presentan alteraciones en el cromosoma 7.

Se observd que un 6% de los pacientes presentaron alteraciones en el cromosoma 7, ya
sea de forma aislada (monosomia o delecion) o combinada con otras anomalias (dobles,
triples o cariotipo complejo). En cuanto a las mutaciones, identificadas mediante
secuenciacion masiva, se observd que aquellas en 7P53 y U2AF 1 eran estadisticamente
mas frecuentes en el subgrupo de pacientes con alteraciones del 7. En concreto, las
mutaciones de 7P53 aparecian en los pacientes con alteraciones del 7, so6lo cuando éstas
estaban en combinacidn con otras, asocidndose también a la presencia de del(5q) como
anomalia adicional, y relacionadas con una supervivencia global y tiempo hasta la
progresion mas cortos. Interesantemente, ninguno de los pacientes con anomalias del 7
aisladas tenian mutaciones de 7P53, ni en TET2 ni SRSF2, donde otras mutaciones
(DNMT3A, EZH2, GATA2, RUNXI) podrian tener implicacion prondstica. Sin embargo,

es necesario profundizar en su estudio en series mas amplias.

Es de gran importancia la realizaciéon de estudios combinados de cariotipo/FISH y
secuenciacion masiva en los pacientes con SMD, para detectar cualquiera de estas
anomalias, asi como cualquier combinacion de las mismas, pudiendo avanzar en el

andlisis de su impacto prondstico y valor en la toma de decisiones.

Palabras clave: sindromes mielodisplasicos, alteraciones del cromosoma 7, TP53,

evolucion a leucemia aguda mielobléstica



ABSTRACT

Myelodysplastic syndromes are a group of clonal hematological malignancies,
characterized by abnormal hematopoiesis, morphological, functional and genetic
alterations of myeloid hematopoietic stem cells, and a substantial risk of progression to
acute myeloid leukemia. An integrated diagnosis by combining morphology, cytogenetics
and, increasingly accepted, molecular screening is necessary. In fact, the presence of
certain chromosomal abnormalities (del(5q), del(7q)/-7, complex karyotype) as well as
mutations in certain genes (SF3B1, DNMT3A, ASXLI, TP53) have been associated with

the pathogenesis and prognosis of this disease.

The main objective of this work is to study the demographic, diagnostic, genetic and

prognostic characteristics of those MDS patients with chromosome 7 abnormalities.

6% of patients carried chromosome 7 alterations, either isolated (monosomy or deletion)
or combined (double, triple or complex karyotype). With regard to the mutations
identified by next generation sequencing, those in 7P53 and U2AF1 were statistically
more frequent in the subgroup of patients with chromosome 7 abnormalities. Specifically,
TP53 mutations were detected in patients with abnormal chromosome 7 only when
combined with other alterations, being associated with the presence of del(5q) as an

additional anomaly , and related to a shorter overall survival and a time to progression.

Interestingly, none of the patients with isolated chromosome 7 abnormalities carried
mutations in 7P53, neither in TET2 nor SRSF2, where other mutations (DNMT3A, EZH?2,
GATA2, RUNXI) could have prognostic impact. However, it is necessary to analyze

larger series of patients.

It is of great importance to perform integrated studies by karyotype/FISH and next
generation sequencing in patients with MDS, in order to detect any of these abnormalities,
as well as any combination of them, thus being able to move forward in the analysis of

their prognostic impact and their value in clinical decision making.

Keywords: myelodysplastic syndromes, chromosome 7 abnormalities, 7P53, progression

to acute myeloid leukemia



INTRODUCCION

1. Descripcion general

Los sindromes mielodisplasicos (SMD) son un conjunto heterogéneo de neoplasias
hematologicas clonales, cuyo origen se encuentra en la célula madre hematopoyética

mieloide.!
Se caracterizan por:

Una hematopoyesis anémala en la médula 6sea (MO) caracterizada por una
elevada apoptosis y la consiguiente aparicion de citopenias en sangre periférica
(SP).2

La presencia de alteraciones en la morfologia y funcionalidad de las células en al
menos un linaje mieloide (mielodisplasia).?

- Un riesgo sustancial de transformacion a leucemia aguda mieloblastica (LAM),

lo que ensombrece el prondstico y la supervivencia.*

1.1. Epidemiologia v etiologia

Los SMD constituyen la primera causa de neoplasias hematoldgicas que afectan a las
personas de edades més avanzadas. Su incidencia es de 2-12 x 100.000 al afio, alcanzando
los 50 x 100.000 en los individuos mayores de 70 afios, con un mayor predominio en la

poblacion masculina (x1,8).4°

Es infrecuente en la poblacién infantil y adulta joven, en cuyo caso la causa es
generalmente primaria o hereditaria (asociada a enfermedades como la anemia de
Fanconi, la neutropenia congénita severa, el sindrome de Shwachman-Diamond o la

anemia de Diamond-Blackfan).’

Ademas, el 20% de los SMD son secundarios a la exposicidn a quimioterapicos,

productos quimicos (benzeno), radiaciones ionizantes, inmunosupresion o tabaquismo.é



1.2. Diagnostico v clasificacion

Los elementos necesarios para el diagnostico de un SMD parten de la realizacion de una
buena historia clinica y exploracion fisica, en la que se indagard en los antecedentes
personales (exposicion a radiaciones, toxicos, fArmacos, etc.) y familiares de interés

(antecedentes de neoplasias hematoldgicas).”

Se realizan estudios en sangre periférica, hemograma completo para detectar la presencia
de citopenias, asi como un diagnoéstico diferencial exhaustivo con otras posibles causas

de anemia, infecciones viricas u otras enfermedades hematoldgicas.®

Para confirmar el diagnostico de SMD es imprescindible el examen citomorfolégico en
un frotis de SP o de un aspirado de MO, para confirmar que las citopenias son
consecuencia de un fallo medular, detectindose cambios morfoldgicos inequivocos
(displasia) en al menos el 10% de las células de algiin linaje mieloide, la presencia de
blastos y sideroblastos en anillo.® Asimismo, es imprescindible la deteccion de anomalias
cromosOmicas, mediante cariotipo!® y/o hibridacion in situ fluorescente (FISH)!!, y

algunas mutaciones (Anexos_1).

La clasificacion mas reciente de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de 2017'2
recoge diferentes subtipos segin las alteraciones morfoldgicas arriba indicadas, la
presencia de anomalias citogenéticas especificas y, por primera vez, la presencia de

mutaciones (como SF3B1) (Anexos_2).

El International Prognostic Scoring System revisado (IPSS-R)!} es un sistema de
estratificacion pronostica que, en base a los blastos en MO, grado de citopenias y las
alteraciones citogenéticas, clasifica a los pacientes en 5 grupos de riesgo con claras
diferencias en la supervivencia global (SG) y tiempo de progresion a LAM (TTP).
(Anexos_3)

2. Alteraciones cromosomicas

La presencia de anomalias cromosdmicas se ha descrito en aproximadamente el 40-50%

de los SMD primarios,'* y su estudio, mediante cariotipo/FISH, es de gran utilidad en el



diagndstico, ya que su presencia junto con una citopenia es, en ausencia de displasia,
evidencia suficiente. Ademads, son importantes predictores de la supervivencia y

evolucion a LAM. 13

Las alteraciones mas comunes incluyen la delecion del brazo largo de los cromosomas 5,

7y 20, trisomia 8 y monosomias del 5y 7.'% (Anexos_4)

Las alteraciones del cromosoma 7 se presentan en aproximadamente el 10% de los SMD
primarios y el 50% de los SMD post-exposicion a agentes alquilantes.!” Estas alteraciones
se asocian con acortamiento de la SG.!® Sin embargo, existen diferencias: la monosomia
7 es mas frecuente en neoplasias secundarias, y es un factor de mal prondstico segun el
IPSS-R'3, mientras que la delecion 7q aislada se ha asociado con caracteristicas clinico-

patologicas de mayor benignidad, asi como una mejor SG."

3. Mutaciones

Los estudios de secuenciacion masiva (Next-generation sequencing o NGS) han
permitido identificar diversas mutaciones genéticas, adquiridas conforme evoluciona la

historia natural de la enfermedad.

Aproximadamente, el 78% de los pacientes con SMD presentan al menos una mutacion.?’
Se han identificado mutaciones en genes implicados en multiples vias: metilacion del
DNA (DNMT3A4, TET2, IDHI1/2), modificacion de la cromatina (EZH2, ASXLI),
maquinaria de splicing (SF3B1, U2AF1, SRSF2, ZRSR2), regulacion de la transcripcion
(EVII, RUNXI, GATA2) y transduccion de sefiales (JAK2, RAS, CBL).?! Algunas de estas
mutaciones se han asociado con un pronéstico desfavorable (7P53, ASXLI) y s6lo una

favorable (SF3B1). (Anexos_5)

En la actualidad se esta intentado llevar a la practica el estudio combinado morfoldgico,
citogenético y mutacional, para una mejor caracterizacion y estratificacion del riesgo de

los SMD.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Un acontecimiento de gran relevancia, que supuso un gran avance en el conocimiento
fisiopatologico del SMD, fue la deteccion de mutaciones somaticas en mas del 70% de
los casos de SMD, incluso en aquellos pacientes con cariotipo normal.?? Algunas de estas
mutaciones tienen gran impacto clinico, lo que ha planteado un desafio para el diagnostico
y prondstico de los pacientes con SMD. De hecho, el valor pronéstico de determinadas
anomalias cromosomicas, en concreto, la alteracion del cromosoma 7, asociada
generalmente a un pronostico mas adverso seglin el IPSS-R, podria redefinirse en funcion
de la presencia o ausencia de mutaciones. En este sentido, hay pocos estudios que hayan
profundizado en el impacto de alguna de estas mutaciones en pacientes con anomalias del

cromosoma 7.

El objetivo principal de este trabajo es profundizar en el estudio de la presencia de
alteraciones en el cromosoma 7 en pacientes con SMD y analizar su relacion con las

caracteristicas demograficas, diagndsticas, genéticas y pronosticas.
Objetivos especificos:

- Describir la incidencia y caracteristicas de las alteraciones del cromosoma 7.

- Analizar la asociacion de las alteraciones del 7 con las caracteristicas clinicas de
la enfermedad.

- Estudiar la asociacion de las alteraciones del 7 con la presencia de mutaciones.

- Analizar el impacto prondstico de estas alteraciones en la SG y progresion a LAM.

11



PACIENTES Y METODOS

Se han analizado 418 pacientes con SMD, de los que se habia recogido material bioldgico
(muestras de MO y/o SP) y los datos clinicos y de seguimiento en la Unidad de
Citogenética Oncoldgica del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca. A todos
ellos se les solicitd el consentimiento informado y el estudio se llevo a cabo de acuerdo a
los principios de la Declaracion de Helsinki. Asi mismo, se recogieron los resultados de
cariotipo y FISH que forman de parte de la rutina diagndstica de los SMD. La
secuenciacion masiva (NGS) se realizdo en el laboratorio de Genética Molecular en

Oncohematologia, en el Centro de Investigacion del Cancer/Edificio Multiusos I+D+i.

1. Caracteristicas clinicas de la serie de estudio

Las principales caracteristicas demograficas y clinicas se recogen en Anexos_6.
Brevemente, la mediana de edad al diagnostico era de 74,6 anos, siendo el 76% mayores

de 65 anos. Ademas, el 58,9% eran hombres.

Segun la clasificacion de la OMS 20172, el 4,8% de los pacientes eran SMD con displasia
unilinea (SMD-DU) y 29,1% con displasia multilinea (SMD-DM); 25,5% correspondian
a SMD con sideroblastos en anillo con displasia unilinea/multilinea (SMD-SA-DU/DM);
13,7% y 14,9% eran SMD con exceso de blastos tipo 1 y 2 (SMD-EB-1/2); 9,6% eran
SMD con delecion del 5q (SMD del(5q)) y 2,4% eran SMD inclasificables. La mediana

del porcentaje de blastos en MO era de 1,5 con un 77,1% con menos del 5% de blastos.

Por otro lado, en cuanto a la estratificacion prondstica IPSS-R!3: el 27% de los pacientes
eran de riesgo muy bajo, el 43,9% de riesgo bajo, el 15,5% intermedio y el 7,9% y 5,6%

de riesgo alto y muy alto, respectivamente.

La mediana de seguimiento de la serie era de 28,2 meses, periodo de tiempo durante el

cual 28,8% de los pacientes habia progresado a LAM y el 48% habia fallecido.

12



2. Alteraciones citogenéticas de la serie

La metodologia general de cariotipo y FISH esta descrita en Anexos_7 y las alteraciones

detectadas estan detalladas en Anexos_8.

Brevemente, el 68,6% tenian un cariotipo normal, es decir, no presentaban alteraciones
citogenéticas mediante cariotipo/FISH. El 31,4% restante presentd alguna anomalia
cromosoOmica. De todas las alteraciones detectadas (Anexos_8.A), la mas prevalente fue
la delecion 5q (10,4%), seguida por la trisomia 8 (3,6%), pérdida del Y (1,8%), delecion
20q (1,5%), delecion 7q (1,2%) y monosomia 7 (0,9%). Ademas, un 8% de los pacientes
presentaron varias anomalias: 11 pacientes tenian dos alteraciones, lo que hemos
denominado como “dobles”, 4 tenian tres anomalias, “triples”, y 12 pacientes tenian mas

de 3, definido como cariotipo complejo.

Teniendo en cuenta la clasificacion de estas anomalias segun el IPSS-R'3, la mayoria de
los pacientes (80,2%) presentaban alteraciones de pronostico favorable, siendo un 4,2%
de pronostico muy favorable, un 9,4% intermedio, y un 6,2% de prondstico adverso

(3,1%) o muy adverso (3,1%) (Anexos_8.B)

3. Mutaciones detectadas mediante NGS en la serie de estudio

Una descripcion de la técnica de NGS estd incluida en Anexos_9, pero sefialar que se
empled un panel personalizado propio del laboratorio, que permite el andlisis de las
regiones codificantes de 117 genes asociados con neoplasias hematoldgicas mieloides.
Destacar que la parte mas critica es el filtrado e interpretacion de las variantes obtenidas
para seleccionar, tras aplicar una serie de filtros de calidad, aquellas mutaciones que
puedan ser consideradas clinicamente relevantes. Para este filtrado se utilizaron diferentes
bases de datos con informacién acerca de polimorfismos (dbSNP), mutaciones en cancer
(COSMIC), asociadas con enfermedades (ClinVar), e informacioén sobre el potencial

benigno/patogénico de las variantes (VarSome).

El andlisis de las mutaciones revel6 un total de 1035 mutaciones en 88 genes,
detectandose al menos una mutacion en el 85,4% de los pacientes. La mayor parte de las

mutaciones correspondian a los genes TET2 (31,3%), SF3B1 (27%), DNMT3A4 (16,5%),

13



SRSF2 (16%) y TP53 (10%). Las funciones celulares més afectadas fueron las del
spliceosoma (51,9%), metilacion del DNA (46,7%) y los factores de transcripcion
(34,9%) (Anexos_10.A).

En relacion al nimero de mutaciones, la mediana fue de 2 (rango: 0-9). La mayoria de
los pacientes presentaron 1 (19,4%), 2 (19,4%) y 3 (20,6%) mutaciones, mientras que
mas de 5 mutaciones solo fueron detectadas en menos del 5% de los pacientes

(Anexos_10.B).

4. Analisis estadistico

Se utilizé el programa estadistico /BM SPSS Statistics v.23. para analizar la posible
relacion de la presencia de alteraciones en el cromosoma 7 con las caracteristicas clinicas,
citogenéticas, mutaciones y de supervivencia de la serie en estudio. Para ello se
emplearon los test chi cuadrado (¥2) para variables categoricas y U de Mann-Whitney
para variables numericas de tipo continuo. El método de Kaplan-Meier (log-rank) se
utiliz6 para el andlisis de la SG y TTP. En todos los casos se considero estadisticamente

significativo un valor de p < 0,05.
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RESULTADOS

1. Incidencia y caracteristicas de los pacientes con alteracion del cromosoma 7

De los 418 pacientes estudiados, 338 con informacidon acerca de las alteraciones
citogenéticas, 20 (6%) presentaron alguna anomalia en el cromosoma 7 (Figura_1). En
relacion a los diferentes tipos de alteraciones en las que estaba afectado el cromosoma 7,
se observd que en 8 pacientes (40%) esta anomalia estaba presente de manera aislada, de
las cuales en 4 pacientes (20%) comprendian deleciones del brazo largo del cromosoma
7 (del(7q)), en 3 pacientes (15%) eran una pérdida completa, monosomia (-7) y en 1
paciente (5%) una traslocacion entre los cromosomas 1y 7 (¢((1;7)). Los 12 pacientes
restantes (60%) presentaron una y dos alteraciones adicionales (3 y 2 pacientes,
respectivamente), grupo que hemos denominado como “doble, triple”, y formando parte

de un cariotipo complejo (7 pacientes, 35%).

t(1;7)

del(7q)
Triple

Complejo

Figura_1: Subtipos de alteraciones del cromosoma 7 detectadas en la serie de estudio

2. Asociacion de las alteraciones del cromosoma 7 con las caracteristicas clinicas

Para estudiar si habia diferencias en las caracteristicas clinicas de aquellos pacientes que
presentaban alteraciones del cromosoma 7, se compararon variables como edad, sexo,
subtipo OMS, porcentaje de blastos, niveles de hemoglobina, plaquetas, neutrofilos y

categorias IPSS-R entre el subgrupo de pacientes con alguna alteracion en el cromosoma
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7 (todas ellas en su conjunto) respecto a los que no, es decir, cariotipo normal o cualquier

anomalia que no incluya el cromosoma 7 (Tabla_1).

Tabla 1: Asociacion de las caracteristicas clinicas con la presencia o no de alteraciones

en el cromosoma 7

Sin alteraciones del cr.7 Con alteraciones del cr.7
Variable % Mediana % Mediana P valor
[p10-p90] [p10-p90]
Edad (> o = a 75 afios) 46,2 25,0 p =0,030
Género p=0,372
Hombre 58,5 65,0
OMS (2017) p=0,104
SMD-DU 5,4 5,0
SMD-DM 31,3 35,0
SMD-SA-DU/DM 25,6 10,0
SMD-EB-1 12,3 15,0
SMD-EB-2 13,3 35,0
SMD del(5q) 9,5 0,0
SMD inclas. 2,5 0,0
Blastos MO (%) 1,4 [0-10] 5[0,1-17,2] p = 0,002
Categorias IPSS-R
<2 63,8 30,0 p =0,016
>2<5 14,0 20,0
>5<10 12,6 25,0
>10 9,6 25,0
Sideroblastos en anillo 0[0-52,2] 0 [0-0] p = 0,655
Hb (g/dL) 10 [7,6-12,8] 8,3 [5,9-11,7] p < 0,001
Categorias IPSS-R
>10 51,2 15,8 p=0,001
>8<10 35,1 42,1
<8 13,7 42,1
Plaquetas (<100 x 10°/L) 151,5 [45-355] 101 [39-350] p = 0,057
Categorias IPSS-R
2100 64,2 52,6 p = 0,599
>50<100 24,1 31,6
<50 11,7 15,8
Neutréfilos (<100 x 10°/L) 2[0,6-4,6] 1,1[0,3-4,2] p=0,046
Categorias IPSS-R
20,8 87,1 66,7 p =0,029
<0,8 12,9 33,3
Leucocitos (<100 x 10°/L) 4[2,3-7,7] 3,3[1,7-8] p=0,217
Monocitos (<100 x 10°/L) 0,3[0,1-0,9] 0,9[0,1-0,9] p = 0,605
Categorias Riesgo, IPSS-R p < 0,001
Muy bajo 27,6 5,3
Bajo 46,6 53
Intermedio 14,5 26,3
Alto 7,1 21,1
Muy alto 4,2 42,1

Se muestran en color azul las diferencias estadisticamente significativas
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No se observo asociacion estadistica entre la presencia de las anomalias del 7 en relacion
al género, pues en ambos grupos se observo que la mayoria eran hombres (58,5% vs 65%,
p=0,372). Sin embargo, si que se observo significacion estadistica en relacion con la edad,
pues se vio que habia una mayor proporcion de pacientes que no presentan alteraciones

del 7 que tenian una edad avanzada, >75 afios, 46,2% vs 25% (p=0,030).

Atendiendo a la clasificacion OMS!'2, se observo una mayor proporcion de pacientes con
alteraciones del 7 en la categoria de SMD-EB-2 (35% vs 13.3%), pero no alcanz¢ la
significacion estadistica (p=0,104), probablemente debido a que la distribucion en las
categorias SMD-DU, SMD-DM y SMD-EB-1 era muy similar en ambos grupos (5% vs
5,4%; 35,0% vs 31,3%; 15% vs 12,3%, respectivamente).

En cuanto a las citopenias, si que se observaron diferencias significativas entre ambos
grupos tanto en los niveles de hemoglobina (Hb) como de neutréfilos, siendo mas bajos
en los pacientes con alteraciones del 7 (p<0,001 y p=0,046, respectivamente). Se observod
una mayor proporcion de pacientes con anemia severa (42,1% vs 13,7%, p=0,001), con
valores de Hb <8 g/dL, y con neutropenia, <0,8x10°/L, (33,3% vs 12,9%, p=0,029) dentro

del subgrupo con anomalias del 7.

Dado que las alteraciones del cromosoma 7 puntiian de forma negativa para el calculo del
riesgo segun el IPSS-R!%: los pacientes con el cromosoma 7 afectado se incluian en las
categorias de alto y muy alto riesgo (21.1% vs 7,1, y 42,1% vs 4,2%, respectivamente,

p<0,001).

3. Asociacion de las alteraciones del cromosoma 7 con las mutaciones

Para estudiar si los pacientes con alteraciones del cromosoma 7 presentaban alguna
mutacién mads caracteristica, se analizd si existia algiin tipo de asociacion entre las
mutaciones, tanto en numero total como en los genes a nivel individual, con la presencia

de estas anomalias del 7, consideradas en su conjunto.

En relacion al nimero total de mutaciones por paciente, se observd que no existian

diferencias significativas entre los dos grupos, siendo la mediana de 2 (p=0,467) y la
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proporcion de pacientes con >2 y <2 mutaciones muy similar (40% vs 48.7%, 60% vs

51,3%, p=0,3).

Sin embargo, respecto a los genes mutados (Figura_2), si que se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los pacientes con alteraciones del 7 y aquellos que
no, siendo la proporcion de pacientes con mutaciones en 7P53 (45% vs 7,5%, p<0,001)
y U2AF1 (25% vs 6%, p=0,009) superior en el grupo con anomalias del cromosoma 7.
Las mutaciones en RUNX1 también eran mas frecuentes en los pacientes con alteraciones
del 7 (15% vs 8,2%, p=0,240), pero no se alcanz6 la significacion estadistica. Cabe
destacar que, por el contrario, las mutaciones en los genes TET2 (5% vs 33%, p=0,005),
SF3B1 (5% vs 28,3%, p=0,014) y SRSF2 (0% vs 18,2%, p) eran significativamente menos

prevalentes en este grupo de pacientes con el cromosoma 7 afecto.

% pacientes SIN alteraciones del cr.7 % pacientes CON alteraciones del cr.7

45% 40% 35% 30% 25% 20% 15% 10% 5% 0% 0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45%
P53 P<0,001
= U2AF1 P=0,009
I ruvx P=0,240
I Ovv73A P-0352
B 00 P=0,154
GATA2 P=0,093
1 COH13 P=0,030
TET2 P =0,005
- EZH2 P=0,711
cux1 P=0734
KMT2D P=0,525
BCOR P=0,494
SETBP1 P=0426
B A P=0,308
CREBBP P=0,264
£TV6 P=0217
CSF3R P=0,168
RET P=0,168
I tom2 P=0,168
usB1 P=0,168

NOTCH1 P=0,115

Figura_2: Genes mutados en los pacientes con alteraciones del cromosoma 7

Dentro de los pacientes con alguna alteracion del 7, se vio que las mutaciones de 7P53
aparecian exclusivamente en los subgrupos en los que esta anomalia estaba en
combinacion con otras: dobles, triples y cariotipo complejo, no estando presente en

ninguno de los casos con la alteracion de forma aislada (p=0,027) (Figura_3).
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% pacientes SIN mutacién TP53 % pacientes CON mutacién TP53

60% 50% 40% 30% 20% 10% 0% 0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

t(1;7)
del(7q)

-7

Figura_3: Incidencia de mutaciones de 7P53 en los distintos subtipos de alteraciones

del cromosoma 7

Las mutaciones de TP53 estan descritas en los SMD con alteraciones del cromosoma 5y
cariotipo complejo. Por ello se analiz6 si en la serie de estudio, tanto global como el
subgrupo con alteraciones del 7, las mutaciones de 7P53 ocurrian en aquellos pacientes
con anomalias del cromosoma 5. El analisis estadistico asi lo confirmé (p<0,001)
(Figura_4), y en concreto, que la presencia de mutaciones en 7P53 en los pacientes con
alteraciones del 7 se asociaba con la presencia de delecion (5q) como anomalia adicional

(p=0,022) (Figura_5).

% pacientes SIN mutacién TP53 % pacientes CON mutacién TP53
70% 60% 50% 40% 30% 20% 10% 0% 0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%
R Normal ey
B o

| del(7q)
| -7

. +8
| ey
| I

. otras, aislada l

doble, triple [N
| complejo N

Figura_4: Incidencia de mutaciones de 7P53 en los distintos tipos de anomalias
cromosdmicas en la serie completa del estudio. En naranja, aquellas alteraciones que

presentan del(5q)
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% pacientes SIN mutacién TP53 % pacientes CON mutacién TP53

60% 50% 40% 30% 20% 10% 0% 0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

t(1;7)
del(7q)

-7

dovle, riole [
compieio I

Figura_5: Incidencia de mutaciones de 7P53 en la serie de pacientes con alteraciones
del cromosoma 7, seglin los diferentes subtipos. En naranja, aquellas alteraciones que

presentan del(5q)

Del mismo modo, se analiz6 si las mutaciones de U2AF1, cuyas mutaciones se han
asociado con un prondstico mas desfavorable en los SMD, eran también mas frecuentes
en alguno de los subtipos con alteraciones del cromosoma 7. Sin embargo, el anélisis
estadistico mostré que no existia asociacion significativa con algliin subtipo concreto

(p=0,968) (Anexos_11).

4. Impacto pronostico de alteraciones del cromosoma 7 en la supervivencia global

La SG se ha calculado como el tiempo que transcurre desde el diagnéstico de SMD hasta
el ultimo control realizado, momento en el que el paciente estd vivo, o hasta el
fallecimiento del paciente. En la serie de estudio un 8,4% de los pacientes habia recibido
trasplante de MO, procedimiento que modifica totalmente el curso de la enfermedad. Por
esta razon, los pacientes que recibieron un trasplante se consideraron como censurados
en la fecha en la que se realiz6, y asi mismo aquellos en los que se habia perdido el

seguimiento, considerandolos vivos en su ultima visita (2,4%).

El andlisis de supervivencia mostré que la presencia de alteraciones del 7, en conjunto,

acortaban significativamente la SG frente a los que no presentaban dicha alteracion (15,4
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Probabilidad de supervivencia

vs 60,4 meses, p<0,001) (Figura_6.A). Pero, ademas, si nos centramos en el subtipo
especifico de alteraciones del 7, los andlisis confirmaron que las alteraciones combinadas
(dobles, triples, cariotipo complejo) tenian un prondstico mas desfavorable en
comparacion con las alteraciones aisladas (8 y 8,6 vs 15,4 y 36 meses, p<0,001)
(Figura_6.B). La presencia de cariotipo complejo, con independencia de alteraciones del
7, era un factor de mal pronostico ya en la serie global (mediana de 8,6 meses, IC al 95%:
2,6-14,5). Sin embargo, en las combinaciones dobles o triples el valor prondstico podia
ser muy diferente segin las anomalias implicadas (mediana de 27,6 meses, IC al 95%:
1,0-54,3), y asi se contempla dentro del IPSS-R'. En este caso, y como ya se ha descrito,
la presencia de alteraciones del 7 ensombreceria sustancialmente el prondstico (mediana

8 meses, IC al 95%: 0,1-7,7).
A B

b . Y
h Y B | delza)

LY 08 R "
0,8 X ", sin alteraciones del cr.7

\
%
C =

0,6
0,6 Eat

04 04

f—+
f
4
Probabilidad de supervivencia
4

doble, triple ; P <0,001

complejo

P <0,001

0,0 0,0

0,2 0,2

} Con alteraciones del cr.7

0 50 100 150 200 [} 50 100 150

Supervivencia global (meses) Supervivencia global (meses)

Figura_6.A: Curva de Kaplan-Meier para la SG en funcion de la presencia o ausencia

de cromosoma 7 alterado, y 6.B: en funcion del subtipo de anomalia del 7

5. Impacto en la progresion a LAM de las alteraciones del cromosoma 7

Se analizé también el tiempo de progresion a leucemia, definido como el tiempo que
transcurre desde que se diagnostica la enfermedad hasta que el paciente progresa a LAM.
El subgrupo con alteraciones del cromosoma 7, consideradas en conjunto, mostrd un
menor TTP (11,5 vs 80,5 meses, p=0,003) (Figura_7.A). Si tenemos en cuenta los
distintos tipos de alteraciones del 7, las combinaciones dobles/triples y el cariotipo

complejo progresaban rapidamente a LAM (7,7 meses, IC al 95%: 7,2-8,2 y 11,5 meses,
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Probabilidad de progresién

IC al 95%: 5,2-17,8, respectivamente) (Figura 7.B). Para aquellos pacientes con
alteracion aislada del cromosoma 7, s6lo se disponia de informacion de progresion de 4

de ellos, y ninguno progreso.

A B

i !
1,0 10 doble, triple

08 Con alteraciones del cr.7 08

in e .
+ complejo
Sin alteraciones del cr.7

0,6

06
04

r N i ' 3
7 P=0,003 7 P <0,001
0.2 { 4 4

e j
0,0 f 0,0 +"-——+ 7 4

04

Probabilidad de progresién

0,2

0 50 100 150 200 0 S0 100 150

Tiempo hasta la progresién (meses) Tiempo hasta la progresién (meses)

Figura_7.A: Curva de Kaplan-Meier para el TTP en funcién de la presencia o ausencia

de cromosoma 7 alterado, y 7.B: segtn el subtipo de anomalia del 7

6. Impacto prondstico de la presencia de alteraciones del cromosoma 7 en

combinacion con las mutaciones de 7P53 o U2AF1

Como se ha visto que las anomalias del cromosoma 7 en combinacion con otras (dobles,
triples o cariotipo complejo) presentan un prondstico mas desfavorable y dada la
asociacion de estas combinaciones con mutaciones de 7P53 y del(5q), se ha analizado el
impacto prondstico en la DG y TTP de esta triple combinacion. La combinacion tiene un
prondstico desfavorable (p<0,001) tanto en la SG (8 meses, IC al 95%: 7-9; 17,1) como
el TTP (8,6 meses, IC al 95%: 6,2-11), seguida por los pacientes con 7P53 mutado sin
anomalias del 7 (SG: 17,1 meses, IC al 95%: 12,6-21,6; TTP: 13,4 meses, IC al 95%: 11-
15,9) (Figura_8.A 'y 8.B).
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Figura_8: Curvas de Kaplan-Meier para SG (8.A) y TTP (8.B) para la combinacion
anomalia 7 + TP53™ + del(5q)

Del mismo modo, se analiz6 el impacto de la combinacién de mutaciones de U2AFI con

la presencia de cromosoma 7 alterado en la SG y TTP. El anélisis revelé que las

mutaciones en U24F] no empeoraban significativamente la SG o TTP en combinacion

con las alteraciones del cromosoma 7, consideradas en conjunto (SG: 12,9 meses, IC al
95%: 2,4-23,3; 15,4 meses, IC al 95%: 4,8-26; TTP: 9,4 meses; 11,5 meses, IC al 95%:
2,9-20) (Figura_9.A y 9.B).

Probabilidad de supervivencia
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U2AF1 mutado Xy
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Supervivencia global (meses)

Probabilidad de progresion

+ + ~
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Figura_9: Curvas de Kaplan-Meier para SG (9.A) y TTP (9.B) para la combinacion
anomalia 7 + U2AF ™"
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DISCUSION

Las anomalias del cromosoma 7 se han descrito asociadas con una SG mas corta'®, aunque
existen diferencias en relacion a si se trata de monosomia, delecion del brazo largo, o
aparece en combinacion con otras, y asi se refleja dentro del IPSS-R.!* Y son multiples
los estudios que demuestran la importancia de la deteccion de dicha anomalia para el

diagnostico y pronostico de los SMD.?

En este trabajo, se ha visto que el cromosoma 7 estaba alterado en un 6% de los pacientes,
bien de forma aislada o combinada con otras anomalias citogenéticas, porcentaje que se
aproxima al 10% de las series generales ya estudiadas.!® Ademas, se ha demostrado que
la presencia de alteraciones del 7 en conjunto se asociaba a caracteristicas de peor
prondstico, como mayores citopenias (anemia y neutropenia) y mayor porcentaje de
blastos, asi como una SG mas corta y menor tiempo hasta la progresion a LAM.
Numerosos estudios han expuesto que, dentro de las alteraciones aisladas, la delecion 7q
es de mejor prondstico que la monosomia 7.2* Seria de gran interés poder profundizar en
el andlisis de estos casos. Sin embargo, en este trabajo no se disponia de suficiente tamafio
muestral para ello. Lo que si se realizd fue agrupar las alteraciones aisladas del 7 y
compararlas con las alteraciones dobles, triples y cariotipo complejo, demostrando que,
la presencia de estas combinaciones con el cromosoma 7 afecto, acortaba

considerablemente la SG y el TTP.

Por otro lado, dado que la presencia de determinadas mutaciones puede modificar el
prondstico de los pacientes con SMD, se analizd si los pacientes con alteraciones del
cromosoma 7 presentaban alguna mutacién mas caracteristica. En este trabajo se vio que
las mutaciones de 7P53, uno de los genes estudiados, eran significativamente mas

frecuentes en este subtipo de pacientes.

TP53 es uno de los genes mutados mas frecuentes en todo tipo de cancer.? En los SMD,
tiene una incidencia del 10% y es un factor independiente de mal prondstico, estando
asociado con cariotipo complejo, presencia de trombocitopenia severa y mayor porcentaje
de blastos, supervivencia mas corta, transformacion mas rapida a LAM y mayor

26,27

resistencia a las terapias convencionales. Sin embargo, en las series publicadas hasta

la fecha no se habia visto asociado de forma caracteristica con las alteraciones del
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cromosoma 7. Por ello, se considerd necesario realizar un estudio mas exhaustivo para
entender por qué en esta serie de pacientes la mutacién de dicho gen supresor, 7P53,
alcanzo6 la significacion estadistica. Los analisis revelaron que ninguno de los pacientes
con la alteracion aislada presentaba mutaciones en 7P53, detectdndose, por el contrario,
en la mayor parte de los pacientes con combinaciones dobles y triples (4/5 pacientes,
80%) y cariotipo complejo (4/7 pacientes, 57%). Ademds, se demostr6 que esta
asociacion podia deberse a que estas mutaciones ocurrian en los pacientes que tenian
del(5q) como anomalia adicional a la del cromosoma 7. Asi mismo, se demostr6 que los
pacientes con esta combinacion, anomalia del 7, mutaciones de 7P53 y/o del(5q),
presentaban un acortamiento de la supervivencia y un menor tiempo de progresion a LAM

(p<0,001).

Se han publicado numerosos estudios con nuevas aproximaciones terapéuticas en
pacientes con alteracion de TP53, como Sallman et al.*® donde se ha visto que el
Eprenetapopt (APR-246) induce selectivamente apoptosis en las células con TP53™",
aumentando el estrés oxidativo. Dicha molécula, en combinacién con Azacitidina, parece
ser bien tolerado y producir altas tasas de respuesta clinica y remisiones moleculares en
pacientes con SMD con mutacion 7P53 y LAM oligoblastica. Ademas, un enfoque para
mejorar el IPSS-R seria incluir la presencia de mutaciones en genes con impacto
pronostico independiente, como 7P53, cuyo andlisis es actualmente de obligada

realizacion.

Por otro lado, podria ser igual de importante detectar la presencia de mutaciones como su
ausencia. En ese sentido, en este trabajo hemos demostrado que las mutaciones de 7P53
no aparecian en ninguno de los pacientes con alteracion aislada del cromosoma 7, un

hallazgo ya descrito también por Kulasekararaj er al.®®

al igual que ocurrian con las
mutaciones en SRSF2 y TET2, que tampoco aparecian en este subgrupo o eran muy
infrecuentes. Sin embargo, estos pacientes con alteracion aislada del 7, si que presentaron
otras mutaciones como U2AF 1, DNMT3A, EZH2, GATA2 o RUNXI, pero, debido al bajo
tamafo muestral, ninguna se asoci6 especificamente con este subgrupo. Por tanto, seria

de grandisimo interés poder profundizar en el andlisis de este subgrupo concreto de

pacientes en series mucho mas amplias.

Todo esto nos lleva a determinar que es de sustancial importancia la realizacion de

estudios de secuenciacion como test complementario al cariotipo/FISH, pudiendo
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detectarse asi estas anomalias y cualquier combinacion de las mismas, y que son de gran
relevancia en la toma de decisiones terapéuticas en los pacientes con SMD, avanzando

hacia una mayor individualizacion terapéutica, la medicina de precision.
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CONCLUSIONES

1.

Las alteraciones del cromosoma 7 no son las mas frecuentes dentro de los SMD y
pueden aparecen de forma aislada o en combinacidon con otras, presentando un
impacto prondstico diferente. Las combinaciones con el cromosoma 7 afecto
presentaron un impacto prondstico muy adverso, acortando significativamente la SG

y el TTP.

Los SMD con anomalias del cromosoma 7 presentaron un mayor recuento de blastos
en MO, asi como niveles mas bajos de hemoglobina y neutrofilos, todos ellos factores

asociados con mal prondstico.
Las mutaciones en TP53 eran mas frecuentes en los SMD con alteraciones del
cromosoma 7 cuando éstas estaban en combinacién con otras (dobles, triples,

cariotipo complejo), presentando asi un pronodstico muy desfavorable.

Las mutaciones de 7P53, TET2 y SRSF2 no aparecian en ninguno de los pacientes

que tenian alguna alteracion del cromosoma 7 de forma aislada.
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ANEXOS

Anexos_1. Criterios minimos para el diagnodstico de los SMD

A. Prerrequisitos

(se deben cumplir los dos)

Citopenia constante (6 meses) en una o mas de
las lineas siguientes: eritroide, neutrofilica o
plaquetar (excepcion: presencia de un exceso de
blastos y anomalias citogenéticas relacionadas
con SMD que por si son diagndsticas de SMD)

Exclusion de enfermedades hematologicas y no
hematoldgicas como causa de citopenia/

displasia

B. Criterios decisivos

(relacionados con el SMD, se debe de

cumplir al menos uno)

Displasia en al menos 10% de las células de 1 o
mas de las lineas mieloides en MO

5-19% de blastos en MO (o 2-19% en SP)

> 15% sideroblastos en anillo (tincion de Pearls)
> 5% sideroblastos en anillos en presencia de
mutacion en SF3B1

Anomalias cromosémicas tipicas, por CG o

FISH (+8, -7, 59-, 20q-, otras)

C. Co-criterios

(cuando se cumple A pero no B, y

presenta clinica)

Alteraciones  histologicas en la  BO
caracteristicas de SMD

Fenotipo atipico en MO por citometria de flujo
Datos moleculares de clonalidad (detectados por

secuenciacion)

SMD: sindromes mielodisplasicos; MO: médula 6sea; SP: sangre periférica; CG: cariotipo; FISH:
hibridacion in situ fluorescente; BO: biopsia 6sea.

Modificado de: Valent P et al. Leuk Res. 2011.%°
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Anexos_2. Clasificacion de los SMD segun la OMS 2017

Lineas ) . Sideroblastos N
e Citopenias N Blastos en SP Blastos en MO  Bastones de Auer Citogenética
en anillo
SMD-DU 1 1-2 <15%/<5%" <1% 5% No Cua\q}Alera a menos que cump}a
criterios de SMD con del(5q) aislada
SMD-DM 2-3 1-3 <15%/<5%" <1% <5% No C\fa\q}nera a menos que cump\va
criterios de SMD con del(5q) aislada
SMD-SA
SMD-SA-DU 1 1 <15%/<5%" <1% <5% No CL}B\q}AIEra a menos que cump}a
criterios de SMD con del(5q) aislada
SMD-SA-DM 2-3 1-3 <15%/<5%" <1% <5% No Cx{a\q}nera a menos que cumpﬁa
criterios de SMD con del(5q) aislada
SMD con del(5q) aislada 1-3 1-2  Ninguno o alguno <1% <5% No Del(5a) solo o con una anomalia
adicional excepto -7 o del(7q)
SMD-EB
SMD-EB-1 1-3 1-3 Ninguno o alguno 2-4% 0 5-9% No Cualquiera
SMD-EB-2 1-3 1-3 Ninguno o alguno 5-19% 0 10-19% Si¢/No Cualquiera
SMD inclasificable
Con 1% de blastos en SP 1-3 1-3 Ninguno o alguno 1%° <5% No Cualquiera
Con displasia en una linea y pancitopenia 1 3 Ninguno o alguno <1% <5% No Cualquiera
Basado en alteraciones citogenéticas 0 1-3 <15%* <1% <5% No :::Dma“a citogenética definitoria de

aLas citopenias se definen como: hemoglobina <10 g/dL, plaquetas <100x10°/L, neutréfilos <1,8x10%/L.

bSi hay mutaciones de SF3B1.

‘Recuento de 1% de blastos debe realizarse en al menos dos ocasiones separadas.
4Los casos con >15% de sideroblastos en anillo tienen por definicion displasia eritroide significativa.
°La presencia de bastones de Auer en blastos define cualquier tipo de SMD como SMD-EB-2 independientemente

del porcentaje de blastos.

SMD: sindrome mielodisplasico; SMD-DU: sindrome mielodisplésico con displasia unilinea; SMD-DM:
sindrome mielodisplasico con displasia multilinea; SMD-SA: sindrome mielodisplésico con sideroblastos en
anillo; SMD-SA-DU: sindrome mielodisplasico con sideroblastos en anillo y displasia unilinea; SMD-SA-DM:
sindrome mielodisplasico con sideroblastos en anillo y displasia multilinea; SMD con del(5q) aislada: sindrome
mielodisplasico con delecion del 5q aislada; SMD-EB: sindrome mielodisplasico con exceso de blastos; SMD-
EB-1: sindrome mielodisplésico con exceso de blastos 1; SMD-EB-2: sindrome mielodisplasico con exceso de
blastos 2; SP: sangre periférica; MO: médula dsea.

Modificado de: Hasserjian RP et al. 2017"?

Anexos_3. Clasificacion pronoéstica de los SMD segun el IPSS-R

O puntos 0,5 puntos 1punto 1,5puntos 2 puntos 3 puntos 4 puntos
Grupo de riesgo citogenético | Muy bueno Bueno Intermedio  Pobre  Muy pobre
Blastos en MO (%) 0-2 3-4,9 5-10 >10
Hemoglobina, g/dL >10 8-9,9 <8
Plaquetas, x10°L >100 50-99 <50
PMN, x10°L >0,8 <0,8

Grupo de riesgo:

Muy bajo: 0 -1,5 puntos.
Bajo: <1,5-3 puntos.
Intermedio: >3-4,5 puntos.
Alto: >4,5-6 puntos.

Muy alto: >6 puntos.

Categorias de riesgo citogenético:
Muy bueno: -Y, del(11q) aisladas.

Bueno: normal, del(5q), del(12p) y del(20q) aisladas y anomalias dobles que incluyen del(5q) (excepto -7 o del(7q)).
Intermedio: del(7q), +8, +19, i(17q) aislada y cualquier otra anomalia tinica o doble en clones independientes.
Pobre: -7 e inv(3)/t(3q)/del(3q) aisladas, anomalias dobles que incluyen -7/del(7q) y anomalias complejas con 3

anomalias.

Muy pobre: anomalias complejas con >3 anomalias (cariotipo complejo).

Modificado de: Greenberg PL et al. Blood. 2012"
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Anexos_4. Alteraciones cromosomicas en los SMD y su prondstico

Cariotipo complejo (2 3

Alteraciones 17p Delecién Y alteraciones)
25% 2% 10-15%
Mal pronéstico Buen pronésti Mal pronésti
. Normal
del(20q) + una otra alteracién 40%
2-5% Buen pronéstico

Pronéstico intermedio

del(20q) aislada
2-5%
Buen pronéstico

Trisomia 8 aislada
10-15%
Pronéstico intermedio

Alteracionescr.5y 7 del(5q) aislada

10-15% Alteraciones cr. 7 5-10%

Pronéstico intermedio 10% Buen pronéstico
Mal pronéstico

Modificado de: Raza A et al. Nat Rev Cancer. 20123

Anexos_5. Panorama de las mutaciones implicadas en los SMD, sus vias asociadas y

su implicacion clinica

Sefalizacién Regulacién transcripcional

- CBL25% (h/m <5% @ RF1<1%
KIT 1% 5 2% / \ & GATA2 <1% () /\EVH 1-2%
() FLT3-2% | 35% O CDKN2A<1%
® O et an w0 @con
BrAF<i% = KRAS 1% (NRAS\ O PTPN11<1% <5%/
ax @ 4
o °cVer @ \%/ O PTEN <1%
¢ (7 CEBPA
cux<1%0 U 1-2%
SMCIA<1% ) \
Complejo  rap21-~1% () /STAGZ \‘ NPM1
cohesina -~ 5-10% 1-2% ‘
sMC3~1% @ ® @1:;1 Otros
,,\\ IDH1/2
DNMT3A "\  2-5% P i PRI
~10% /\ ATRX SF1~1% Q< PRPFAO
<1% = SF3A1
74—' S _ U2AF1 \) f\ ~1%
KDM6A SF3B1 10% /
@ 1% 15-30% SRSF2
10-20%
20 Sf © cresBp <1% ZR$R2
\ / EP300 <1% () <10%
Modificacién de la B Buenprondstico
MetIIaCIOn DNA RNA Spllcmg 1] Pronost:cf)lr\determmado
[l Mal pronéstico

cromatina

En color azul la tinica mutacion favorable, en rojo las desfavorables y en gris las de significacion incierta

Modificado de: Steensma DP. Mayo Clin Proc. 2015%
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Anexos_6. Caracteristicas demograficas y clinicas principales de la serie de estudio

Percentiles
Variable % Mediana
pl10 p90
Edad (afios) 74,6 56,3 84,8
Género
Hombre 58,9
OMS (2017)
SMD-DU 4,8
SMD-DM 29,1
SMD-SA-DU/DM 25,5
SMD-EB-1 13,7
SMD-EB-2 14,9
SMD del(5q) 9,6
SMD inclas. 2,4
Blastos MO (%) 1,5 0,0 10,0
Categorias IPSS-R
<2 62,6
>2<5 14,5
25<10 13,2
>10 9,7
Sideroblastos en anillo (%) 0,0 0,0 62,0
Displasia
Numero de displasias
Una serie 17,5
Dos series 33,0
Tres series 48,8
Tipo de displasia
Eritroide 79,5
Granulocitica 69,7
Megacariocitica 65,3
Hb (g/dL) 9,9 7,5 12,6
Categorias IPSS-R
>10 489
>8<10 35,3
<8 15,8
Plaquetas (<100 x 10°/L) 152,0 45,0 354,2
Categorias IPSS-R
>100 66,4
>50<100 22,4
<50 11,2
Neutréfilos (<100 x 10°/L) 19 0,7 4,5
Categorias IPSS-R
20,8 87,3
<0,8 12,7
Leucocitos (<100 x 10°/L) 4,0 2,3 7,7
Monocitos (<100 x 10°/L) 0,3 0,1 0,9
Categorias Riesgo, IPSS-R
Muy bajo 27,0
Bajo 43,9
Intermedio 15,5
Alto 7,9
Muy alto 5,6
Progresiéon LAM
No 71,2
Si 28,8
Status, ultimo seguimiento
Exitus 47,5
Vivo 50,1
Pérdida de seguimiento 2,4
Seguimiento (meses) 28,1 5,9 82,4
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Anexos_7. Metodologia: Citogenética Convencional (cariotipo y FISH)

El anélisis del cariotipo tiene como finalidad detectar anomalias en el nimero y/o
estructura de los cromosomas. Para ello, a partir de una muestra de MO o SP, se cultivan
las células en un medio adecuado obteniéndose células en division, que son tratadas con
colchicina para que se mantengan en este estado permanentemente. Esto es muy
importante, ya que una de las limitaciones del cariotipo es que los cromosomas deben de
ser visibles, y esto solo es posible durante la fase de mitosis. Posteriormente, se utilizan
tintes especificos que colorean las diferentes regiones cromosémicas para que puedan ser
visualizadas y fotografiadas bajo el microscopio Optico, obteniéndose el llamado

cariograma. '’

La técnica de FISH tiene como objetivo detectar anomalias en los cromosomas mediante
el uso de secuencias de DNA, llamadas “sondas”, que son homdlogas a las regiones de
los cromosomas que se quieren estudiar, y que estan marcadas con un fluorocromo.
Dichas sondas se unen por complementariedad a unos lugares especificos dentro del
DNA, y emiten fluorescencia, la cual puede ser analizada mediante un microscopio. La
gran utilidad de esta técnica radica en que es valida tanto en células que se encuentran en
metafase como en interfase del ciclo celular (no solamente en fase de division) y permite
detectar anormalidades gendmicas con una alta resolucion, siendo una técnica mas
sensible y especifica. Sin embargo, es necesario seleccionar las regiones de interés con
anterioridad. Las sondas que se utilizan en el estudio diagnoéstico de los SMD son aquellas

que permiten el analisis de las regiones 5q, 7q, centromero del cromosoma 8 y 20q.!?
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Anexos_8. Alteraciones citogenéticas detectadas en la serie de estudio (A) y

categorias de riesgo segun el IPSS-R (B)

A B

Normal Intermedio

Categoria Riesgo citogenético, IPSS-R %
Muy favorable 4,2
Favorable 80,2

9,4
Adverso 3,1
Muy adverso 3,1

del(Sq)

Complejo del(7q)
-7

Triples
Dobles

Otras, aislada del(20q) Y

Anexos_9. Metodologia: Secuenciacion Masiva (NGS)

En este anexo se describen los diferentes pasos que se llevan a cabo para el estudio de
secuenciacion masiva (NGS), desde la extraccion de la muestra, preparacion de la libreria,
secuenciacion y andlisis de los resultados. Como ya se ha indicado, los estudios de NGS
se realizaron en el laboratorio de Genética Molecular en Oncohematologia, en el Centro

de Investigacion del Cancer / Edificio Multiusos [+D+i.

Para el estudio de la secuenciacion masiva (NGS) se extrajo el material genético (DNA)
de muestras (células mononucleadas en su gran mayoria) procedentes de MO y SP,
recogidas al momento del diagndstico de todos los pacientes incluidos en la serie de
estudio. La extraccion del material genético se realizd con un kit comercial denominado

AllPrep® DNA/RNA MiniKit (Qiagen).
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La secuenciacion masiva se llevo a cabo mediante la estrategia de captura de secuencia,
Nextera Rapid Custom Enrichment (Illumina) y las plataformas de secuenciacion MiSeq

y NextSeq (I/lumina), e incluye varios pasos:

9.1. Preparacion de la libreria, hibridacion, captura y secuenciacion de las

regiones de interés

La secuenciacion por sintesis se inicia con la fragmentacion del DNA en 300 pares de
bases mediante una enzima especifica denominada transposasa (figura, paso 1), que va
afiadiendo simultaneamente a los extremos del DNA unos moldes que permiten la union
posterior de los adaptadores PS5 y P7, necesarios para la union de los fragmentos de DNA

a la placa de secuenciacion “flow cell” (figura, paso 2).

En este punto del proceso, se dispone de un conjunto de fragmentos de DNA que
corresponden a todo el genoma. Sin embargo, mediante el empleo de un panel de NGS
personalizado y la estrategia de captura de secuencia, lo que interesa es el analisis de una
serie de genes especificos. Para este trabajo se utilizdé un panel de disefio propio del
laboratorio que permite el andlisis de 117 genes asociados con neoplasias hematologicas
mieloides. Este panel permite la secuenciacion mediante el empleo de 3.259 sondas de
499 Kb distribuidas en 1.765 regiones de interés. Para ello, se realiza la hibridacion con
el panel de NGS, que contiene las sondas complementarias a las regiones de interés
marcadas con biotina. Tras la hibridacion, se utilizan unas bolas magnéticas marcadas
con streptavidina, que, gracias a su afinidad por la biotina, permiten la captura de
exclusivamente dichas regiones (figura, pasos 3 y 4). Posteriormente se amplifican los
fragmentos capturados (figura, paso 5). Los pasos siguientes ya tienen lugar dentro del
secuenciador e incluyen la union de los fragmentos de DNA de la muestra a la superficie
de la flow cell, su amplificacion clonal en lo que se denomina generacion de clusters, y

finalmente la secuenciacion propiamente dicha (figura, paso 7).
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9.2. Analisis de los datos de secuenciacion, filtrado e interpretacion de las

variantes

Los datos resultantes una vez completado el proceso de secuenciacion, en formato de

ficheros FASTQ, son procesados para, en primer lugar, realizar un control de calidad de

la secuenciacion y de las lecturas obtenidas (FastQC). Este programa genera una serie de

graficos y test estadisticos que muestran el numero y calidad de las lecturas, nimero y

calidad de las bases, etc.

A continuacién, estos ficheros FASTQ son procesados mediante un andlisis ya

automatizado en el laboratorio que realiza el alineamiento con el genoma de referencia

39



(BWA y GATK), recalibracion, deteccion de las variantes (VarScan y SAMTools) y la
anotacion de las mismas (ANNOVAR).

En un tercer paso, se realiza el andlisis, filtrado e interpretacion de las variantes obtenidas.
El objetivo es la seleccion de aquellas variantes secuenciadas con buena calidad y
cobertura suficiente: Q (calidad) de >30, >50-100 lecturas totales y >10-20 lecturas
mutadas; la eliminacion de posibles artefactos de secuenciacion; la identificacion y
filtrado de los polimorfismos, variantes descritas en la poblacion normal con una
frecuencia >1% (dbSNP, 1000 Genomes, ExAC, ESP 6500, entre otras); y finalmente la
seleccion de aquellas variantes que puedan ser consideradas clinicamente relevantes. Para
este ultimo paso, se seleccionan todas aquellas variantes, habiendo pasados los filtros
anteriores, que estan localizadas en regiones exonicas y de splicing, que dan lugar a un
cambio de aminoécido, y que, ademas, tienen un efecto dafiino para la funcion de la
proteina (predictores SIFT'y PolyPhen-2, entre otros). Se utilizaron también las bases de
datos COSMIC, ClinVary Varsome para seleccionar aquellas mutaciones ya descritas en
cancer, asociadas con alguna enfermedad y consideradas patogénicas o de significado
incierto. Durante el proceso se utiliz6 también el visualizador Integrative Genomic
Viewer (IGV, Broad Institute)®*® que permite la inspeccion visual de las lecturas y

localizacion de las variantes de interés.

Los genes incluidos en el panel de disefio propio del laboratorio para neoplasias

hematologicas mieloides son los siguientes:

ABL1 CBLC EED HRAS MECOM PHF19 SF1 TET2
AEBP2 CD177 EGFR IDH1 KMT2A PHF6 SF3A1 TGM2
ARID2 CDHI3 EIF2AK2 IDH2 KMT2D PHLPPI SF3B1 TIMMS50
ASXLI CDH23 ENG IKZF1 MPL PTEN SFPQ TNFAIP3
ATRX CDH3 EP300 IL3 MTOR PTPN1 SH2B3 TP53
BCASI CDK2 ETVé6 IRF1 NF1 PTPNI11 SMCIA TYK2
BCOR CDKN2A EZH2 JAKI NOTCHI RAD21 SMC3 U2AF1

BCORLI CEBPA FBXW?7 JAK2 NPMI RARA SPARC  UMODLI

BCR CREBBP FLT3 JAK3 NRAS RET SRSF2 ussli
BMI1 CSF3R G3BPI JARID2 NR2F6 RPS14 STAGI WASF3
BRAF CSNK1A1 GATAI JKAMP NTRK RUNX1 STAG2 WT1
CALR CTCF GATA2 KDM6A NUP98 SALL4 Suzi2 ZRSR2
CBFB CTINNAI GCAT KIT PBRM1 SBDS TCLIB

CBL Cuxi GNAS KRAS PDGFRA SETBP1 TERC

CBLB DNMT3A GNBI LUC7L2 PDGFRB SETD2 TERT
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Anexos_11. Incidencia de las mutaciones en U24F1 en los diferentes subtipos de

anomalias del cromosoma 7

% pacientes SIN mutacion U2AF1 % pacientes CON mutacion U2AF1

40% 30% 20% 10% 0% 0% 10% 20% 30% 40%
1 1 1 |

t(1;7)

deliz) [
a ]
doble, triple _

complefo [
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